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Résumé

Les Escherichia coli producteurs de Shiga-toxines (STEC) sont connus pour étre les principaux agents
infecticux responsables des diarrhées hémorragiques chez ’homme. lls ont été incriminés dans
plusieurs épidémies a travers le monde. Cing a dix pourcents des personnes infectées développent une
complication sévere, le syndrome hémolytique et urémique (SHU). Les bovins et autres ruminants
(ovins, caprins) sont les principaux réservoirs de ces pathogénes. A ce titre, le présent travail a eu pour
objectif de rechercher et de caractériser les STEC O157 et non- O157 a partir de carcasses ovines
produites dans deux abattoirs de la wilaya d’Alger dans le but d’estimer leur contamination par ces
agents infectieux extrémement virulents. Pour atteindre cet objectif, nous avons effectué deux études.
La premiére visait la recherche et la caractérisation des STEC O157 par la technique de séparation
immuno-magnétique (IMS). Un double écouvillonnage (humide/sec) de cent cinquante et une (151)
carcasses ovines a été effectué dans les abattoirs de Rouiba et d’El-Harrach. Aprés enrichissement,
I’isolement des STEC a partir de la gélose CT-SMAC a été suivi d’un sérotypage et d’un
antibiogramme. Les génes codant pour les facteurs de virulence (stxi, stx, et eae) ont été détectés par
amplification génique (PCR). La deuxieme étude a eu pour objet la recherche des STEC O157 et non-
0157 a partir de trois cent soixante-six (363) carcasses ovines produites dans 1’abattoir d’El-Harrach
par screening moléculaire des genes codant pour les facteurs de virulence par PCR multiplex. Un
isolement des STEC a partir des échantillons positifs a la PCR a été réalisé sur gélose CHROMagar
STEC, suivi d’un sérogroupage et d’un antibiogramme. Les résultats de la premiére étude ont révélé la
présence des STEC 0157 : H7 dans 7,28 % des échantillons analysés. La caractérisation phénotypique
a montré que 76,92% des E. coli 0157 :H7 étaient sorbitol et B-glucuronidase négatifs et 23,08%
sorbitol et B-glucuronidase positifs. Le profil génotypique des bactéries isolées était le suivant : stx,*
eae* (53,85%), stxi*eae* (7,69%), stx,™ (23,08%) eae* (7,69%) et stx eae’(7,69%). Le résultat de
I’antibiogramme a indiqué que 23,08% des isolats étaient résistants a la tétracycline, 7,69% aux
furanes et 7,69% a la fois aux furanes et a la tétracycline, alors que 61,54% étaient sensibles a
I’ensemble des antibiotiques testés. La deuxiéme étude a révélé la présence des marqueurs génétiques
stx*/stx*eae” dans 31,95% des échantillons analysés. Les genes détectés étaient les suivants : stxi*
(20,66%), stxo* (1,65%), stxi*stx.* (1,38%), stxi*eae™ (7,16%), stx.*eae™ (0,55%) et stxi*stx,"eae™
(0,55%). La présence du marqueur génétique eae™ a été détectée dans 9,92% des echantillons. Le taux
des isolats identifiés a partir des échantillons positifs a la PCR a été de 17,24%. Des bactéries isolées,
16,38% appartenaient a I’espece E. coli (STEC), et 0,86% appartenaient a Citrobacter braakii (eae™
stx;™). Ce dernier a été isolé puis rapporté pour la premiere fois lors de cette étude. Parmi les STEC
isolés, 26,3% ont agglutiné avec I’antisérum 026 et 73,7% ont donné un résultat négatif vis-a-vis des
différents sérums testés. Le résultat de I’antibiogramme a révélé que 31,58% des STEC présentaient
une résistance a au moins un antibiotique, et 68,42% étaient sensibles a I’ensemble des antibiotiques
testés. Des taux de résistance ont été enregistrés pour : I’amoxicilline (10,53%), 1’amoxicilline,
I’ampicilline et a la cefazoline (10,53%), ’amoxicilline, ’ampicilline, la ticarcilline, la streptomycine,
la kanamycine, la tétracycline, les sulfamides, la triméthoprime et la cotrimoxazole (10,53%). En
conclusion, la présence de STEC 0157 et non-O157 potentiellement pathogénes a été confirmée sur la
surface des carcasses ovines produites dans les abattoirs étudiés. Les STEC isolés présentent un
double danger pour le consommateur. Le premier est lié au pouvoir pathogéne des bactéries présentes ;
le second a la possibilité de dissémination de souches résistantes via cette denrée. Des mesures
correctives doivent étre envisagées au niveau des abattoirs pour éviter la survenue de flambées
épidémiques en Algérie ou la viande ovine est trés appréciée.

Mots clé: STEC, carcasses ovines, PCR multiplex, facteurs de virulence, sensibilité aux
antibiotiques, abattoirs.



Abstract

Shiga toxine producing Escherichia coli (STEC) are known to be the main infectious agents
responsible for bloody diarrhea in humans. They have been incriminated in several epidemics around
the world. Five to ten percent of infected people develop a severe complication, hemolytic uremic
syndrome (HUS). Cattle and other ruminants (sheep, goats) are the main reservoirs of these pathogens.
In this context, the present work aimed to research and characterize STEC O157 and non-0157 from
sheep carcasses produced in two slaughterhouses in the wilaya of Algiers in order to estimate their
contamination by these extremely virulent infectious agents. To achieve that objective, two studies
have been conducted. The first focused on research and characterization of STEC O157 by the
immuno-magnetic separation (IMS) technique. A double (wet / dry) swab of one hundred fifty-one
(151) sheep carcasses was carried out in the slaughterhouses of Rouiba and El-Harrach. After
enrichment, the isolation of STEC from CT-SMAC agar was followed by serotyping and antibiogram.
The genes encoding the virulence factors (stxi, Stx. and eae) were detected by gene amplification
(PCR). The second study involved the search for STEC 0157 and non-O157 from three hundred and
sixty three (363) sheep carcasses produced in the EI-Harrach slaughterhouse by molecular screening of
genes coding for virulence factors using Multiplex PCR. STEC isolation from PCR positive samples
was performed on CHROMagar STEC agar, followed by serotyping and antibiogram. The results of
the first study revealed the presence of STEC O157 : H7 in 7,28% of analyzed samples. The
phenotypic characterization showed that 76,92% of the E. coli O157: H7 were sorbitol and B-
glucuronidase negative and 23,08% sorbitol and B-glucuronidase positive. The genotypic profile of the
isolated bacteria was as follows: stx,” eae™ (53,85%), stx;* eae * (7,69%), stx." (23,08%) eae* (7;69%)
and stx eae” (7,69%). The antibiogram results indicated that 23,08% of the isolates were resistant to
tetracycline, 7,69% to furans and 7,69% to furans and tetracycline, while 61,54% were sensitive to all
tested antibiotics. The second study revealed the presence of stx™ / stx™ eae* genetic markers in
31,95% of the analyzed samples. The genes detected were: stx;™ (20,66%), stx.* (1,65%), Stxi™ stxo*
(1,38%), stx;™ eae* (7,16%), stx,™ eae* (0,55%) and stx;* stx.* eae™ (0,55%). The presence of the eae”
genetic marker was detected in 9,92% of the samples. The rate of isolates identified from PCR-
positive samples was 17,24%. Among all isolated bacteria, 16,38% belonged to the E. coli species
(STEC), and 0,86% belonged to Citrobacter braakii (eae* stx;*). The latter was isolated and reported
for the first time in this study. Among the isolated STECs, 26,3% agglutinated with the O26 antiserum
and 73.7% gave a negative result against the different sera tested. The antibiogram result showed that
31,58% of the STECs were resistant to at least one antibiotic, and 68,42% were sensitive to all tested
antibiotics. Resistance rates were recorded for: amoxicillin (10,53%), amoxicillin, ampicillin and
cefazoline (10,53%), amoxicillin, ampicillin, ticarcillin, streptomycin, kanamycin, tetracycline,
sulfonamides, trimethoprim and cotrimoxazole (10,53%). To conclude, the presence of potentially
pathogenic STEC 0157 and non-0O157 was confirmed on the surface of sheep carcasses produced in
the studied slaughterhouses. Isolated STECs pose a double hazard to the consumer. The first is related
to the pathogenicity of the bacteria present; the second to the possibility of dissemination of resistant
strains via this commodity. Corrective measures should be considered at slaughterhouse level to avoid
the occurrence of epidemic outbreaks in Algeria where sheep meat is highly appreciated.

Key words: STEC, ovine carcasses, multiplex PCR, virulence factors, antibiotic sensitivity,
slaughterhouses.
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Introduction

Introduction

Les Escherichia coli producteurs de Shiga-toxines (STEC) sont des bactéries émergentes,
causant des toxi-infections alimentaires caractérisées par des manifestations cliniques variées,
allant de la simple diarrhée bégnine a la colite hémorragique (CH) dans 80 % des cas (Kruger
et Lucchesi, 2015). La colite hémorragique peut évoluer par la suite dans 15 % des cas vers un
syndrome hémolytique et urémique (SHU) (Karpman et al., 2017), et/ou un purpura
thrombotique thrombocytopénique (PTT), a I’origine de troubles neurologiques (Tarr, 2009).
Ces complications peuvent aboutir dans 5 a 30 % des cas a une insuffisance rénale chronique,
une hypertension ou a des déficits neurologiques (Rosales et al., 2012). Les enfants et les
personnes agées sont les premiéres victimes du SHU, du fait de la déficience de leurs
systemes immunitaires (Havelaar et Swart, 2014), avec un taux de létalité compris entre 3 et
5 % (AFSSA, 2003).

De la famille des Enterobacteriaceae, E. coli a longtemps été considéré comme un simple
commensal du tractus digestif des mammiferes. Cependant, grace a leur multiplication rapide
et la plasticité de leurs genomes, certaines souches sont capables de co-evoluer avec leurs
hotes, et d’échapper a leurs mécanismes de défense. Ces propriétés expliquent en grande
partie I’émergence réguliere de nouvelles souches pathogénes (pathovars), ayant acquis par
échange génétique des facteurs de virulence (Kaper et al., 2004). La premiére souche isolée a
I’origine du syndrome hémolytique et urémique appartient au sérotype O157 : H7 (Riley et
al., 1983); toutefois on note I’existence d’autres E. coli non-O157 responsables de
I’apparition de cas d’épidémies dans le monde tels que : O1, 02, 011, 015, 025, 026, 045,
049, 092, 0103, 0111, 0121, 0128, 0104 et 0145 (Grad et al., 2012 ; Gould et al., 2013 ;
Honish et al., 2017 ). Les STEC possédent un arsenal de facteurs de virulence dont la liste et
le r6le exact restent a déterminer. Les deux protéines majeures impliquées dans leur pouvoir
pathogéne sont d’une part I’intimine, codée par le géne eae, et responsable de Iésions
intestinales et de diarrhées, et d’autre part les Shiga-toxines, codées par les génes stxi et ou
stxo, capables de provoquer la mort des cellules intestinales, vasculaires et rénales
(Bielaszewska et al., 2011).

Au-dela des cofits humains importants en termes de souffrance et d’affaiblissement liés aux
flambées épidémiques de STEC, I'industrie agro-alimentaire supporte souvent des frais
considérables. Une étude menée aux Etats-Unis en 2003 a estimé le colt annuel des infections
par E. coli 0157: H7 a quatre cent cing millions de dollars. Les codts estimés comprennent
trois cent soixante-dix millions de dollars pour les décées précoces, trente millions pour les

soins médicaux, et cing millions pour la perte de productivité (Frezen et al., 2005).
1



Introduction

Les ¢épidémies recensées sont liées en majorité a la consommation d’aliments d’origine
bovine, mais 1’ingestion d’autres denrées alimentaires et/ou d’eau, les contacts directs avec les
animaux, la transmission interhumaine par voie oro-fécale, sont également incriminés
(Caprioli et al., 2005). Les ruminants, notamment les bovins, les ovins et les caprins, sont des
porteurs sains de ce pathogeéne ; ils représentent les principaux réservoirs de souches de STEC

responsables de toxi-infections alimentaires (Beutin et al., 1993 ; Chahed et al., 2006).

Les STEC engendrent des répercussions économiques sur le commerce national et
international. Du fait des échanges commerciaux internationaux, les STEC sont appelés a
devenir une priorité de gestion des risques dans les pays ou ils ne sont pas encore une priorité
de santé publique (FAO/OMS, 2018). En Algérie, trés peu d’études se sont intéressées aux
Escherichia coli producteurs de Shiga-toxines. L’étude réalisée par Chahed et al., 2006 sur la
contamination des carcasses bovines par E. coli 0157 : H7 a révélé une prévalence de 7,8 %.
Ce résultat nous a incité a entamer une autre étude afin de rechercher ces pathogenes a partir
de la viande ovine, trés prisée dans le pays. En effet, les ovins représentent pres de 80 % de
I’effectif total du cheptel national, avec vingt-sept millions de tétes, représentant ainsi la plus
grande ressource animale du pays. Cette production classe I’Algérie au sixiéme rang en
termes d’élevage ovin au niveau mondial (Djaout et al., 2017). L’éventuelle contamination de
cette denrée par les STEC peut représenter un réel danger pour le consommateur algerien,

d’ou I’intérét de la présente recherche.

Notre travail est scindé en deux parties. La premiere est une étude bibliographique dédiée a la
revue de la littérature des Escherichia coli producteurs de Shiga-toxines. Dans cette partie,
nous abordons I’historique des STEC O157 et non-O157 : H7, leur physiologie, leur
épidémiologie, leur role en pathologie en tant qu’agents diarrhéiques pathogénes, ainsi que les

méthodes de leur détection dans les aliments.

La deuxieme partie, expérimentale, comprend deux études :

— La premiére étude consiste en la recherche des STEC 0157 a la surface des carcasses
ovines par la technique de la séparation immuno-magnétique [IMS] (ISO EN 16654)
dans les abattoirs d’El-Harrach (situé¢ dans la banlieue d’Alger) et de Rouiba (a 25 km
d’Alger).

— La deuxieme étude vise la recherche des STEC O157 et non-O157 par screening
moléculaire des génes codant pour les facteurs de virulence a partir des carcasses

ovines produites dans I’abattoir d’El-Harrach.



PREMIERE PARTIE
ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE




Etude bibliographique

| Histoire d’Escherichia coli (E. coli)

En 1885, le médecin allemand Théodore Escherich (1857-1911) isola un court batonnet a
Gram négatif et aux extrémités arrondies dans les matiéres fécales et les intestins d’enfants
(Escherich, 1885).

Cette espéce bactérienne fut baptisée Bacillus coli, puis renommée - en 1919 sur proposition,
et en 1958 officiellement - « Escherichia coli », sur recommandation du Sous-comité
Enterobacteriaceae du Comité de Nomenclature de I’ Association Internationale des Sociétés

de Microbiologie, en hommage aux travaux d’Escherich (Grimont, 1987).

De la famille des Enterobacteriaceae, E. coli est considéré comme un héte normal, ¢’est-a-
dire commensal, de la microflore digestive de ’homme et de la plupart des animaux a sang
chaud (De Rycke, 1991). Escherichia coli a la particularité de coloniser le tractus gastro-
intestinal dans les premieres heures de la vie (Nataro et Kaper, 1998). Cette espece qui a fait
I’objet d’un trés grand nombre d’études constitue le modele des bacilles a Gram négatif aéro-

anaérobies facultatifs (Joly et Reynaud, 2003).

Pendant longtemps, le genre Esherichia n’a renfermé que 1’espece E. coli, a laguelle sont
venues s’ajouter les espeéces E. Blattae, E. hermanii, E. vulneris et E. fergusonii (Euzeby,
2007).

.1 Classification des Escherichia coli

E. coli est constituée d’une multitude de souches qui peuvent étre différenciées et classées par

la détermination de leur :

- biotype, qui est le profil biochimique des souches ;

- sérotype, qui est défini par la combinaison de certains antigénes de surface : les
antigénes somatiques O (de Tallemand « Ohne Kapsel») de nature
lipopolysaccharidique (LPS), les antigénes capsulaires K (ou antigene de Kauffman),
de nature polysaccharidique, et les antigenes flagellaires H de nature protéique (Lior,
1994).

- lysotype, qui est le spectre de sensibilité d’une souche a une collection de
bactériophages. Cependant, contrairement au sérotypage, il n’existe pas de collection
internationale de référence a utiliser. Aussi, la lysotypie est-elle relativement peu
appliquée, sauf pour certaines souches particulierement importantes en pathologie
(Lior, 1994).
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[.1.1 Caracteres biochimiques d’E. coli

Les caractéres d'identification sont essentiellement "biochimiques", par le biais de 1'utilisation
de tests qui mettent en évidence le métabolisme protéique (présence d'uréase, production
d'indole, dégradation du tryptophane) ou la fermentation des sucres (glucose, lactose,
saccharose etc...), la capacité d'utiliser le citrate, la présence d'enzymes (décarboxylases,
désaminases), la production d'hydrogéne sulfuré ou la formation de gaz (Le minor et Veron,

1989). Le tableau 1 présente les principaux caractéres biochimiques d’E. coli.

Tableau 1. Principaux caractéres biochimiques d’E. coli

e 2 2 O O I W <« n 8

Tests 5' o x @ ':(' w & g g E o v S a 9
a3 8 T §0 265z 89 68 5L zx>4

Résultats + + + - L

+ : caractére positif, - : caractére négatif, +/- : caractere inconstant.

.1.2 Classification sérologique

La détermination des antigenes de surface, principalement les antigénes O somatiques et les
antigenes H flagellaires, est un moyen de différencier les souches d’Escherichia coli (Nataro
et Kaper, 1998). L’identification des antigénes et sérogroupes a permis de différencier les
souches pathogenes des souches commensales. En effet, certains sérotypes ne sont jamais, ou
rarement, associés a des maladies tandis que d’autres le sont trés fréquemment (Beutin, 1999).
Les antigénes somatiques O définissent le sérogroupe des E. coli. Il existe prés de 180
antigenes O et 56 antigénes H différents. La combinaison des antigénes de surface,
flagellaires et capsulaires, détermine en théorie environ 700 000 E. coli différents (Mariani-
Kurkdjian et Bingen, 2012). La recherche des antigénes se fait a 1’aide d’antisérum lors de
tests d’agglutination, et également par le sérotypage moléculaire, faisant appel aux outils de
type Polymerase Chain Reaction (PCR), qui consiste a caractériser les génes impliqués dans
la formation des antigenes (Ramos et al., 2006). Certains sérotypes d’E. coli tels que:
026 :H11, 0103 :H2, 0111 :NM, 0121 :H19, 0145 :NM, sont régulierement associés a des
pathologies, mais la virulence de ces souches n’est pas dépendante de ces antigénes (Gyles,

2007).



Etude bibliographique

L1.2.1 Antigénes somatiques O

L’antigéne somatique O, définissant le sérogroupe, est contenu dans les lipopolysaccharides
(LPS) présents sur la paroi bactérienne des souches a Gram négatif. Les génes codant les
enzymes impliquées dans la synthése de I’antigéne O sont regroupés dans le cluster de geénes
rfb (Coimbra et al., 2000 ; Hunt, 2010). Cet antigéne O consiste en dix a vingt-cinq
répétitions d’une unité protéique comportant elle-méme cing a sept résidus de sucres. La
combinaison des différents sucres retrouvés a la surface de I’antigéne somatique O est

specifique des différents sérogroupes (Iguchi et al., 2015).

1.1.2.2 Antigeénes flagellaires H

L’antigéne flagellaire H est de nature protéique, il entre dans la structure du flagelle
permettant la mobilité de la bactérie. 1l est codé par le géne fli C. La diversité des antigenes H
est due aux différents types de flagelline composant la structure du flagelle. C’est le flagelle
qui permet la mobilité bactérienne, cependant certaines souches perdent leur mobilité et sont

classées comme non mobiles (NM ou H-) (Beutin et al., 2016).

11.2.3 Antigénes d’enveloppe K

Les antigénes d’enveloppe K sont de nature polysaccharidique et sont inégalement répartis
dans I’espéce. Certains constituent une véritable capsule semblable a celle des Klebsiella ; il
s’agit des antigénes K de type A. Les souches qui le possédent forment des colonies
mucoides, leur antigéne O n’est détectable qu’aprés un chauffage a 120°C qui détruit
I’antigéne K. pour la majorité des souches, I’antigéne K est de type B, il est associ¢ a une

simple enveloppe (Joly et Reynaud, 2003).

.2 Classification et description des différents pathovars diarrhéogenes
d’E. coli
Si I’espece E. coli est hétérogeéne dans ses biotypes, sérotypes et lysotypes, elle ’est aussi
dans son écologie et son association a des pathologies. Pendant longtemps, la question du réle
pathogéne réel d’E. coli a perturbé les bactériologistes, car si cette association apparaissait de
maniére de plus en plus évidente, il était tout aussi évident que la méme bactérie était isolée
d’individus parfaitement sains. Cette observation était trés troublante a une époque ou 1’on
pensait qu’une espece bactérienne était soit pathogene, soit commensale (Mainil, 2003a). La
réponse vint d’une intuition d’un vétérinaire Danois, Carl Oluf Jensen (1864-1934), qui émit
I’hypothése que I’espece E. coli était hétérogéne et composée de souches provoquant des

pathologies et de souches tout a fait inoffensives (Mainil, 2003a). La détermination des
5
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sérotypes (Kauffmann, 1947) est le premier systéme qui a permis, dans une certaine mesure,
de différencier des souches pathogenes de souches commensales (Beutin, 1999). Par la suite,
divers chercheurs ont fait ceuvre pionniére en reconnaissant I’existence pour les souches
pathogénes de propriétés particulieres, dites de virulence, directement ou indirectement reliées
a leur pouvoir pathogéne. Ces propriétés permettent aux bactéries de coloniser les muqueuses
de I’hoéte, de les franchir, de résister aux défenses internes et de produire un effet toxique sur

cet hote, avec apparition de lésions et de signes cliniques (Pohl, 1993).

La détermination des combinaisons de propriétés particuliéres associées a la virulence d’une
souche constitue un nouveau moyen de typage d’E. coli, que I’on désigne sous le néologisme

de PATHOTYPIE (Mainil, 2003a).

Les souches d’E. coli, agents de diarrhées, forment un groupe trés hétérogene au regard des
mécanismes en cause dans leur pathogénicité. Un pathovar (pathotype) est un taxon d’un rang
hiérarchique inférieur a la sous-espéce, caractérise par un pouvoir pathogene. Certains
sérotypes sont pathogenes et peuvent étre associés a un ou plusieurs pathovars qui sont classes
en fonction des signes cliniques engendrés. Ces pathovars sont a I’origine de nombreux cas de
morbidité et de mortalité dans le monde entier (Matthew et al., 2013). On peut distinguer trois
grands groupes d’E. coli. Le premier est représenté par les bactéries « commensales »
colonisant le tube digestif (intestins) et qui ne représentent aucun danger pour leur hote
(Croxen et Finlay, 2010). Le second groupe comprend les bactéries pathogenes «extra-
intestinales» ; ce sont les E. coli uropathogénes (UPEC) et les E. coli responsables de la
méningite chez le nouveau-né (NMEC) (Russo et Johnson, 2000). Le troisieme et dernier
groupe comprend des bactéries pathogénes «intestinales» dites diarrhéogenes subdivisées en
six pathovars (Hu et Torres, 2015) : les E. coli entérotoxinogenes (ETEC), les E. coli
entéroaggrégatifs (EAEC), les E. coli entéroinvasifs (EIEC), les E. coli a adhésion diffuse
(DAEC), les E. coli entéropathogénes (EPEC) et les E. coli entérohémorragiques (EHEC).
Ces pathovars sont a l’origine de troubles intestinaux (diarrhée, colite hémorragique) ou
méme extra intestinaux (syndrome hémolytique et urémique, purpura thrombotique
thrombocytopénique) dans le cas des EHEC (Croxen et Finlay, 2010). La figure 1 montre les

principaux pathovars diarrhéogenes d’E. coli.
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Figure 1. Classification des E. coli diarrhéiques (Lee et Yoon, 2016)

.2.1 Escherichia coli entérotoxinogenes (ETEC)

Les ETEC sont caractérisés par la production d’entérotoxines thermostables ST et
thermolabiles LT (Milon, 1993). Le mode d’infection des ETEC s’effectue tout d’abord par la
colonisation de I’intestin gréle nécessitant des facteurs de colonisation (FC) appelés fimbriae
pour la fixation aux cellules intestinales de I'hote, puis par la production d’entérotoxines
(Croxen et al., 2013) (figure 2). Les fimbriae sont des appendices filamenteux, rigides, formés
de sous unités protéiques, de diametre inférieur a celui des flagelles. Ces facteurs d’adhésion
conférent aux ETEC un pouvoir d’adhésion spécifique a I’espéce et caractéristique : la
bactérie se fixe aux sommets des microvillosités qui demeurent intactes (Joly et Reynaud.,
2003). Les entérotoxines sont la cause d’une diarrhée aqueuse accompagnée d’une profonde
déshydratation. Les entérotoxines thermolabiles font partie de la famille des entérotoxines
cytotoniques dont fait partie la toxine cholérique. Les ETEC peuvent produire une ou

plusieurs toxines en combinaison (Croxen et al., 2013).

I.2.2 Escherichia coli entéroaggrégatifs (EAEC)

Les EAEC sont tres répandus dans les pays en développement. Ces E. coli sont a I’origine de
diarrhées persistantes et sont considérés comme des entéropathogénes émergents. Les EAEC
forment des biofilms sur la muqueuse intestinale. Les bactéries adherent les unes aux autres,
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ainsi qu'a la surface cellulaire, pour former un mod¢le d’adhérence agrégée (AA) connu sous
le nom de «brique empilée» (Croxen et al., 2013) (figure 2), provoquant une nécrose des
pbles apicaux des microvillosités. Elles possedent également la faculté de synthétiser une
toxine thermostable EAST | (entéroaggrégative E. coli heat stable enterotoxin). EAST | a une
homologie fonctionnelle partielle de 50 % avec la toxine thermostable ST des ETEC, d’ou sa

similaire pathogénicité (Nataro et Kaper, 1998).

1.2.3 Escherichia coli entéroinvasifs (EIEC)

Le pathovar EIEC, rare ou moins connu, concerne des sérotypes particuliers comme 028 : H-,
0112 : H-, 0124 : H30. Les EIEC ont la capacité d’envahir les cellules épithéliales au niveau
du colon avec une multiplication intracellulaire provoquant la mort de la cellule (Croxen et
al., 2013) (figure 2). La dysenterie engendrée est caractérisée par des crampes abdominales

avec la présence d’un mucus sanglant di a la destruction des cellules du colon (Milon, 1993).

I.2.4 Escherichia coli a adhésion diffuse (DAEC)

Les DAEC sont dispersés sur les surfaces des cellules intestinales, résultant en un modele
d'adhérence diffuse (Croxen et al., 2013) (figure 2). Les DAEC sont associés a des diarrhées
aqueuses qui peuvent devenir persistantes chez les jeunes enfants ; I’infection est plus grave
chez les sujets agés entre dix-huit mois et cing ans (Kaper et al., 2004). On pense que les
adultes deviennent des porteurs asymptomatiques, et il a été supposé que le portage des
DAEC peut conduire a des maladies intestinales inflammatoires chroniques telles que la
maladie de Crohn (Le Bouguénec et Servin, 2006). La figure 2 montre le mode d’action des

principaux pathovars diarrhéogénes d’E. coli.
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Figure 2. Modeéles d'adhérence des E. coli entériques (Croxen et al., 2013)

[.2.5 Escherichia coli entéropathogenes (EPEC)

Les EPEC sont responsables en moyenne de 5 a 10 % des épisodes de gastro-entérite infantile
(GEI) dans les pays en développement (Ochoa et al., 2008). Ils sont considérés comme l'un
des agents pathogenes les plus importants qui infectent les enfants de moins de 2 ans dans le
monde (Varela et al., 2015). Les souches EPEC sont associées a des diarrhées aqueuses chez
I’homme et sont définies comme des souches possédant le gene eae (E. coli attaching and
effacing) portés par un ilot de pathogénicité particulier appelé¢ « locus d’effacement des
entérocytes (LEE) » situé sur le chromosome. On distingue deux types d’EPEC : les EPEC
dites typiques (tEPEC) et les EPEC atypiques (aEPEC). Les EPEC typiques se caractérisent
par la présence a la fois du géne chromosomique eae codant I’intimine qui est un facteur
d’adhésion, ainsi que le plasmide pEAF (EPEC adhesion factor) portant le gene bfp (bundle-
forming pilus) qui code les pilis. Ces pilis permettent a la bactérie de se fixer et former des
microcolonies sur leur site d’adhésion a partir des récepteurs N-acétyl-lactosamine de la
surface de la cellule hote (Hyland et al., 2008). Les EPEC atypiques quant a eux possedent

uniquement le géne eae (Mora et al., 2016).

Les EPEC font partie du groupe des pathogénes entrainant des lésions de type

attachement/effacement (A/E) des cellules de 1’épithélium intestinal. Dans ce groupe on

9
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retrouve aussi les EHEC, les RDEC (rabbit diarrhoeagenic E. coli), Citrobacter redentium
pathogéne chez la souris et Escherichia albertii (Croxen et Finlay, 2010). L’infection a EPEC
s’effectue initialement par ’adhésion de la bactérie aux cellules épithéliales. Les bactéries se
fixent a la surface des entérocytes au niveau de la bordure en brosse et s’agrégent entre elles.
Il se forme ainsi des microcolonies ou « clusters » (figure 2). Les bactéries sont reliées entre
elles et & la cellule par des pilis appelés BFP (bundle forming pili) (Joly et Reynaud., 2003). A
posteriori, une destruction des microvillosités de la bordure en brosse des entérocytes se
produit par la capacité de la protéine membranaire, I’intimine, codée par le géne eae, a causer

des lésions d’attachement et d’effacement caractéristiques A/E (Croxen et al., 2013).

.2.6 Escherichia coli entérohémorragiques (EHEC)

Les Escherichia coli entérohémorragiques (EHEC) sont des bactéries émergentes causant des
toxi-infections alimentaires sous forme d’épidémies caractérisées par des manifestations
cliniques variées allant de la simple diarrhée bégnine a la colite hémorragique (CH) dans
80 % des cas (Kruger et Lucchesi, 2015). La colite hémorragique peut évoluer par la suite
vers un syndrome hémolytique et urémique (SHU) et/ou un purpura thrombotique
thrombocytopénique (PTT) a I’origine de troubles neurologiques (Tarr, 2009). Ces
complications peuvent aboutir a la fin a des complications graves comme une insuffisance
rénale chronique, une hypertension ou a des deficits neurologiques (Rosales et al., 2012). Les
enfants et les personnes agées sont les premiéres victimes du SHU du fait de la deficience de

leurs systémes immunitaires (Havelaar et Swart, 2014).

Le pouvoir pathogene des EHEC est di a la production de facteurs de virulence,
principalement I’intimine, les Shiga-toxines et 1’entérohémolysine (Schmidt et al., 1994).
L’intimine codée par le géne de virulence eae (Schmidt et al., 1994) est responsable de
I’adhésion intime de la bactérie aux cellules intestinales, causant ainsi ’apparition de lésions
d’attachement et effacement des microvillosités de la bordure en brosse des entérocytes et la
diarrhée (Joly et Reynaud, 2003). Les Shiga-toxines de type 1 et 2 (Stxl et Stx2) sont
responsables de la mort des cellules intestinales, vasculaires, rénales et cérébrales
(O’Loughlin et Robins-Browne., 2001) et a 1’origine du SHU et du PTT. Elles sont codées
respectivement par les génes de virulence stx; et stxz porteés par des prophages situés sur le
chromosome (Allison, 2007). Toute souche d’E. coli possédant un géne stx est dénommée
STEC pour «Shigatoxin-producing E. coli ». La premiére souche isolée a I’origine du SHU
appartient au sérotype 0157 : H7 (Riley et al., 1983). Les souches EHEC constituent un sous-
groupe des STEC et correspondent aux souches isolées chez les patients souffrant de diarrhées
10
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(hémorragiques ou non) et/ou de SHU. Généralement, la caractérisation des souches EHEC
isolées chez les patients débute par I’identification du sérotype. Les souches du sérotype
0157 : H7 sont étroitement associées aux infections humaines. En raison de ce lien étroit, les
souches EHEC sont communément divisées en deux grands groupes : les souches O157 et
non-0157. Plus précisément, les souches EHEC peuvent étre divisées en deux groupes en
fonction de la présence ou non des génes stx et eae. Les souches EHEC « typiques » se
caractérisent par la présence du géne stx et du géne eae. Les sérotypes appartenant a ce groupe
sont les suivants : 0157 :H7, 026 :H11, O111:H8, 0103:H2 et 0145:H28. Ces cinq sérotypes
correspondent aux EHEC les plus fréquemment isolés chez I’Homme. Ils sont de ce fait
qualifiés d’EHEC « typiques majeurs » définies comme étant hautement pathogenes (Afssa,
2010 ; Brugere et al., 2012). Les souches EHEC « atypiques » hébergent des genes stx mais
ne possedent pas de géne eae. Les EHEC atypiques peuvent étre des souches de sérotypes
091 :H21, 0113 :H21 et 0104 :H21. Ces souches posseédent d’autres mécanismes d’adhésion
a la muqueuse colique. De nombreuses adhesines ont été décrites mais leur implication
veritable dans la pathogénie de ces souches reste néanmoins a preciser (Afssa, 2010). La
figure 3 montre la classification des EPEC/EHEC/STEC/AEEC a partir des signes cliniques et

des facteurs de virulence associés aux souches d’E. coli.

Locus d'eftacement

AEE( STEC | Production de toxines Stx Bactériophages codant

des entérocytes (LEE) [ | en St ; i <> pour les tox Stx
EpEC EHEC
Fk atypiques S
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EPEC EHEC Jl
atypiques typiques Y
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A el se oIk hémorragique
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Syndrome
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EPEC : Enteropathogenic E. coli ; EHEC : Enterohaemorrhagic E. coli ; STEC : Shiga-toxin
producing E. coli ; AEEC : Attaching and effacing E. coli ; LEE : Locus of enterocyte
effacement ; EAF : EPEC adhesion factor ; stx : Génes codant pour les Shiga-toxines.

Figure 3. Diagramme de Venn illustrant le systeme de classification des
EPEC/EHEC/STEC/AEEC (d’aprés Naylor et al., 2005)
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Le schéma illustré par la figure 3 explique la relation existante entre les STEC et les AEEC, et
propose un systéme de classification des pathovars ou:

— les souches possédant le LEE, incluant le géne eae, quels que soient les signes
cliniques associés, appartiennent au groupe des AEEC ;

— les souches possédant les génes stx codant pour les toxines Stx, quels que soient les
signes cliniques associés, sont des STEC ;

— les EHEC sont des STEC mais le contraire n’est pas valable, car toutes les souches
STEC ne sont pas responsables de pathologies humaines ;

— les EHEC possédant le LEE ou eae* sont dénommées « EHEC typiques » et les
EHEC-LEE négatifs ou eae- sont dénommeées « EHEC atypiques », tel que 0104 :H4 ;

— les souches « EHEC typiques majeures », les plus souvent associées a des signes
cliniques graves et aux épidémies, appartiennent aux sérogroupes 0157, 026, 0103,
0111 et O145.

I Histoire des E. coli producteurs de Shiga-toxines (STEC)

C’est en 1982, qu’un nouveau tableau clinique caractérisé par une colite hémorragique, un
syndrome hémolytique et urémique et / ou un purpura thrombotique thrombocytopénique, est
apparu chez des patients ayant mangé des hamburgers, provenant d’établissements d’une
méme chaine de restauration rapide. Cette épidémie a sévi aux Etats-Unis d’abord dans
I’Oregon, puis dans le Michigan trois mois plus tard. La consommation de 1’aliment incriminé
contenant de la viande de beeuf insuffisamment cuite a entrainé 1’hospitalisation de 70 % des
malades victimes de la toxi-infection. L’analyse effectuée sur les selles des patients et sur la
viande hachée, source de I'infection, a révélé la présence d’un sérotype particulier d’une
souche d’E. coli entérohémorragiques (EHEC) qui est le 0157 : H7 (Riley et al., 1983). Les
EHEC font partie des STEC qui sont un pathogroupe comprenant tous les E. coli hébergeant
les génes codant pour les Shiga -toxines (Stx). Le terme EHEC désigne les souches de STEC

qui sont pathogénes pour I’lhomme (Kaper et al., 2004).

12
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.1 Terminologie

En 1903, Neisser et Shiga ont découvert que Shigella dysenteriae type 1 produisait une toxine
protéique. Les recherches ultérieures ont abouti dans les années 1940 a I’isolement et a la

caracterisation de cette toxine en tant que Shiga-toxine (Melton-Celsa et O’Brien, 2000).

En 1977, il a été signalé que des E. coli isolés de personnes souffrant de diarrhées
produisaient une toxine qui a un effet cytotoxique caractéristique sur des cellules Vero en

culture (cellules rénales de singes verts africains) (Konowalchuck et al., 1977).

Les analyses effectuées sur les selles d’enfants atteints par un syndrome hémolytique et
urémique suite a une épidémie survenue en 1982 aux Etats-Unis ont mis en évidence la
présence d’une toxine cytotoxique pour les cultures cellulaires Vero, a laquelle a été donné le
nom « Verotoxine ». Des recherches ultérieures ont démontré que cette toxine avait une
grande similitude avec la toxine de Shigella dysenteriae de type 1, d’ou son nom de « Shiga-
toxine ». Ces toxines sont divisées en deux groupes : les Shiga-toxines de type 1, qui peuvent
étre neutralisées par des anticorps anti-Shiga de Shigella dysenteriae, et les Shiga-toxines de
type 2 qui ne le peuvent pas (O’Brien et al., 1983; Strockbine et al., 1986 ; Strockbine et al.,

1988). Par la suite, différentes terminologies ont été adoptées :

E. coli producteurs de Vérotoxines (VTEC), par rapport a la production des

Vérotoxines 1 et 2 (VT1, VT2);

- E. coli producteurs de Shiga-toxines (STEC), en relation avec la production des Shiga-
like toxines 1 et 2 (Slt 1, Slt2). Le terme Shiga-like toxines a ensuite été remplacé par
Shiga-toxine (Stx1, Stx2) ;

- E. coli entérohémorragique (EHEC), pour désigner les STEC pouvant provoquer une

maladie similaire a celle provoquée par E. coli O157:H7 et présentant des

caractéristiques épidémiologiques et pathogéniques similaires (Levine, 1987) ;

- STEC non-0157, en référence au groupe STEC autre que le sérotype 0157 : H7.

La dénomination VTEC, initialement utilisée, a été abandonnée au profit du terme STEC,
recommandé par la Convention Internationale de Dénomination de ces pathogénes. La
dénomination STEC regroupe toutes les souches d’E. coli possédant un ou plusieurs génes stx
codant les Shiga-toxines (Mainil et Daube, 2005).
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[I.2 Origine des STEC O157 et non-0O157

Si 'univers des souches pathogenes d’E. coli apparait aussi complexe aujourd’hui, ¢’est la
conséquence de 1’évolution trés rapide, a notre échelle de temps, du monde bactérien, de la
plasticité du génome des bactéries, en particulier E. coli, permettant des échanges permanents
de matériel génétique, et aussi de la présence de nombreux genes qui codent pour ces
propriétés de virulence sur des structures geénétiques mobiles (Rasko et al., 2008). Selon
certaines études, les STEC seraient un groupe de clones dérivant des E. coli entéropathogéenes
EPEC. Ceci s’expliquerait par le fait que des génes comme les genes d’attachement et
d’effacement eae, auraient été transférés d’une souche pathogéne a une souche commensale

devenant par la suite pathogéne (Whittam et al., 1993).

Les souches pathogénes d’E. coli possedent jusqua 20 % d’information génétique
supplémentaire, acquise vraisemblablement au cours de transferts horizontaux d’ADN (figure
4). De nombreux genes nouvellement acquis sont localisés sur le chromosome, mais beaucoup
d’autres le sont sur des réplicons extra chromosomiques, les plasmides. Au cours de
I’évolution, ces geénes peuvent s’intégrer dans des structures relativement indépendantes,
comme les transposons ou les phages, ou se regrouper pour former des flots de pathogénicite.
Les génes codant ces facteurs de virulence sont presents sur des éléments mobiles, a savoir les
génes stxi et stxo situés sur des prophages, le gene eae sur un ilot de pathogénicitée LEE

(Mainil., 2003a). La figure 4 montre les différents mécanismes de transfert d’ADN chez les

bactéries.
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% génes
Iysée s
2 s “intégrant au
/ chromosome bactériophage
/ ou au plasmide /
[ (3
/ / ~
TRANSDUCTION ¥
Bactérie : .//”
réceptrice géne de — -
résistance Bactérie
infectée

Figure 4. Différents mécanismes de transfert d’ADN chez les bactéries (Doublet, 2004)

14



Etude bibliographique

Un modele d’émergence du clone O157 : H7 a été proposé par Feng et al. (1998) sur la base
d’événements qui seraient intervenus a partir d’un ancétre génétiquement le plus proche des
EHEC 0157 : H7, qui est le sérotype EPEC O55 :H7, caractérisé par une B-glucuronidase
positive et la fermentation du sorbitol. Les différentes étapes de 1’évolution du sérotype

0157 : H7 sont schématisées dans la figure 5.

/ Current 0157:H7 with LEE, Stx1, Stx2, and pO157 \ \
0157:H7 SOR-GUD-
T Loss of GUD+
Stx1 0157:H7 SOR-GUD+
phage /‘\ T Loss of SOR+
p0157 ™  O157:H7 SOR+GUD+ Antigenic shift
plasmid &~ I 055 10 0157
Stx2 /’\ 055:H7 SOR+GUD+
phage T
055:H7 SOR+GUD+
(Ancestral atypical EPEC with LEE)

Figure 5. Modg¢le de I’émergence d’E. coli O157 : H7 (modifié par Kaper et al., 2004)

Etapel : acquisition d’une souche de type EPEC O55: H7 sorbitol positive, B-glucuronidase
positive portant I'Tlot de pathogénicité LEE du géne stx» par transduction avec des phages =

O55 :H7 stx; positif ;
Etape 2 : acquisition d’un plasmide codant des hémolysines = 0157 : H7;

Etape 3 : acquisition du gene stx; = 0157 : H7 stxz stxy ;

Etape 4 : acquisition du plasmide pO157 entrainant la perte de fermentation du sorbitol

= 0157 : H7 SOR-

Etape 5: mutation de la base nucléotidique T (Thymine) en G (Guanine) en position
+93 du gene uidA aboutissant a la non-production de la B-glucuronidase = 0157 : H7

stx, stxs SOR™ GUD .
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Depuis ’apparition du 0157 : H7, plus de 400 sérotypes ont été identifiés comme STEC
(Croxen et al., 2013). Historiqguement, le sérotype O157 : H7 est le plus freqguemment associé
a Dapparition de cas de flambées épidémiques liées aux STEC, il est par conséquent le
sérotype le plus étudie dans le monde. Cependant, ces derniéres années 1’émergence de
nouveaux sérogroupes de STEC non-0157 tels que ; 026, 0103, 0111 et 0145, a ’origine de

I’éclosion de séveres flambées épidémiques, a été rapportée (Scheutz, 2014).

L’apparition de houveaux sérotypes de STEC est due a la présence des génes de virulence sur
des éléments mobiles, tels que les bactériophages, qui peuvent étre transférés d’un sérotype a
un autre (James et al., 2001). Ce processus joue un role important dans la dynamique et
I'évolution des E. coli et peut donner naissance a des souches hybrides avec des profils de
virulence inconnus (Leopold et al., 2014), comme ce fit le cas lors de 1’épidémie a 0104 : H4
survenue en Allemagne en 2011, qui s'est ensuite étendue a la plupart des pays d'Europe et ou
le pathogéne possédait les génes caractéristiques des EAEC (aggA, aggR, pic et aap) et celui
codant pour la Shiga-toxine de type 2 typique des STEC (stx2). Cette combinaison génetique
est a l’origine de I’apparition d’un nouveau pathovar hybride (STEC/EAEC) dénomme
EnteroAggregative-Haemorrhagic E. coli (EAHEC) (Brzuszkiewicz et al., 2011 ; Navarro-
Garcia, 2015). Ce sérotype inhabituel de STEC a provoqué l'une des épidémies les plus
meurtrieres jamais enregistrée, ou 4200 cas ont été identifiés dans le monde, avec 22 % de
SHU, 78 % de colites hémorragiques et un taux de mortalité d’environ 3,3 % (Buchholz et al.,
2011 ; Rasko et al., 2011). D’autres souches d’E. coli hybrides ont été recensées : trois
souches d’E. coli hybrides (STEC/ETEC) de sérotypes 0101 :H33, O2 :H25 et 02 :H27,
possédant les génes codant la Shig-atoxine des STEC et une toxine ST (heat-stable toxin)
caractéristique des ETEC (Nyholm et al., 2015).

Les principaux sérogroupes impliqués dans I’apparition de flambées épidémiques a STEC

dans le monde sont reportés dans le tableau 2.
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Tableau 2. Principaux sérogroupes de STEC responsables d’épidémies a travers le monde

Pays / . L Sérogroupes o
] Sérogroupes incrimines ) ) Réferences
Continent prédominants
; 0157, 026, 0111, 0103, 0121, (Brooks et al., 2005 ; Gould et
Etats-Unis 0157
045, 0145. al., 2013)
(Chui et al., 2015, Honish et al.,
Canada 0157, 0111, 026, 0121. 0157
2017)
Amérique du 01, 02, 015, 025, 026, 049, N (Aidar-Ugrinovich et al., 2007 ;
on-
sud 092, O11. Amézquita-Lopez et al., 2014)
Europe 0157, 026, 0111, 0104, 0103, .
) 0157 et non-0O157 (Pennington, 2010)
continentale 0128, 091, 0113, 02, 09, 0145
Australie 0157, 0111, O26. 0157 et non-0157 (Vally et al., 2012)
Japon 0157, 026, 0111, 0103, 0145 0157 et non-0157 (Tabuchi et al., 2015)

11 Caractéres phénotypiques et biochimiques des STEC

Les STEC appartiennent a la famille des Enterobacteriaceae. Au sein de cette famille, on
trouve de nombreux genres, parmi lesquels Salmonella, Shigella, et Escherichia (Euzeby,
2007). Tous les STEC ont la méme morphologie. Celle-ci est caractéristique d’Escherichia
coli : des bacilles fins (0,5 micron de diamétre sur 2 a 3 micron de long) dont la coloration de
Gram est négative. lls ne sporulent pas (Sutra et al., 1998). Les données sur la physiologie des
STEC concernent essentiellement le sérotype 0157 :H7, qui posséde toutes les
caractéristiques des E. coli, a ’exception de la non fermentation du sorbitol au cours des 24
heures (fermentation lente du sorbitol) ainsi que la non production de la B-glucuronidase
(Johnson et al., 1995). Cependant, certaines souches O157 : H- sorbitol et B-glucuronidase
positives ont été isolées chez des patients atteints du SHU en Allemagne (Karch et al., 1995).
Il a été noté aussi que les STEC du sérogroupe O157 sont presque toujours résistant au
tellurite a une concentration de 2,5 mg/l (Zadik et al., 1993). La décarboxylation de la lysine
et de l’ornithine, la fermentation du raffinose et du dulcitol, ainsi que l’incapacité de
fermenter le rhamnose sont des caractéristiques réguliéres des STEC 0157 (Chapman, 1995).
Concernant les STEC non-0O157, les données sont quasiment inexistantes. A I’heure actuelle,
aucune caractéristique biochimique commune n’a été identifiée pour les autres STEC, rendant
par ce fait leur identification plus difficile. Les principaux critéres biochimiques des STEC

sont présentés dans le tableau 3.
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Tableau 3. Principaux critéres biochimiques des STEC 0157 et non-0157 (Grimont, 1987)

Caractéristiques STEC non-0157 STEC 0157
LDC (+) (+)
oDC +/- +/-
B-xylosidase - -
B-glucoronidase (+) -
Sorbitol + .
Malonate - -
Indole + +
Adonitole - -

+ @ positif ; (+) : positif pour la majorité des souches ; +/-: positif ou négatif selon les souches.

[1l.1 Caracteres culturaux de base des STEC

Les données de la littérature relatives a la croissance des STEC ont concerné essentiellemnet
le serotype O157 : H7, qui a souvent fait I’objet d’études (Vernozy-Rozand et Montet, 2005).
E. coli O157 : H7 est une bactérie aéro-anaérobie facultative, qui s’adapte bien aux conditions
de culture aérobie et anaérobie. Les STEC peuvent étre cultivés en milieux liquides et sur des
milieux solides. L’aspect des cultures des STEC est le méme que celui d’E. coli. En milieu
liquide, le trouble occasionné par leur croissance est homogeéne et abondant. Sur les milieux
solides, les colonies sont rondes, de 2 a 3 mm de diametre, laiteuses ou légerement jaunatres
et lisses (Sutra et al., 1998).
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l1.L1.1 Température

La température de croissance des STEC est analogue a celle des E. coli en général. Les

températures de croissance des STEC 0157 et non-O157 sont présentées dans le tableau 4.

Tableau 4. Température de croissance des STEC (Nauta et Dufrenne, 1999)

Températures STEC 0157 STEC non-0O157
Température minimale 6 °C 6a7°C
Température optimale 41,5°C 40°C
Température maximale 45,5°C 45,5°C

.1.2 pH

Les plages de pH de croissance des STEC sont rapportées dans le tableau 5.

Tableau 5. Plages de pH permettant la croissance des STEC (Nauta et Dufrenne, 1999)

pH minimal

pH optimal

pH maximal

[4,2-5,5]

6,9

9,4

[11.1.3 Activité de I'eau (ay)

Les valeurs de 1’aw nécessaires a la croissance des STEC sont rapportées dans le tableau 6.

Tableau 6. awnécessaire a la croissance des STEC (Lindblad et Lindgvist, 2010)

aw minimale

aw optimale

0,945 a4 0,95

0,995
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IV Facteurs de virulence et pouvoir pathogéne des STEC

La virulence des STEC est associée a deux processus :

— la colonisation du tube digestif par I’intermediaire d’une protéine appelée intimine,
responsable de 1’adhésion des bactéries aux cellules intestinales de I’homme ;
— La production de toxines appelées Shiga-toxines (Stx) (Bielaszewska et al., 2011).
Cependant, il existe d’autres facteurs de virulence impliqués dans la pathogénicité des STEC,
tels que I’entérohémolysine et ’entérotoxine EAST].

Les genes qui codent les principaux facteurs de virulence des STEC sont portés par des
¢léments mobiles du génome, ¢léments acquis lors d’échanges génétiques par transfert
horizontal : lots de pathogénicité, bactériophages et plasmides (Brugeére et al., 2013). Parmi
ces facteurs de virulence, nous décrirons : les facteurs d’adhésion, les Shiga-toxines, la

production de I’entérohémolysine, la capacité a utiliser le fer et I’entérotoxine EAST.

IV.1 Facteurs d’adhésion

La plupart des souches STEC provoquent des lésions dites « d’attachement et d’effacement »
(A/E) des cellules de la muqueuse de I’iléon distal et du colon, par I’intermédiaire d’une
protéine de membrane, I’intimine produit du gene eae, situé au sein du locus chromosomique
« LEE » (locus of enterocyte effacement). Ces souches provoquant la maladie chez I’homme
sont appelées EHEC « typiques ». Des souches LEE négatives ont cependant également été
associ¢es a des SHU. Ces souches EHEC « atypiques » doivent donc posséder d’autres
facteurs d’adhésion permettant la colonisation de la mugueuse colique, et plusieurs adhésines
potentielles ont effectivement été décrites, telles que ’adhésine Saa ou les facteurs d’adhésion
« entéroaggrégative » décrits chez E. coli O111:H2 en France en 1996, et chez la souche de
E. coli O104 :H4 responsable de I’épidémie allemande et de 1’épidémie frangaise de
2011(Bielaszewsk et al., 2011 ; Mariani-Kurkdjian et al., 2011). Apres ingestion, et une fois
dans ’estomac, les STEC peuvent résister au pH acide de ce compartiment, qui est en dessous
de 2.5, grace aux systemes de résistance a ’acidité gastrique faisant appel a différents
mécanismes d’acido-résistance (Zhao et Houry, 2010 ; Peng et al., 2011). Ces différents
mécanismes sont a méme de maximiser les chances de survie de la bactérie et par ce fait, de

coloniser I’hote, jouant ainsi un réle clef dans la pathogénicite des STEC (Hong et al., 2012).

Une fois I’estomac franchi, les bactéries atteignent ’intestin ou elles colonisent la muqueuse
en adhérant aux cellules épithéliales, le c6lon étant le principal site de colonisation des STEC
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chez ’Homme (Karmali et al., 2010). Les facteurs d’adhésion sont des éléments majeurs de la
pathogénie. Les principaux mécanismes d’adhésion décrits chez les entérobactéries font appel
a des fimbriae, des protéines de la membrane externe, et des lipopolysaccharides. De
nombreuses études in vitro et in vivo ont été réalisees afin de connaitre les différents facteurs
responsables de ce processus (Wagner et Hensel, 2011). Les STEC possedent de nombreux

facteurs d’adhésion permettant leur attachement aux entérocytes, parmi eux nous décrivons :

IV.1.1 Facteur d’attachement et d’effacement

L’adhésion de certaines souches de STEC au tube digestif s’accompagne du développement
de Iésions spécifiques des entérocytes dites « lésions d’attachement - effacement (A/E) »
limitées au colon et au caecum (Donnenberg et al., 1993). Les lésions A/E, d’abord décrites
chez les EPEC, sont caracterisées par un effacement des microvillosités des cellules de
I’épithélium intestinal, dans la zone de contact entre la bactérie et la cellule cible (China,
2000). Un piedestal, constitué d’actine cellulaire sur lequel les bactéries peuvent s’enchasser
de facon tres étroite, est alors constitué. L’attachement aux entérocytes, puis 1’effacement des
microvillosités, reposent sur des modifications du cytosquelette qui consistent essentiellement
en une accumulation de microfilaments d’actine constitutifs des microvillosités plus ou moins
dépolymérises dans la zone apicale du cytoplasme cellulaire, en contact étroit avec la bactérie
(China, 2000). La forte diminution du nombre de microvillosités assurant un réle de
réabsorption de I’eau au niveau de I’intestin va alors entrainer I’apparition de symptomes
diarrhéiques. Contrairement aux EPEC qui colonisent I’intestin gréle, I’adhésion des STEC se

limite a 1’épithélium folliculaire des plaques de Peyer (Phillips et Frankel, 2000).

Les genes responsables des lésions A/E sont portes par le locus chromosomique LEE codant
un systeme de sécrétion de type III et trois classes de protéines sécrétées par I’intermédiaire
de celui-ci (Jarvis et Kaper, 1996). Les génes responsables de la formation des lésions A/E

sont :

- Le gene eae (E. coli attaching and effacing) codant une protéine de surface de 94 KDa
appelée « intimine » qui a pour role d’adhérer intimement a 1’entérocyte (Jerse et
Kaper, 1991).

- Le gene tir qui code le co-récepteur spécifique de 1’intimine, Tir (Translocated Intimin
Receptor), injectée dans le cytoplasme de la cellule eucaryote grace au systeme de

sécrétion de type 111 ou il est modifié par des kinases (Kenny et al., 1997).
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Le LEE fait partie des Tlots de pathogeénicité qui se caractérisent ainsi :

- lls sont généralement absents des bactéries non pathogénes appartenant a la méme
espéce.

- Ils sont constitués d’un groupe de genes de virulence dont les génes codant des
toxines, des adhésines, des invasines, des systemes chélateurs de fer, ainsi que des
systémes d’export de facteurs de virulence.

- Le pourcentage G+C est différent de celui du reste du chromosome.

- lls occupent généralement une région chromosomique de plus de 30 Kb.

- Leur taille peut varier de 5 a 200 Kb.

- Ils portent des genes codant des intégrases d’origine phagique, des transposases, avec
des origines de réplication plasmidiques, souvent cryptiques. La présence de ces genes
suggere un systéme d’intégration de I’ADN étranger par [Dintermédiaire de
transposons, d’intégrons, de phages ou de plasmides, laissant également supposer une

grande mobilite de certains ilots de pathogénicité (Mainil, 2003a).

Le LEE, n’est pas indispensable a la pathogénicité d’une souche ; cependant cette derniére
sera plus facilement et d’autant plus pathogéne si elle le posséde (Schmidt et al., 1994).
D’autres effecteurs sont codés par les génes présents au niveau du LEE comme I’effecteur
Map (Mitochondrion-associated protein), essentiel dans les phénoménes d’altération de la
barriére intestinale, et des jonctions serrées entre les entérocytes. Ou encore les genes Eesp
(EPEC-secreted protein) qui codent pour une « seringue » moléculaire tel que I’EspF, qui
intervient dans le phénomeéne d’effacement des microvillosités, d’altération de la barriére
intestinale et I’apoptose. Le gene EspB quant a lui joue un réle dans la translocation des
effecteurs, ’effacement des microvillosités et la modification du cytosquelette. Le géne EspH
est impliqué dans la formation du piédestal et de son élongation (Wong et al., 2012). Le gene
EspZ est impliqué dans la régulation du phénomene de translocation des systemes de

sécretion de type 3 (Berger et al., 2012).

IV.1.2 Adhésine Saa

Certains STEC ne possédant pas le LEE: stx ¥, eae” ont été impliqués a plusieurs reprises dans
des épidémies de SHU. A la lumiére de ces observations, il est intéressant de noter que les
souches de sérotypes O113:H21, 091:H21, 048:H21, isolées fréquemment chez les petits
ruminants, sont également isolées en situation pathogéne chez 1’homme. Ces souches

posseédent une adhésine appelée Saa (STEC autoagglutinating adhesin) qui est une protéine de
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surface de 516 acides aminés, qui possede une certaine homologie avec la protéine YadA de

Yersinia Enterocolitica (Paton et al., 2001).

IV.1.3 Adhésion fimbriaire

L’adhésion fimbriaire est un mécanisme fréquent chez les E. coli pathogénes, et notamment
chez les ETEC et les EPEC. Elle a été mise en évidence chez la majorité des souches de
sérotype 0157 : H7, et chez 41 % des souches non-0157 (Willshaw et al., 1992).

IV.1.4 Facteurs d’adhésion « entéroaggrégative »

Certaines souches d’EHEC ne posseédent pas le géne eae. C’est le cas du sérotype 0104 :H4
(stx2" eae’), ou la fixation et la colonisation de la muqueuse colique par la bactérie sont
assurées par un autre facteur d’adhésion autre que I’intimine, codé par le géne aggR présent

sur le plasmide pAA caractéristique des E. coli entéro-agrégatives (Grad et al., 2012).

IV.2 Shiga-toxines

Les Shiga-toxines, Stx1 et Stx2, sont considérées comme les principaux facteurs de virulence
des STEC (Melton-Celsa, 2014).

IV.2.1 Structure

Les Shiga-toxines sont des hétéropolyméres de 70 kDa constitués d’une sous-unité A
(Activité) de 33 kDa et de 5 sous-unités B (Binding ou liaison) de 7,7 kDa (Melton-Celsa,

2014). Deux grandes classes de Shiga-toxines ont été décrites :

- les Shiga-toxines de type 1 « Stx1 » ;
- les Shiga-toxines de type 2 « Stx2 ».

Les deux groupes de toxines présentent des différences : au niveau immunologique, la toxine
Stx1 est neutralisable par des anticorps anti-Shiga-toxine de Shigella disenteriae de typel,
alors que Stx2 ne I’est pas (Calderwood et al., 1996). En ce qui concerne les séquences en
acides aminés, Stx1 et Stx2 presentent respectivement 99 % et 50 % d’homologie avec la
toxine de référence précédemment citée (Strockbine et al., 1988). Cependant, leurs propriétés
biochimiques et leurs mécanismes d’action sont identiques. Il a été aussi prouvé que la toxine
Stx2 est mille fois plus cytotoxique que la Stx1. Les souches produisant Stx2 sont
généralement responsables des pathologies les plus graves (Joly et Reynaud, 2003), cela peut

étre expliqué par le fait que la sous-unité Al de Stx2 a une plus grande affinité pour les
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ribosomes et une activité catalytique plus élevée par rapport a la sous-unité Al de Stx1 ((Basu
et al., 2016). Stx1 ainsi que Stx2 sont codées par des bactériophages (Waldor et al., 2005).
Elles ont chacune leur propre régulation et peuvent étre produites indépendamment par une

méme bactérie (Joly et Reynaud, 2003).

IV.2.2 Mode d’action
Les Shiga-toxines produites localement traversent 1’épithélium intestinal avant de rejoindre la
circulation sanguine et atteindre des récepteurs glycolipidiques spécifiques, les Gb3 (glactose-
a (1-4), galactose-p (1-4), glucosyl-céramide). Le Gb3 a été mis en évidence principalement
sur les cellules HeLa et les cellules Véro. Peu de lignées cellulaires reconnaissent cette toxine.
Il est important de souligner que seules les cellules des primates et les cellules humaines y
sont sensibles (Stearns-Kurosawa et al., 2013). Les entérocytes, les cellules endothéliales
vasculaires humaines du colon, du parenchyme rénal et du systéme nerveux central, sont
particulierement riches en ces récepteurs. Les Shiga- toxines sont composées d'une seule
sous-unité A et d'une sous-unite B pentamérique (Melton-Celsa, 2014). L’attachement du
pentametre de la sous-unité B au Gb3, induit ’entrée de la sous-unité A dans la cellule
(Lauvrak et al., 2004). 1l a été montre que la Shiga-toxine ne s’attache in vivo qu’aux cellules
villositaires qui contiennent le récepteur Gb3, et non aux cellules cryptiques qui sont
démunies de ce glycolipide. La toxine est internalisée par voie endocytosique et les vésicules
formées, contenant la toxine, fusionnent avec des lysosomes. La sous-unité Al, provenant du
clivage du composant A par réduction d’un pont disulfure, passe dans le cytosol, ou elle
s’associe a la sous-unité 60S du ribosome. Cet attachement sélectif permet a la Shiga-toxine
d’affecter essentiellement I’absorption du sodium, propre aux cellules du sommet des
villosités, et d’altérer légérement et indirectement la sécrétion du chlore par les cellules
cryptiques a la base des villosités (Rousset et Dubreuil, 2000). L’activité N-glycosidase de la
sous-unité Al clive I’adénine en position 4 324 de I’extrémité 3’de I’ ARNr 28S du complexe
ribosomal, inhibant I’action du facteur d’¢longation peptidique, et donc la synthése protéique
(Shi et al., 2016). Ce qui entraine la mort des cellules cibles par arrét des synthéses protéiques
et induisent des lésions de I’endothélium vasculaire, principalement intestinal, rénal et
cérébral, ce qui explique les manifestations cliniques avec complications rénales et/ou
neurologiques (Rosales et al, 2012). Ce mécanisme rend compte de Iactivité
entéronécrosante de la Shiga-toxine (Rousset et Dubreuil, 2000). L’effet sécrétoire serait
corrélé a la destruction des cellules épithéliales impliquées dans I’absorption intestinale du
sodium. Une importante quantité de toxine pourra donc agir au niveau des tissus associés,

entrainant ainsi une réaction inflammatoire pouvant aboutir a des complications de type SHU,
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correspondant a une insuffisance rénale sévere, ou & un PTT correspondant & des atteintes
neurologiques graves touchant le systéme nerveux central et pouvant conduire & la mort du

malade (Tarr, 2009). Le mode d’action des Shiga-toxines est illustré par la figure 6.

EUKARYOTIC CELLS

Figure 6 : Mode d’action des Shiga-toxines sur les cellules eucaryotes (Pacheco et Sperandio,
2012)

IV.2.3 Geénes stx

Les genes codant les Shiga-toxines Stx1 et Stx2 sont notés respectivement stx; et stx. d’apres
la convention d’écriture internationale (Calderwood et al., 1996). Les génes stx sont situés sur
un opéron généralement porté par un bactériophage de type A-like. Ce sont des phages
lysogénes intégrés dans le chromosome bactérien, qui peuvent étre transferés entre des
bactéries apparentées, créant un éventail varié de souches bactériennes sécrétant un ou
plusieurs sous-types de toxines (variants) (Kriger et Lucchesi, 2015). La comparaison des
séquences des Shiga-toxines montre que le gene stxi, trés conserveé, est pratiquement
identique a celui de Shigella dysenteriae de type 1 (Strockbine et al., 1988), alors que le géne

stx2 est beaucoup moins conservé, ce qui permet de distinguer plusieurs sous-types de stxz.

1V.2.3.1 Variants des génes stx

Les variants ont tout d’abord été mis en évidence sur la base des différences d’activité
biologique, de réactivité sérologique, ou de spécificité de liaison aux récepteurs des toxines
Stx (Calderwood et al., 1996). Ces différences sont majoritairement dues a des mutations au
niveau de la séquence nucléotidique des génes stx modifiant donc légérement la structure de

la toxine (Bertin et al., 2001). Tous les variants ont les mémes particularités génétiques que
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les génes de réference, stxi et stxo. Il n’est donc pas rare, suite a ’insertion de plusieurs

phages dans le chromosome bactérien, d’observer des souches possédant plusieurs variants.

La détermination des variants de stx est considérée comme un facteur prédictif de sevérité des
infections a STEC avec évolution vers le SHU, en particulier « stxzq activable » (Bielaszewska
et al., 2006) et «stxoc» (Orth et al., 2007). Scheutz et al. (2012) ont normalisé la
nomenclature stx en désignant les sous-types stx; comme Stxia, StXic €t Stxiq, €t les sous-types
Stxo comme StXza, StXan, StXoc, StXad, StXze, StXof €t StXog €n fonction de la similarité des séquences

d'acides aminés.

a) Variants du gene stx:

Quelques variants de stx; ont été décrits : Stxi, Stxic et Stxiq. Le variant stx; correspond a la
séquence nucleotidique du gene stx: porte par le phage 933 (Strockbine et al., 1986) et
représente le variant de référence ou variant « sauvage ». Le variant stxic, tout d’abord mis en
évidence chez des souches d’origine ovine et nommé Stxioxs, a été retrouvé aussi chez des
souches humaines. Les pourcentages d’homologie avec le géne Stxi sont respectivement de 97
et 95% pour les séquences des sous-unités A et B. Les protéines quant a elles ne different que
de 9 et 3 acides aminés correspondant a 97,1 et 96,6% d’homologie entre les sous-unités A et
B respectivement (Koch et al., 2001). Le variant stxiq a €té mis en evidence chez une souche
d’origine bovine. Un séquengage du géne a montré que les régions codant les sous-unités A et
B possédaient 93 et 92% d’homologie respectivement avec la séquence de référence stxi. Ce
résultat correspond a une différence de 20 acides aminés pour la sous-unité A et de 7 acides

amineés pour la sous-unité B (Burk et al., 2003).
b) Variants du géne stxz

Les variants stx, sont beaucoup plus nombreux. On distingue sept variants qui sont stxo, Stxac,
StXad, StXoe, StXof, StXzg €t StXonvz0e. L€ Variant stxz est le gene « sauvage » correspondant au
gene de la souche de réeférence EDL 933 qui porte le phage 933W (Strockbine et al., 1986).
Le variant stxoc appartenant au sérotype O148 : H8, a été isolé a partir de viande ovine et de

selles de patients atteins du SHU en France (Espié et Vaillant, 2002).
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IV.3 Production de I’entérohémolysine

La production de I’hémolysine est un caractére fréquemment retrouvé chez les souches
d’E. coli impliquées dans des infections intestinales et extra intestinales. Un fragment de 3,5
Kb (gene ehxA) mis en évidence sur le plasmide pO157 code une entérohémolysine E- hlyA
qui provoque la lyse des érythrocytes. Cette hémolysine est plus ou moins apparentée a I’a-
hémolysine d’E. coli. Elle est produite en phase stationnaire de croissance et n’est pas
excrétée dans le surnageant de culture (Schmidt et al., 1994). La production de
I’entérohémolysine semble étre corrélée a la présence du plasmide pO157 dans la quasi-
totalité des souches 0157 : H7 et dans environ 60 % des STEC non O157 isolés des cas de
SHU (Chart et al., 1998). De ce fait, elle peut étre considérée comme un marqueur
épidémiologique lors des infections a STEC (Beutin et al., 1989)

IV.4 Capacité a utiliser le fer

Le fer est présent en grande quantité dans le sang et les tissus, mais le fer libre, sous forme
d’ions ferreux, seul utilisable par les bactéries, est présent en trés faible quantité (1078
molaire) (Mainil, 2003b). Le fer se trouve en effet dans les cellules, lié a I’héme, a
I’hémosidérine, a la ferritine, et dans le milieu extracellulaire li¢ a des glycoprotéines comme
la transferrine dans le plasma. Le réle physiologique de la transferrine est de chélater et de
livrer les ions de fer aux cellules eucaryotes. Selon Mainil (2003b), les bactéries peuvent

s’approvisionner en fer selon cinq stratégies différentes :

— A partir des produits de dégradation de I’hémoglobine apreés hémolyse ;

— Directement a partir de la transferrine ou la lactoferrine de I’hote ;

— Indirectement a partir de ces deux molécules par la production de sidérophores ;
— Indirectement a partir de sidérophores produits par d’autres bactéries ;

— A partir des pools intracellulaires de fer pour les bactéries pathogénes intracellulaires.

La premiéere stratégie est celle utilisée par les bactéries produisant des hémolysines, car elles
sont en plus capables de digérer 1I’hémoglobine et d’assimiler les porphyrines. Les
hémolysines d’E. coli peuvent jouer ce réle, mais, a lui seul, ce mécanisme est insuffisant.
Pour la troisiéme stratégie, qui est la plus efficace et la plus répandue dans le monde des
bactéries pathogénes, des sidérophores de tres haute affinité sont produits pour détacher le fer
des chélateurs de I’hote. E. coli peut aussi utiliser des sidérophores produits par d’autres
bactéries. Elle peut en effet synthétiser des récepteurs a ces différents sidérophores (Mainil,

2003D).
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IV.5 Entérotoxine EAST1

Mise en évidence chez les E. coli entéroaggrégatifs, elle agit sur les cellules intestinales au
niveau des mécanismes de sécrétions. Le gene codant cette toxine a été mis en évidence chez
des souches de sérotype 0157 : H7. Il semblerait que I’entérotoxine EAST1 a un role dans
I’induction de la phase initiale de la diarrhée aqueuse observée lors des infections & EHEC
(Nataro et Kaper, 1998) .

VInfections liées aux STEC

Chez I’homme, apres ingestion d’une dose infectieuse faible (inférieure a 100 unités formant
colonies ou ufc) (Caprioli et al., 2005), et aprés une période d’incubation de trois a quatre
jours pouvant aller jusqu’a dix jours (Karmali, 1989), les infections a STEC peuvent revétir
des tableaux cliniques variés allant de la diarrhée beénigne a des colites hémorragiques
(Caprioli et al., 2005). Ces derniéres se compliquent parfois au bout de quelques jours d’un
syndrome hémolytique urémique (SHU) chez I’enfant et le sujet &gé, et plus rarement de

Purpura thrombotique et thrombocytopénique (PTT) chez I’adulte (Tarr, 2009).

V.1 Colite hémorragique (CH)

La colite hémorragique est la forme la plus fréquente des affections humaines dues aux STEC,
d’ou Tl’appellation EHEC (entérohémorragiques) pour tous les serotypes associés a cette
pathologie. La colite hémorragique causée par les EHEC est caractérisée par des crampes
abdominales soudaines suivies tres rapidement par une diarrhée aqueuse. Apres un a deux
jours, les selles deviennent hémorragiques et la douleur s’intensifie. Des vomissements et des
nausees peuvent étre observés chez environ la moitié des patients de maniére précoce tandis
que la fievre apparait chez moins d’un tiers. Généralement, elle n’est pas élevée et rencontrée
chez les sujets les plus séverement atteints (Griffin et Tauxe, 1991). Ces colites nécessitent
souvent une hospitalisation du fait de la sévérité des douleurs abdominales et de la grande
émission de sang dans les selles, qui peut aller jusqu'a 11 émissions par jour (Sutra et al.,
1998). Cependant, des formes cliniques avec une diarrhée non hémorragique existent. Du fait
de leur moindre gravité, elles sont moins rapportées par les médecins ; néanmoins elles sont

peu fréquentes. L’infection asymptomatique a également été rapportée (Nagano et al., 2004).
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V.2 Syndrome hémolytique et urémique (SHU)

Les Shiga-toxines sont la principale cause du syndrome hémolytique et urémique (SHU) chez
les patients infectés par les STEC. Le SHU est I'une des principales causes d'insuffisance
rénale pediatrique chez des enfants, entrainant un taux de mortalité de 10 % et un taux de
morbidité chronique proche de 25 % (Hall et al., 2017). Le syndrome hémolytique et

urémique est caractérisé par la triade (Goodship, 2004) :

- Anémie hémolytique microangiopathique ;

- Insuffisance rénale aigue ;

- Thrombopénie.
Le SHU correspond a des Iésions de type microangiopathie thrombotique (MAT), touchant
les reins et éventuellement d’autres viscéres, caractérisées par un épaississement des parois
des capillaires glomérulaires et/ou des artérioles et par la présence de micro-agrégats
plaquettaires dans les capillaires et les artérioles. Les anomalies histologiques caractéristiques
combinent élargissement de ’espace sous-endothélial et thrombi plaquettaires dans la lumiere
des petits vaisseaux du rein et d’autres organes, notamment le tube digestif et le cerveau. La
consommation plaquettaire et la fragmentation des hématies dans la microcirculation lesée,
rendent compte de la thrombopénie et de I’anémie hémolytique (Remuzzi et Ruggenenti,
1995). La classification habituelle du SHU distingue les SHU post-diarrhée (D+) et les SHU
non associés a une diarrhée (D-), appelés aussi SHU atypique (Goodship., 2004).

Les SHU dits atypiques (SHUa) représentent 5 a 10 % des SHU de I’enfant : ils ne sont pas
liés a une infection a STEC, surviennent a tout age, peuvent étre familiaux, et ont un pronostic
réservé, plus de 50 % des patients évoluant rapidement vers I’insuffisance rénale terminale.
Soixante-dix pourcent des patients atteints de SHUa ont des mutations d’un des genes qui
codent pour des protéines du compléement : le facteur H, le facteur I, la membrane cofactor
protein (MCP), le facteur B ou le C3 (Sellier-Leclerc et al., 2007).

Au cours de ces derniéres années, des progres importants ont été accomplis dans la génétique
et la compréhension des mécanismes qui sont a I’origine des SHU. Dans les SHU associés
aux diarrhées (D+), il a été démontré que la virulence des souches d’E. coli 0157 : H7 est liée
a ’adhésion et au transport des Shiga-toxines par les polynucléaires, ces derniers jouant un
réle important de médiateurs. Des modifications précoces de la coagulation sont des signes
précurseurs de ce type de SHU. Les Shiga- toxines peuvent se fixer spécifiguement a des

récepteurs des leucocytes qui sont alors activés et adhérent a la paroi vasculaire. C’est ainsi
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que plusieurs médiateurs issus des leucocytes activés lesent directement la cellule endothéliale
qui libére dans la microcirculation des multiméres VWF (Facteur von Willebrand) de tres
grande taille. A son tour, I’agression de la cellule endothéliale provoque une expansion sous
endothéliale ainsi qu’un gonflement et une prolifération myo-intimale aboutissant au
rétrécissement ou a l’oblitération de la lumiére vasculaire. Le rétrécissement vasculaire
augmente les résistances, et donc les forces de cisaillements qui alterent la fonction et le
métabolisme du multimére vWF et I’interaction des plaquettes avec ’endothélium. Dans les
conditions normales, 1’écoulement du flux sanguin est laminaire et les multimeéres vVWF
circulent sous forme replié¢e. Sous I’effet du gonflement et de I’endothélium, 1’écoulement du
flux sanguin devient turbulent dans la lumiére vasculaire rétrécie. L’augmentation consécutive
de la force de cisaillement peut induire une activation plaquettaire et I’absence de reploiement
des multimeres VWF. Ces multimeres non repliés deviennent accessibles a I’activité de
proteases circulantes aboutissant a une fragmentation anormale. Les fragments VWF se lient
aux plaquettes activées et contribuent a ’agrégation plaquettaire et a la formation de thrombi
(Remuzzi et Ruggenenti, 2000). Le SHU typique (D+) di a une infection par les STEC est
associé a une diarrhée prodromique a laquelle succede une insuffisance rénale aigue
(Goodship, 2004). Les facteurs prédictifs de la sévérité du SHU incluent (Goodship, 2004):

un age inférieur a deux ans ;

des prodromes digestifs séveres ;

une leucocytose élevée ;

une anurie précoce.

Le bilan biologique du SHU est caractérisé par (Brisabois et al., 2004) :

— une anémie hémolytique microangiopathiqgue (hémoglobine < 10 ¢/100ml et
schizocytose > 2 %) ;
— une insuffisance rénale (créatinine > 60 pmol si age < 2 ans, ou > 70 umol si age >

2 ans).

La persistance de 1’anurie au-dela du dixiéme jour, la nécessité de dialyse a la phase aigue et
la persistance d’une protéinurie au douziéme mois sont associées a un risque accru
d’insuffisance rénale chronique a long terme. Une nécrose corticale focale ou I’atteinte de
plus de 50 % des glomérules sont également prédictifs d’un mauvais pronostic (Remuzzi et

Ruggenenti, 2000). Le diagnostic repose sur la détection d’E. coli O157:H7 dans la
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coproculture (Vernozy-Rozand et Montet, 2005). Au cours du SHU, d’autres organes que le

rein peuvent étre atteints (Loirat et Taylor, 2004 ; Siegler et Oakes, 2005) :

— Une atteinte du systeme nerveux central est observee dans environ 20 % des cas et
peut conditionner le pronostic vital. Les symptémes les plus fréquents sont des
convulsions focales ou généralisées, une torpeur, voire un coma ;

— Une colite hémorragique sévere est observée dans 10 & 20 % des cas, avec un méléna
prolongé, des douleurs abdominales, des vomissements, un état sub occlusif ou un
prolapsus rectal. Plus rarement une invagination, une necrose avec perforation de la
paroi colique et sténose secondaire peuvent survenir. L’intestin gréle peut également
étre touche ;

— Une pancréatite aigué est observée dans environ 20 % des cas ;

— Une atteinte hépatique, le plus souvent bénigne, est observée dans environ 40 % des
cas ;

— Une atteinte cardiaque (< 1 % des cas) avec myocardite, choc cardiogénique.

V.3 Purpurathrombotique thrombocytopénique (PTT)

Outre la triade anémie hémolytique microangiopathique, thrombopénie et insuffisance rénale
aigue, le PTT est caractérisé par la présence de la fievre et des symptémes neurologiques

regroupant :

— tremblements généralises ;
— troubles du comportement ;
— myoclonie.

Le PTT est tres proche du SHU décrit chez I’enfant. 11 est cependant beaucoup plus rare chez
I’adulte que chez I’enfant, avec un pronostic plus défavorable chez 1’adulte. Lorsque la

guérison est acquise, elle est le plus souvent définitive (Leclerec et al., 2002).

Les évolutions cliniques apres ingestion de STEC sont indiquées dans la figure 7.
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60% Résolution

10% Complication (SHU-PTT)

Figure 7. Evolutions cliniques de la colite hémorragique due a E. coli O157 : H7 (Sutra et al.,
1998, AFSSA, 2003)
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V.4 Traitement

La mise au repos du tube digestif est indiquée au cours de la colite entérohémorragique
associée au SHU, en association a un contrdle attentif du bilan hydroélectrolytique afin
d’éviter I’hyperhydratation, notamment chez les patients oligoanuriques. Une transfusion
sanguine peut é&tre nécessaire si 1’anémie secondaire a 1’hémolyse mécanique est
symptomatique. La dialyse, combinée & la correction des anomalies hydroélectrolytiques et de
I’anémie, a joué un role considérable dans la réduction de la mortalité globale (Remuzzi et

Ruggenenti, 2000).

Aucun traitement antibiotique n’est utile. L utilisation de certains anti-infectieux, comme le
triméthoprime-sulfaméthoxazole, en milieu hospitalier pour le traitement des STEC peut
induire une libération et une dispersion des Shiga-toxines (Zhang et al., 2000) ou méme
compliquer I’évolution de la situation clinique des patients (Wong et al., 2000). Les

antispasmodiques sont également contre-indiqués.

L’utilisation des antibiotiques n’est pas recommandée (Loirat et al., 2013). Les souches STEC
sont sensibles aux antibiotiques, mais Il'antibiothérapie est généralement contre-indiquée en
raison de l'association d'un traitement antibiotique a une libération et une dispersion de
toxines probablement lors de la lyse bactérienne avec un risque de développement d'un SHU
(Freedman et al., 2016).

L’usage de I’héparine, ainsi que les agents antithrombotiques exposent les patients a un
risque accru de saignement, ils doivent par ce fait étre évités. De nouveaux traitements
destinés a inhiber I’action des Shiga-toxines au niveau des cellules cibles ont été étudiés
(O’Brien et Melton-Celsa, 2014). Afin de remédier aux infections causées par les STEC

plusieurs traitements sont a I’étude, parmi eux nous citons :

V.4.1 Traitements neutralisant les toxines Stx

Il existe plusieurs approches de ce type, basées sur I'utilisation de polyméres du récepteur
Gb3 administrés par voie orale, d’analogues solubles du récepteur Gb3 administrés par voie
intraveineuse, ou encore de probiotiques donnés par voie orale qui produisent un analogue du
récepteur Gb3. Ces substances protegent la souris de doses létales de STEC (Scheiring et al.,

2008). Des études chez I’homme sont en cours.
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V.4.2 Anticorps monoclonaux humanisés anti-Stx

Les anticorps monoclonaux anti-Stx préviennent la toxicité des toxines Stx sur cellules HelLa,
prolongent la survie des souris infectées par des EHEC, et sont efficaces dans le modéle de
SHU chez le cochonnet (survie de 90 % chez les animaux traités versus 10 % chez les

contrdles non traités) (Loirat et al., 2013).

V.4.3 Anticorps monoclonaux inhibant I’activation du complément

L’utilisation d’un anticorps monoclonal inhibant 1’activation du complément (Eculizimab) a
montré son efficacité dans le traitement du SHU post-diarrhée sévére de I’enfant (Lapeyraque

etal., 2011). Des études complémentaires sont en cours chez I’homme.

VI  Epidémiologie des STEC

Les affections dues aux STEC sont qualifiées de maladies d’origine alimentaire. Elles se
manifestent du point de vue épidémiologique soit sous forme sporadique soit sous forme
d’épidémies dont certaines ont été trés marquantes par le nombre élevé de malades

(Pennington, 2014).

VI.1 Epidémiologie des STEC chez ’'homme

Depuis que I'on a reconnu pour la premicre fois ces agents pathogénes chez ’homme en
1982, les STEC et en particulier, E. coli O157 : H7 a acquis une notoriété croissante dans les
secteurs sanitaires et agricoles des pays développés ainsi que chez le grand public (Browne et
al., 2018). La propension de ce groupe d’agents pathogénes a entrainé des épidémies
importantes, parfois treés étendues dans 1’espace, induisant I’apparition de séquelles rénales et
cérébrales a long terme, menacant ainsi la vie des sujets atteints (Rosales et al., 2012). La
gravité des lésions ainsi que les pertes économiques engendrées par les STEC ont poussé
certains pays, tel que la Nouvelle-Zélande, a classer ces pathogenes dans la liste des agents
zoonotiques a déclaration obligatoire (Browne et al., 2018). Le recours a des épreuves de
diagnostics décelant les Shiga-toxines a permis d’impliquer d’autres sérogroupes de STEC
non-0157, comme 026, 0103, 0111, 0145, 045, 091, 0113,0121 et 0128, dans la
survenue de flambées épidémiques et de cas sporadiques de diarrhées sanglantes ainsi que du
SHU (Momtaz et al., 2012). Les STEC ont été détectés dans tous les pays ou ils ont été
recherchés. Ces infections sont plus fréquentes dans les pays industrialisés : Europe, ouest du
Canada et Amérique du Nord (Vally et al., 2012).
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En France, au cours de la période 2011-2015, six cent quatre-vingt-sept cas de SHU ont été
notifiés (cent trente-sept cas en moyenne par an). Depuis 1996, ’incidence annuelle du SHU
varie entre 0,6 et 1,3 cas/ 100000 enfants de moins de 15 ans. Ces cas surviennent
essentiellement sous forme sporadique. L’incidence annuelle la plus élevée est observée chez
les enfants de moins de 3 ans ; elle était de 3,1 cas /100 000 enfants en 2015 (Bruyand et al.,
2016). En Nouvelle-Zélande, I’incidence des infections dues aux STEC était de 8,9
cas/100 000 personnes déclarées en 2016 contre 2,85 aux Etats-Unis et 12,92 en Irlande, 5,08
aux Pays-Bas et 2,05/100 000 au Royaume-Uni (Browne et al., 2018). Des analyses de codts
concernant les maladies liées aux STEC, en tenant compte de I’incidence et de la gravité de la
maladie ainsi que de la perte de productivité, ont été effectuées pour quantifier le fardeau de
morbidité imputable a ces agents pathogénes. D’aprés les estimations de I’OMS, les STEC
ont causé plus d'un million de cas d’infections avec cent vingt-huit déces entre 1990 et 2012
(Majowicz et al., 2014).

V1.2 Epidémiologie des STEC chez les animaux

Les STEC font partie du groupe des agents zoonotiques dits latents, pour lesquels les animaux
sains font office de réservoirs. Des études menées dans de nombreux pays ont démontré que
les ruminants constituent un des principaux réservoirs des STEC (Zweifel et Stephan, 2005).
Outre les bovins qui constituent le principal réservoir des STEC 0157 et non-O157 (Gyles,
2007), il a été prouvé que les ovins, les caprins et les camelins sont aussi des porteurs de ces
pathogenes (Rahimi et al., 2012).

VI.2.1 Chez les bovins

Au niveau mondial, les taux de prévalence concernant le portage fécal chez les bovins sont
trés variables et vont de 0,2 % a 27,8 % pour les STEC 0157 et de 2,1 % a 70,1 % pour les
STEC non-0157 (Hussein et Bollinger, 2005). Le portage des STEC par les bovins a été mis
en évidence aussi bien chez les animaux de la filiere « viande » que chez les cheptels laitiers.
Les sérotypes les plus fréquemment isolés chez les bovins sont : O157 : H7, 020 :H19,
022 :H8, 026 :H11, 077 :H14, 0105:H18, 0113 :H21 et O17 :H2 (Blanco et al., 2003).
L’¢tude réalisée en Algérie par Chahed et al., (2006) a révélé une prévalence de 7,8 %
d’ E. coli O157 : H7 sur des carcasses bovines. Ces résultats témoignent du portage des STEC

par les bovins en Algérie.
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VI.2.2 Chez les petits ruminants

Comme les bovins, les ovins et les caprins peuvent étre porteurs de STEC. lls sont considérés
comme des réservoirs naturels de ces pathogénes (Rey et al., 2006). L'excrétion de plusieurs
souches de STEC a été démontrée chez la chevre (Jacob et al., 2013) ainsi que chez les
moutons (Kudva et al., 1997). Certaines études ont révélé une prévalence des STEC non-
0157 supérieure a celle des 0157 chez les ovins (Pinaka et al., 2013). La persistance des
souches de STEC dans les cheptels est due d’une part au portage intestinal qui assure un
apport régulier de STEC par I’excrétion des animaux porteurs, et d’autre part a la
contamination des animaux par les sols et les eaux d’abreuvement contaminés par les
déjections animales. En effet, les STEC peuvent survivre pendant plusieurs semaines dans les
sols, les cultures, les eaux et les sédiments. Aussi, de mauvaises conditions de conservation
(cas de I’ensilage de mauvaise qualité) peuvent également favoriser la persistance d’E. coli

0157 dans les aliments destinés aux animaux (Brisabois et al., 2004).

VI.2.3 Chez d’autres animaux

D’autres animaux d’élevage ou sauvages peuvent également étre porteurs de STEC et
participer ainsi a la contamination de 1’environnement. Des études de portage chez les
animaux domestiques ont également montré la présence de STEC chez le chat, le chien et le
poulet (Zahraei Salehi et al., 2010).

VI.3 Mode de transmission

Du fait des possibilités de leur transmission, directe ou indirecte, des réservoirs animaux a
I’homme, les STEC sont considérés comme des agents zoonotiques. La principale voie de
transmission est indirecte par consommation d’aliments d’origine animale ou végétale et
d’cau de boisson, contaminés par un environnement souillé, le plus souvent par les matiéres
fécales d’animaux infectés. La transmission directe est possible par contact avec des animaux
infectés ou avec leurs déjections, mais aussi de personne a personne (transmission
interhumaine féco-orale). Aux Etats-Unis, les études épidémiologiques montrent que la
consommation d’aliments contaminés, la transmission de personne a personne, I’ingestion
d’eau contaminée et le contact avec les animaux (notamment les bovins) représentent

respectivement 66 %, 20 %, 12 % et 2 % des modes de contamination (Anses, 2011).
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VI.3.1 Transmission indirecte

La transmission indirecte se fait par la consommation d’aliments contaminés. L’analyse des
différentes épidémies & STEC rapportées depuis 1982, montre une extréme variété d’aliments
incriminés. Néanmoins, il est possible d’identifier trois groupes principaux (Sutra et al.,

1998) :

- Les produits d’origine animale ;
- Les produits d’origine végétale ;

- Lesautres produits (eau de boisson, eau de baignade, jus de fruit).

Ce sont les produits d’origine animale qui sont le plus fréquemment incrimings,

particulierement les produits d’origine bovine (Chapman, 1995).

V1.3.1.1 Présence des STEC dans les filieres de transformation des
viandes
L’introduction a [D’abattoir d’animaux porteurs de STEC entraine un risque ¢élevé de
contamination des carcasses, y compris de celles provenant d’animaux détectés non
excréteurs par contamination croisée. De ce fait, la viande et les sous-produits de viande
provenant d'abattoirs et / ou de marchés de détail sont considérés comme des voies de
transmission importantes des STEC a I'nomme (Hong et al., 2011). De plus, des travaux ont
montré le potentiel de persistance de la bactérie au sein de I’abattoir, sur les surfaces et le
matériel (Leclerc et al., 2002). Ces constatations renforcent 1’intérét de la mise en ceuvre de
mesures d’hygiéne préventives rigourcuses lors de 1’abattage. Les principales épidémies en

relation avec la consommation de produits carnés sont rapportées dans le tableau 7.

V1.3.1.2 Présence des STEC dans les filieres du lait et des produits
laitiers
Une souche d’E. coli O157 : H7 a été isolée pour la premiére fois en 1993 dans du lait non
pasteurisé en Angleterre (Chapman et al., 1993) La contamination du lait a lieu
majoritairement lors de la traite par contact avec les matieres fécales. Des travaux montrant
I’envahissement des cultures épithéliales mammaires par E. coli O157 : H7, suggérent
également la possibilité de contamination du lait avant la traite (Brisabois et al., 2004). En
Espagne, lors d’une étude menée dans le but de déterminer la prévalence des STEC isolés de
différents produits laitiers, il est apparu que 10,8 % du lait de chévre non pasteurisé étaient
contaminés par des STEC, ainsi que 3,9 % des fromages frais. Parmi ces derniers, 0,3 %

étaient contaminés par des E. coli 0157 : H7 (Rey et al., 2006). Les produits laitiers a base de
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lait cru mais aussi a base de lait pasteurisé ont été impliqués dans plusieurs épidémies suite a
une contamination par des souches de STEC. Néanmoins, ces épidémies ont toutes été de
moindre importance que celles provoquées suite a I’ingestion de produits carnés, d’eau ou de
végetaux (Beutin et Martin, 2012).

VL.3.1.3 Présence des STEC dans les végétaux

La consommation de végétaux crus a été décrite comme 1'un des modes de contamination
chez ’homme par les STEC, en particulier par la souche O157 : H7. La contamination des
graines serait possible avant la germination entrainant la multiplication des bactéries pendant
cette phase. La contamination des fruits et légumes crus (laitue, radis, épinards, oignons, etc.)
peut faire suite a I'utilisation d’engrais contaminés (fumiers et lisiers) épandus pour fertiliser
les terres agricoles (Grif et al., 2005, Brown et al., 2012 ; Quilliam et al., 2012).

En 2011, deux grandes épidémies ont été observées en Allemagne (Frank et al., 2011) et en
France (King et al., 2012) suite a la consommation graines germées de Fenugrec. Celle
enregistrée en Allemagne a touché 4 321 personnes dont 900 patients ont développé un SHU
et a causé plus de 50 deceés (Frank et al., 2011). Cette souche a été identifiée comme étant un
E. coli de sérotype 0104 :H4 (Brzuszkiewicz et al., 2011). Des produits d’origine végétale
contaminés par E. coli O157 : H7, comme par exemple du jus de pomme non pasteurisé, ont

¢été a I’origine d’épidémies (Anonyme, 1999).

V1.3.1.4 Présence des STEC dans I'eau

La consommation d’eau de puits, d’eau de source privée et d’eau de distribution non traitée a
¢été a I’origine de cas isolés et d’épidémies a STEC (Liang et al., 2006). Les eaux usées issues
des abattoirs ou des stations d’épuration véhiculent et favorisent la dissémination des
bactéries d’origine fécale dans I’environnement (Martinez-Castillo et al., 2012). L’ingestion
accidentelle d’eau lors de baignade a été aussi incriminée (Barwick et al., 2000). Au début des
années 90, une épidémie d’origine hydrique (deux cent quarante-trois personnes affectées,
dont trente-deux hospitalisations et quatre déces) mettant en cause la souche O157: H7, s’est
produite dans une petite municipalité du Missouri (trois mille habitants). L’origine a été
attribuée a l'infiltration d’eau contaminée dans le systéme d’aqueduc (Swerdlow et al., 1992).
Une autre épidémie a Walkerton (Ontario) a mis en cause la souche O157: H7 et
Compylobacter jejuni a la suite de la contamination de 1’un des puits municipaux par des

déjections de bovins. Plus de deux mille trois cent personnes auraient été affectées parmi
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lesquelles mille trois cent quarante-six ont manifesté des signes cliniques et six sont décédées
(Bgoshu, 2000).

VI.3.2 Transmission directe

La transmission directe comprend la transmission de personne a personne et celle par contact

avec les animaux.

VL.3.2.1 Transmission interhumaine

La transmission des STEC par contact direct avec un malade est rare. Cependant des cas
d’infections a la suite de transmission de personne a personne ayant eu de la diarrhée ont été
notés en milieu familial ou dans les collectivités, telles que les créches, maisons de retraite ou
institutions médico-sociales (Kohli et al., 1994). Une étude realisée par Karch en 1995 sur
cinquante trois enfants infectés par E. coli O157 : H7, ayant développé une CH ou un SHU, a

montré qu’il y avait une excrétion intermittente d’E. coli O157 : H7.

VL.3.2.2 Transmission par contact avec des animaux

Des infections par des STEC ont été observées en Angleterre, au Canada, aux Etats-Unis et
aux Pays-Bas chez des enfants ayant visité des zoos pour enfants et des fermes qui offrent la
possibilité aux visiteurs d’entrer en contact avec les animaux (open farms) (Schilling et al.,
2012). En 2009, le Royaume-Uni a noté I’éclosion d’une grande épidémie a E. coli O157 suite
a une visite au niveau d’une ferme située prés de Londres. Les enfants atteints étaient en
contact avec des moutons, des chévres, des cochons, un veau et un poulain (Pennington,
2014). Une synthése des épidémies d’infections @ STEC rencontrées dans le monde entre
1982 et 2019 est présentée dans le tableau 7.
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Tableau 7. Description de quelques épidémies d’infection a STEC dans le monde, de 1982 a 2019

Année Pays I_\Iomb_re Nombre Nom,bfe de Sérogroupes Mode de transmission Références
d'infections| SHU déces de STEC

1982 USA 46 n.d n.d 0157 Viande hachée de beeuf (Riley et al., 1983)
1984 USA 34 0 4 0157 Hamburger (Ryan et al., 1986)
1991 Canada 152 22 2 0157 Viande de caribou et beeuf haché | (Orr et al., 1994)
1992 Angleterre 37 5 0 0157 De personne a personne (Ammon, 1997)
1992 France n.d 10 0 0111 De personne a personne (Ammon, 1997)
1992 Allemagne 41 3 1 0157 De personne a personne (Ammon, 1997)
1992 Italie 7 9 1 0111 Inconnu (Ammon, 1997)
1992 Ecosse 5 1 0 0157 Eau (Ammon, 1997)
1992-1993 | France n.d 4 1 0119 Fromage au lait cru (Ammon, 1997)
1992-1993 |USA 501 45 1 0157 Hamburger (Bell et al., 1994)
1993 Italie 14 15 1 0157/0111/086 Inconnu (Ammon, 1997)
1994 Angleterre 7 4 0 0157 contact animal (bovins, chévres) | (Ammon, 1997)
1994 France n.d 4 0 0103 Fromage de chévre au lait cru (Ammon, 1997)
1994 USA 23 2 0 0157 Salami sec (Tilden et al., 1996)
1994 Angleterre 70 9 0 0157 Lait pasteurisé (Upton and Coia, 1994)
1995 USA 70 1 0 0157 Laitue (Ackers et al., 1998)
1995 Australie 24 23 1 0111 Saucisse seche fermentée (Paton et al., 1996)
1996 Japon 9451 0 12 0157 Radis blanc (Michino et al., 1999)
1996 Canada 70 14 1 0157 Jus de pomme non pasteurisé (Cody et al., 1999)
1997 Ecosse 37 0 0 0157 Géteau a la créeme (O‘Brien et al., 2001)

n.d : non disponible
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. Nombre Nombre [ Nombre . . s

Année Pays diinfections | SHU | de déces Sérogroupes de STEC Mode de transmission Réferences
2000 Canada 2300 n.d 7 0157 Eau de boisson (Hilborn et al., 2000)
2000 Angleterre 6 1 0 0157 Lait non pasteurisé (Baylis, 2009)
2001 Canada 5 2 0 0157 Lait de chévre non pasteurisé %(?2';] tyre etal.,
2002 France 11 2 0 0148 Viande de mouton (Espié et al., 2006)
2005 France 6 6 0 026 Camembert (Espié et al., 2008)
2005  |Suéde 120 7 0 0157 Laitue g%%%e)"rs"om etal,
2006 Norvege 17 10 1 0103 Saucisse fermentée (Sekse et al., 2009)
2006 USA 199 31 3 0157 Epinard (CDC, 2006)
2009 France 2 1 0 0123 Hamburger (King et al., 2010)
2010 USA 19 0 0 0145 Laitue (CDC, 2010)
2011 Allemagne 3816 845 54 0104 Graines germees de Fenugrec ggig;m and Martin,
2011 France 15 9 0 0104 Graines germees de Fenugrec (Grad et al., 2012)
2011 |Japon 181 34 5 0111 Viande de beeuf g\(’)\ﬁ;"h'k' etal,
2012 France n.d 4 0 0157 Viande hachée de beeuf (InVS, 2012)

N (Edelstein et al.,

2013 Suéde 28 1 0 0157 Salade 2014)
2015 France n.d 111 0 0157/026/0111/055/0103/0145 /0121 | n.d (Bruyand et al., 2015)
2016 Angleterre/Italie | 25 19 3 026 Fromage frais (EFSA, 2016)
2017 France n.d 164 0 O O ot0a n.d (Bruyand et al., 2017)
2018 France 7 6 0 026 Reblochons entiers au lait cru (Anonyme, 2018)
2019 France 16 14 0 026 Fromages au lait cru (Jones et al., 2019)

n.d : non disponible
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VIl  Effet des traitements physiques et chimiques sur les STEC

Quelques informations sont disponibles sur le comportement des STEC dans les aliments.
Néanmoins une meilleure connaissance des facteurs influengant leur croissance, leur survie

voire leur élimination dans les denrées est nécessaire (Sutra et al., 1998).

VII.1 Chaleur

Les STEC 0157 et non-O157 ne sont pas classés dans la catégorie des bactéries thermostables
(Doyle et Schoeni, 1984). Afin de déterminer la thermorésistance d’une bactérie, 1’utilisation

de deux parametres de mesure est nécessaire, soit (Leyral et Vierling, 1997) :

- D t1c = Durée d’application nécessaire d’une température donnée pour détruire
90 % de germes initialement présents ; c’est ce que 1’on appelle la durée (ou
temps) de réduction décimale.

- Z= Différence en degres Celsius separant deux tempeératures pour lesquelles les

valeurs de D sont dans un rapport de un a dix.

Les principaux résultats, obtenus a partir des différentes denrées testées, concernant la
thermorésistance des STEC, ont dévoilé une variabilité de thermorésistance des bactéries
selon la matrice en question. A titre d’exemple, la thermorésistance d’E. coli O157 : H7
apparait plus ¢levée dans de la viande hachée de beeuf que dans celle du poulet (Vernozy-
Rozand et Montet, 2005). Des recommandations pratiques ont eté émises concernant
I’application de traitements thermiques aux Etats-Unis et au Royaume uni, dans le but

d’éliminer les E. coli 0157 : H7 dans les aliments :

- La Food Safety Insection Services recommande pour [’inactivation d’E. coli
0157 : H7 dans les hamburgers, boulettes de viande, viande en sauce, d’atteindre une
température de 71,1°C, a cceur des produits (AFSSA, 2003).

- Au Royaume Uni et en Irlande, la recommandation consiste a maintenir les steaks et
steaks hachés de beeuf a une température de 70°C pendant deux minutes (AFSSA,
2003).
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VII.2 Réfrigération

Il faut étre vigilant sur la température de réfrigération des denrées (habituellement de O a
10°C) (Sutra et al., 1998). La croissance des STEC dans les aliments a été observée a des
températures de 1’ordre de 8°C dans des cidres de pommes non fermentés, ou a 12°C dans des

salades (Vernozy-Rozand et Montet, 2005).

VII.3 Congélation

On ne connait que peu d’éléments concernant I’effet de la congélation sur E. coli O157 : H7
(Vernozy-Rozand et Montet, 2005). Cependant, il apparait que cette bactérie peut survivre a
des temperatures inferieures a -80°C dans des viandes hachées de beeuf. La destruction
cellulaire est trés limitée lors d’un stockage pendant 9 mois a une température de

- 20°C (Doyle et Schoeni, 1984).

VIl.4 Acidité

Le serotype O157 : H7 a pu étre isolé dans divers produits alimentaires, qu’ils soient d’origine
animale ou végétale, a pH acide tels que les produits carnes fermentés, les produits laitiers
fermentés, le jus de pomme ou la mayonnaise (Sutra et al., 1998). Le pH de la plupart des
denrées, y compris celles obtenues apres fermentations bactériennes, est donc compatible avec

la survie du germe.

VII.5 Nitrites

Le nitrite de sodium (SIN 250) est traditionnellement utilisé lors de la fabrication des produits
de charcuterie, et cela pour la qualité¢ des caractéres organoleptiques (couleur, goit) qu’il
confere a ces derniers. Les nitrites sont des additifs réglementés, utilisés uniqguement dans les
produits de salaison de viandes crues ou cuites, ainsi que dans les conserves de viande.
L’activité antimicrobienne du nitrite de sodium est fortement dépendante du pH. L’effet
d’inhibition sur E. coli O157 : H7 est observé pour des pH de 5,5, et cet effet est d’autant plus

élevé gque la température de conservation est basse (AFSSA, 2003).

VII.6 lonisation

L’irradiation des denrées alimentaires consiste a les exposer a I’action directe de

rayonnements de haute énergie (photon de courte longueur d’onde, électrons accélérés) dans
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le but d’accroitre leur durée de conservation et/ou d’améliorer leurs qualités hygiéniques
(Leyral et Vierling, 1997). L’effet des rayonnements ionisants sur la viabilit¢ d’E. coli
0157 : H7 dépend de la dose appliquée, mais aussi de la température d’application, de
I’atmosphére, et du stade de croissance des cellules. Plus la température est basse, plus le

sérotype 0157 : H7 est résistant a I’ionisation (AFSSA, 2003).

VIII Méthodes de détection des STEC dans les aliments

Si de nombreuses méthodes sont utilisées pour la détection et la caractérisation des STEC
dans les échantillons de selles au sein d’un laboratoire clinique, les méthodes disponibles en
microbiologie alimentaire restent assez longues, sophistiquées et onéreuses a la fois.
Cependant, la détection des STEC dans les aliments est une problématique, principalement en
raison de la diversité des sérogroupes de STEC et de l'absence de caractéristiques
biochimiques communes permettant de les distinguer des autres E. coli. Plusieurs approches
ont ét¢ développées dans le but d’isoler et de détecter les STEC. Ces bactéries peuvent étre
présentes en faible quantité dans les aliments. Dix bactéries seraient suffisantes pour
déclencher des symptdmes (Bouvet et Vernozy-Rozand, 2000). Cela explique que la mise au
point de méthodes de détection se heurtent souvent a des problemes de sensibilité. 1l existe a
I’heure actuelle un protocole officiel destiné a rechercher E. coli O157 dans les denrées
alimentaires. Ceci se justifie par le fait que le sérotype O157 : H7 a été le plus incriminé dans
les épidémies recensées dans le monde. C’est pourquoi un grand nombre de méthodes
commercialisées permettant la détection de ce sérogroupe est validé AFNOR. Ces méthodes

peuvent étre divisées en trois catégories :

- méthodes microbiologiques basées sur les caractéristiques biochimiques des souches
d’E. coli O157 : H7 ;

- méthodes immunologiques basées sur I'utilisation d’anticorps dirigés contre les Shiga-
toxines ou I’antigéne somatique des sérotypes recherchés ;

- méthodes génétiques detectant les genes codant les Shiga-toxines ou des marqueurs

associés aux sérotypes recherchés.

VIIl.1Méthodes microbiologiques

Les bactéries pathogeénes dans les aliments et dans I’environnement sont généralement

présentes en petit nombre et peuvent entrer en concurrence avec une flore saprophyte,
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abondante dans certaines matrices alimentaires. Pour dénombrer les bactéries, 1’analyse
microbiologique classique des aliments nécessite une phase d’enrichissement grace a la
réalisation d’une suspension mére dans laquelle 1’échantillon est généralement dilué au
dixiéme. La deuxiéme étape consiste en une mise en culture sur les milieux gélosés sélectifs.
Plusieurs types de milieux peuvent étre utilisés, ces milieux doivent permettre au personnel de
laboratoire de distinguer facilement les colonies recherchées. L’étape de confirmation consiste
en la sélection de cing colonies caractéristiques en vue de leur purification et leur

caractérisation biochimique, sérologique et moléculaire.

VIII.1.1Détection des STEC 0157

Il existe a I’heure actuelle, un protocole officiel destiné a rechercher E. coli O157 dans les
denrées alimentaires. Il s’agit de la méthode horizontale pour la recherche des Escherichia
coli O157 dans les aliments (ISO 16654 :2001). Le diagnostic de contamination d’un aliment
par E. coli O157 : H7 necessite trois phases : I’enrichissement, la détection et la confirmation
(Sutra et al., 1998).

VIII.1.1.1 Enrichissement

En raison du faible nombre des cellules susceptibles d’étre présentes dans 1’aliment, les
procédés d’enrichissement sont incontournables (Padhye et Doyle, 1992). L’enrichissement
peut étre réalisé classiquement en milieu liquide associé ou non a une technique de
séparation- concentration (Chapman, 1995). Deux principaux types d’enrichissement ont été

décrits :

a) Enrichissement non sélectif

Les bouillons fréqguemment utilisés sont le bouillon nutritif trypticase- soja (TSB) (Paddock et
al., 2014) et I’eau peptonée tamponnée (EPT). La période de revivification est comprise entre
six et sept heures a 37°C. Une durée plus longue n’est pas souhaitable puisqu’elle permet un

envahissement par la flore compétitive (De Zutter et Uradzinki, 1997 ; Feng et al., 2011).

b) Enrichissement sélectif

Les bouillons utilisés sont le Luria Broth (LB) qui contient du vert brillant et de la bile, le
bouillon Mac Conkey et le bouillon lauryl- tryptose contenant du lauryl sulfate de sodium

(Chart et al., 1998). Ces bouillons permettent en général la multiplication des Entérobactéries
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a la température optimale. Hormis ces milieux, il existe d’autres milieux comme le mTSB
(tampon phosphate, sels biliaires, novobiocine ou acriflavine) et le mEC (modified
Escherichia coli medium) + novobiocine (mEC + n). La novobiocine est un antibiotique actif
sur de nombreuses bactéries Gram positives (Vernozy-Rozand et Monet, 2005). Ces deux
milieux semblent montrer une plus grande efficacité en microbiologie alimentaire en tant que
milieux d’enrichissement pour E. coli O157. La durée d’un enrichissement sélectif et en
général de vingt-quatre heures a 37°C, exception faite pour le milieu mTSB ou I’incubation

est plus efficace a 42°C (Johnson et al., 1995).

L’épreuve anti E. coli 0157 : H7 de Dynabeads® est une technique de culture rapide fondée
sur ’enrichissement sélectif de la bactérie E. coli O157 : H7, effectuée directement a partir
d’échantillons pré-enrichis au moyen de la technique de séparation immuno-magnétique
(IMS) utilisée dans la norme (ISO 16654 :2001). Cette technique repose sur des microsphéres
en polystyrene uniformes et super paramagnétiques appelées Dynabeads, couplees a des
anticorps anti O157 purifiés par affinité qui permettent de détecter directement le sérogroupe
O157 et ainsi d’isoler sélectivement ce pathogeéne dans les aliments (Dynabeads, Dynal)
(Wright et al., 1994). Cette technique de séparation-concentration, en 1’occurrence la
technique de séparation immuno-magnétique (IMS) des bactéries présentant 1’antigene 0157,
n’a pas recours aux substances inhibitrices et permet un enrichissement et une concentration
rapide d’E. coli O157 : H7 a partir d’aliquotes d’échantillons pré-enrichis. Cependant, des
résultats faux-positifs et des difficultés de mise en ceuvre sur des produits alimentaires gras,

comme les produits laitiers, sont rencontrés (Sutra et al., 1998).

VIII.1.1.2 Détection

Environ 93% des E. coli O157:H7 ne fermentent pas le sorbitol en 24 h et sont
B-glucuronidase négatives (Padhye et Doyle, 1992). Ces deux propriétés biochimiques sont
utilisées afin d’isoler ce pathogeéne. La propriété sorbitol- est mise en évidence par 1’addition a
la gélose Mac Conkey du D- sorbitol sur laquelle les bactéries sorbitol + donnent des colonies
roses a rouges, alors que les bactéries sorbitol- donnent des colonies blanches laiteuses. A
partir de cette gélose de base qui est le Mac Conkey au sorbitol (SMAC), plusieurs autres

milieux sélectifs ont été développés:
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— Le milieu CT-SMAC qui en plus du sorbitol contient la céfixime et le tellurite,
permettant ainsi d’augmenter la sélectivité en inhibant la croissance de la plupart des
E. coli non O157 : H7 (Zadik et al., 1993) ;

— L’activité de I’enzyme B3- glucuronidase est mise en évidence par 'utilisation du milieu
BCIG-SMAC (5-bromo-4chloro 3-indoxyl-B-D-glucuronide) et du milieu SMAC-MUG
(4-méthyl umbellifery-R-glucuronide). Cette activité se traduit par I’apparition d’une
coloration bleu-vert des colonies ou d’une fluorescence sous lampe a UV (Thompson et

al., 1990).

VIIl.1.1.3 Confirmation

Il existe plusieurs techniques de confirmation, dont :

— La sero-agglutination qui est un test d’agglutination au sérum anti-O157 réalisé
directement sur la colonie suspecte pour la présence de I’antigéne somatique O157
(Feng et al., 2011).

— Les tests biochimiques (Nataro et al., 1998).

— La production de Stx (effet cytotoxique sur cultures de cellules Véro) (Woodward et al.,
2002).

— Larecherche des Shiga-toxines par la technique ELISA (Woodward et al., 2002).

— Larecherche des genes stx par PCR (Bai et al., 2010).

VIII.1.2Détection des STEC non-0157

Les STEC non-O157 n’ont aucune propriété biochimique commune permettant leur détection
sur un milieu particulier. On utilise les milieux traditionnels pour les bactéries
entéropathogeénes (Drigalski, Hektoen), ou bien des milieux chromogénes permettant la mise
en évidence de certains sérotypes de STEC, comme le milieu CHROMagar STEC (Gouali et
al., 2013).

VIIl.2Méthodes immunologiques

Tout comme la méthode microbiologique, les tests immunologiques de détection des STEC
doivent étre précédés par une phase d’enrichissement afin d’augmenter le nombre des
bactéries susceptibles d’étre isolées. Parmi les tests immunologiques disponibles on

distingue :
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- les tests conventionnels ELISA en microplaques ;
- les systémes immunologiques en une étape ;

- les systémes completement automatisés.

VII1.2.1Systéme ELISA (validé AOAC Official Method 996.10)

Le test ELISA permet de donner les résultats en deux heures. L’aliquote du bouillon
d’enrichissement est déposée dans des puits de microplaques ou sont fixés des anticorps
spécifiques d’E. coli O157. Aprés une incubation et une série de lavages, un anticorps
révélateur anti-O157 est ajouté par la suite pour détecter éventuellement le couple « anticorps-
bactérie ». Cet anticorps est couplé a son tour a une enzyme qui permet une révélation
colorimétrique (AFSSA, 2003).

VIII.2.2Systeme immuno-chromatographique (validé AOAC Official
Method 996.09)
Apres la phase d’enrichissement qui est en général de 24 h, le systétme immuno-
chromatographique donne un résultat en 15 minutes. C’est une méthode en « une étape » tres
utilisée par les industriels ou les étapes de lavage-ringage et 1’addition de plusieurs réactifs ne
sont pas nécessaires. Le dispositif consiste en un support plastique contenant une membrane
imprégnée de particules d’or ou de latex et recouverte d’anticorps spécifiques d’E. coli
0157 : H7. Le principe consiste a placer 100 pl du bouillon d’enrichissement dans le puits
destin¢ a I’échantillon alimentaire. La prise d’essai diffuse le long de la membrane jusqu’a la
zone test contenant I’anticorps anti-O157. L apparition d’une ligne colorée dans la fenétre test
apres 10 a 20 minutes indique un résultat positif signant la présence probable d’E. coli 0157

dans I’aliment (AFSSA, 2003).

VIII.2.3Systeme automatisé (validé AFNOR 12/08-07/00)

Le principe de la méthode immunologique complétement automatisée est le méme que celui

d’un systeme ELISA. Le kit comporte deux éléments préts a I’emploi :

- Un c6ne a usage unique servant a la fois de phase solide et de systeme de pipetage. Sa
face interne est recouverte d’anticorps anti-O157.

- Une barrette contenant les solutions de lavage et révélation.
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Aprés une phase d’enrichissement de vingt-quatre heures, une aliquote de 500 pl du bouillon
d’enrichissement est placée dans la barrette et subit des cycles d’aspiration-refoulement. Ainsi
les bactéries E. coli O157 : H7 présentes dans I’échantillon sont captées par les anticorps du
cbne. Les éléments restants sont éliminés grace a plusieurs lavages. Des anticorps révélateurs
anti-O157 marqués a la phosphatase alcaline, enzyme qui permet la révélation colorimétrique
interprétée par ’appareil VIDAS, sont aspirés dans le cone en phase finale. Cet automate peut

réaliser jusqu’a 30 analyses simultanément (Vernozy-Rozand et Montet, 2005).

VIIl.3Méthodes génétiques

Les méthodes génétiques permettent la détection des bactéries pathogenes présentes en tres
faible nombre dans I’aliment, et pour lesquelles I’association de plusieurs facteurs de
virulence est un pré-requis pour envisager le caractére éventuellement dangereux d’un aliment

(Bouvet et Vernozy-Rozand, 2000).

VIII.3.1Hybridation ADN et sondes oligonucléotidiques

Le principe de la méthode repose sur la propriété qu’ont les chaines d’acides nucléiques
simple brin de ne s’hybrider qu’avec des séquences de fragments complémentaires. La
possibilité de cloner les génes stx; et stxo a permis de développer des sondes ADN pour
détecter les STEC. Initialement, ces sondes étaient marquées avec un isotope radioactif (*°P
ou %S). Karch et Meyer, en 1989, ont utilisé quatre oligonucléotides correspondant a quatre
régions différentes du gene stx: et un oligonucléotide (quarante-et-une bases) dérivé du géne
stx2 d’une souche d’E. coli 0157 : H7. Cette méthode d’hybridation sur colonie pourrait servir
de test spécifique et sensible avec possibilité de diagnostic. Cependant, I’utilisation de sondes

marquées radio-activement a posé de nombreux probléemes :

- résultats obtenus aprés un temps trop long ;

- temps de demi-vie court des sondes.

Mais la mise au point de sondes non radioactives marquées a la digoxigénine ou a la biotine
(révélation par une réaction enzymatique colorée) a réglé les problemes rencontrés (Bouvet et
Vernozy-Rozand, 2000).
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VIIl.3.2Polymerase Chain Reaction (PCR)

L’utilisation de la PCR pour détecter les STEC s’est développée ces derniéres années. Grace a
cette technique, ’ADN est amplifié a un niveau suffisant méme si le nombre des bactéries

dans I’échantillon est trés faible. Schématiquement, le principe de la PCR est le suivant :

— L’ADN double brin est dénaturé par chauffage ;

— Deux oligonucléotides utilisés par la polymérase comme amorce sont hybridés sur
chacune des chaines ; ils délimitent ainsi la portion d’ADN a amplifier ;

— La polymérase synthétise la portion complémentaire depuis I’extrémité 3’OH des
amaorces ;

— A partir d’une séquence d’ADN, on obtient donc deux strictement identiques ;

— Le processus est répété plusieurs dizaines de fois (jusqu’a 40 fois).

Le premier systeme a été mis au point par Karch et Meyer (1989) avec des amorces
« dégeénérées », c’est a dire un mélange de plusicurs amorces permettant d’amplifier les génes
stx1 et stxo. Les amplifiants obtenus étaient identifiés par hybridation avec des sondes
spécifiques complémentaires d’une partie de la séquence amplifiée. 1l était alors possible
d’identifier les séquences de Stx: et stxo. Pour détecter tous les types de STEC isolés chez
I’animal ou dans les aliments, Read et al., (1992) ont développé une PCR avec des paires
d’amorces ayant pour cible une séquence conservée des génes StXi, StXo et Stxoe. Les génes
uidA codant la B-glucuronidase, eae codant I’intimine et le geéne flic codant la flagelline,
peuvent étre détectés seuls ou en combinaison avec les genes stx en utilisant la PCR multiplex
(China et al., 1996). La PCR multiplex ainsi que la PCR en temps réel (RT-PCR) sont
utilisées pour détecter et quantifier plusieurs génes a la fois tels que : eae, hlyA, stx; et stxo
(Son et al., 2014 ; Jacob et al., 2014).

Yu et al., (2006) ont développé une PCR en temps réel qui cible le gene rfbE codant
I’antigéne somatique O157. Comme ce gene est hautement conservé et spécifique a la souche
0157, cet essai permet une détection plus spécifique de ce sérogroupe. Une PCR en temps
réel a été développée pour la détection de certains STEC non-O157 tels que : 026, 045,
0103, 0111, 0121 et 0145 (Bai et al., 2012; Paddock et al., 2012). Cette technique est
décrite dans la norme (ISO/TS 13136:2012). Etant donné qu’il n’existe pas de milieux

spécifiques a I’isolement des STEC non-O157, I’échantillon a analyser est soumis directement
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a la PCR pour un screening moléculaire des génes codant pour les facteurs de virulence, que
sont eae, stx; et stxo. Une fois ces génes détectés, un second screening est effectué, pour la
détection des génes codant les marqueurs des antigenes somatiques des sérogroupes non-
0157, cites précédemment. La mise en culture des bactéries constitue la derniere étape de la
recherche des STEC non-O157. D’aprés Feng et al., (2011) ainsi que Paddock et al., (2014),
cette méthode s’est révélée étre une technique d'isolement plus efficace que la combinaison
IMS/SMAC. Aussi, le screening moléculaire permet un diagnostic rapide des STEC, essentiel

a la mise en ceuvre rapide de mesures correctives et préventives en cas d'épidémie.

Apres cette revue bibliographique relative aux STEC, nous allons aborder la patrie
expérimentale qui comprend deux études dans lesquelles nous décrirons les objectifs fixés, le
développement du matériel et méthodes utilisés, I’interprétation et la discussion des résultats
observés. Nous terminerons par une conclusion, des recommandations et des perspectives de

recherche.
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I Objectifs

Les E. coli O157 :H7 sont considérés comme des agents zoonotiques émergeants, connus pour
étre potentiellement hautement pathogenes. Ils sont a I’origine de I’éclosion de nombreuses
¢épidémies d’origine alimentaire a travers le monde. Les personnes a risque, comme les
enfants, les personnes agées ainsi que les sujets immunodéprimés, sont les premieres victimes
de ces toxi-infections. Les sequelles engendrées par les STEC (insuffisance rénale chronique),

ainsi que le nombre de décés enregistrés, témoignent de la virulence de ces pathogenes.

La principale cause des infections & E. coli O157 : H7, est la consommation de viande
insuffisamment cuite contaminée par les matiéres fécale des ruminants. Cette contamination
peut survenir a I’abattoir lorsque I’hygieéne de I’abattage n’est pas maitrisée, notamment lors
des étapes de dépouillement et d’éviscération. L’étude réalisée sur la contamination des
carcasses bovines par E. coli O157 : H7 par Chahed et al. (2006) a révélé une prévalence de
7,8 %. Ceci prouve que les bovins élevés en Algérie sont porteurs de STEC. Qu’en est- il pour
le cheptel ovin, exploité majoritairement pour la production de viande? C’est cet aspect de

I’épidémiologie peu étudi€¢ qui nous a incités a entreprendre ce travail.

Pour atteindre I’objectif visé, des préléevements a partir de carcasses ovines produites dans

deux abattoirs de la wilaya d’Alger ont été effectués.
Cette étude a concerné :

e La recherche et I’isolement des STEC du sérogroupe O157 par la technique de
séparation immuno-magnétique [IMS] (ISO EN 16654 :2001) ;

e La confirmation sérologique des isolats identifiés par la technique d’agglutination en
latex ;

e La caractérisation phénotypique des isolats identifiés ;

e La caractérisation moléculaire des E. coli 0157 : H7 isolés par la détection des genes
codant pour les facteurs de virulence par amplification génique (PCR) ;

e L’étude de la sensibilité des E. coli 0157 : H7 isolés a certains antibiotiques.
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1 Matériel et méthodes

Le protocole de recherche des bactéries pathogénes dans les aliments, et plus précisément des
STEC pathogeénes, repose sur quatre grandes étapes : la prise d’essai ou échantillonnage,
I’enrichissement (phase pendant laquelle les bactéries cibles vont se multiplier), la détection et

enfin la confirmation (étape essentielle si la présence de la bactérie est suspectée).

Il.1 Recherche des STEC O157 par séparation immuno-magnétique (IMS),
norme ISO EN 16654
La recherche d’E. coli O157 : H7 a été réalisée a partir d’échantillons prélevés au sein de
deux abattoirs de la wilaya d’Alger, I’abattoir de Rouiba et celui d’El-Harrach. Les animaux
qui y sont abattus proviennent de différents marchés de bétail du centre de I’ Algérie. Dans ces
deux abattoirs des moyennes respectives de vingt-sept mille et de quarante-huit mille ovins
sont abattus chaque année. Ces deux abattoirs approvisionnent une partie de la population du
centre du pays en viande fraiche ovine. Cing a dix carcasses ont été écouvillonnées au hasard,
une fois par semaine, sur une période de six mois. Ces prélevements ont été réalisés sur des
carcasses ovines suspendues, apres les opérations de saignée, d’habillage, d’éviscération et de
fente thoracique. Le nombre total des échantillons s’est élevé a cent cinquante-et-un : cent

provenaient de I’abattoir d’El-Harrach, et cinquante-et-un de celui de Rouiba.

[1.1.1 Méthode d’échantillonnage

L’échantillonnage a été réalisé sur des carcasses ovines suspendues, aprés les diverses
opérations préparatoires usuelles, selon une méthode non destructive reposant sur le double
écouvillonnage (humide /sec) des surfaces des carcasses, décrite dans la norme (ISO
17604 :2003). Pour chaque carcasse ovine, quatre zones de 100 cm? chacune, situées au
niveau de la zone postéro-externe de la cuisse, du flanc, du gros bout de la poitrine et de la
face postérieure des membres antérieurs, ont été écouvillonnées. Ces sites sont considérés
comme les plus représentatifs de la contamination fécale des carcasses lors des différentes
opérations d’abattage. La contamination de la zone postéro-externe de la cuisse peut survenir
lors de la réalisation des opérations d’habillage (enlevement de la peau). Le choix de
I’écouvillonnage du flanc repose sur le risque de la contamination de cette zone lors de
I’habillage et de 1’éviscération de la carcasse. La contamination du gros bout de la poitrine,
peut survenir lors de I’habillage, de la fente ou I’éviscération de la carcasse. Enfin, I’habillage
de la carcasse ainsi que les différentes manipulations peuvent étre a 1’origine de la

contamination de la face postérieure des membres antérieurs, d’ou le choix de ce site pour
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écouvillonnage. Les figures (8, 9, 10 et 11) montrent les zones écouvillonnées apres les étapes

d’habillage, d’éviscération et de fente thoracique.

Figure 8 : Membre postéro-externe du gigot Figure 9 : Carré filet (zone B) (Photo
raccourci (zone A) (Photo personnelle) personnelle)

Figure 10 : Region du sternum Figure 11 : Face postérieure du membre
(zone C) (Photo personnelle) antérieur (zone D) (Photo personnelle)
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— Mode opératoire
La technique du double écouvillonnage est réalisée a 1’aide d’écouvillons, qui sont des
disques de coton cosmétiques exempts de substances inhibitrices. Les disques de coton
cosmétiques ont été stérilisés a 121°C pendant 20 minutes. Huit disques ont été utilisés pour
chaque demi-carcasse a raison de deux disques par site écouvillonné. Afin d’éviter les
contaminations croisées entre les carcasses écouvillonnées, des gants a usage unique ont servi

a la réalisation de chaque échantillon.
La technique du double écouvillonnage a été réalisée selon la procédure suivante :

1 -Pour chaque zone, un disque stérile a été imbibé avec une solution stérile de TSE (eau
tryptone sel, pH : 7);

2 - La zone de la carcasse délimitée (100 cm?) a été frottée avec ce disque humidifié en
exercant une pression aussi forte que possible, d’abord verticalement puis horizontalement

et enfin en diagonale, et ce pendant 20 secondes ;
3 -La méme opération a été répétée sur la méme zone, mais cette fois-ci avec un disque sec ;

4 - Les huit disques utilisés pour les 4 zones ont été placés dans un méme sac stomacher pour

constituer un seul échantillon. Ce sac a eté ferme de facon étanche,

5 - Les informations relatives aux carcasses écouvillonnées (date, numéro, abattoir) ont été

inscrites sur chague sac ;

6 - Les echantillons ont été acheminés vers le laboratoire dans une enceinte réfrigérée a +4°C,

puis conservés a +4°C jusqu’a leur analyse qui a été effectuée dans les 24 heures suivantes.
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[1.L1.2 Lieux du traitement des échantillons

Le traitement des échantillons (enrichissement, isolement et confirmation) a été réalisé au sein
du laboratoire de microbiologie de I’Ecole Nationale Supérieure Vétérinaire. La détection des
génes codant pour les facteurs de virulence a partir des bactéries isolées a été obtenue par
amplification génique des genes eae, stxi et stxo qui codent respectivement les facteurs de
virulence suivants : I’intimine et les Shiga-toxines de type 1 et de type 2. Une partie des
bactéries isolées a été confirmée au niveau du laboratoire national de référence en
microbiologie des denrées alimentaires de 1’Université de Liege pour les génes Stxi, Stxo et
eae. L’autre partie des bactéries isolées a été confirmée au niveau du laboratoire de biologie
moléculaire de I’Institut Pasteur d’Alger (IPA), pour les mémes génes de virulence. La
sensibilit¢ des STEC 0157 aux antibiotiques a éte effectuée au niveau du laboratoire de

microbiologie médicale, antibiothérapie et hygiéne hospitaliére de I'Institut Pasteur d’Alger.

[1.L1.3 Equipements

Les equipements utilisés sont décrits en annexe 1.

[1.1.4 Milieux de culture et réactifs

Les milieux de culture ainsi que les réactifs utilisés sont décrits en annexe 1.

II.2. Méthodes d’analyses

Les analyses effectuées lors de la présente étude ont compris la recherche des STEC du
sérogroupe 0157 par la technique de séparation immuno-magnétique, la confirmation
sérologique, phénotypique et génotypique des isolats identifies, ainsi que leur sensibilité aux

antibiotiques.

[1.2.1. Recherche des STEC du sérogroupe 0157

Comme toutes les bactéries isolées de denrées alimentaires, la recherche d’E. coli 0157 : H7
nécessite une étape d’enrichissement, une étape d’isolement et une étape de confirmation

(figure 16).
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I1.2.1.1 Enrichissement non sélectif

L"enrichissement est une étape importante lors de la détection de micro-organismes dans les
aliments. La plupart des méthodes de détection utilisées a 1’heure actuelle pour la recherche
des STEC nécessitent cette étape, étant donné les faibles taux de ces pathogeénes retrouvés
dans les échantillons. L’étape d’enrichissement consiste a prélever une certaine quantité
d’échantillon auquel est ajouté un bouillon d’enrichissement, sélectif ou non. Ce mélange est
ensuite incubé a la température appropriée a la croissance des bactéries cibles pendant la
durée nécessaire. Cette étape permet de favoriser la croissance de la bactérie recherchée tout
en limitant au maximum le développement de la flore annexe. Elle a aussi pour principal
objectif d’éviter les faux résultats négatifs. Pour cette étude, un enrichissement non sélectif, a

été réalisé selon les étapes suivantes :

1. Ajout de 100 ml d’ecau peptonée tamponnée (EPT) dans chaque sac stomacher contenant
les écouvillons ;

2. Homogénéisation de I’échantillon au moyen du stomacher péristaltique a 250 cycles
pendant deux minutes ;

3. Incubation de I’échantillon homogénéisé a 1’é¢tuve a une temperature de 37°C pendant 6

heures.

I11.2.1.2 Immuno-concentration par la technique de séparation
immuno-magnétique (IMS) ISO EN 16654
La séparation immuno-magnétique (IMS) est une méthode qui utilise des particules
paramagnétiques couvertes d'anticorps spécifiques a la bactérie cible, ajoutées a I'échantillon
de I’aliment a analyser. La bactérie cible est capturé a la surface des particules magnétiques et
I'ensemble est retiré de 1’échantillon par application d'un aimant. Les bactéries cibles sont
ensuite séparées par centrifugation des débris alimentaires et des micro-organismes, qui
peuvent interférer avec les différents systemes de détection. Cette technique permet donc
d’extraire et/ou de concentrer la bactérie cible du bouillon d’enrichissement. Les figures 12 et
13, montrent le dispositif de rotation (Dynal simple Mixer) et le portoir muni d’une paroi a

aimant concentrateur chargé d’eppendorfs (Dynal MPC- M) utilisés dans I’épreuve de I'IMS.
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Figure 12 . Dynal simple Mixer Figure 13 . Dynal MPC- M
(Photo personnelle) (Photo personnelle)

-

10.

Mode opératoire

Chargement du Dynal MPC —-M d’eppendorfs (maximum 10) ;

Numérotation des eppendorfs en fonction du nombre d’échantillons a traiter ;
Transfert de facon stérile de 15 pl de Dynabeads anti-E. coli O157 dans chaque
eppendorf;

Ajout de 1 ml de la suspension mere pré-enrichie a 37°C dans chaque eppendorf, puis
mélange a I’aide du vortex ;

Mise en place des eppendorfs dans le Dynal simple Mixer, qu’on laisse tourner a 20
tours/minute pendant 30 minutes pour une bonne homogénéisation ;

Mise en place une seconde fois des eppendorfs dans le Dynal MPC- M qu’on remue
pendant 2 & 3 minutes jusqu'a ce qu’une tache brune (concentration des bactéries) se
forme sur la paroi des eppendorfs ;

Vidange de fagon aseptique du contenu des eppendorfs sans Iéser la tache formée, puis
ajout de 1 ml du tampon de lavage PBS-Tween, puis bien mélanger au vortex ;
Seconde agitation du Dynal MPC-M pendant 2 a 3 minutes, jusqua nouvelle
concentration des bactéries, puis élimination du contenu ;

Répétition de la méme opération (étapes 6 a 8) avec le tampon de lavage ;

Retrait de la paroi a aimant du Dynal MPC-M et rajout dans chaque eppendorf de
100 pl de PBS-Tween, puis mélange au vortex. Un complexe billes-bactéries est alors

obtenu.
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11.2.1.3 IsolementdesE. coli 0157

— Mode opératoire

1. Prélévement de fagon stérile les 100l du complexe billes-bactéries et étalement sur la
gélose Mac Conkey au sorbitol additionnée de tellurite et cefixime (CT-SMAC) ;

2. Incubation des boites a I’étuve a 42°C pendant 18 heures.

— Lecture des boites
Apres incubation, deux types de colonies peuvent étre obtenues: des colonies rouges indiquant
la fermentation du sorbitol (figure 18), et des colonies blanches laiteuses sorbitol négatives
(figure 17). Sachant que 93 % des E. coli O157 sont sorbitol négatifs (Padhye et Doyle,
1992), 4 a 5 colonies blanches, et 1 a 2 colonies rouges ont été prélevées de chaque boite et

soumises au test d’agglutination au latex anti-O157.

I1.2.1.4 Confirmation des colonies suspectes

Cette étape est indispensable pour attribuer les bactéries isolées au sérogroupe O157.

a) Test d’agglutination au latex anti- O157

Ce test met en évidence les souches d’E. coli, ou d’autres espéces de bactéries possédant
I’antigéne O157, par agglutination de particules de latex anti-O157, sur une lame (Dry Spot E.
coli O157). A l'aide d’une pipette Pasteur stérile, une goutte d’eau distillée est déposée au
niveau d’un petit cercle destiné¢ a 1’agglutination, puis une partie de la colonie suspecte est
prélevéé avec une anse de platine stérile et mélangée a la goutte d’eau distillée. Le mélange
est mis en contact avec les particules de latex anti-O157. Le test est considéré positif s’il y’a
formation d’agglutinats. Le test d’agglutination au latex anti-O157 est représenté dans la

figure 14.
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Particules de latex ani-0157 Pee ot -+

v
ot
—

Cercle destiné a I’agglutination

Figure 14. Test d’agglutination au latex anti-O157 (Photo personnelle)

b) Test d’agglutination a ’antisérum H7

La mise en évidence de la présence de I’antigene flagellaire H7 est assurée par ’utilisation de
I’antisérum H7. Sur une lame en verre, une goutte de I’antisérum H7 est déposée, puis
mélangée avec la colonie a tester. Une agglutination en moins d’une minute signe un résultat

positif (figure 21).

) Mise en évidence de I’activité B-glucuronidase

Le milieu utilisé est le milieu chromogene Rapid E. coli 2 validé AFNOR (1SO 16140). Son
principe repose sur la mise en évidence d’une activité enzymatique B-D-glucuronidasique
(GLUC) d’E. coli par la présence d’un substrat chromogénique spécifique a ’enzyme. Aprés
incubation a 37°C pendant 24 heures, les colonies d’E. coli B-glucuronidase positives

apparaissent violettes (figure 19).

d) Caracteérisation phénotypique

La confirmation de I’appartenance des isolats identifiés a 1’espéce E. coli, par leur

caractérisation biochimique, a été réalisée a ’aide de la galerie API 20 F.
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I1.2.2 Détection des génes codant pour les facteurs de virulence des
STEC 0157 : H7 par amplification génique (PCR)
L’amplification génique, réalisée au niveau du laboratoire de biologie moléculaire de I’Institut
Pasteur d’Alger (IPA), a été effectuée par PCR simplex pour la détection des génes stxi, stxo
et eae.

11.2.2.1 Extraction de ’'ADN

L’extraction de I’ADN s’est faite par ébullition selon le protocole de China et al. (2006), en
suivant les étapes suivantes :

1. Prise d’une colonie purifiée de chaque isolat d’E. coli O157 : H7 a tester pour la faire
pousser dans du BHIB (bouillon cceur-cervelle) sous agitation a 37°C pendant 18
heures ;

2. Reépartition de 300 ul du bouillon dans des eppendorfs, puis centrifugation a 4 500
tours/minute ;

3. Reécupération du culot pour y ajouter 50 ul d’eau distillée stérile, ensuite chauffage a
100°C pendant 10 minutes ;

4. Centrifugation pour une seconde fois dans une mini-centrifugeuse pendant 30
secondes afin de récupérer le surnageant contenant I’ADN et le transférer dans des
tubes pour PCR.

11.2.2.2 Préparation des mix pour la détection des génes

Les séquences des amorces utilisées dans cette étude, ainsi que leur taille et leur température
d’hybridation, sont rapportées dans le tableau 8.

Tableau 8. Paires d’amorces utilisées dans cette étude

Géne Amorce et séquence Taille du produit Température optimale
(China et al., 1996) de la PCR (pb) de ’hybridation (°C)
Eae B52, AGGCTTCGTCACAGTTG 570 51,9
B53, CCATCGTCACCAGAGGA
stxy B54, AGAGCGATGTTACGGTTTG 388 52,9
B55, TTGCCCCCAGAGTGGATG
stxz B56, TGGGTTTTTCTTCGGTATC 807 53,4

B57, GACATTCTGGTTGACTCTCTT

eae : géne codant I’intimine ; Stx: : géne codant la Shiga-toxine de type 1 ; stx» : géne codant
la Shiga-toxine de type 2 ; pb : paire de base.
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a) Préparation du mix 1 pour la détection du géne eae

Transférer 5 pl du surnageant (ADN bactérien extrait) dans un tube pour PCR ; puis ajouter :
- 2 pl de MgCl (25 mM) ;
-2,5ulde dNTP (2 mM) ;
- 5pl du tampon 5x Flexi Buffer (pH : 8,8) ;
- 2,5 pl de ’amorce B52 (10 pM) ;
- 2,5 pl de ’'amorce B53 (10 pM) ;
- 0,5 pl de Taqg polymerase (Go taq Flexi DNA polymerase) (5U/ ul);

- 30 ul d’eau pure stérile.

b) Préparation du mix 2 pour la détection du géene stxy

Transférer 5 pl du surnageant (ADN bactérien extrait) dans un tube pour PCR ; puis ajouter :
- 2 pl de MgClI2 (25 mM) ;
- 2,5 ulde dNTP (2 mM) ;
- 5ul du tampon 5x Flexi Buffer (pH : 8,8) ;
- 2,5 ul de ’'amorce B54 (10 uM) ;
- 2,5 ul de ’'amorce B55 (10 uM) ;
- 0,5 pl de Taqg polymerase (Go taq Flexi DNA polymerase) (5U/ ul) ;

- 30 ul d’eau pure sterile.

c) Préparation du mix 3 pour la détection du gene stx.

Transférer 5 pl du surnageant (ADN bactérien extrait) dans un tube pour PCR ; puis ajouter :
- 2 pl de MgCI2 (25 mM) ;
-2,5 ul de dNTP (2 mM) ;
- 5ul du tampon 5x Flexi Buffer (pH : 8,8) ;
- 2,5 pl de ’amorce B56 (10 puM) ;
- 2,5 pl de ’'amorce B57 (10 puM) ;
- 0,5 pl de Tag polymerase (Go tag Flexi DNA polymerase) (5U/ ul) ;

- 30 pl d’eau pure stérile.
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d) Conditions d’amplification des génes eae, stx: et stx. par PCR

Les tubes pour PCR ont été pacés dans un thermocycleur réglé pour les temps suivants (China
etal., 1996):

dénaturation & 94°C : 5 minutes ;

dénaturation & 94°C : 30 secondes ;

hybridation a 50°C : 30 secondes ; 30 cycles
elongation a 72°C : 30 secondes.

e) Détection des produits d’amplification

La détection du produit d’amplification s’est fait par migration en électrophorése sur gel

d’agarose a 2 % (figure 15) selon le mode opératoire suivant :

1.

10.

11.

2 g d’agarose ont été dissous dans 100 ml de TBE (Tris, Borate, EDTA) a pH 8,8 puis
chauffés au micro-ondes. Apres refroidissement 12 ul de BET (bromure d'éthidium) ont
été ajoutés a 10 mg/ml ;

Les deux extrémités du moule ont été obturés avec du ruban adhésif ;

Le peigne nécessaire a la réalisation des puits dans le gel a été disposé dans les encoches
prévues a cet effet ;

Le gel préparé a ete versé lentement dans le moule ;

Apreés solidification du gel, le peigne a éte enlevé délicatement ;

Le gel a été démoulu et placé dans la cuve, apres quoi cette derniére a été remplie de
tampon TBE jusqu’au niveau supérieur du gel ;

Les puits ont été placés du coté de la cathode ;

5 ul des produits d’amplification, les souches a tester plus les souches témoins ont été
placés dans chaque puits. L’un des puits a été réservé au marqueur de taille moléculaire
100 pb;

Les fragments d’ADN, placés dans un champ électrique et chargés négativement, vont
ainsi se déplacer vers I’anode dés la mise en marche de 1’appareil ;

La séparation s’est faite sur la base des poids moléculaires des fragments, chaque bande
correspondant a un fragment de taille précise ;

Les bandes ont été visualisées dans une chambre noire par transillumination ultra-

violette (302 nm). Les profils obtenus ont été photographiés et comparés par rapport aux
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souches témoins. Une souche ayant le méme profil que celui de la souche témoin a été

considérée comme porteuse du gene recherché.

Figure 15. Migration des bandes d’ADN sur I’électrophorése sur gel

[1.2.3 Test de sensibilité aux antibiotiques

La sensibilité des E. coli O157 : H7 isolées a été testée a 32 antibiotiques appartenant aux
différentes classes (voir la liste en annexe 1), selon les normes (NCCLS : 1993) (National
Comittee for Clinical Laboratory Standards) recommandées par I’OMS. Le protocole suivant
a ete appliqué :
1. A partir d’une culture pure de 18 heures sur gélose nutritive, quelques colonies bien
isolées et parfaitement identiques ont été raclées a I’aide d’une pipette Pasteur stérile ;
2. La pipette a été dechargée dans 9 ml d’cau physiologique stérile a 0,9 % ;
3. La suspension bactérienne a été bien homogénéisée, jusqu’a ce que son opacité eut
atteint 0,5 Mc Farland ;
4. Un écouvillon stérile a été trempé dans la suspension bactérienne ;
L’écouvillon a été pressé contre la paroi interne du tube afin de le décharger au
maximum ;
6. L’écouvillon a été frotté sur la totalité de la surface gélosée Mueller Hinton, en
tournant la boite (12 cm) a chaque fois ;
7. Les disques d’antibiotiques ont été placés sur la gélose ensemencée a 1’aide d’un
applicateur dédié ;
8. Les boites ont été incubées a 35°C pendant 18 heures ;
9. Le contrdle de qualité a été réalisé a I’aide de la souche Escherichia coli ATCC 25922

(sensible a I’ensemble des antibiotiques testés) pour valider les résultats.
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— Lecture des boites
La lecture des boites a été réalisée a 1’aide d’un appareil spécial « Osiris », qui mesure les
zones d’inhibition de la croissance bactérienne par les antibiotiques et les compare aux
valeurs critiques, et par conséquent classe les bactéries en sensibles, intermédiaires ou
résistantes. Les différentes étapes de recherche d’E. coli 0157 : H7 sont schématisées dans la

figure 16.

Etape 1 : Enrichissement

100 ml
1ml

Suspension mére 100 ul —
15 pl Dynabeads

o B
'::
"/ \/

Séparation & Concentration Reconstitution

Séparation et concentration des bactéries par la technique de séparation
immuno-magnétique (IMS)

Etape 2 : Isolement

Agglutination des colonies suspectes avec le latex anti-O157 et
P’antisérum H7

:

E. coli O157 : H7 présomptif

Etape 3 : Confirmation —» Caractérisation biochimique (galerie API 20F)

O  OGe-Disques
O O d’antibiotiques

Etape 4 : Tests de sensibilité aux Antibiogramme

antibiotiques

——

v CT-SMAC

Détection des genes stxi, stxz et eae par PCR

Figure 16. Protocole de recherche d’E. coli O157 : H7
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I1.2.4 Analyse statistique

Les résultats obtenus sont essentiellement exprimés en pourcentage et donnés avec un
intervalle de confiance a 95%. Le test khiz a été utilisé pour la comparaison entre les

pourcentages. Le test est considéré significatif lorsque le P est inférieur a 0,05.

111 Résultats

Les résultats de la recherche, la caractérisation, ainsi que la sensibilité des E. coli O157 : H7
aux antibiotiques sont rapportés ci-dessous.

I11.1 Isolement des E. coli 0157 :H7

Les épreuves de séparation immuno-magnétique, les tests d’agglutination au latex anti-O157
et a I’antisérum H7, réalises sur les 151 échantillons analysés, ont montré que onze carcasses
ovines étaient contaminées par la bactérie E. coli O157 : H7, soit une prévalence de 7,28 %.
Parmi les onze carcasses ovines contaminées par E. coli O157: H7, neuf (9 %) ont été
¢couvillonnées au niveau de ’abattoir d’El-Harrach et deux (3,92 %), I’ont été au niveau de
celui de Rouiba. L’analyse statistique effectuée sur les résultats obtenus a montré qu’il n
y’avait pas de différence significative (P> 0,05) entre le nombre de carcasses contaminées au
niveau des deux abattoirs. La présence des E. coli O157 : H7 sur la surface des carcasses
ovines a indiqué que les ovins abattus dans les deux abattoirs étaient porteurs de ces
pathogenes. Comme les bonnes pratiques d’hygiéne d’abattage ne sont respectées dans aucun
de ces deux abattoirs, il en résulte une contamination fécale des carcasses, et par conséquent

présence de ces pathogeénes sur leurs surfaces.

A partir de ces onze carcasses positives, treize isolats d’E. coli 0157 : H7 (8,60 %) ont été
identifiés. Quatre isolats (7,84 %) ont été identifiés a partir de deux carcasses au niveau de
I’abattoir de Rouiba, et neuf isolats (9 %), a partir de neuf carcasses issues de celui
d’El Harrach. Des treize E. coli O157: H7 isolés, dix (76,92 %) sont sorbitol et [-
glucuronidase négatifs tandis que trois (23,08 %) sont sorbitol et R-glucuronidase positifs. Le
nombre de carcasses ovines contaminées par les E. coli O157: H7 au niveau des deux
abattoirs (Rouiba et El-Harrach) ainsi que le nombre d’isolats identifiés sont rapportés dans le

tableau 9.
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Tableau 9. Nombre de carcasses ovines contaminées par E. coli O157 : H7 dans les deux
abattoirs, ainsi que le nombre d’isolats identifiés

Carcasses contamineées par E. coli

E. coli O157 : H7

0157 : H7 Isolés
Abattoir Intervalle de Intervalle de
Nombre % confiance (95%) Nombre % confiance
(95%)
El-Harrach 9 /100 9% [3,39 ; 14,60] 9 9% [0;27,69]
Rouiba 2/51 3,92% [0;9,25] 4 7,84% [0; 34,18]
Total 11/151 7,28% [3,13;11,42] 13 8,60% [0; 23,84]

[11.1.2 Aspect des colonies d’E. coli O157 : H7 sur gélose d’isolement

Les figures 17 et 18 montrent I’aspect des colonies d’E. coli O157 : H7 sorbitol négatives et

positives sur gélose CT-SMAC.

Figure 17. Colonies d’E. coli 0157 sorbitol négatives sur le milieu CT-SMAC

Colonie blanche

(Photo personnelle)
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Colonie rouge

Figure 18. Colonies d’E. coli O157 sorbitol positives sur le milieu CT-SMAC
(Photo personnelle)

La figure 19 montre I’aspect des colonies d’E. coli O157 : H7 B-glucuronidase positives sur le
milieu chromogene Rapid E. coli 2.

Figure 19. Colonies d’E. coli sur milieu Rapid E. coli 2
(Colonies violettes: E. coli B-glucuronidase positives) (Photo personnelle)
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[11.1.3 Aspect des tests d’agglutination

La figure 20 montre I’aspect des agglutinats sur le latex anti-O157 mettant en évidence

la présence de I’antigéne somatique O157.

"

Figure 20. Colonie agglutinant le latex anti-O157 (a gauche : réaction d’agglutination
négative ; a droite : réaction d’agglutination positive)

La figure 21 montre les agglutinats formés sur la lame en présence de I’antisérum H7,

témoignant la présence de I’antigéne flagellaire H7.

Figure 21. Colonie agglutinant I’antisérum H7 (Photo personnelle)

L’identification phénotypique et sérologique des E. coli O157 : H7 isolées est rapportée dans
le tableau 10.
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Tableau 10. Identification phénotypique et sérologique des E. coli O157 : H7 isolés a partir des carcasses ovines au niveau des deux abattoirs

Nombre des
échantillons
positifs

10

11

Bactériologie

Sérologie

Ifentification

Milieu

CT-SMAC

CT-SMAC

CT-SMAC
CT -SMAC
CT -SMAC
CT -SMAC
CT -SMAC
CT -SMAC
CT -SMAC
CT -SMAC

CT-SMAC

Isolat

1

2

10

11

12

13

Sorbitol
Négatif
Négatif
Négatif
Négatif
Négatif
Négatif
Négatif
Négatif
Négatif
Négatif
Positif
Positif

Positif

3-glucuronidase

Négatif
Négatif
Négatif
Négatif
Négatif
Négatif
Négatif
Négatif
Négatif
Négatif
Positif
Positif

Positif

Latex anti-O157
Positif
Positif
Positif
Positif
Positif
Positif
Positif
Positif
Positif
Positif
Positif
Positif

Positif

Antisérum H7-
Positif
Positif
Positif
Positif
Positif
Positif
Positif
Positif
Positif
Positif
Positif
Positif

Positif

Phénotype

. coli biotypel
. coli biotypel
. coli biotypel
. coli biotypel
. coli biotypel
. coli biotypel
. coli biotypel
. coli biotypel
. coli biotypel
. coli biotype3
. coli biotypel
. coli biotypel

. coli biotypel
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[1l.2 Détection des genes codant pour les facteurs de virulence des E. coli
0157 : H7 isolés par PCR

Les résultats de la caractérisation génotypique des E. coli O157 : H7 isolés a partir de chaque
carcasse ainsi que le profil génotypique de I’ensemble des E. coli O157 : H7 isolés sont
développés ci-dessous.

[1l.2.1 Caractérisation génotypique des E. coli O157 : H7 isolés a partir
de chaque carcasse
Six E. coli O157 :H7 sur les treize isolés ont été confirmées au niveau de la Faculté de Liége.

Parmi eux, deux ont été isolés a partir d’'une méme carcasse et présentaient un profil
génotypique différent, stxo"eae™ pour le premier (isolat 1), et stx;"eae* pour le second (isolat
2). Deux autres isolats, les 3 et 4, provenant eux aussi d’une méme carcasse, présentaient un
profil génotypique différent : stx.*eae™ pour le premier (isolat 3) et eae™ pour le second (isolat
4). Quant aux deux isolats restants, les 5 et 6, ils ont été isolés a partir de deux carcasses
différentes, avec le méme génotype stx,"eae™. Sept E. coli 0157 : H7 sur les treize isolés, ont
été confirmées au niveau de I’Institut Pasteurd’Alger. Les isolats 7, 9 et 10 possédaient le
gene eae et stxo, alors que les isolats 8, 11 et 12 possedaient uniquement le géne stx..
L’isolatl3 quant a lui ne possédait aucun géne codant pour les facteurs de virulence. Les
caractéres génotypiques des E. coli O157 : H7 isolés par carcasse sont rapportés dans le
tableau 11.

Tableau 11. Caractére génotypique des E. coli O157: H7 isolés a partir de chaque carcasse

prélevée
N° carcasse ovine Isolat Génotype Laboratoire de confirmation

L 1 stx. eae Faculte de Liege

2 stxi eae Faculte de Liege

3 stx, eae Faculte de Liege
2 4 eae Faculte de Liege
3 5 stx, eae Faculte de Liege
4 6 stx. eae Faculte de Liege
5 7 stx; eae Institut Pasteur d’Alger
6 8 stxz Institut Pasteur d’Alger
7 9 stx; eae Institut Pasteur d’Alger
8 10 stxz eae Institut Pasteur d’Alger
9 11 stxz Institut Pasteur d’Alger
10 12 stxz Institut Pasteur d’Alger
11 13 - Institut Pasteur d’Alger

- :aucun gene détecté.
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La figure 22, montre les différentes bandes d’ADN correspondant chacune a la taille du géne
recherché.

/—Puits
7 -8 29 10 1sedoNe A B C g Ome 11213 - A B

bdddddd v vied v dova 4

a e
SE SrE G G e pree
”‘ ¥ R . ,

eae (570pb) 5 stx. (807pb)

Figure 22. Visualisation des genes eae et stx, des E. coli O157: H7 aprés PCR par
transillumination (Photo personnelle)
Dans la figure 22, les numéros des isolats 7 a 13 correspondent a des isolats dont la
caractérisation moléculaire a été effectuée au niveau de I’Institut Pasteur d’Alger. On peut

également distinguer de gauche a droite les puits suivants :

- Puits A, souche témoin positive portant le gene eae (eae™ stxz").

- Puits B, souche témoin positive portant le géne eae (eae* stxz").

- Puits C, marqueur de taille (100 pb).

- Puits A, souche témoin négative ne portant pas le gene stx; (eae™ stxz’).

- Puits B, souche témoin positive portant le géne stx, (eae* stx2*).
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[11.2.2 Profil génotypique de I’ensemble des E. coli O157 : H7 isolés

Au total, treize isolats E. coli O157 : H7 ont été identifiés. Sept (53,85 %) étaient stx.* eae™,
un (7,69 %) stx;"eae™, trois (23,08 %) stx,™ et un (7,69 %) eae™. Seul un isolat (7,69 %) ne
possédait aucun gene codant pour les facteurs de virulence. La caractérisation génotypique

des E. coli O157 : H7 isolés est présentée dans le tableau 12.

Tableau 12. Caractérisation génotypique des E. coli O157: H7 isolés

Nombre d’E. coli Pourcentage Intervalle de
o eae Stx1 stxo . o ) .
0157 : H7 isolés des genes isolés confiance a 95%
7 + = + 53.85% [26,75 ; 80,94]
3 - - + 23.08% [0,175 ; 45,98]
1 + + - 7.69% [0;22,17]
1 + - - 7.69% [0;22,17]
1 - - - 7,69% [0;22,17]

+ : positif ; - : négatif.

La caractérisation génotypique des E. coli 0157 : H7 isolés est illustrée par la figure 23.

60%

53,85%

50% -

40% -

30% -
23,08%

20% -

10% -

0% -

stx2 eae stx2 stx1 eae eae Aucun géne

Figure 23. Taux des genes identifiés a partir des E. coli 0157 :H7 isolés
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[1l.3 Test de sensibilité aux antibiotiques
Des treize isolats d’E. coli O157: H7 identifiés, trois (23,08%) sont résistants a la
tétracycline, un (7,69%) aux furanes et un (7,69%) a la fois aux furanes et a la tétracycline.
Huit (61.54%) sont sensibles a I’ensemble des antibiotiques testés. Sur la figure 24 on peut
observer les zones d’inhibitions de la croissance bactérienne due a la diffusion des disques

d’antibiotiques sur gélose Mueller Hinton.

r:\;@ >

.‘(‘

Figure 24. Antibiogramme (Photo personnelle)
La caracterisation des E. coli O157 : H7 isoles, ainsi que leur sensibilité aux antibiotiques sont
rapportées dans le tableau 13.

Tableau 13. Caractérisation et sensibilité aux antibiotiques des E. coli O157: H7 isolés

Isolat Sérotype E?glziéalrce):ni dase  Genotype Antibiorésistance Abattoir

1 0157 : H7 = stx, eae S
Rouiba

2 0157 : H7 - stx; eae R tétracycline
3 0157 : H7 - Stxo eae S
A 0157  H7 ) cae R tétracycline Rouiba
5 0157 : H7 - stx, eae S El-Harrach
6 0157 : H7 - stx, eae S El-Harrach
7 0157 : H7 - stx, eae R furane El-Harrach
8 0157 : H7 - stx, R tétracycline El-Harrach
9 0157 : H7 - stx, eae R tét]rcﬁtr:;/rc]:eine El-Harrach
10 0157 : H7 - stx, eae S El-Harrach
11 0157 : H7 + stxz S El-Harrach
12 0157 : H7 + stxz S El-Harrach
13 0157 : H7 + S El-Harrach

- . négatif ; + : positif ; R : résistante ; S : sensible.
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La caractérisation phénotypique et génotypique anisi que la sensibilité des E. coli 0157 : H7

aux antibiotiques sont illustrées par la figure 25.

B E.coi0157:H7 [ Absence d’E. coli 0157:H7 [ sOR-GUD-
[l SOR+ GUD+ B stx2eae B s
[l stx1 eae B cae [ aucun géne détécte
R tétracycline . R furane R tétracycline + furane
Hs
100 % -
0% +——
80 % — —
70% +——
60% +——
50% T
40 % — »
30%
20%
10% +—
0o mEEN
E.coli0157:H7 isolés Sorbitol et - Profil génétique des Sensibilité des E.coli
g|ucuronidase E.coliO157:H7 0157:H7 aux

antibiotiques

SOR: sorbitol; GUD: p-glucuronidase, S: sensible; R : résistant ; +: positif, -: negatif.

Figure 25. Caractérisation phénotypique et génotypique des E. coli O157 : H7 isolés, anisi
que leur sensibilité aux antibiotiques
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Etude expérimentale : Recherche et caractérisation des STEC O157et non-O157

I Objectifs

Les résultats de la premiere étude relative a la recherche et a I’isolement des STEC O157 ont
montré que 7,28 % des carcasses ovines étaient contaminées par ces agents pathogenes
extrémement virulents. D’aprés ces résultats, on constate que le risque de toxi-infections
alimentaires dues au sérotype O157 : H7 existe réellement en Algérie, ou la viande ovine est
trés prisée. Hormis le sérogroupe 0157, il existe d’autres STEC potentiellement pathogénes
pour ’homme, tels que le 026 qui est le plus fréquemment rencontré lors d’infections a STEC
non- 0157, et le O111 qui est considéré comme le deuxieme agent responsable des cas de
SHU aprés 0157 : H7 (Eklund et al., 2001). Dans le cadre de ce travail, et afin d’avoir une
meilleur appréciation de la situation des E. coli producteurs de Shiga-toxines en Algérie, une
deuxiéme étude a éte entreprise pour rechercher a la fois les STEC 0157 et non-O157 a partir

des carcasses ovines.

Pour atteindre cet objectif, des prélevements ont été réalisés a partir de carcasses ovines

produites dans 1’abattoir d’El-Harrach.
Cette étude a compris :

e Le screening moléculaire des genes codant pour les facteurs de virulence des STEC par
PCR multiplex ;
L’isolement des STEC O157 et non-O157 ;

La caracterisation phénotypique des isolats identifiés ;

La détermination du sérogroupe des STEC isolés ;

La caractérisation moléculaire des bactéries isolées ;

La sensibilité des STEC isolés aux antibiotiques.
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Il Matériel et méthodes

Dans cette seconde étude, une méthode basée essentiellement sur la PCR a été adoptée. Cette
derniere, du fait de sa rapidité, de son efficacité et de sa sensibilité, s’est t’imposée au sein des

laboratoires d’analyses et de recherches pour la détection des STEC.

Il.1 Recherche des STEC 0157 et non- O157 par screening moléculaire

Pour cette recherche, les prélevements ont été effectués au sein de I’abattoir d’El-Harrach,
celui de Rouiba n’étant plus fonctionnel. Au total trois cent soixante trois (363) échantillons
ont été prélevés au hasard, sur une période de neuf mois, a raison de 10 carcasses ovines par

semaine.

[1.1.1 Méthode d’échantillonnage

L’échantillonnage a été réalisé sur des carcasses ovines suspendues, apres les opérations de
saignée, d’habillage, d’éviscération et de fente thoracique, par la méthode non destructive
reposant sur le double écouvillonnage (humide/sec) des surfaces des carcasses, selon la norme
(1SO 17604 :2003) décrite dans 1’étude 1.

[1.1.2 Lieux du traitement des échantillons

L’enrichissement des écouvillons a été réalisé au sein du laboratoire d’HIDAOA de I’Ecole
Nationale Supérieure Vétérinaire d’Alger. La caractérisation moléculaire, sérologique et
phénotypique des STEC, ainsi que le test de sensibilité aux antibiotiques des STEC isolés, ont
été réalisés au niveau du laboratoire des entérobactéries et autres bactéries apparentées de
I’Institut Pasteur d’Alger (IPA).

[1.1.3 Equipements

Les equipements utilisés sont décrits en annexe 1.

[1.1.4 Milieux de culture et réactifs :
Les milieux de culture ainsi que les réactifs utilisés sont décrits en annexel.

II.2 Méthodes d’analyses

Aprés realisation des prélevements, le dépistage des STEC par screening moléculaire des

génes codant pour les facteurs de virulence : stxi, stx. et eae a été effectué par PCR multiplex.
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Une fois les genes détectés, les bactéries ont été isolées sur milieu chromogénique. Par la suite
une détermination du sérogroupe des STEC isolés, ainsi qu’un antibiogramme, ont été
réalises.
[1.2.1 Screening moléculaire des génes codant pour les facteurs de
virulence
Les écouvillons de chaque carcasse composant un échantillon ont été soumis a un

enrichissement, puis a une extraction de I’ADN, suivie d’une amplification génique par PCR

multiplex.

I1.2.1.1 Enrichissement non sélectif

100 ml d’eau peptonée tamponnée (EPT) ont été ajoutés a chaque sac stomacher contenant les

écouvillons. Les échantillons ont ensuite éte incubés a 37°C pendant 6 heures.

I1.2.1.2 Extraction de ’ADN

L’extraction de I’ADN s’est faite directement a partir de 300 pul du bouillon d’enrichissement,
centrifugé a 4 500 tours /minute pendant 5 minutes. Par la suite, le culot a été récupéré pour
subir un premier lavage par ajout de 500 ul d’eau physiologique, puis une centrifugation
pendant 3 minutes. Le culot a été récupéré une seconde fois, auquel on a additionné 180 pl de
tampon TE (Tris EDTA), ainsi que 20ul d’ARNase. Apreés une homogénéisation et une
incubation a température ambiante pendant 2 minutes, suivie d’une centrifugation, le culot a
été soumis a deux lavages successifs, en rajoutant 500 ul d’eau physiologique, et en
centrifugeant pendant 3 minutes a chaque étape. Une fois le culot récupéré, on lui a rajouté
50ul d’eau distillée. Apreés homogéneéisation, le mélange a été mis a ébullition pendant 10
minutes. Aprés une centrifugation de 30 secondes le surnageant contenant I’ADN a été

récupére.
11.2.1.3Amplification de 'ADN

L’amplification de I’ADN a été effectuée par PCR multiplex, pour la détection des génes eae,
stxi et stxz, selon le protocole de China et al, (1996). Pour la détection de chaque gene une
quantité de 5 pul d’ADN a été transférée dans un tube pour PCR, auquel ont été rajoutés 2ul de
MgCI2 (25 mM), 2,5 pl de dNTP (2mM), 5ul du tampon (pH : 8,8), 5ul (10uM) de la paire
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d’amorce considérée, 0,5 pl de Taq polymerase (5U/ul) et 30 ul d’eau distillée stérile. Les
amorces utilisées, ainsi que les conditions d’amplification, sont identiques a celles utilisées

dans ’étude 1.

I1.2.1.4 Détection des produits d’amplification

La détection du produit d’amplification s’est faite par migration en électrophorése sur gel

d’agarose a 2 %.

[1.2.2 Isolement des STEC 0157 et non-0O157

Le screening moléculaire par PCR permet seulement d’obtenir un résultat présomptif sur la
présence des STEC. Il est donc toujours nécessaire de réaliser une confirmation de ce résultat.
Cette étape comprend I’isolement et 1’identification de la bactérie recherchee (sérogroupage,
phénotypage et génotypage). Afin d’isoler les STEC présomptifs, 100 pl du bouillon
d’enrichissement de chaque échantillon ayant donné un résultat positif a la PCR ont été
ensemences sur le milieu chromogéne CHROMagar STEC, et incubés a 37°C pendant 18
heures. Seules les colonies violettes présumées STEC positives ont été retenues pour un

sérogroupage et une identification biochimique, suivie d’une caractérisation moléculaire.

11.2.2.1 Sérogroupage des STEC isolés

Pour le sérogroupage, les neuf sérogroupes les plus souvent incriminés dans I’apparition
d’épidémies a travers le monde (0157, 091, 0111, 0103, 0145, 026, 0128, 0121 et 045)
ont été recherchés. A partir de chaque boite, cing colonies violettes ont été prélevées au
hasard, et soumises aux tests d’agglutination aux sérums anti- 0157, anti- O45 et anti-0121,
ainsi qu’aux tests d’agglutination aux latex anti- 091, O111, 0103, 0145, 026 et 0128

(DrySpot E. coli Serocheck et Seroscreen).

I1.2.2.2 Caractérisation phénotypique

La confirmation de I’appartenance des isolats identifiées a I’espéce E. coli par leur

caractérisation biochimique a été réalisée a I’aide de la galerie API 20 E,
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I1.2.2.3 Caractérisation moléculaire des bactéries isolées

Apres isolement des bactéries, une seconde PCR multiplex, réalisée dans les mémes
conditions que celles décrites précédemment, a été effectuée en vue de déterminer le profil

génétique de chaque isolat.

II.3 Test de sensibilité aux antibiotiques

La sensibilité des STEC isolés a été testée a 32 antibiotiques appartenant aux différentes
classes (voir la liste en annexe 1), selon les normes (NCCLS :1993) (National Comittee for
Clinical Laboratory Standards) recommandées par I’OMS. Les différentes étapes de la

recherche des STEC par screening moléculaire sont illustrées par la figure 26.
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Enrichissement des écouvillons dans EPT pendant 6h 4 37°C

Detection par PCR multiplex des génes six / stx eae

Si détection des génes stx / stx eae Si absence d’un des génes stx ou stx eae

Isolement des colonies du bouillon

d’enrichissement sur CHROMag ar STEC Arrét de "analyse

Sérogroupage des colonies isolées par
agglutination aux serums

anti-0157, 0111, 0103, 026, 091, 0145,
0121, 045, 0128.

Caractérisation phénotypique par galerie®20

Antibiogramme

Figure 26. Etapes de recherche des STEC par screening moleculaire
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111 Résultats

Les résultats du screening moléculaire des genes codant pour les facteurs de virulence,
I’isolement, ainsi que la mise en évidence de la sensibilité des STEC isolés aux antibiotiques,
sont rapportés ci-dessous.

lll.1 Screening moléculaire

Sur les trois cent soixante-trois échantillons analysés, le nombre de PCR positives pour les
génes stx*/ stx*eae® était de cent-seize, soit 31,95 %. Trente-six prélévements (9,92 %)
contenaient le géne eae uniquement. Deux cent onze prélevements (58,13 %) ne contenaient

aucun des genes ciblés. Les résultats du screening moléculaires sont illustrés par la figure 27.

363 carcasses ovines écouvillonnées

(100%)

116 prélévements soe+ / socteae+ [l 36 prélévements eaet 211 prékévements soc-/ stx- eae-

(31.95%) (9.92%) (58.13%,)

Présence présomptive Présence présomptive Absence de STEC
d'EPEC

de STEC

Figure 27. Résultats du screening moléculaire

La visualisation des génes codant pour les facteurs de virulence stxi, stx. et eae est

représentée dans la figure 28.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

stx2 (807pb)
eae (570pb)
stx1 (388 pb)

1 : Marqueur de taille moléculaire 100 pb; 2 : témoin positif (souche de référence, stx;*stx,*eae*) ; 3 : témoin
négatif ; 5-6-7-8-9-10-11-12-13-14-15-16 : échantillons positifs & au moins 1’un des genes de virulence.

Figure 28. Visualisation des génes de virulence eae , stx; et stxo apres screening par PCR
multiplex

Les résultats du screening des genes par PCR multiplex sont présentés dans le tableau 14.

Tableau 14. Résultats du screening par PCR multiplex pour les genes eae, stx: et stxz

Nombre de carcasses eae stx1 stxo Pourcentage des Intervalle de
ovines positives a au genes isolés confiance a 95%
moins 1'un des génes de
virulence
75 - + - 20,66% [13,29; 28,02]
26 + + - 7,16% [02,46 ; 11,85]
6 - - + 1,65% [00,00 ; 03,96]
5 - + + 1,38% [00,00 ; 03,50]
2 + - + 0,55% [00,00 ; 01,89]
2 + + + 0,55% [00,00 ; 01,89]
36 + - - 9,92% [04,48 ; 15,35]

+ : présence ; - : absence.
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Les résultats du screening par PCR multiplex pour les genes eae, stx: et stxz sont illustés par

la figure 29.
20,66 %
20
15
()
[-T:]
i)
c 0,
g 10 9,92 %
3
o
a 7,16 %
5
1,65 % 1,38% 0,55 % 0,55 %
. _— e L
stx1 eae stx2 stx1 eae stx1 stx2 stx2 eae stx1 stx2 eae
Geénes isolés

Figure 29. Taux de détection des génes codant pour les facteurs de virulence

1.2 Isolement et caractérisation des bactéries isolées

A partir des cent seize PCR positives pour les génes stx* / stx*eae™, vingt isolats (17,24 %)
ont été identifiés. Dix-neuf (16.37 %) appartiennaient a 1’espéce E .coli (STEC) et un
(0.86 %) a Citrobacter braakii. L’aspect des colonies isolées sur CHRMagar STEC est

présenté dans les figures 30 et 31.
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Figure 30 : Aspect des STEC sur le milieu Figure 31 : Aspect de Citrobacter braakii
chromogene CHROMagar STEC (colonies sur CHROMagar STEC (colonies pourpres a
mauves : STEC, colonies bleus: autres bord irrégulier et a centre opaque) (Photo
entérobactérie) (Photo personnelle) personnelle)

[11.2.1 Détermination du sérogroupe des STEC isolés
Des dix-neuf STEC isolés, cing (26,3 %) - dont deux stx;*eae™, un stx;"eae*, un stxi* et un

stxo™ - ont agglutiné avec le sérum O26. Quatorze (73,7 %) ont donné un résultat négatif vis-
a-vis des différents sérums testés. L’aspect des agglutinats sur le latex E. coli Seroscreen et

celui du latex anti-O26 sont présentés dans les figures 32 et 33.

Figure 32 : Colonie agglutinant le latex E. coli Figure 33 : Colonie agglutinant le latex anti-

Seroscreen (Photo personnelle) 026 (Photo personnelle)
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Les taux de bactéries isolées a partir des échantillons positifs a la PCR sont schématisés dans

la figure 34.

116 prélévements positifs pour les génes stx/ stx eae

20 isolats bactériens identifiés
(17.24%)

19 STEC (16.38%) 01 Citrobacter braakii (0.86%)

05/19 STEC 026 (26,3%)

14/19 STEC autres les

sérotypes recherchés (73,7%)

Figure 34. Taux des bactéries isolées apres screening moléculaire

[11.2.2 Caractérisation moléculaire des bactéries isolées

Les E. coli isolés présentaient les profils génotypiques suivants : six (31,58 %) étaient
stxi*eae™, cing (26,31 %) stxo*, trois (15,79 %) stxi*stxo*, trois (15,79 %) stxi* et deux
(10,53 %) stxo* eae™. Citrobacter brakaii était eae™stx;*. La caractérisation moléculaire apres

isolation des bactéries est présentée dans la figure 35.
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1: marqueur de taille moléculaire 100 pb; 2: témoin positif (souche de référence,
stxi*stxo*eae™) ; 3 : témoin négatif ; 5a 15 : STEC ; 16 : Citrobacter braakii.

Figure 35. Visuallisation des genes stxi, stx. et eae apres isolement et caractérisation des

bactéries

La caractérisation génotypique des bactéries isolees a partir du CHRMagar STEC est
rapportée dans le tableau 15.

Tableau 15. Caractérisation génotypique des bactéries isolées a partir du CHRMagar STEC

Pourcentage Intervalle de
Nombre de \ N . .
e Espéce eae stxa stxo des genes confiance a

bactéries isolées .y
isolés 95%

6 STEC + + - 30% [21,66 ; 38,33]

5 STEC - - + 25% [17,11; 32,88]

3 STEC - + + 15% [08,50 ; 21,49]

3 STEC - + - 15% [08,50 ; 21,49]

2 STEC + - + 10% [04,54 ; 15,45]

1 Citrobacter + + - 5% [01,03 ; 08,97]

braakii
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La caractérisation génotypique des bactéries isolées a partir du CHROMagar STEC est

illustrée par la figure 36.

35%
30%

30%
25%
25% -
20% -
15% 15%
15% -
10%
10% -
5%

5% -

O% — T T T T T . 1

stx1 eae (STEC)  stx2 (STEC)  stx1stx2 (STEC) stx1 (STEC)  stx2 eae (STEC) stx1 eae
(Citrobacter
braakii)

Figure 36. Représentation graphique des taux des genes détectés par espéce bactérienne
isolée

[1.3 Test de sensibilité aux antibiotiques

Des dix-neuf STEC isolés, six (31,58 %) ont présenté une résistance a un ou plusieurs
antibiotiques. Deux (10,53 %), dont une appartenant au sérogroupe O26, étaient résistants a
I’amoxicilline. Deux (10,53 %) étaient resistants a trois antibiotiques différents :
I’amoxicilline, I’ampicilline et a la cefazoline. Deux (10,53 %) étaient résistants a neuf
antibiotiques : I’amoxicilline, ’ampicilline, la ticarcilline, la streptomycine, la kanamycine, la
tétracycline, les sulfamides, la triméthoprime et la cotrimoxazole. Treize (68,42 %) étaient
sensibles a I’ensemble des antibiotiques testés. Les résultats de la caractérisation et de

I’antibiorésistance des STEC isolés sont présentés dans le tableau 16.
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Tableau 16. Caractérisation et antibiorésistance des STEC isolés

Nombre de STEC  Sérogroupe  Génotype Antibiorésistance

2 026 stx; eae S

1 - Stxo eae S

1 - StXo S

1 - stxieae S

1 026 stxy S

3 - StXo S

AML: Amoxicilline; AMP : Ampicilline; KZzZ: Cefazoline; TIC: Ticarcilline; S:
Streptomycine ; K: Kanamycine; TE: Tétracycline; 3S: Sulfonamides; W:
Triméthoprime ; SXT : Cotrimoxazole ; - : Agglutination négative a I’ensemble des sérums
testés ; R: résistant, S: sensible.
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Les taux des especes bactériennes isolées, des sérogroupes identifiés, ainsi que la sensibilité

des STEC isolés aux antibiotiques sont illustrés par la figure 37.

B erec B s
M sTteC B R AWML, APM, TIC
S, K, TE, 35, W, SXT
STEC
0 AML, AMP, KZ
Citrobacter braakii
B rRAML
M stec 026
. Autre-sérogroupes
100 %
90 % ;
80 %
70 %
73,7
60 %
50 % 1
0% -
30%
0,86
20% F 3 F
10 % 16,37
0% +—
Présence présomptive  Espéces bactériennes Sérogroupes Sensibilité des STEC
STECI/EPEC isolées aux antibiotiques

AML: Amoxicilline; AMP : Ampicilline; KZ: Cefazoline; TIC: Ticarcilline; S:
Streptomycine ; K: Kanamycine; TE: Tétracycline; 3S: Sulfonamides; W:
Triméthoprime ; SXT : Cotrimoxazole ; S : sensible ; R : résistant.

Figure 37. Représentation graphique des taux des pathogénes détéctés, des espéces

bactériennes isolées, des sérogroupes identifiés et de la sensibilité des STEC isolés aux
antibiotiques
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Discussion générale
Comme les bovins, les ovins sont des réservoirs de STEC (Ferreira et al., 2015)
potentiellement pathogeénes pouvant étre a I’origine de toxi-infections alimentaires (Perelle et
al., 2007) . Il existe un véritable manque concernant la connaissance du potentiel zoonotique
des STEC lié¢ a la consommation de la viande ovine (Jacob et al., 2013 ; Marin et al., 2014 ;
Madzingira, 2016). Le manque d’informations sur la prévalence des STEC 0157 et non-0157
chez les moutons et les chévres comparé aux bovins, pourrait s'expliquer par le fait que
I'intérét chez les petits ruminants en tant que réservoirs de STEC pathogenes pour I'nomme n'a
émergé que récemment. Bien que l'exposition environnementale aux excréments d'ovins et de
caprins contaminés par les STEC soit courante et cause des épidémies et des maladies
humaines (Keen et al., 2006). La menace potentielle pour la sécurité alimentaire reste sous-
estimée. En Algérie, I’absence de données concernant la présence des STEC au niveau de la
viande ovine a suscité notre intérét pour la réalisation de cette recherche qui est la premiere

dans le pays.

E. coli O157: H7 est le sérotype le plus connu dans le groupe des STEC. Une grande partie
des connaissances de la pathogénie et de I’épidémiologie des STEC repose sur le travail
effectué sur ce sérotype. C’est pour cette raison que nous avons choisi de rechercher en
premier lieu ce pathogéne lors d’une premicre étude. A 1’issue des résultats de cette derniere,
nous avons mené une seconde recherche qui consistait en un screening moléculaire des STEC
0157 et non-157 tel que : 026, 0103, 0111, 0121, O45 et 0145, les plus souvent incriminés

dans I’apparition de flambées épidémiques dans le monde (Gould et al., 2013).

| Méthode de prélevement
Pour estimer la contamination superficielle des carcasses par les différents germes, deux
méthodes de prélevement peuvent étre envisagées, la méthode destructive et la méthode non
destructive. La méthode destructive repose sur 1’excision : des trous sont pratiques a la surface
de la carcasse a I’aide d’un emporte-piece stérile afin d’obtenir des disques de peau ou de
tissu de 2 mm d’épaisseur environ (ISO 17604 :2003). Cette méthode est considérée comme
étant la plus représentative car elle permet de récupérer le maximum de bactéries ; néanmoins

sa pratique dévalue la valeur marchande du produit (Capita et al., 2004).

La méthode non destructive comprend la méthode du double écouvillonnage (humide/sec)

réalisée a 1’aide de cotons stériles, la méthode de prélévement a 1’éponge (comme son nom
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I’indique, c’est une éponge stérile exempte de substance a effet inhibiteur qui est utilisée), et
enfin la méthode reposant sur I’utilisation de tampon de gaze stérile imbibée d’une solution de
peptone sel. Dans cette étude, c’est la méthode non destructive reposant sur le double
¢couvillonnage (humide/sec) des carcasses a I’aide de cotons stériles qui a été utilisée de la
maniére décrite dans la norme ISO 17604 :2003. Cette méthode non destructive est
d’application directe et facile a réaliser. Elle présente aussi I’avantage de détecter de faibles
niveaux d’E. coli O157 ou d’autres bactéries pathogénes a partir de plus grandes surfaces de

carcasses, 400 cm? pour les bovins et 100 cm? pour les ovins (Capita et al., 2004).

Plusieurs chercheurs ont comparé ces différentes méthodes de prélevements que sont les
méthodes destructives et les méthodes non destructives. Miraglia et al., (2005) ont toujours
obtenu un nombre de bactéries (nombre total de germes) significativement plus éleve avec la
méthode par excision comparée au double écouvillonnage. Les auteurs signalent cependant
qu’il est difficile d’établir une relation précise entre les résultats obtenus avec la méthode par
excision d’une part, et la méthode par écouvillonnage d’autre part, ces deux methodes
présentant une grande variabilité du nombre de germes collectes. Hutchison et al., (2005) ont
essay¢ de quantifier la relation entre les résultats de I’excision et de la technique par
écouvillonnage en ce qui concerne le nombre total de germes sur des carcasses de bovins,
d’ovins et de porcs. Les deux techniques ont été alternativement appliquées sur les mémes
carcasses. La corrélation lin¢aire entre les dénombrements obtenus d’aprés les deux
techniques est toutefois trés faible. D’apres les auteurs, ceci peut avoir différentes causes,
comme par exemple une répartition non uniforme des bactéries sur les sites échantillonnés. La
différence de dénombrement entre la méthode d’excision et celle de 1’écouvillonnage est
essentiellement liée au degré d’adhérence des bactéries a la surface de la carcasse. Cette
adhérence est influencée par de nombreux facteurs, comme le type de carcasse, le type de
tissu, 1’espece bactérienne, le niveau de contamination et le degré d’humidité. Méme si les
performances des méthodes non-destructives sont moindres par rapport a celles affichées par
I’excision en termeS de récupération, elles peuvent, dans certains cas, s’avérer plus
performantes. Gill et Jones., (2000) ont montré que le nombre d’échantillons positifs en
coliformes et E. coli augmente lorsque la taille de la surface échantillonnée s’accroit (de 10 a
1000 cm?).

92



Discussion Générale

La méthode d’excision n’a pas été choisie lors de cette étude. L’excision donne les
dénombrements les plus fiables et les moins variables gréce a une récupération presque
compléte des bactéries, méme en cas de forte adhérence a la carcasse. Mais comme la portion
analysée par cette méthode est petite, cela peut provoquer des inexactitudes importantes
lorsque la contamination totale est faible et répartie de facon hétérogene, ou lorsque la
présence du pathogeéne cible est irréguliére (tel E. coli O157 : H7). En outre, 1’excision
détériore la carcasse entrainant une baisse de sa valeur marchande, ce qui est inacceptable par
le propriétaire. Avec la technique par écouvillonnage, la récupération des bactéries est
favorisée si le matériel utilisé est de nature plus abrasive. Avec les écouvillons de coton, peu
abrasifs, une forte amélioration de la récupération peut étre obtenue en utilisant
successivement un écouvillon humide et un écouvillon sec. C’est ce qui a été fait lors de la
présente étude. La méthode du double écouvillonnage est connue pour sa simplicité et sa
praticité lors des prélevements et la possibilité d’échantillonner une surface importante de la
carcasse sans engendrer de dommages. D’ou le choix de cette méthode, cela d’autant plus
qu’elle permet a la fois de préserver la qualité de la carcasse (valeur marchande) et de détecter
des bactéries présentes seulement en faible nombre et réparties de facon inégale sur la

carcasse , ce qui est le cas des STEC, germes recherches dans cette étude.

I1 Méthodes d’analyses et milieux de détection
La détection d’E. coli O157 a été réalisé par séparation immuno-magnétique (IMS), et celle

des STEC 0157 et non-O157 par screening moléculaire.

II.1 Détection d’E. coli O157 selon lanorme (ISO EN 16654 :2001)

Compte tenu de la faible quantité d’E. coli O157 présente dans I’aliment, sa détection
nécessite de recourir a une phase d’enrichissement dont 1’objectif est une croissance optimale
du pathogéne tout en limitant le développement des autres micro-organismes présents dans la
matrice alimentaire. De nombreuses études ont comparé et évalué I’efficacité des milieux
d’enrichissement et d’isolement des STEC O157. D’aprés Vimont et al., (2006), les résultats
relatifs a I’efficacité du protocole d’enrichissement sont différents d’une étude a 1’autre.
Johnson et al., (1995) ont rapporté que E. coli O157:H7 dans les viandes hachées
naturellement contaminées est plus facilement détecté apres un enrichissement dans le milieu
E. coli additionné de novobiocine (MEC + n) que dans le bouillon tryptone soja additionné

d’acriflavine (mTSB+ a). Vimont et al., (2007) ont démontré que 1’ajout de la novobiocine
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dans des bouillons d’enrichissement, tel que celui du TSB, inhibe la croissance de certaines
souches STEC non-O157: H7. Tutenel et al., (2003) ont rapporté que I’utilisation du bouillon
( mTSB + a) permet un taux de détection d’E. coli O157 significativement plus élevé qu’avec
I’utilisation de I’eau peptonnée tamponnée (EPT), et cela aprés une durée d’incubation de SiX
heures. Bennett et al., (1995) ont montré que le pourcentage d’E. coli O157 isolé des viandes
hachées aprés utilisation de la technique d’IMS est plus ¢levé avec le milieu mEC + n qu’avec
du EPT + vancomycine (8mg/l), cefsulodine (10mg/l) et cefixime (0,05mg/l) (EPT + vcc).
Cependant, De Zutter et Uradzinski, (1997) ont constaté que I’enrichissement sélectif n’est
pas exigé. De bons résultats peuvent étre obtenus en utilisant un enrichissement de courte
durée (six heures) dans un milieu non sélectif d’eau peptonée tamponnée. Ils ont également
démontré qu’une durée d’enrichissement plus longue provoque la croissance de la flore
compétitive massive sur les géloses et ainsi masque les colonies d’E. coli O157. Dans la
présente étude la phase d’enrichissement a été réalisée en utilisant le milieu non sélectif, qui
est ’EPT, pendant une durée de six heures; et comme pour De Zutter et Uradzinski, des
résultats satisfaisants ont été obtenus. Il reste a souligner que dans cette étape particuliérement
délicate, un équilibre reste a trouver entre I’inhibition de la croissance des autres micro-

organismes et le développement optimum de la bactérie recherchée.

Afin d’améliorer les méthodes conventionnelles, de nombreuses équipes de chercheurs se sont
intéressees au développement de techniques de type séparation-concentration. Ces techniques
sont représentées notamment par la centrifugation et la filtration. Wright et al., (1994) ont
constaté que l’introduction d’une étape de séparation immuno-magnétique, utilisant des
particules paramagnétiques couvertes d’anticorps anti-O157, augmente la sensibilité
d’environ cent fois, pour une détection limite d’environ deux organismes par gramme de
beeuf. Dans cette étude, de bons résultats ont été obtenus en complétant I’étape
d’enrichissement par une technique de séparation-concentration qui est la séparation immuno-

magnétique (IMS).

Concernant I’isolement des STEC O157, plusieurs milieux ont été utilisés. E. coli 0157 ne
fermente pas le sorbitol a ’inverse des autres E. coli (Cebula et al., 1995) . Cette propriété
biochimique a justifi¢ 1'utilisation de la gélose Mac Conkey au sorbitol (SMAC). Des
modifications de la gélose SMAC ont ét¢ mises au point dans I’objectif d’augmenter le

caractere sélectif vis a vis des STEC O157. Thompson et al., (1990) ont développé un test
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rapide fluorescent pour la détection d’E. coli O157. Ce test utilise le 4-méthyl umbellifery-R-
glucuronide (MUG) comme indicateur hydrolysé en un composé fluorescent par I’enzyme -
glucuronidase. Dans cette étude, 1’isolement des E. coli 0157 : H7 a été réalisé en utilisant le
milieu SMAC additionné de cefixime et tellurite de potassium a raison de 40 ul/l de gélose.
L"activité B-glucuronidase a été mise en évidence par le milieu Rapid E. coli 2 (REC2), car le
clivage du substrat chromogene contenu dans ce milieu par la B-glucuronidase entraine une
coloration violette des colonies d’E. coli 3-glucuronidase positives. Cependant, ces techniques
semblent a I’heure actuelle insuffisantes pour détecter la majorité des autres souches de
STEC. L’émergence en Europe de souches 0157 : H- sorbitol et B-glucuronidase positives
(Ammon et al., 1999), met en doute I’efficacité¢ de la méthode de détection basée uniquement
sur ces caracteres. Pour la présente étude, 1’agglutination au latex anti-O157 des colonies
sorbitol négatives a été testee, ainsi que que celles de quelques colonies sorbitol positives
isolées sur gélose CT-SMAC. Ceci a permis de détecter trois E. coli O157 sorbitol et [3-
glucuronidase positives. La phase d’isolement est suivie d’une détection de I’antigéne
somatique O157 par [Dutilisation de tests immunologiques. L’absence de détection de
I’antigéne O157 permet de dire que E. coli O157 n’est pas présent dans 1’échantillon utilisé
pour I’analyse. Par contre, sa détection ne signe pas obligatoirement sa présence dans
I’aliment. Avec le test d’agglutination au latex anti-O157, de méme qu’avec I’ensemble des
tests actuellement commercialisés pour detecter le pathogene, on peut avoir une réponse
positive avec certaines souches de Citrobacter freundii (Bettelheim et al., 1993). C’est pour
cette raison qu’un résultat positif au test d’agglutination est suivi d’une identification

biochimique de la bactérie pour pouvoir I’attribuer a 1’espece E. coli

L’association de plusieurs facteurs de virulence aux bactéries isolées permet de déterminer le
caractere éventuellement dangereux de I’aliment. Les méthodes génétiques sont donc
intéressantes pour détecter les E. coli producteurs de Shiga-toxines. Le seul frein a
I’application de ces méthodes génétiques a grandes échelle en diagnostic alimentaire est le
nécessaire investissement en matériel et en formation du personnel. De tres nombreux
systemes PCR ont été décrits pour détecter ou caractériser les STEC. Les cibles génétiques
principales sont les génes stxi, stxz, le géne eae ainsi que le gene ehxA. Certains systémes sont
specifiques des E. coli O157 : H7. Les genes ciblés sont le géne rfbE codant pour I’antigéne

0157, le géne fliCH7 codant pour I’antigéne H7 et le géne uidA codant pour la B-
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glucuronidase, et dont la séquence (mutation du gene a +93) est spécifique de ces souches
(YYoshitomik, 2006). Les genes de virulence stx et eae peuvent étre recherchés séparément. Le
systéme d’amorces développé par Lin et al., (1993) permet de détecter, dans un seul systéme,
tous les variants connus des génes stx. Dans la présente étude, la détection des génes codant
pour les facteurs de virulence a été réalisée par amplification génique en utilisant les amorces
de China et al., (1996) en PCR classique a partir de colonies pures. Six isolats ont été
identifiées par PCR multiplex, qui permet I’amplification des genes eae, Stxi et stxz
simultanément d’apres les conditions décrites par China et al., ( 1996). Les genes stx. et eae
de sept isolats ont été détectés séparément par PCR simplex. D’autres techniques ont été
développées ces dernieres années, comme la PCR-ELISA et la PCR en temps réel. Ces
systemes sont plus sophistiqués (automate). La PCR en temps réel par exemple permet de
mesurer I’accumulation du produit de PCR a chaque cycle au cours de la réaction

d’amplification (China, 2002).

[I.2 Détection des E. coli O157 et non-O157 par screening moléculaire

Les STEC non-O157 n’ont pas de propriétés biochimiques communes permettant leur
isolement sélectif sur un milieu particulier. Leur recherche nécessite de recourir a des
méthodes génétiques, dont la PCR, avec utilisation d’amorces spécifiques des genes de
virulence codant pour la production de Shiga-toxines (szx) et de I'intimine (eae). L’obtention
d’un bouillon positif aprés enrichissement pour les geénes stx / stx eae est le signe de la
présence potentielle d’un STEC (Anses, 2017). Le screening par PCR a révelé une présence
non négligeable (31,95 %) des génes de virulence stx* / stx*eae™ sur les surfaces de carcasses
ovines écouvillonnées lors de la présente étude. La présence du géne eae a eté mise en
évidence dans 9,92 % des échantillons. Le géne de virulence eae est porté dans la majorité des
cas par les EPEC (Escherichia coli entéropathogénes) (Knutton et al., 1989) et peut étre
présent aussi chez Citrobacter rodentium (Luperchio et Schauer, 2001 ; Verstraete et al.,
2014). La recherche des génes codant pour les facteurs de virulence par PCR a permis lors de
cette étude de noter la présence éventuelle de deux types de pathogénes différents, pathovars,
a savoir les STEC et les EPEC.

Apres détection des génes codant pour les facteurs de virulence, 1’identification sur gélose est
beaucoup plus fastidieuse. En effet, comme mentionné précédemment, les STEC non-0157

n’ont pas de caractéristiques biochimiques communes rendant possibles 1’utilisation de
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milieux d’isolements particuliers. Dans cette étude, le milieu chromogénique CHROMagar
STEC a été utilise comme moyen de détection. Plusieurs études se sont intéressées a
I’efficacité de ce milieu pour I’isolement des Escherichia coli producteurs de Shiga-toxines,
tous sérogroupes confondus. Jari et al., (2012) ont démontré une bonne sensibilité de ce
milieu, une détection plus élevée ayant été observée pour quelques sérogroupes de STEC :
026 (90 %), 0111 (100 %), 0121 (100 %), O145 (100 %) et O157 (84,9 %). La spécificité du
milieu était de 98,9 %. Wylie et al., (2013) suggerent d’utiliser le CHROMagar STEC comme
un moyen complémentaire et efficace pour l'isolement des différents sérotypes de STEC
encore meconnus, permettant ainsi de mieux comprendre leur prévalence, leurs
caracteéristiques cliniques et leur épidémiologie, et aider a I'élaboration ou a l'amélioration
d’un programme de lutte contre ces pathogénes émergents, ceci afin d’assurer une bonne
surveillance de la salubrité des aliments en ciblant tous les serotypes. Contrairement a
I’isolement des E. coli O157 par la technique de séparation immuno-magnetique (IMS) ou
nous avons enregistré un taux d’isolement d’E. coli O157 : H7 de 7,28 %, aucun STEC 0157
n’a été isolé sur CHROMagar STEC a partir des bouillons positifs a la PCR. Nous en
concluons que la technique reposant sur I’utilisation de I’IMS, qui permet une bonne
concentration du sérogoupe ciblé suivie d’un isolement sur gélose CT-SMAC, est mieux

adaptée pour I’isolement des E. coli O157.

I11 Prévalence d’E. coli O157 : H7 par (IMS)

Sur les cent cinquante-et-une carcasses ovines analysées, onze (7,28 %) étaient contaminées
par la bactérie pathogene E. coli O157 : H7. Parmi les treize E. coli O157 : H7 isolés, dix
(76,92 %) portent le géne stx> qui code pour la Shiga-toxine de type 2. Les souches produisant
la toxine Stx2 sont mille fois plus virulentes que celles qui produisent Stx1 (Joly et Reynaud,
2003). De ce fait, les E. coli isolés lors de cette étude sont potentiellement pathogenes et sont
susceptibles de provoquer des épidémies. Un des treize isolats identifies (7,69 %) possede
uniquement le gene eae. Le méme génotype a été isolé par Zweifel et al., a partir de selles de
moutons (Zweifel et al, 2006). Toujours dans cette étude, deux E. coli O157 : H7 sorbitol et
B-glucuronidase positifs portant le gene stx. ont eté isolés. Ces nouveaux caracteres
phénotypiques sont dus d’aprés Armstrong soit a une mutation, soit a 1’appartenance de ce
variant phénotypique peu fréquent a un clone primitif préexistant (Armstrong et al., 1996).

D’aprés Karch, (1999), ce variant est a I’origine une souche EPEC O55 : H7 qui a gardé la
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capacité a fermenter le sorbitol et a produire une B-glucuronidase, mais qui a subi un transfert
latéral de la région rfb suite a une transfection, acquérant ainsi le plasmide des EHEC et le
géne stx par conversion phagique. En ce qui concerne ces STEC 0157 : H7 sorbitol, p-
glucuronidase positifs isolés lors de cette étude, bien qu’ils soient dépourvus du géne eae
codant I’intimine, ils sont considérés comme potentiellement pathogénes. Le méme génotype
a été mis en évidence lors d’une épidémie survenue en France ou les bactéries responsables
des gastro-entérites ainsi que du syndrome hémolytique et urémique possédaient uniquement
le géne stxac (Espié et Vaillant, 2002). Des cas de SHU ont été aussi associés a des souches
STEC 0157 : H- sorbitol, B- glucuronidase positives en Allemagne. Ce phénotype est a
I’origine de la majorité des cas de SHU en pédiatrie dans ce pays, et a causé non seulement

des cas sporadiques, mais aussi des foyers, avec vingt-huit cas de SHU (Ammon et al., 1999).

Quelque études se sont intéressées a la possibilité de contamination des carcasses ovines par
le sérotype O157 : H7 a travers le monde. En Afrique, les études menées en Ethiopie par
Mersha et al., (2010) et Abreham et al., (2019), et en Namibie par Madzingira (2016), ont
révélé des taux d’isolements respectifs d’E. coli O157 : H7 de 8.7 %, 2,5 % et 3,3%. Le
résultat trouvé lors de notre étude (7,28 %) est proche a celui trouvé par Mersha et al., et
supérieur a ceux enregistrés par Madzingira, Abreham et al. Le sérotype O157 : H7 a été isolé
aussi a partir de cas de diarrhées survenues dans certains pays africains, dont I’ Afrique du
Sud, le Swaziland, la République Centre Africaine, le Kenya, I’Ouganda, le Gabon et le
Nigeria (Raji et al. 2006). Cela prouve que les bactéries isolées lors de cette étude peuvent
étre également a I’origine de I’apparition de cas d’infection a E. coli O157 :H7 en Algérie. En
Europe, les taux d’isolement d’E. coli O157 : H7 de 1,5 % en Irlande (Lenahan et al., 2007),
de 1,8 % en Suéde (Sdderlund et al., 2012) et de 4 % en Italie (Bilei et al., 2012), sont
inférieurs aux 7,28 % trouvés lors de la présente recherche, alors que la prévalence observée
en Turquie (Gencay, 2014) en représente le double (14 %.) du taux enregistré lors de cette
étude. Nos résultats sont egalement supérieurs aux 3,5% trouvés aux Etats-Unis
(Kalchayanand et al., 2007) et au 0,2% en Australie (Phillips et al., 2013). Aucune
contamination par E. coli O157 : H7 n'a été décelée dans des échantillons d'agneaux, d’apres
I’étude menée par Zarei et al., (2013) en Iran. 1l en est de méme pour celle menée par Zhang

et al., (2015) en Chine. D’apres ces résultats, on constate que le sérotype O157 : H7 a été
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retrouvé dans la plupart des pays ou il a été recherché, confirmant ainsi le portage de ce
pathogéne par les ovins.

IV Prévalence des STEC O157 et non-O157 par screening moléculaire

Le screening par PCR a révélé une présence non négligeable (31,95 %) de genes de virulence
stx™ / stx*eae™ sur les surfaces de carcasses ovines écouvillonnées. Ce résultat est proche de
celui enregistré par Zweifel et Stephan (2003) en Suisse (36,6 %), mais supérieur a ceux
enregistrés par Bai et al., (2015 ) en Chine (20,6 % ) et Mazzette et al.,( 2012) en lItalie
(14,7 %). Le géne stx: est prédominant avec un taux de 20,66 %. Ce résultat est inférieur a
celui enregistré par Mazette et al., en 2012 (36,91 %). La combinaison des deux genes
(stxa*stxo*) est retrouvée dans 1,38 % des carcasses. Ce taux est inférieur au résultat obtenu
par Mazzette et al., en 2012 (5,7 %). La présence du gene eae en combinaison avec les genes
stx a été détectée dans 8,26 % des échantillons, résultat inférieur au taux de 17,94 % obtenu
par Momtaz et al. (2013). L'apparition de CH et du SHU est étroitement associée aux types de
STEC portant le géne eae codant pour l'intimine (Blanco et al., 2004). Le portage du gene eae
a pu étre mis en évidence dans 9,92 % des échantillons. Mazzette et al., (2012) ont détecté ce
gene a un taux de 18,9 % a partir des carcasses ovines tandis que Maluta et al., (2014) ont
rapporté un taux détection de 11,11 %. Le geéne eae est présent dans tous les EPEC
(Escherichia coli entéropathogenes) (Trabulsi et al., 2002). Pour identifier les EPEC, il est
d'abord nécessaire de détecter la présence du géene eae (Mora et al., 2016). Les EPEC sont
responsables de pathologies rencontrées le plus souvent chez les enfants de moins de deux ans
dans le monde (Varela et al., 2015). Ils sont responsables en moyenne de 5 a 10 % des
épisodes de gastro-entérite infantile (GEI) dans les pays en développement (Ochoa et al.,
2008). Les EPEC et les STEC (stx*eae™) appartiennent aux groupes des Escherichia coli
attachantes et effacantes (AEEC) du fait de leur similitude a pouvoir provoquer la méme
Iésion « attachement /effacement (A/E)» des entérocytes (Knutton et al., 1989). D’aprés ces
résultats, on peut constater que cette étude a révélé la présence éventuelle de deux types de
pathovars différents - les STEC et les EPEC - sur la surface des carcasses ovines, dont le

pouvoir pathogéne est non négligeable.
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Les sérogroupes 091, O111, 026, 0103, 0145, O128 ont été associés a 1’apparition de la
majorité des épidémies recensées en France (Brugére et al., 2012). Le O45 et le 0121 sont
considérés comme les sérogroupes les plus a risque de provoquer des toxi-infections
alimentaires aux Etats-Unis (Beutin et Fach, 2014). E. coli O157 est considéré comme le
sérogroupe le plus incriminé dans 1’éclosion des flambées épidémiques (Lim et al., 2010). Ces
données justifient I’intérét de la recherche de ces sérogroupes dans la présente étude. Vingt
isolats bactériens (17,24 %) ont été identifiés a partir des cent-seize échantillons positifs a la
PCR pour un ou plusieurs génes (stx™ /stx"eae™). Parmi eux, dix-neuf (16,38 %) appartiennent
a I’espéce E .coli (STEC) et un (0,86 %) appartient a Citrobacter braakii. Le faible taux de
bactéries isolées peut s’expliquer par le fait que de nombreux facteurs peuvent influencer le
taux d’isolement des STEC dans un échantillon, comme la présence d’autres especes
bactériennes (stx*) autre que E. coli , tel Shigella dysenteriae de type 1 ou Shigella flexneri
(Herold et al., 2004). La présence de bactéries compétitives comme Pseudomonas spp,
Proteus spp et Klebsiella spp peuvent masquer la poussée des STEC (Fukushima et Seki,
2004) et la viabilité des STEC présents. Verstraete et al., (2014), rapportent qu’aucune souche
de STEC n’a pu étre isolée a partir de quinze échantillons positifs a la PCR pour les génes eae
et stx. Les STEC 026 (26,3 %) dans la présente étude sont considérés comme étant
potentiellement hautement pathogéne car ils sont classés dans le groupe des « EHEC typiques
majeurs ». Ce sont des agents pathogénes émergents rencontrés a I'échelle mondiale (EFSA,
2011 ; EFSA, 2012). Le O26 est le deuxiéme segroupe le plus fréquemment signalé en Europe
apres le O157 (EFSA, 2016). Cent vingt-sept souches O26 ont été isolées a partir de patients
présentant un SHU en Europe (Bielaszewska et al., 2013). Elles ont été a ’origine d’éclosion
de flambées épidémiques dans 66 % des cas aux Etats-Unis (Luna-Gierke et al., 2014). Le
méme profil génotypique du O26 portant les genes eae™ stxi*, mis en évidence dans la
présente étude ; a été isolé chez un patient présentant un SHU (Mora et al., 2012) et de
patients diarrhéiques en Chine par Bai et al., ( 2016). Cela confirme le fait que sa présence sur

les surfaces des carcasses ovines représente bel et bien un risque potentiel pour I’homme.

Des dix-neuf STEC isolés lors de la présente étude, quatorze appartiennent a des sérogroupes
autres que les sérogroupes recherchés. Cing sur les quatorze (35,71 %) sont qualifies de
potentiellement pathogenes, car présentant les mémes caractéristiques des EHEC typiques qui
sont la possession simultanée des genes stx et eae (Anses, 2017). Cette combinaison génétique

confére a la bactérie une virulence accrue, se traduisant par des manifestations cliniques plus
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séveres chez les personnes infectées (Werber et al., 2003). Neuf sur les quatorze (64,29 %)
portent le gene stxz, soit seul, soit combiné avec d’autres genes, Stxi et eae. La présence du
géne stxz est plus fréquemment associée a un risque accru de développer un SHU (Lu et al.,
2014). Quels que soient les sérogroupes, les résultats montrent que les STEC porteurs de
génes de virulence isolés lors de cette etude sont considérées comme potentiellement
pathogénes. lls représentent une menace certaine pour la population vulnérable, si elle venait
a consommer cette viande contaminée, avec un risque d’apparition de cas de SHU et méme de
déces, comme ce fut le cas en Europe et aux Etats—Unis (Bielaszewska et al., 2013 ; Luna-
Gierke et al., 2014).

Citrobacter braakii portant les génes de virulence stx;*eae™ a été isolé et raporté lors de cette
étude pour la premiére fois dans le monde. Le gene de virulence eae avait deja éte isolé chez
Citrobacter rodentium (Luperchio et Schauer, 2001 ; Verstraete et al., 2014). Le géne stx est
présent chez E. coli, Shigella, Enterobacter, Acineobacter, Campylobacter et Citrobacter
(Moore et al., 1988 ; Alperi et al., 2010). Le gene eae était initialement porté par un ilot de
pathogenicité particulier appelé LEE (Locus of Enterocyte Effacement), situé sur un plasmide
de Shigella spp. Ensuite le LEE a été acquis par d’autres agents pathogénes, éventuellement
via le transfert horizontal de ce plasmide (Donnenberg et Whittam, 2001). Les genes stx sont
porteés par des éléments génétiques mobiles, les phages, dont le génome s’insére dans le
chromosome bactérien (Beutin et al., 1997). Le transfert des phages vers d’autres E. coli par
transduction a entrainé I’émergence de nouveaux clones de STEC (Quirds et Muniesa, 2017),
ainsi que I’acquisition de ces genes par d’autres espéces bactériennes tel que Citrobacter
freundii et Enterobacter cloacae (Herold et al., 2004). Cela explique la présence des génes
eae et stx; chez Citrobacter braakii, acquis vraisemblablement par un transfert des éléments
mobiles codant les facteurs de virulence, c’est-a-dire les plasmides et les bactériophages, a
partir d’autres especes bactériennes. Citrobacter freundii, productrice de Shiga-toxine, a été
responsable de séveres cas de gastro-entérites et de SHU dans une creche en Allemagne
(Tschape et al., 1995). En conséquence, Citrobacter braakii (eae™ stx:™) peut étre considéré

comme potentiellement pathogéne pour I’homme.

Les résultats obtenus lors de ces travaux indiquent que les ovins sont des réservoirs de STEC
0157 et non -0157. La viande de mouton est donc une source potentielle d'infections par les

STEC chez I'homme en Algérie. Par conséquent, les abattoirs devraient prendre en compte les
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STEC dans leurs systéemes de gestion de la sécurité des denrées alimentaires, par la mise en
place de mesures de prévention et de contréle, en amont et pendant les opérations d’abattage,
afin d'éviter la contamination de cette denrée dans les abattoirs. Les conséquences du portage
des STEC par les ovins sont graves puisque des épidémies d’infections a E. coli 0157 : H7 et
non-0157, liées a des contacts avec des ovins ou a la consommation de la viande de mouton,
ont été décrites (Chapman et al., 2000 ; Schilling et al., 2012). En juillet 2002, onze cas de
gastro-entérites, dont deux cas compliqués de SHU, ont été identifiés en France chez des
personnes ayant consommeé de la viande de mouton en méchoui lors d’un mariage (Espié et
Vaillant, 2002). La souche de STEC isolée a partir des selles des cas de SHU appartenait au
sérotype 0148 : H8. En 2006, la consommation de la viande ovine sous forme de saucisses
séchées a déja été a ’origine de dix-sept cas de gastro-entérites, avec dix cas de SHU chez des
enfants, dont un mortel, en Norvége. Cet aliment contenait E. coli 0103 (Schimmer et al.,
2008).

V Résistance des STEC 0157 et non-O157 aux antibiotiques

Parmi les treize STEC 0157 isolés, trois (23,1 %) se sont avéreés résistants a la tétracycline, un
(7,7 %) résistant aux furanes et un (7,7 %) resistant a la tétracycline et aux furanes. Les huit
STEC restants (61,5 %) ne présentaient aucune résistance vis-a-vis de 1’ensemble des
antibiotiques testés. L’utilisation des furanes en médecine vétérinaire est interdite en Algérie.
La résistance de la bactérie aux furanes montrée par cette étude indique que ces substances
sont probablement utilisées dans le pays. Ou bien encore que cette antibiorésistance a été
acquise avant Dl’interdiction de 1’'usage des furanes, et continue a se transmettre d’une
génération bactérienne a une autre. Plusieurs travaux ont été réalisés sur la résistance des
E. coli O157 aux antibiotiques. L’étude réalisée en Jordanie sur la multi-résistance des
souches de sérotype 0157 : H7 isolées d’ovins a révélé que cinq souches étaient résistantes a
I’ampicilline et a la streptomycine, une a la co-trimoxazole, une a I’ampicilline, a
I’ampicilline-sulbactame céphalosporines (cefazoline, cefuroxime), a I’aztreonam, aux
sulphonamides, au co-trimoxazole, aux aminoglycosides, a la tétracycline et chloramphénicol
(Novotna et al, 2005). En Iran, sur les 7,6 % E. coli O157: H7 qui ont été isolés, 56 %
présentaient une résistance a la gentamycine, 48 % a l'ampicilline, 40 % a l'érythromycine,
16 % a l'amoxicilline, 12 % a la tétracycline, 8 % au chloramphénicol, 8 % a l'acide

nalidixique, et 4 % a la streptomycine. Tous les E. coli 0157 isolés étaient sensibles a la
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cefuroxime (Rahimi et Nayebpour, 2012). Au Mexique, neuf souches d’E. coli 0157 :H7
d’origine ovine présentaient une antibiorésistance a un antibiotique parmi les quinze testés
(Amézquita-Lopez et al., 2016). En Turquie, aucune des souches d’E. coli 0157 : H7 isolées
a partir de carcasses ovines n'a montré de résistance envers I’ensemble des antibiotiques testés
(Gencay, 2014). D’apres ces résultats, I’on constate que la résistance d’E. coli O157 a la
tétracycline a été retrouvée par la plupart des études, de méme que par la notre. Cela est dd
probablement a I’utilisation irrationnelle de cette substance, qui ne peut avoir que des
répercussions néfastes sur la santé publique. Les tétracyclines ont été utilisées de facon
inappropriée dans les aliments du bétail dans de nombreux pays, ce qui a entrainé I’apparition
de résistances chez les travailleurs de secteur (éleveurs, fermiers, abatteurs d’animaux...) et
les consommateurs (de viandes, de lait...). Cela a poussé certains pays, comme le Royaume
Uni, a interdire 1’utilisation de cet antibiotique dans 1’alimentation du bétail (Helali, 2002).
Six des dix-neuf STEC (31,58 %) isolés aprés screening moléculaire sont résistants aux
antibiotiqgues  appartenant aux différentes classes: penicillines, cephalosporines,
aminoglycosides, sulfamides-triméthoprime et tetracyclines. 10,53 % présentent une
résistance envers un seul antibiotique, tandis que 21,1 % sont multi-résistants. Ces résultats
sont supérieurs aux 15 % enregistrés au Mexique par Amézquita-Lopez et al., (2016). Les
taux de multirésistance des souches d’origine ovine isolées en Arabie Saoudite par Sharafa et
Shabanaa en 2016 (6,3 %) sont inférieurs aux taux enregistrés dans la présente étude. La
résistance aux différentes classes antibiotiques décrites dans ces études témoigne de
’utilisation irrationnelle des antibiotiques incorporés parfois dans I’alimentation du bétail
pour améliorer sa croissance (Sarmah et al., 2006), et/ou utilisés a titre sub-thérapeutique dans
les élevages intensifs (Van Boeckel et al., 2015). Les STEC isolés a partir des carasses ovines
produites dans les abattoirs étudiés présentent un double danger pour le consommateur. Le
premier est lié au pouvoir pathogéne des bactéries présentes ; le second a la possibilité de
transmission de la bactérie résistante et/ou des génes de résistance via la viande ovine (Asai et
al., 2014). Ceci peut se traduire par des échecs thérapeutiques lors de I’apparition d’une
infection donnée, aussi banale soit-elle. Il est donc nécessaire de sensibiliser les éleveurs ainsi
que les vétérinaires sur I’importance de I’utilisation rationnelle et appropriée des antibiotiques

afin d’assurer la sécurité sanitaire des aliments.
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I Conclusion

La premiere étude entreprise dans le cadre de la réalisation des presents travaux de recherche
a permis de révéler la présence des E. coli O157 : H7 sur la surface des carcasses ovines
produites dans deux abattoirs de la wilaya d’Alger. L’identification biochimique des bactéries
isolées a montré que 23,08 % des isolats présentaient un profil phénotypique peu commun a
ce sérotype, consistant en la capacité a fermenter le sorbitol et a produire la - glucuronidase.
Les résultats obtenus renforcent les données avancées dans la littérature relatives aux
propriétés biochimiques des E. coli O157 : H7. La caractérisation moléculaire des bactéries
isolées a abouti & la mise en évidence de I’existance de profils génotypiques differents, avec
une prédominance du gene stxz, connu pour étre extémement cytotoxique, conférant a la

bactérie qui le porte une virulence accrue.

La deuxiéme étude a concerné la recherche des STEC O157 et non-O157 a la surface des
carcasses ovines par la détection des marqueurs génétiques stx / stx eae. Les résultats obtenus
ont mis en évidence la présence présomptive de STEC, mais également celle d’autres
pathogenes, les EPEC. Ces derniers sont des agents diarrhéogénes, a 1’origine d’infections
humaines. Le dépistage des génes codant pour les facteurs de virulence a été suivi d’un
isolement bactérien et a abouti a I’identification de STEC 026, mais également a I’isolement
d’autres STEC, appartenant a des serogroupes autres que ceux recherchés. Les STEC 026
sont des agents zoonotiques, classés comme étant « potentiellement hautement pathogénes »
de par leur implication dans I’éclosion de flambés épidémiques a travers le monde. Ils sont
qualifiés de « EHEC typiques majeurs » lorsqu’ils sont isolés de cas humains. En dehors des
STEC, cette étude a permis d’isoler, et cela pour la premiére fois, une nouvelle espéce
bactérienne du genre Citrobacter braakii, porteuse des génes stx; eae. Ce résultat témoigne de
la plasticite génomique des E. coli, ainsi que celle d’autres espéces bactériennes, dont le
transfert horizontal des éléments génétiques mobiles aboutit a 1’émergence d’especes

bactériennes avec des profils génotypiques nouveaux.

A la lumiere de ces résultats, on peut conclure que les ovins en Algérie sont des réservoirs
majeurs de STEC potentiellement pathogénes pour ’homme. Outre leur pouvoir pathogéne,
leur résistance aux antibiotiques constitue une autre menace en matiere de dissémination de

souches résistantes. La présence de ces agents sur la surface des carcasses ovines est la
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conséquence du non-respect des bonnes pratiques d’hygiéne et de fabrication lors des
opérations d’abattage. Afin de prévenir 1’éclosion de flambées épidémiques dues aux STEC,
une bonne connaissance de I’épidémiologie de ces pathogénes en Algérie, une bonne mise en
oeuvre des régles générales d’hygiéne sur toute la filiere « viande », depuis I’¢levage jusqu’a
la distribution, ainsi qu’une utilisation rationnelle des antibiotiques, doivent conduire a
diminuer les taux de contamination de la viande. Cela d’autant plus que le systeme moderne
de contrdle des denrées alimentaires a recentré les stratégies de sécurité sanitaire des aliments
sur la prévention plutdt que, comme de par le passé, sur la riposte et le redressement de la
situation aprés qu’une denrée contaminée ait été mise sur le marché. Les actions & développer
sont d’une part des mesures préventives générales s’intégrant dans une démarche de type
assurance-sécurité (bonnes pratiques d’hygiene) et d’autre part des actions plus spécifiques a

la maitrise de cette prévention, par I’analyse des risques.

Il Recommandations

La prevention des infections humaines a STEC présente de multiples facettes. Elle est
cependant essentiellement orientée vers les filieres animales par le fait que les animaux en
sont les réservoirs les plus importants. Pour les viandes et les produits carnés, les procédures,
ainsi que la formation aux bonnes pratiques d’hygiene des employés des abattoirs, doivent
permettre de réduire le plus possible les risques aux étapes dangereuses de la transformation
de ’animal en viande. Le respect strict des régles d’hygiéne générale, avec limitation des
contaminations fécales au cours de la production primaire des denrées alimentaires, est un
prérequis essentiel. Au cours de cette étude, nous avons relevé quelques anomalies au niveau
des abattoirs d’El-Harrach et de Rouiba, que ce soit avant ou aprés ’abattage des animaux.
Les quelques recommandations émises plus bas seront peut étre utiles et contribueront a la
diminution de la contamination des carcasses. Ces mesures concerneront aussi bien 1’¢leveur

que le personnel d’abattoir ou les services vétérinaires.

- Les STEC semblent pouvoir survivre et rester infectieux pendant plusieurs semaines dans
I’environnement (sédiments d’abreuvoir, féces ou fumier). Le maintien en bon état de
propreté des stabulations, le changement régulier de I’ecau d’abreuvement et du lisier, aussi
bien dans la ferme qu’a 1’abattoir, sont indispensables pour minimiser la contamination de

I’environnement ;
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Les animaux (ovins, bovins) doivent étre acheminés séparément vers 1’abattoir, dans de
bonnes conditions de transport. En effet, les animaux affaiblis et stressés évacuent plus
d’excréments, et donc plus de bactéries potentiellement a 1’origine de toxi-infections
alimentaires. Le transport constitue donc une étape d’amplification de I’excrétion, de
transmission de contaminants d’un animal a l'autre. La peau des animaux issus de
troupeaux non porteurs peut se retrouver contaminée par les déjections des animaux
porteurs ;

Le nettoyage et la désinfection des véhicules entre deux chargement d’animaux doivent
étre rendus obligatoires ;

La formation aux bonnes pratiques d’hygi¢ne des employés des abattoirs et des personnes
impliquées dans la production de la viande crue est indispensable pour réduire la
contamination microbienne ;

Une bonne maitrise de I’hygiéne de I’habillage, pour éviter a la face extérieure de la peau
d’entrer en contact avec la viande. Toute incision de la peau doit se faire avec un couteau
dedie de facon hygénique ;

L hygiéne de I’éviscération doit étre maitrisée, cette opération ne devant pas engendrer de
souillure sur la carcasse. Avant chaque utilisation, la désinfection des outils d’abattage
(couteaux, haches,..) a une température égale ou supérieure a 82 °C est indispensable pour
éviter les contaminations croisées ;

Pendant la période d’attente précédant I’abattage, les animaux sur pied ne doivent pas
entrer en contact avec les carcasses, les agents pathogénes présents sur la peau des
animaux risquant de contaminer directement ou indirectement (par voie aérienne) la
surface de la viande ;

Des prélevements doivent étre réalisés périodiquement sur les carcasses par les services
compétents afin d’y rechercher des contaminants bactériens. Cette démarche devrait
permettre d’évaluer le niveau des pratiques d’hygiéne, d’apporter les correctifs nécessaires,

et de controler I’efficacité des mesures misSes en oeuvre.

La consommation de denrées contaminées (lait cru, végétaux, eau...) a été aussi incriminée

dans I’apparition de cas d’infection a STEC. Pour ces produits des mesures de prévention et

de contrdle doivent étre adoptées. Afin d’éviter la contamination du lait cru dans les élevages,

de grandes précautions d'hygiene doivent étre prises lors de la traite des animaux laitiers.

106



Conclusion, Recommandations et Perspectives

L’introduction de phases de nettoyage et/ou de pasteurisation dans le processus de
transformation des produits a base de fruits et légumes constituent un élément clé de la
prévention des infections humaines. Cela sans oublier les zones aquatiques et les sources

d’eau de boisson, qui doivent étre protégées des déjections animales.

Pour conclure, le développement en Algérie de dispositifs d’épidémio-surveillance des
infections & STEC pourrait permettre de prévenir la transmission des maladies, mais

également de mieux connaitre 1’origine et les moyens de transmission de ces pathogeénes.

I11 Perspectives

Nos recherches ont permis de détecter et d’isoler des STEC 0157 et non-O157 a la surface de
carcasses ovines. En Algérie, ou la viande ovine est la plus consommee, une étude
épidemiologique plus approfondie, visant a mettre en évidence la corrélation entre le portage
des STEC par les ovins et la contamination des carcasses a I’abattoir, est a envisager. Elle
pourrait porter sur ’analyse des différents facteurs mettant en relation les variations d’age, de
sexe, de race, de saisons... avec la présence de ces pathogeénes, et leur circulation dans les

élevages.

Hormis la viande, le lait et les produits laitiers sont aussi des vecteurs de contamination par
les STEC. lls ont été impliqués dans de nombreuses épidémies alimentaires de par le monde.
Le sérogroupe le plus souvent incriminé est le 026, le méme que celui qui a été isolé a la
surface des carcasses ovines lors de notre seconde étude. Ce sérotype pourrait éventuelement
étre présent dans le lait et ses dérives. Une recherche effectuée sur ces denrees pourrait

également se révéler intéressante.
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ANNEXE 1

Matériel de travail

1-Matériel de prélévement

Afin de procéder aux différents prélevements, le matériel et accessoires suivants ont eté

utilisés :

- Disques de coton cosmétiques exempts de substances inhibitrices ;
- Papier aluminium ;

- Gants,

- Sacs stomacher ;

- Enceinte réfrigérée.

2-Equipement de laboratoire

- Bec Bunsen

- Etuve bactérienne réglée a différentes températures : 35, 37et 42°C
- Bain-marie regle a 45°C

- Autoclave : 120°C

- Micro-ondes

- Stomacher

- Mélangeur de type vortex

- Centrifugeuse

- Dynal MPC- M (portoir muni d’une paroi a aimant concentrateur)
- Dynal simple Mixer (dispositif de rotation)

- Appareil PCR (thermocycleur)

- Electrophorése sur gel

- Osiris
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3-Consommables

- Eppendorfs

- Micropipettes (0,5 pla 1 ml)

- Embouts, bleus, jaunes, blancs

- Pipettes Pasteur

- Anse de platine

- Boites de pétri carrées de 12 cm

- Boites de pétri de 9 cm
- Tubes pour PCR

- Ecouvillons stériles

Disques d’antibiotiques (Oxoid)

Penicillines

Amoxicilline + acide
clavulanique (AMC) (30ug)
Amoxicilline (AML) (25 ug)
Ampicilline (AMP) (10 ug)
Ticarcilline (TIC) (75 pg)
Piperacilline (PRL) (30uQ)

Cephalosporines

Cefazoline (KZ) (30 ug)
Céfoxitine (FOX) (30uQ)
Ceftazidime (CAZ) (30ug)
Céfotaxime (CTX) (30 ug)
Ceftriaxone (CRO) (30 pg)
Cefepime (FEP) (10 pg)

Carbapenemes

Imipenéme (IPM) (10 ug)
Ertapeneme (ETP) (10 ug)
Méropéneme (MEM) (10 pg)

Monobactams
Aztréeonam (ATM) (30 ug)

Fluoroquinolones

Ciprofloxacine (CIP) (10 ug)
Acide nalidixique (30 pug)
Norfloxacine (NOR) (10 ug)

Aminoglycosides

Amikacine (AK) (30 ug)
Gentamicine (CN) (30uQ)
Netilmicine (NI) (30 pg)
Tobramycine (TOB) (30ug)
Kanamycine (K) (30 ug)
Streptomycine(S) (25ug)

Sulfamides-Triméthoprime

Sulfonamides (3S) (200 ug)
Cotrimoxazole (SXT) (23, 75/
1, 25)

Tetracyclines
Tétracycline (TE) (30 Ul)

Divers

Chloramphénicol (C) (30 pg)
Colistine (CT) (10 pg)
Triméthoprime (W) (5 pg)
Fosfomycine (FOS) (200 ug)
Furanes (F) (300 pg)
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— Milieux de culture : (les formules figurent en annexe 2)

Eau peptonée tamponnée (EPT) (Oxoid)

- Tryptone sel eau (TSE)

- Tampon phosphate salin (PBS+Tween)

- Tris EDTA (TE)

- Milieu de Rapid’E. coli (REC2) (BioRad)

- Mac Conkey Sorbitol+ Cefixime+ Tellurite de potassium (CT-SMAC) (Oxoid)

- CHROMagar ™ STEC (CHROMagar, Paris, France)

- Mueller-Hinton Agar (MH) :

- Bouillon cceur cervelle (BHIB)

- Dynabeads anti- E. coli O157 (billes en polystyrene uniformes, paramagnétiques, liées
de fagon covalente a une combinaison d’anticorps purifiés par affinité spécifique a E.
coli O157) (Invitrogen)

- Tampon Tris Acétate EDTA (TAE)

— Tests de confirmation

Galerie API 20 E (bioMérieux)

- DrySpot E. coli Serocheck et Seroscreen (091, 0111, 0103, 0145, 026 et 0128)
(Oxoid)

- DrySpot E. coli anti-O157(Oxoid)

- DrySpot E. coli anti-O26(Oxoid)

- Sérum anti- O157(0Oxoid)

- Sérum anti- 045 et anti-O121 (Statens Serum Institut)

— Réactifs pour tests biochimiques
- Réactif de Kovacs
- VPl et VPII
- TDA

- Huile de vaseline
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— Réactifs pour la biologie moléculaire

Paires d’amorce (10uM) (Applied Biosystems)
Paires d’amorce (10uM) (Invitrogen)

Marqueur de taille moléculaire 100 Pb (Invitrogen)
dNTP (2mM) (Amersham pharmacia biotech)
dNTP (2mM) (Invitrogen)

Tampon Flexi Buffer 5x pH : 8,5 (Promega)
Tampon 5x pH : 8,5 (Invitrogen)

MgCI2 (25 mM) (Promega).

MgCI2 (25 mM) (Invitrogen)

Taq polymerase (Go taq Flexi DNA polymerase) (Promega).

Taqg polymerase (Invitrogen)
Bromure d'éthidium

Tris, Borate, EDTA
Agarose (Sigma)

— Matériel biologique :
— Souche de référence : ATCC 25922

137



Annexes

ANNEXE 2
Formules
Eau peptonée tamponnée (EPT)
Formule pour un litre d’eau distillée :
Peptone.......ccouviii 109
NaACL .ot 59
Phosphate disodique (Na2 PO3).........ccoevvviiiiinninnn.. 3549
Phosphate dihydrogéné de potassium (KH2 POs3)........... 3,59
pH=7,26 £ 0,2 a 25°C
Tryptone sel eau (TSE)
Formule pour un litre d’eau distillée :
TrYPLONE. .ot lg
NaACL oo 85 ¢
pH=7
Autoclaver 20 minutes a 120°C
Milieu de Rapid’E. coli (REC2) :
Formule type pour un litre distillée
Peptone. ....oooneiii 5,00
LaCtose. . et 2549
Extraitde levure...........coooviiiiiii i 30 ¢
Chlorure de sodium.............ccoveiiiiiiiii i, 50 ¢
Rougeneutre.........coooiiiiiiiii 0,03 g
Hydrogénophosphate de disodium............................ 3549
Dihydrogénophosphate de potassium......................... L5 g
AGAT. o 15 ¢
Me¢élange chromogene..............oooiiiiiiiiiiiiiininan... 20,39
pH=6,8 £ 0,2
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Tampon phosphate salin (PBS+Tween)

Solution de lavage des Dynabeads au cours de 'IMS afin de laver les billes aprés 1I’immuno-
capture.

Formule : NaCl 0,15 M, tampon phosphate de Na 0,01 M, pH= 7,4 avec 0,05% de Tween 20.
Pour un litre d’eau distillée :

NaCl . 8,75 ¢
Naz HPO....ooooi e 1,42 ¢
NaH2 POu4.... o, 1,38 ¢

Autoclaver 15 minutes a 121°C. Aprés ajouter 0, 5 ml de Tween 20 (Merck).
Ajuster le pH avec du NaOH 0,1M.

Mac Conkey Sorbitol (SMAC)

Mettre 51,5g de poudre dans un litre d’eau distillée, chauffer jusqu’a dissolution complete.
Autoclaver 45 minutes & 121°C, couler en boites de pétri.

Formule type par litre :

Peptone.......ccooviiiiii 20 ¢
Sorbitol. ... 10 ¢
Sel biliaires N°3. ...t 15 ¢
NaCl oo 590
Rougeneuter............ooooiiiiiiiiiiiii e 0,03 ¢
Cristal VIOIet. ..., 0,001 ¢
A AT . 15 ¢

pH final = 7

Mac Conkey Sorbitol+ Cefixime+ Tellurite de potassium (CT-SMAC)

Verser 10ul de cefixime (0,05 mg/l) et 10ul de tellurite de potassium (2,5mg/l) dans le milieu
de base Mac Conkey au sorbitol refroidi a environ 45°C.

Mueller-Hinton Agar (MH)

Infusion de viande de beeuf déshydraté................... 300 g
Hydrolysat de caséine...............ccoooeeiiiiiiiiin.e 17,5 ¢
AmIdon de MaTS. . ... 1,5 ¢
AZar Q@ar.....ooooiiii 13 g
Eaudistillée...........cooviiiiiii 1000ml

pH final =7,2- 7,4
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Bouillon ceeur cervelle (BHIB)

Prote0SE-pEPLONE. ....vuvviiir e 10 ¢
Infusion de cervelle de veau........oooveeeeeieiiiiiiii.... 125 ¢
Infusion de coeur de beeuf...........coooiiiiii 5 g
GIUCOSC. . et 2 g
Chlorure de sodium............oooviiiiiiiiiiiiii e, 5 g
Hydrogénophosphate de sodium.............................. 59
pH=7,4

Dynabeads

Billes en polystyréne paramagnétiques, fournies en suspension dans du tampon PBS (pH=7),
0,1% de sérum albumine humaine (HSA), 0,02% d’azide de sodium (Na N3).

Tampon Tris Acétate EDTA (TAE)

Tris : pH=8,5; ce qui rend ’ADN chargé négativement pour qu’il migre vers ’anode :
EDTA : est un chélateur des ions bivalents, ce qui évite les interferences ;
Formule :

TAE 50x

242¢ Tris hydroxyméthyl’aminométhane

57,1 ml d’acide acétique glacial

100 ml d’EDTA 0,5 M (pH= 8)

Ajuster a pH= 7,9 avec HCI

Prendre 20 ml de TAE 50x + 1litre d’eau distillée

Tampons Tris-Borate-EDTA (TBE)

La solution (1X) se compose de 0,089 M de base tris, 0,089 M de borate et 0,002 M d'EDTA,
du sel disodique, du dihydrate avec un pH final de 8,3.
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