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CONTEXTE DE L ETUDE

Le littoral est un lieu ou siéxercent de fortes activités urbaines, agricoles, économiques et touristiques.
De ces activités, découle une forte pression sur le milieu qui fragilise ces espaces ou les activités

humaines sont trés variées (conchyliculture, péche récréative et baignade).

La rédution de la contamination du milieu littoral par des microorganismes potentiellement pathogénes
pour ITHomme est un enjeu sanitaire majeur pour la pérennité de certains usages littoraux tels que la

conchyliculture, la péche a pied ou la baignade.

Les rejets urbains et agricoles chargés en microorganismes dlorigine fécale sont susceptibles de
contenir des bactéries potentiellement pathogénes pour I[THomme tels que les Salmonella spp., les
Campylobacter spp., les Listeria spp., ainsi que des Escherichia coli pathogénes (tels que les E. coli
producteurs de Shiga-toxines, STEC). Via les riviéres, ces bactéries pathogenes peuvent se retrouver
en zone littorale et contaminer 1léau de mer et les coquillages filtreurs et fouisseurs qui sy trouvent

(Wilson et al., 1996, Pommepuy et al., 2004, Westrell ef al., 2010).

Les coquillages contaminés sont parfois impliqués dans des Toxi-Infections Alimentaires Collectives
(TIAC). En France, entre 1996 et 2010, parmis les 11 261 TIAC déclarées, 5 % ont été attibuées a la
consommation de coquillages contaminés. Les salmonelles ont été mises en cause dans 8 % des TIAC
liées aux coquillages, les autres cas étant liés a la présence de norovirus (54 %) (virus entériques),
Staphylococcus aureus (4 %), Vibrio parahaemolyticus (3 %) (bactérie marine), Clostridium
perfringens (1 %) ou a la présence de toxines et pour 17 % des cas llagent en cause nla pas été

identifié (Vaillant ef al., 2012).

Actuellement en France, trés peu dfétudes sur la présence de bactéries pathogeénes dans
Ifénvironnement littoral ont été décrites en dehors de la déclaration obligatoire des TIAC liées a la

consommation de coquillages.

Le Laboratoire Santé Environnement et Microbiologie (LSEM), au sein duquel cette thése a été
réalisée, est rattaché au département Ressource Biologie et Environnement (RBE) et a 1mnité Santé
Génétique et Microbiologie des Mollusques (SG2M), situé sur le site Ifremer de Plouzané (Finistére).
Il sfemploie a étudier la présence des pathogénes humains (virus et bactéries) dans les coquillages
destinés a la consommation humaine. Le laboratoire ¢étudie également les parametres
environnementaux favorisant les contaminations et travaille sur lfdentification de llorigine des
sources de contamination par lmtilisation de marqueur de contamination fécale (marqueurs

Bacteroidales).
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Ce travail de thése a été initié dans le cadre du projet de recherche Riskmanche (Interreg IVA,
Septembre 2012 a Mars 2015), dont 1lobjectif principal était d'acquérir plus de connaissances sur la
présence et la diversité de microorganismes potentiellement pathogeénes (virus entériques, bactéries
entériques et bactéries marines) dans des coquillages et dans des eaux du littoral frangais et du littoral
anglais et sur le risque sanitaire potentiel asssoci¢ a la présence de ces microorganismes dans

Ilénvironnement cotier.

Dans le cadre de ce projet, mon travail de thése a reposé essentiellement sur la recherche et la
caractérisation de souches de E. coli pathogenes de type STEC et de E. coli entéropathogenes (EPEC)
responsables de pathologies digestives (diarrhées aqueuses et colites hémorragiques) ou extra-

digestives (Syndrome Hémolytique et Urémique et Purpura Thrombotique Thrombocytopénique).

Naturellement présent au niveau du tube digestif des bovins mais également dlautres animaux a sang
chaud, les STEC se retrouvent facilement dans les déjections animales, dans les fumiers, les paturages,
les riviéres et les eaux usées urbaines et agricoles. Les EPEC sont préférentiellement retrouvés au
niveau du tube digestif de IIHomme mais ils sont aussi détectés au niveau des animaux et sont
véhiculés par les eaux usées urbaines, agricoles et environnementales. Situé en aval des zones urbaines
et agricoles, le littoral est le réceptable de nombreuses sources potentielles de contamination pouvant

conduire les STEC et les EPEC jusquldaux coquillages.

Une premicre étude effectuée de 2002 a 2004, au laboratoire LSEM, avait mis en évidence la présence
de STEC dans des coquillages du littoral frangais (huitres, moules et coques) (Gourmelon ef al., 2006)
mais Ileffet des apports potentiels de contamination par les bassins versants nlavaient pas ¢té pris en
compte et aucune caractérisation approfondie des souches isolées nlavait été faite afin dlévaluer leur

pouvoir pathogene.

En ce qui concerne les EPEC, aucune étude, a notre connaissance, ne slést encore intéressée a leur

présence au niveau de 1/énvironnement littoral.

Ces aspects ont été pris en compte dans les actions de recherche menées lors de cette thése :

Llobjectif principal de ce travail était dlévaluer la présence et la diversité des STEC et des EPEC dans
Ilénvironnement littoral et les bassins versants en amont, sur une période dlétude donnée, en prenant
en considération les données environnementales a différentes périodes de 'année et les données liées

aux activités en amont. Pour cela, trois questions ont été posées :

e les STEC et les EPEC sont-ils présents au niveau des compartiments qui constituent
Ifénvironnement littoral : coquillages, sédiment, eau de mer et eaux douces présentes au

niveau des bassins versants ?
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e ¢t si présents, quels types de STEC et de EPEC sont présents au niveau de 1[énvironnement
littoral et sont-ils proches de ceux retrouvés en santé humaine ?
Enfin,
e les STEC se comportent-ils de la méme manicre que les E. coli utilisés comme indicateur de
contamination fécale dans 1fénvironnement littoral?
Pour répondre a ces questions, trois zones de production conchylicole frangaises ont été étudices
mensuellement pendant deux ans. Les souches STEC et EPEC isolées au cours de cette étude ont été
caractérisées a 1faide de plusieurs approches culturales, immunologiques et moléculaires. Enfin, des
expérimentations en microcosmes dléau de mer ont été mises en place pour étudier le comportement

de souches STEC au niveau de coquillages.

Afin de comprendre les approches expérimentales mises en place pour répondre aux questions posées
dans ce travail, la premiére partic de ce rapport se propose de définir ce que sont les E. coli
commensaux et pathogénes. La deuxiéme partie décrit, diin point de vue épidémiologique, les E. coli
pathogenes sélectionnés dans ce travail, a savoir les STEC et les EPEC. Enfin, la troisiéme partie

slémploie a définir la présence des E. coli dans 1lénvironnement littoral.
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I. ESCHERICHIA COLI COMMENSAL ET PATHOGENE

A. Généralités concernant llespéce E. coli

En 1885, Ifallemand Theodor Escherich décrit pour la premiére fois la bactérie Escherichia coli,
bactérie isolée a partir de selles de nourrissons, qulil nomma tout dlabord Bacterium coli commune.
Ce nlest que 70 ans plus tard que le nom de Escherichia coli (E. coli) est réellement retenu en

hommage aux travaux de T. Escherich (Cowan ef al., 1954).

Le genre Escherichia fait partie de la famille des Enterobacteriaceae, appartenant a la classe des -
protéobactéries. En plus de 1Téspéce E. coli, il existe au sein du genre Escherichia cing autres especes :
E. albertii, E. blattae, E. fergusonii, E. hermannii et E. vulneris. Chaque espéce présente des
caractéristiques biochimiques spécifiques qui permettent de les différencier. Une bactérie du genre
Escherichia est un bacille a coloration de Gram négative, aérobie-anaérobie facultatif (AAF),
possédant une nitrate réductase et une catalase, dépourvue dloxydase et non halophile. E. coli est une
bactérie immobile ou mobile avec une structure flagellaire péritriche et non-sporulée. Sa température
optimale de croissance est de 37°C. Bactérie non exigeante, elle est capable de croitre sur des milieux
ordinaires tels que le milieu TSA (trypticase-caséine-soja). E. coli est capable de fermenter le lactose
et de produire de 1findole et posseéde différentes enzymes telles que la lysine décarboxylase (LDC),
1fornithine décarboxylase (ODC) et la (~glucuronidase (~Glu). La majorité des souches fermente le
sorbitol. La plupart des caractéristiques biochimiques sont partagées par llénsemble des E. coli en
dehors du sérotype O157 :H7 qui ne fermente pas le sorbitol, a 1féxception de certains mutants qui ont
la capacité de fermenter ce sucre (King et al., 2014) et qui sont dépourvus de 1fEctivité «Glu. Ces
caractéristiques particuliéres sont utilisées pour sa recherche et son isolement dans 1fénvironnement et

1@limentation (ISO 16654:2001).

E. coli constitue une espéce bactérienne sous-dominante du microbiote aérobie-anaérobie facultatif
intestinale de I'Homme et des animaux. Cette bactéric représente 80 a 90 % des coliformes
thermotolérants ou coliformes fécaux (capables de fermenter le lactose a 44,5°C) qui constituent un

sous-groupe des coliformes totaux.

Enfin, [Téspece E. coli est une bactérie versatile qui comprend, a la fois, des bactéries commensales du
tube digestif, des bactéries pathogénes et des bactéries adaptées a 1[énvironnement (Tenaillon et al.,
2010).
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B. Notion dhabitat primaire et d habitat secondaire

Habitat primaire

E. coli appartient a la microflore commensale de ITHomme et de nombreux animaux. Clést une
bactérie colonisatrice du tube digestif des animaux a sang chaud (carnivores, omnivores, herbivores et
oiseaux) mais également des reptiles (Gordon et Cowling 2003). Le tractus digestif constitue son
habitat primaire. Cette bactérie est présente principalement au niveau du colon et du cecum a des
concentrations environ > 10° UFC (Unité Formant Colonie)/ g de contenu intestinal (Ducluzeau et
Raibaud 1985). E. coli se niche plus particuliérement dans le mucus recouvrant les cellules épithéliales
de la paroi du tube digestif qui constitue une niche écologique propice a son développement de par ses
conditions de température, dThumidité et de disponibilité en nutriment. La flore bactérienne intestinale
aérobie-anaérobie facultative est représentée par E. coli a hauteur de 7,9 £ 0,5 log;o UFC/ g féces chez
I™Homme, de 6,9 + 0,5 log;o UFC/ g de féces chez les animaux d[élevages (volailles, porc, mouton,
vache) et de 6,2 £ 0,8 log;o UFC/ g de feces chez les animaux sauvages (sanglier, cerf, lapin) (Smati

et al., 2015).

Habitat secondaire

E. coli est rejeté dans 1lénvironnement via les féces & une concentration dlénviron 10° UFC/ g de féces
(Smati et al., 2015). I se retrouve dans les eaux environnementales par le biais des effluents, tels que
les eaux usées, les lisiers ou les fumiers des animaux dlélevage ou par les déjections des animaux

dlélevage ou des animaux sauvages.

Llénvironnement qui dans cette étude correspond a tout ce qui est a 1féxtérieur de 1Thdte, constitue
1Mhabitat secondaire des E. coli. 1l est contrairement a 1Thabitat primaire plutét défavorable a leur
survie. Dans 1lénvironnement, la bactérie E. coli est soumise a plusieurs types de pression, biotiques
(prédation et compétition de flore) et abiotiques (lumiére, température, oligotrophie et salinité)
(Tableau 1).

E. coli perd plus ou moins rapidement sa capacit¢ a étre cultivé sur milieu de culture et par
conséquent, ne peut plus étre détecté par les méthodes classiques de dénombrement des E. coli. 1l
¢évolue vers un état viable mais non-cultivable (VNC) (Darcan et al., 2009). Cependant, il peut
conserver une certaine activité métabolique (Pommepuy et al., 1996). Dans des conditions favorables,

il peut retrouver sa capacité a se multiplier (Li et al., 2014).
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Tableau 1 : Principaux paramétres influengant la survie des bactéries dans llénvironnement (d[dprés van Elsas et

al., 2011 et Campos et al., 2013)

Facteur Description
Biotique
Prédation Bactéries entériques exogeénes utilisées comme source de nutriment par les
populations indigeénes
Compétition Compétition pour llacces aux nutriments avec des populations indigenes
Oligotrophie Accessibilité aux sources en nutriment, sédimentation
Abiotique

Radiations solaires

Température

Pluviométrie

Texture du sol
pH

Salinité

Dépendantes des saisons et de la zone géographique. Niveau de
pénétration des rayons dans lléau conditionné par les paramétres de
diffusion et d[absorption du fluide

Variation positive ou négative sur la survie de certains microorganismes.
Dépendante des saisons

Conditionne le taux dhumidité. Impacte les débits des rivicres, conduit a
la dilution des polluants drainés, participe a la remise en suspension de la
matiére organique

Sableux, vaseux, sec, humide, dur ou mou

Milieu acide dii au compostage, a la fermentation ou aux traitements
chimiques

Responsable du choc osmotique, surtout observé en eau de mer

La population de E. coli dans 1Thabitat secondaire se renouvelle par les apports de bactéries provenant

de lMhabitat primaire. Une minorité de E. coli est capable de coloniser et de persister dans

1lénvironnement hors de son hote (Walk et al., 2007). Cette population de E. coli dite colonisatrice de

Ifénvironnement est qualifiée de population naturalisée (Ishii et al, 2006) ou de coliformes du

microbiote environnemental (Walk et al., 2007) (Figure 1). Si cette population naturalisée slétablit

dans le temps, elle devient une nouvelle communauté microbienne autochtone.
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Figure 1 : Cycle de vie de E. coli (ddpres Ishii et Sadowski 2008)

Ce processus dladaptation ou de naturalisation dans Ilénvironnement secondaire a €té¢ observé au
niveau de coliformes fécaux environnementaux avec lfidentification de E. coli ayant développé la
capacité a produire une capsule pour se protéger des agressions extérieures (Power et al., 2005). La
présence importante de génes associés au mécanisme de formation de biofilms dans des souches de E.
coli environnementales versus les souches fécales suggere également une adaptation des souches de E.
coli pour une meilleure survie dans 1fénvironnement (Tymensen et al., 2015). De méme, pour résister
a la pression exercée par le manque dléau dans certains sols et au choc osmotique provoqué par la
présence de sel en eau de mer, les souches de E. coli ont développé une capacité a produire des solutés

organiques type tréhalose pour résister a la dessiccation et a la salinité (Zhang et Van 2012).
C. Organisation et dynamique du génome

E. coli est 1[éspéce bactérienne la plus étudiée a ce jour. Clést au sein de cette espéce qulil existe le
plus de génomes disponibles, entiérement séquencés et annotés : environ 3 690 génomes de E. coli
¢taient disponibles dans GenBank, en Novembre 2015. E. coli K12 MG1655, dont le génome a été

totalement séquence en 1997 (Blattner et al., 1997) est la souche la plus étudice.

Llensemble des genes de Iléspéce E. coli constitue le pan-génome de cette espéce bactérienne ou
actuellement plus de 18 000 geénes ont été répertoriés (van Elsas et al,, 2011). Le nombre de génes
présent chez E. coli varie dlune souche a 17autre en fonction de lfacquisition ou de la délétion de

certains genes. Le pan-génome de E. coli se compose de trois parties (Figure 2) :

e le core-génome ou le génome universel qui regroupe les génes communs a toutes les
souches, clest la partie stable du génome. Le core-génome code les fonctions vitales de la

cellule et il est considéré comme étant la colonne vertébrale de I1finformation génétique
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nécessaire pour llaccomplissement des fonctions vitales de la cellule (Dobrindt 2005). Cette

partie regroupe environ 2 000 genes et représente environ 11 % du pan-génome de E. coli.

e le génome unique regroupe les genes spécifiques a une souche. Clést une partie variable,
non commune a toutes les souches, qui code des protéines impliquées dans 17amélioration de
la « fitness » de la bactérie (capacité d'ajuster son métabolisme en fonction des conditions
environnementales, afin de survivre et de croitre), dans des mécanismes de colonisation et
dfadaptation de la bactérie aux différentes conditions environnementales rencontrées. Cette
partie variable est considérée comme Ilinformation génétique propre a chaque souche. Elle
est composée pour une grande majorité de régions ORFs (Open Reading Frame) sans
fonction évidente et est conditionnée par la présence déléments génétiques mobiles tels que
les plasmides, les bactériophages ou les flots de pathogénicité. Ces éléments sont intégrés
dans le chromosome bactérien ou bien répliqués de maniére indépendante grace a la
machinerie cellulaire (Dobrindt et al., 2010). Cette partie regroupe environ 63 % du pan-

génome.

o le génome périphérique ou volatil regroupe Ilénsemble des génes présents uniquement
dans un sous-ensemble de souches. Cette partie est utilisée pour distinguer les souches entre
elles et elle est notamment porteuse de Ifinformation concernant les sérotypes. La fonction
de la plupart des génes dans cette catégorie est mal connue. Cette partie représente environ

26 % du pan-génome.

ore-génome

Génome unigue

Génome moyen
d’E. coli N ?3"

Acquisition Pan-génome
. @ ~18 000 génes
Délétion

Figure 2 : Représentation de la composition du génome moyen de E. coli (d[aprées van Elsas et al., 2011).

énome périphérique

Le génome moyen de E. coli varie entre 4 500 et 5 900 kilopaires de base (Kpb) selon qufil sfagisse
dine souche commensale ou dmne souche pathogene. Plus précisément, la comparaison de 61
génomes de E. coli a montré que le nombre de génes dine souche pouvait varier de 4 087 pour le plus
petit génome, correspondant a une souche commensale, a 5429, correspondant & une souche

pathogene de sérotype O157 :H7 (Lukjancenko ef al., 2010) (Tableau 2).
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Tableau 2 : Sélection de génomes séquencés de souches de E. coli commensaux et pathogénes.

Souche E. coli Taille Nombre Caractéristique Numéro Références
(Kpb) de géne dlaccession

BL21 (DE3) 4557 4087 E. coli commensal AM946981 Lukjancenko et al., 2010

K12 MG1655 4639 4149 E. coli commensal V00096 Blattner et al., 1997

ONT:H10101-1 4979 4607 EAEC* AAMKO00000000 Rasko et al., 2008

06 :H31 5215 4704 ExPEC" AAJU00000000  Rasko et al., 2008

0104 :H4 5270 5092 Hybride EHEC"- CP003289 Ahmed et al., 2012
EAEC : (épidémie
Allemagne)

O148 :H28 B7TA 5300 4648 ETEC* AAJT00000000  Rasko et al., 2008

0103 :H2 E22 5528 5105 EPEC® AAJV00000000  Rasko et al., 2008

0157 :H7 Sakai 5594 5230 EHEC (épidémie BA000007 Hayashi et al., 2001
Japon)

0157 :H7 5620 5312 EHEC (épidémie AE005174 Perna et al., 2001

EDL933 Etats-Unis)

0157 :H7 5933 5429 EHEC ABHS00000000  Lukjancenko et al., 2010

EC4486

"EAEC : E. coli entéroagrégatif ; "EXPEC : E. coli extra-intestinaux ; ‘EHEC : E. coli entérohémorragique ;
YETEC : E. coli entérotoxinogéne ; °EPEC : E. coli entéropathogéne.

Le séquengage de nouveaux génomes de E. coli permet de mettre en évidence de nouvelles séquences
caractéristiques de E. coli pathogeénes ou naturalisés trés utiles pour une meilleure connaissance des

différents profils que cette bactérie peut avoir.
D. E. coli pathogéne : définition des pathovars

Les souches de E. coli pathogenes sont capables de se multiplier et de persister dans le tractus digestif
de 1Théte en contournant les défenses immunitaires et dlinduire des dommages cellulaires. Llétude des
différents modes dlinteractions entre 1Thote et la bactérie lors des infections permet de classer les
souches de E. coli pathogénes en deux principaux pathotypes regroupant les pathogénes extra-
intestinaux (ExPEC), responsables dlinfections urinaires, de méningites chez les nouveaux-nés ou de
septicémies et les pathogenes intestinaux (InPEC) responsables de maladies entériques (Dobrindt et
al., 2003, Dobrindt 2005, Kern Benaibout 2006).

Au sein de ces pathotypes, il existe une classification basée sur le phénotype de virulence de chaque
souche prenant en considération les facteurs de virulence, llénvironnement colonisé, les

caractéristiques dlinvasion et les pathologies induites (Miiller et al., 2007, Croxen et al., 2013). Cette
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classification permet de classer les E. coli intestinaux en plusieurs variants pathogenes appelés
« pathovars » : les E. coli entéropathogenes (EPEC), les E. coli entéroinvasifs (EIEC), les E. coli
entéroagrégatifs (EAgg ou EAEC), les E. coli entérotoxinogenes (ETEC), les E. coli a adhésion
diffuse (DAEC) et les E. coli entérohémorragiques (EHEC) (Tableau 3).

E. coli peut devenir pathogeéne par 1lacquisition, la délétion ou lfnactivation de certains éléments
génétiques mobiles (transposon, phage, plasmide,[1 ). A titre dlexemple, les STEC sont des E. coli

ayant acquis, par un bactériophage, des génes codant pour une toxine (la Shiga-toxine) (Figure 3).

AIEC ETEC

? CF,LT and/or ST
pAA stx2

EPEC <——— ( Escherichiacoli ) . S

LEE, nle,
bfp? Afa/Dr LEES, nle®,
stx
DAEC STEC
Shigella PAls, pINV, stxt \
antivirulence genes, t Primarily S.dysenteriae 1
- flagella/fimbria*, * Not all EIEC
catabolic genes § LEE-positive STEC
 J 1 Typical EPEC

EIEC/Shigella

Figure 3 : Vue dlénsemble des phénomenes dlacquisition et de délétion de geénes chez E. coli appartenant aux

différents pathovars (d/dprés Croxen et al., 2013).
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Tableau 3 : Description des pathovars de E. coli

Pathovars Hotes Sites de Maladie Réservoirs et  Traitements Adhésion Marqueurs Sérotypes ou Références
colonisation sources génétiques sérogroupes
majeurs
EPECt Humain Réhydratation, Attachement eae, bfp 055 :[H6]", Trabulsi et al., 2002,
antibiotique en et effacement 086 :H34 , Afset et al., 2003,
E. coli cas de Ol111 :[H2], Chen et Frankel
entéropathogéne persistance des 0114 :H2, 2005, Varela et al.,
typique symptomes 0119 :[H6], 2015
0127 :H6,
0142 :H6,
0142 :H34
EPECa Enfant < 5 Intestin gréle Diarrhée aqueuse Humain, eae, absence de 026 :[H11],
ans, adulte abondante animal bfp 055 :[H7],
E. coli 055 :H34,
entéropathogéne 086 :HS,
atypique 0111 :[H8],
O111 :[H9],
O111 :H25,
0119 :H2,
0125 :H6,
0128 :H2
EHEC (STEC) Adulte, Il1éon distal, Diarrhée Humain, Hydratation, Attachement stx, eae 026, 045, Croxen et al., 2013,
enfant colon aqueuse, colite animal, traitement et effacement *  (présence ou 0103, 0111, Beutin et Fach 2014
E. coli hémorragique, aliment, eau symptomatique absence selon 0121, 0145,
entérohémorragi SHU les souches) 0157, 091
que
EIEC/Shigella Enfant <5 Colon Shigellose/dysen- Humain, Réhydratation, ~ Absence ipaH, ial, stx 028, 029, Van den Beld et
ans, adulte, terie bacillaire, animal, antibiotique (invasif) 0112, 0124, Reubsaet 2012,
E. coli 0136, 0143, Schroeder et Hilbi
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entéroinvasif voyageurs, potentiel SHU aliment, eau 0144, 0152, 2008
0159, 0164,
Patients 0167 (HNM)
immuno-
déprimé
EAEC Adulte Intestin gréle Diarrhée du Aliment, Réhydratation, = Formationen  aggA, aggR, 03, 015,044, Huang et al., 2006,
et/ou colon voyageur, SHU Adulte antibiotique briques aap pic, pAA 086, 077, Harrington et al.,
E. coli (stx™) occasionnelle empilées et/ou Ol111, 0127 2006, Johnson et
entéroagrégatif ment invasif Nolan 2009
Enfant Diarrhée Réhydratation,
persistante antibiotique,
potentiel
probiotique
ETEC Patient Intestin gréle Diarrhée aqueuse  Aliment, eau, Fluoroquinolon  Facteur de CF, LT, STa 06, 08, O11, Qadri et al., 2005
immuno- et persistante humain, es, colonisation 015, 020, 025,
E. coli déprimé, animal Réhydratation,  (FC) 027, 078,
entérotoxinogeéne | o fan < 5 antibiotique 0128, 0148,
ans, 0149, 0159,
voyageurs 0173
DAEC Enfant (cas  Intestin Diarrhée aqueuse  inconnu Réhydratation Adhésion Geéne de 01, 04, 06, Servin 2014
plus séveres  (localisation abondante diffuse et/ou llopéron dra 017, 075,077
E. colia entre 18 incertaine) invasive (Afa/Dr)
adhérence diffuse | ;i et 5
ans),
Adulte Peut contribuer

au
développement
de la maladie de
Crohn
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AIEC Adulte et Intestin gréle Maladie de inconnu
enfant Crohn

E. coli a

adhérence

invasive

Antibiotique,
intervention
chirurgicale

Absence
(invasif)

Non identifié

02, 06

Nash et al., 2010

*seulement pour les STEC LEE-positifs, pas pour les STEC LEE-négatifs
b antigéne H parfois absent ou non exprimé

SHU : Syndrome Hémolytique et Urémique

eae : E. coli attaching and effacing

bfp : bundle-forming pilus

stx : shiga-toxin

ipaH : invasion plasmid antigen H

ial: invasion-associated locus

aggA, aggR: AraC-like transcriptional activator A/R
aap : accumulation-associated protein

pic: serine protease

paa: virulence plasmid

CF: colonisation factor

LT : heat-labile toxin

ST : heat-stable toxin

Afa/Dr: famille « Dr blood group antigen adhesiny
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E. coli est une espéce bactérienne avec un génome présentant une forte plasticité conduisant, par
exemple, a l7dpparition de nouveaux pathovars. Récemment, une souche hybride EAEC et STEC a été
isolée chez des patients en 2011, en Allemagne (Frank et al., 2011) et en France (King ef al., 2012).
LGmportante épidémie en Allemagne a touché 4 321 personnes dont 900 patients qui ont développé un
Syndrome Hémolytique et Urémique (SHU) et a causé plus de 50 déces (Frank ef al., 2011). Cette
souche a été identifié¢e comme étant un E. coli de sérotype 0104 :H4, possédant les genes
caractéristiques des EAEC (genes aggA, aggR, pic et aap) et celui codant pour la Shiga-toxine de type
2 typique des STEC (gene stx2), faisant apparaitre un nouveau pathovar dénommé E. coli entéro-
agrégant-hémorragique, EAHEC (Brzuszkiewicz et al., 2011). Dlautres souches de E. coli hybrides
EAHEC ont également été décrites dans dlautres études : E. coli de sérotype O111 :H2 en France
(Morabito et al, 1998) et E. coli de sérotype Ol11 :H21 en Irlande (Dallman et al, 2012).
Récemment, dfautres souches de E. coli hybrides ont été recensées ; trois souches de E. coli (hybride
STEC/ETEC) de sérotypes O101 :H33, O2 :H25 et O2 :H27, possédant les génes codant la Shiga-
toxine des STEC et une toxine ST (heat-stable toxin) caractéristique des ETEC (Nyholm ef al., 2015),
une souche de E. coli (hybride EPEC/ETEC) possédant le géne eae des EPEC et le géne codant la
toxine LT (heat-labile toxin) caractéristique des ETEC (Dutta et al., 2015) et enfin une souche de E.
coli de sérotype O80 :H2 possédant a la fois des caractéristiques des E. coli EXPEC et des STEC
(Mariani-Kurkdjian et al., 2014).

E. E. coli commensal et pathogene : notion de classification

Malgre la diversité des génomes de E. coli et les nombreuses variations dues aux phénomenes
dfacquisition et de délétion de genes, plusieurs approches moléculaires ont permis dlélaborer une
signature génétique permettant de classer 1léspece E. coli indépendamment des notions de E. coli

commensal et pathogene.
1. Classification selon le sérotype

Comme toutes les autres entérobactéries, E. coli posseéde trois antigénes majeurs. Llantigéne
somatique O (Ag O) est un composant du lipopolysaccharide qui entre dans la composition de la
membrane externe des bacilles Gram négatif. Les génes codant les enzymes impliquées dans la
synthése de Ifantigene O sont regroupés dans le cluster de geénes rfb. Llantigéne flagellaire H (AgH)
est de nature protéique et entre dans la construction du flagelle permettant la mobilité de la bactérie. 11
est généralement codé par le geéne fliC. Cependant, certaines souches perdent leur mobilité et sont
classées comme non mobiles (NM ou H-). Llantigene capsulaire K (Ag K) est une protéine de surface.
La méthode généralement utilisée pour la classification des E. coli par sérotypage est basée sur le
schéma décrit par Kauffmann (1947), qui associe ces différents antigénes transmis verticalement par

les E. coli a la génération suivante (Nataro et Kaper 1998).
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La méthode immunologique de typage par agglutination sur lame a 17aide dliimmunsérums spécifiques
est un moyen rapide mais non exhaustif de typer les souches (Guinée et al.,, 1981). La détection par
biologie moléculaire des genes impliqués dans la biosynthese de ITAgO (wzx et wzy) et du gene fliC
pour 1TAgH est un autre moyen dfidentifier le sérotype des souches. Selon ce schéma de classification,
il existerait plus de 174 sérogroupes O, 80 sérogroupes K et 56 sérogroupes H différents avec plus de
9 000 combinaisons possibles (Karmali ef al., 2010).

2. Classification selon les phylogroupes

Un phylogroupe se définit par 1[étude phylogénétique qui sfintéresse a la classification des individus
en groupes selon Ifdentification de critéres moléculaires communs. En 1984, les travaux d[Ochman et
Selander ont permis de répartir les souches de E. coli en quatre grands groupes phylogénétiques (A,
B1, B2 et D) par Ifanalyse du polymorphisme électrophorétique de 11 enzymes métaboliques de 2 600
souches isolées chez ITHomme et des animaux et provenant des différents continents (Ochman et
Selander 1984). Ces travaux ont été confirmés par la suite avec des techniques de génotypage comme
le ribotypage puis affinés par Multi-Locus Sequence Typing (MLST) et le séquencage génomique de
nombreuses souches mettant en évidence la présence des quatre groupes phylogénétiques majeurs A,
B1, B2 et D précédemment décrits ainsi que trois groupes mineurs nommeés C, E et F. (Jaureguy et al.,
2008, Escobar-Paramo et al., 2004). Cette classification ne cesse de slaffiner avec 1fapparition de
nouveaux sous-phylogroupes (Ag, A, B2,, B23, Dy, D,) (Smati ef al., 2013) et de clades ou branches
(clades I a V) (Clermont et al., 2011, Clermont et al., 2013) (Tableau 4).

Tableau 4 : Mise en évidence des phylogroupes de E. coli en fonction des combinaisons de genes recherchés.

Phylogroupes Méthodes Geénes cibles Références

A,B1,B2etD PCR chud®, yjaA® fragment dADN  Clermont et al,, 2000
TSPE4.C2°¢

A,B1,B2,D,EetF PCR chuA?, yjaAb fragment dADN  Clermont ef al., 2013
TSPE4.C2°, arpA®

Clades1aVv

Ay, Ay, B2,, B2;, D¢, D, PCR chud?, yjaAb fragment d'ADN Smati et al., 2013
TSPE4.C2°¢

A,B1,B2,C,EetD Typage trpA°, trpB°, pabB', putP%, icd",  Escobar-Paramo et al., 2004

moléculaire polB'

/Séquencage

* codant une protéine impliquée dans le transport de 1héme, ° codant une protéine de fonction inconnue, ¢ codant
une lipase estérase, ¢ codant une protéine régulatrice, © géne de llopéron tryptophane,  codant une p-
aminobenzoate synthase, £ codant une proline perméase, " codant une isocitrate déshydrogénase, ' codant la
polymérase Pol II.
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La prévalence et la répartition des E. coli appartenant aux phylogroupes principaux A, Bl, B2 et D
chez les mammiféres est conditionnée par les caractéristiques de 1Thote (alimentation, morphologie du
tube digestif et masse corporelle) et par les facteurs environnementaux (climat et géo-localisation)

(Tenaillon et al., 2010).

A partir des études recensées dans le Tableau 5, 1létude de Gordon et al., en 2015 qui porte sur un
nombre plus élevé de souches de E. coli que les autres, a mis en évidence une majorité de souches de
phylogroupe B2 chez I'Homme. En parall¢le, la revue de plusieurs études réalisée par Tenaillon et al.,
en 2010 a également mis en évidence une prévalence plus marquée des phylogroupes B2 et A chez
I™Homme.

Chez les animaux, les phylogroupes B1 et A sont les plus souvent retrouvés au sein du tube digestif
des animaux qulils soient d’élevage (bovins, porcs, volaille, chévres, moutons) ou sauvages (oiseaux,
sangliers, mouflons) comme il avait déja été démontré dans I1létude d'Escobar-Paramo et al., en 2006.
Dans Ilénvironnement (eau, effluents et sols), les phylogroupes Bl et A semblent étre les plus

fréquemment retrouvés.

L'analyse de 1farbre phylogénétique obtenu lors de 17étude d[Escobar-Paramo ef al., en 2004 a permis
de mettre en évidence la répartition de différents types de E. coli commensaux et pathogeénes. Dans
cette étude, 98 souches de E.coli (10 EAEC, 16 DAEC, 11 STEC dont 9 EHEC, 6 EPEC, 8 ETEC, 9
EXPEC, 5 Shigella/ETEC et des souches de E. coli commensales) ont été analysées par la méthode de
typage moléculaire par séquencage des six geénes chromosomiques de ménage trpA, trpB, pabB, putP,

icd et polB (Figure 4).

Selon cette étude, les E. coli commensaux semblent faire partie préférentiellement du phylogroupe A.
Les souches virulentes de E. coli responsables dfinfection extra-intestinales (ExPEC) semblent
majoritairement associées au phylogroupe B2 et en minorité au phylogroupe D. Les souches
responsables de diarrhées chroniques légéres telles que les EPEC ne semblent pas étre classées
spécifiquement parmi un phylogroupe bien que certaines études les associent préférentiellement au
phylogroupe B1 (Reid ef al., 2000, Wang et al., 2013). Les E. coli pathogénes producteurs de toxines
comme les EHEC se répartissent préférentiellement entre les phylogroupes A et Bl, ce qui est
¢galement soutenu par deux études récentes (Badouei et al., 2015, Martins et al., 2015). Toutefois,
certaines de ces souches telles que celles de sérotype O157 :H7 appartiennent au phylogroupe E
(Girardeau et al., 2005).
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Tableau 5 : Répartition des principaux groupes phylogénétiques de E. coli chez [ Homme, les animaux et dans 1[énvironnement.

Catégories

Homme

Animaux d'élevage

Animaux sauvages

Genres

Homme

Homme

Homme

Bovin

Bovin

Porc

Chévre

Chévre

Mouton

Mouton

Mouton

Volaille

Volaille

Oiseau

Oiseau

Buse

Nombre de
souches E.
coli

4957

94

98

50

13

39

16

12

130

18

29

13

363

134

237

36

Répartition (%)

A
8,1
40,4
31
28
46,2
53,8

18,8

17,5

472

Bl
13,9
8,5
13
58
38,5
23,1
81,3
100
90
88,9
68,7
15,4
19,3
492
40

8,3

B2

47
12,8

33

7,7
4.4
22,3
17,9

13,9

23,5
38,3
21
14
7,7

17,9

4,3

17,5

23,1

20,3

6,9

30,5

autres

7,5

17,7

Phylogroupes
dominants
B2

A/D

A/B2

B1

B1
B1
B1
B1

B1

B1
B1

A/D

Pays

Australie
Breésil
France
Breésil
Iran
Breésil
Breésil
Japon
Breésil
Iran
Brésil
Breésil
Italie
Australie
Australie

Portugal

Références

Gordon et al., 2015
Carlos et al., 2010
Smati et al., 2013
Carlos et al., 2010
Badouei et al., 2015
Carlos et al., 2010
Carlos et al., 2010
Ishii et al., 2007
Martins et al., 2015
Badouei et al., 2015
Carlos et al., 2010
Carlos et al., 2010
Pasquali et al., 2015
Gordon et Cowling 2003
Blyton et al., 2015

Radhouani et al., 2012
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Animaux aquatiques
Batraciens
Reptiles

Environnement

Renard
Poisson
Grenouille
Serpent/Lézard
Sols amendés
Effluents

Eaux d'estuaire

Eaux de mer

22 31
12 0
13 7,7
33 15,1
&5 35,3
62 46,7
120 57
875 3,2

18,2
91,7
84,6
69,7
49,4
46,7
22,9

70,5

9.1 41
83 0

0 7,7
61 9,1
3,5 11,7
1,61 438
143 5.8
25 13

A/D

B1

B1

B1

A/B1

A/B1

B1

B1

Portugal
Australie
Australie
Australie
Angleterre
Espagne
Italie

Etats-Unis

Radhouani et al., 2013
Gordon et Cowling 2003
Gordon et Cowling 2003
Gordon et Cowling 2003
Holden et al.,2014
Garcia-Aljaro ef al., 2009
Perini et al., 2015

Hamilton et al., 2010
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Figure 4 : Arbre phylogénétique basé¢ sur 1lanalyse simultanée de six génes chromosomiques de ménage (trpA4,
trpB, pabB, putP, icd et polB) utilisant la méthode de parcimonie (méthode statistique non-paramétrique) sur une
collection de 98 souches commensales et pathogénes de E. coli/Shigella, enraciné avec une souche E. fergusonii

(Escobar-Paramo et al., 2004).
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3. Classification selon les séropathotypes

Pour les souches de E. coli pathogénes appartenant au pathovar des STEC, en considérant leur niveau
de pathogénicité chez 1IHomme, les sérotypes ont pu étre classés en séropathotypes basés sur leur
fréquence dlassociation avec des infections humaines et leurs implications dans des épidémies ou de
graves complications. En 2003, Karmali et al., ont proposé de classer les sérotypes majeurs en cing
séropathotypes, de A a E ; soit du séropathotype A correspondant aux sérotypes les plus virulents, tel
que 10157 :H7, au séropathotype E représentant 1lénsemble des sérotypes de E. coli non associ€s a

des maladies humaines (Tableau 6).

Tableau 6 : Classification des sérotypes E. coli en séropathotypes (dlapres Gyles 2007, EFSA 2013)

Séropathotypes  Sérotypes Fréquence Implication  Association
(association (responsable avec SHU*
avec une d/épidémie) et CH®
infection)

A 0157 :H7, O157 :HNM Importante Souvent +

B 026 :H11, 0103 :H2, O111:HNM, O121:H19, Modérée Peu souvent +

O145:HNM
C 05 :HNM, 091 :H21, 0104 :H21, O113 :H21, Faible Rare +

0O121:HNM, O165:H25

D 07 :H4, 069 :H11, 0103 :H25, O113 :H4, Faible Rare -
0117 :H7, O119:H25, O132:HNM, 0146 :H21,
0171 :H2, 0172 :HNM, 0174 :H8[

E 06 :H34, 08 :H19, 039 :H49, 046 :H38, Non impliqué ~ Non -
076 :H7, 084:HNM, 088:H25, 098 :H25, impliqué
0113 :HNM, 0136 :HNM, 0143 :H31,
0156 :HNM, 0163 :HNM [

*SHU : Syndrome Hémolytique et Urémique, "CH : Colites Hémorragiques

Plusieurs observations récentes remettent en cause cette classification basée sur la fréquence des
sérotypes responsables dlinfection, leur association avec des épidémies et la sévérité des symptomes
engendrés. Les critiques exposées dans un récent rapport publi¢ par IIEFSA (2013) (European Food
Safety Authority) montrent que ce systeme de classification ne semble pas refléter la réalité puisque
des sérotypes du séropathotype D (084, 0113, O153, O156) ont été recensés par IIECDC (European

Centre for Disease Prevention and Control) comme responsables dlinfection chez [[Homme.

Scheutz (2014) a suggéré récemment de réviser cette classification en se basant sur le phénotype ou le

typage moléculaire pour définir les groupes.
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1. E. COLIENTEROPATHOGENE (EPEC) ET E. COLI PRODUCTEURS DE
SHIGA-TOXINES (STEC)

A. Présentation des EPEC

Les E. coli entéropathogenes sont caractérisés par une adhésion spécifique entre la cellule bactérienne
et la surface de l'entérocyte. Ils sont regroupés sous le terme dTAEEC pour Attaching and Effacing E.
coli, quels que soient les signes cliniques associés. Dn point de vue histopathologique, les
symptomes liés aux infections dues aux AEEC sont associés a des Iésions caractéristiques des cellules
de la muqueuse intestinale. Ces lésions sont engendrées par le mécanisme dfdttachement et
dleffacement (A/E) caractérisé par une adhésion intime des bactéries aux entérocytes et a lleffacement

des microvillosités intestinales (Nataro et Kaper 1998).

Cette adhésion sleffectue en deux temps : initialement, une pré-adhésion dite localisée séffectue par
IGntermédiaire de fimbriae de type IV que sont les pili BFP (Bundle Forming Pili). Les génes bfpA
codant ces pili sont situés sur le plamide EAF (EPC adhesion factor ; pEAF). Puis cette adhésion est
suivie dlune fixation étroite de la bactérie a la bordure en brosse des entérocytes, s‘accompagnant
d'une destruction de celle-ci sans invasion cellulaire. Cette étape est associée aux produits de différents
genes situés sur un locus chromosomique appelé le LEE (locus of enterocyte effacement) et plus
particulierement grace au géne eae codant une protéine de la membrane externe de 94 kDalton,
Ifntimine. Lléxpression des différents genes du LEE aboutit a la polymérisation de filaments dlactine
entrainant la formation dfun piédestal sur lequel viennent adhérer les bactéries de fagon étroite
(McDaniel et al., 1995, Garmendia et al., 2005) (Figure 5). Llacquisition simultanée du pEAF et du
LEE est indépendante.

B

C

o @BF?\C?{ ~
[§:% )

\J

\¢ d%}; > /"‘

1

A 4

EPEC

Figure 5 : Adhésion des EPEC typiques aux entérocytes caractérisée par le développement des 1ésions
dlattachement et dleffacement. 1. Adhésion initiale due aux pili BFP, 2. Fixation étroite de la bactérie due a la
sécrétion des protéines codées par le LEE, 3. Formation du piédestal par la polymérisation de filaments d(dctine.
BFP : bundle-forming pilus. (dlaprés Kaper et al., 2004).
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Au sein des EPEC, il existe deux sous-groupes; diune part, les EPEC dits typiques (EPECt)
possédant les pili BFP permettent 1fadhésion initiale aux entérocytes, dfautre part, les EPEC dits
atypiques (EPECa) qui ne possédent pas ce plasmide EAF. Les EPECa peuvent disposer dlautres
facteurs responsables de cette pré-adhésion tels que les facteurs LAL (Jocalized adherence-like)
(Rodrigues et al., 1996), DA (diffuse-adherence) ou AA (aggregative adherence) (Trabulsi et al.,
2002).

Douze sérogroupes 026, 055, 086, O111, 0114, 0119, 0125, 0126, 0127, 0128, 0142 et O158 ont
¢té reconnus comment étant le plus souvent associés aux EPEC responsables de diarrhées chez
ITHomme par 1ITOMS (Organisation Mondiale de la Santé¢) (Schmidt 2010). Les EPEC sont le plus
souvent associés a des épidémies de diarrhées dans les pays en voie de développement et a des cas
sporadiques dans les pays développés (Trabulsi et al, 2002). Plusieurs études épidemiologiques
suggerent que llincidence des EPECa est plus marquée que celle des EPECt : 41 cas associés a des
souches EPECa et aucune EPECt au Japon (Yatsuyanagi et al., 2003), 58 associés a des souches
EPECa et un cas a une souche EPECt en Norvege (Afset et al.,, 2004), 12 cas associés a des souches
EPECa et un cas a une souche EPECt au Brésil (Franzolin et al., 2005), 42 cas associés a des souches

EPECa et aucun a une souche EPECt au Brésil (Araujo et al., 2007).

Une méta-analyse sur 17étiologie des diarrhées en pédiatries (266 études publiées entre 1996 et 2002),
montre que les EPEC sont encore identifiés parmi les agents pathogenes importants (Ochoa et

Contreras 2011).

B. Présentation des STEC

Les E. coli producteurs de Shiga-toxines sont principalement définis par leur capacité a produire des
toxines (Stx) appelées Shiga-like toxin ou Shiga-toxines. Deux familles de Stx ont pu étre identifiées :
les Stx de type 1 trés proches de la Shiga-toxine produite par Shigella dysenteriae sérotype 1 et les Stx
de type 2 qui présentent moins de 60 % domologie avec la séquence en acides aminés des Stxl

(Strockbine ef al., 1986, Karch et al., 2005).

Drautre part, une partic des STEC sont capables de produire des Iésions A/E lorsque lGlot de
pathogénicité LEE est présent et de former un piédestal de la méme fagon que les EPEC (Figure 6).
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Figure 6 : Adhérence des STEC aux entérocytes caractérisée par le développement des 1ésions dlattachement et
dleffacement, puis dun piédestal et 1a production de Shiga-toxines (Stx). (d(aprés Kaper ef al., 2004).
Si tous les STEC ne sont pas pathogénes pour ITHomme, un sous-groupe de souches dénommeées E.

coli entérohémorragiques (EHEC) sont responsables des infections humaines les plus graves.

Les EHEC typiques (EHECt) représentent le groupe des STEC Stx-LEE-positifs, ayant la capacité a
la fois de produire des lésions A/E et diinduire des lésions au niveau de 1éndothélium vasculaire
intestinal, rénal et cérébral de ITHomme, sous lfaction des Shiga-toxines. Le LEE joue un role
important dans la colonisation et la destruction de la muqueuse intestinale par lfintermédiaire du gene
eae. Les souches EHEC dépourvues de LEE sont dites atypiques (EHECa). Les souches EHECa
utilisent dfautres moyens dladhérer a la membrane des entérocytes par Iintermédiaire par exemple des
facteurs : Tha (IrgA homologue adhesin) (Tarr et al., 2000), Lpf (long polar fimbriae) (Doughty et al.,
2002) ou Saa (STEC autoagglutinating adhesine) (Paton et al., 2001).

Plus de 400 sérotypes différents appartenant au pathovar des STEC ont été isolés chez ITHomme et les
animaux mais seul un petit nombre de sérotypes est réellement li¢ a des pathologies humaines. Les
plus connus font partie des séropathotypes A, B et C décrits plus haut, soit les 026, 0157, O111,
0103, 0145 (Nguyen et Sperandio 2012, Croxen et al., 2013).

Le sérotype le plus incriminé dans les infections a STEC est le sérotype O157 :H7. En Europe, en

2012, il a été responsable de 34 % des cas dlinfections (ECDC 2014).

En France depuis 2002, 110157 :H7 a été responsable de la moité des épidémies recensées :
e sérotype O148 :HS, 11 cas, viande de mouton en 2002 (Espié et al., 2006a)
e sérotype O157 :H7, 3 cas, fromage au lait cru de chévre, en 2004 (Espié et al., 2006b)
e sérotype O157 :H7, 69 cas, viande hachée de b Fuf congelée, en 2005 (King et al., 2009)
e sérotype O26:H11/080:H2, 16 cas, camembert en 2005 (Espié et al., 2008)
e sérotype O123:HNM, 2 cas, hamburger en 2009 (King ef al., 2010)
o sérotype O104:H4, 15 cas, germes de fenugrec en 2011 (King et al., 2012)
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e sérotype O157:H-/O177:H25, 18 cas, viande hachée de b puf congelée en 2011 (King et al,
2012)

e sérotype O157 :H7, 6 cas, viande hachée de b puf fraiche en 2012 (Barret et al., 2012)

La grande majorité des cas cliniques graves chez ITHomme sont dus a un petit nombre de sérotypes
(Farrokh et al., 2013, Beutin et Fach 2014). Aux Etats-Unis, les souches EHECt dites majeurs
appartiennent aux sérogroupes 026, 045, 0103, O111, O121, O145 et O157 (USDA 2014). En
Europe, les EHECt majeurs appartiennent aux sérotypes O157 :H7, 026 :H11, 0103 :H2, O111 :H8 et
0145 :H28 (EFSA 2013).

Pour mieux comprendre la relation existante entre les STEC et les EPEC le schéma présenté en Figure
7, propose un systéme de classification ou :
e toutes les souches possédant le LEE, incluant le géne eae, quels que soient les signes cliniques
associés, appartiennent au groupe des AEEC
e toutes les souches possédant les génes codant pour les toxines Stx, quels que soient les signes
cliniques associés, sont des STEC
o toutes les EHEC sont des STEC mais toutes les souches STEC ne sont pas responsables de
pathologies humaines
e les EHEC possedent le LEE sont dénommées EHEC typiques et les EHEC-LEE négatifs sont
dénommeées des EHEC atypiques
o les souches EHEC typiques majeures, les plus souvent associées a des signes cliniques graves

et aux épidémies appartiennent aux sérogroupes 0157, 026, 0103, O111, et 0145

Locus d’effacement des Génes stx
entérocytes (LEE) STEC
AEEC
Colite hémorragique et/ou SHU
EHEC
Diarrhée aqueuse
EPEC )
EHEC atypique

(< EHEC typiques
EPEC atypique yPi

EHEC typiques majeurs

EPEC typique EAF

Sérogroupes 0157, 026,
0111,0103 et 0145

Figure 7 : Systéme de classification des AEEC/EPECt/EPECa/STEC/EHEC a partir des signes cliniques et des
facteurs de virulence associés aux souches de E. coli. 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. pEAF : plasmid EPEC adhesion factor. stx : Shiga-toxin gene. SHU: Syndrome
Hémolytique et Urémique (d(dprés Naylor et al., 2005).
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C. Pathologies humaines et animales

1. Symptomes liés aux infections par des EPEC

Chez 1lHomme

Les EPEC sont responsables de la majeure partie des diarrhées infantiles mais sont rarement
incriminés dans les diarrhées chez 17adulte. Les EPEC sont principalement responsables de diarrhées
accompagnées de fiévre, de vomissements et de déshydratation chez les enfants de moins de 2 ans

(Varela et al., 2015).

Pour la plupart des cas dfinfection a EPEC chez 1THomme, une réhydratation suffit a éliminer le
pathogene et dans les cas graves chez 1lénfant, 1futilisation dine antibiothérapie peut étre nécessaire

(Croxen et al., 2013).

Chez les animaux

De nombreuses études mettent en évidence le caractére pathogeéne des EPEC vis a vis des animaux
¢galement. Les EPEC sont responsables de diarrhées chez les bovins (Kobayashi et al., 2001), les
ovins (de la Fuente et al., 2002), les porcs (Malik et al., 2006) et ils sont également responsables
dlépidémies chez la volaille (Farooq ef al., 2009, Dutta et al., 2011). Les symptomes peuvent varier
dine simple diarrhée, a une diarrhée aqueuse abondante mucoide ou sanglante, accompagnée
dfanorexie, de déshydratation et de léthargie comme observée dans une épidémie chez le lapin aux

Etats-Unis (2 224 cas) (Swennes et al., 2012).

2. Symptomes liés aux infections par des STEC
Chez 1[Homme

Les EHEC ou STEC sont associés a des colites hémorragiques et/ou a un syndrome hémolytique et
urémique. Les cas séveres sont observés chez les enfants et les personnes immuno-déprimées. Les
sérotypes O157 et non-O157 provoquent les mémes symptomes mais avec des niveaux de gravité
variables, rappelant la classification en séropathotype proposée par Karmali et al., 2003. Le premier
symptome de la maladie est une diarrhée non sanglante qui peut étre accompagnée de fiévre, de
crampes abdominales ou de vomissements. Dans la majorité des cas, les diarrhées deviennent
sanglantes entre un et cinq jours suivant la premiere diarrhée. Les complications observées peuvent se
manifester sous la forme dlun SHU dans environ 15 % des cas surtout chez 1fénfant (Figure 8). Le
SHU est défini par lf@ssociation dune anémie hémolytique microangiopathique avec présence
dhématies fragmentées (schizocytes), dfine thrombopénie et dhine insuffisance rénale aigué. Il

correspond a des lésions de type microangiopathie thrombotique (MAT), touchant les reins et
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¢ventuellement dlautres visceéres, 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. Le SHU est la principale cause dfinsuffisance rénale du nourrisson. Il peut entrainer la
mort dans moins de 5 % des cas. Chez lfadulte, il se traduit par un Purpura Thrombotique

Thrombocytopénique (PTT) caractérisé par des lésions thrombotiques microvasculaires généralisées.

HUS (~15%)

t 1 t

Ingestion Diarrhoea Positive  Diarrhoea
Abdominal culture  improves
pain Culture
Fever Spontaneous
Vomiting Bloody re(sN(;gll;E/l(;n
diarrhoea i
(~90%)

Figure 8 : Evolution dlune infection a O157 :H7 chez un enfant (d(apres Tarr ef al., 2005). HUS : Hemolytic
Uremic Syndrom.

Lressentiel des signes cliniques est li¢ a la production des Shiga-toxines. Aprés ingestion, les STEC
doivent résister a 1facidité de 1féstomac (Yang et al., 2015). Une étape de colonisation du tube digestif
est nécessaire : la plupart des souches STEC (en particulier celles de sérotype O157 :H7) sont capables
de produire les 1ésions A/E. En dehors de la voie du LEE, les mécanismes de colonisation sont mal
connus. Les toxines produites par les bactéries doivent ensuite traverser 1[épithélium intestinal, avant
de rejoindre le systéme circulatoire et atteindre les récepteurs spécifiques glycolipidiques localisés a la
surface des cellules endothéliales, présentes principalement au niveau intestinal, rénal et cérébral
(Figure 9). Les Shiga-toxines entrainent ensuite la mort des cellules cibles par arrét de la synthése

protéique.
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Figure 9 : Processus infectieux des STEC (AFSSA 2003).

Le traitement du SHU est purement symptdmatique : hyperhydratation, transfusion et dialyse pour
corriger l0nsuffisance rénale. Liantibiothérapie est peu recommandée dans les infections a STEC.
Plusieurs études suggérent que les antibiotiques augmenteraient le risque de SHU, par le relargage des
toxines lors de la lyse bactérienne (Scheiring et al., 2008). Le principe selon lequel il nlést pas
nécessaire, voire risqué, de prescrire une antibiothérapie a un patient atteint dlune diarrhée a8 EHEC est
remis en cause par les données de 1lépidémie allemande (réduction de la durée de portage) et la
possibilité de recourir a un traitement bactériostatique (azithromycine) (Nitschke et al, 2012).
Lrazithromycine appartient a la famille des macrolides et inhibe la synthése des protéines dont les Stx.
Elle présente cependant de nombreux effets secondaires (effets cutanéo-muqueux et allergiques,
digestifs, hépatiques et cardiaques) (Mortensen et al., 2014, Barni et al, 2015). Des études

complémentaires sont nécessaires pour ¢valuer la recommandation de cet antibiotique.

De nombreux cas dlinfection et d[épidémies liées aux STEC sont réguliérement reportés chaque année

dans le monde et recensés par des programmes nationaux de surveillance ;

- au Canada, National Enteric Surveillance Program (NESP) : 3 495 cas dlinfection liée a O157 :H7
recensés entre 2007 et 2012 (NESP 2013).
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- en Europe, European Food Safety Authority (EFSA) : 13 545 cas dfnfection liée a STEC recensés
entre 2007 et 2010 (EFSA 2013).

- aux Etat-Unis, U.S. Department of Agriculturels Food Safety and Inspection Service (USDA/FSIS)
et Centre for disease control and prevention (CDC) : 23 épidémies a STEC entre 2006 et 2015 avec
898 cas.

A notre connaissance, aucune ¢épidémie a STEC liée a la consommation de produits de la mer

(poissons ou coquillages) nla été rapportée a ce jour dans le monde.

Chez les animaux

Les STEC sont également responsables dlinfection chez les animaux. Ils peuvent causer la maladie de
I' Fdéme chez les porcs en post-sevrage et les jeunes porcs par la capacité de certains STEC a se fixer

sur des récepteurs glycolipidiques présents chez le porc (Ching ef al., 2002).

Ils sont responsables de diarrhées chez les veaux (Coura et al., 2014). Labsence de récepteur pour les
Shiga-toxines chez les bovins adultes pourrait expliquer que les ruminants ne développent pas de
toxémie ou de dommage vasculaire systémique (Pruimboom-Brees et al.,, 2000). Chez les ovins, les
STEC touchent préférentiellement les animaux jeunes en causant de fortes diarrhées chez les
chevreaux et les agneaux (Wani et al., 2005, Turkyilmaz et al., 2013). La volaille est également
touchée par des diarrhées a STEC (Dutta et al., 2011). Enfin, les animaux domestiques tels que les

chiens peuvent également étre sujets aux diarrhées (Sancak ef al., 2004).
D. Les facteurs de virulence
1. Les Shiga-toxines

Définition des Shiga-toxines

Le terme Shiga-toxine a tout dfabord été utilisé pour identifier les toxines produites par Shigella
dysenteriae de type 1 donnant naissance au terme Shiga-like toxin, ou Shiga-toxine, quand celles-ci
ont été identifiées chez E. coli. Ce terme a remplacé celui de « Vérotoxine » utilisé pour caractériser
les toxines lysant les cellules Vero (cellules épithéliales de rein extraites de singe) chez E. coli (Bergan

etal., 2012).

Ces toxines sont principalement produites par S. dysenteriae sérotype 1 (Stx1) mais également par
certains E. coli et sporadiquement par Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae et Shigella flexneri

(Herold et al., 2004).
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Il existe deux types de Shiga-toxines ; la Shiga-toxine de type 1 codée par les génes stx/ et la Shiga-
toxine de type 2 codée par les génes stx2. Alors que la Shiga-toxine Stx1 est neutralisée par des
anticorps anti-Shiga-toxine de S. dysenteriae sérotype 1, la Shiga-toxine Stx2 ne lést pas (Strockbine
et al., 1986, Paton et Paton 1998). Les génes stx/ et stx2 posseédent respectivement 99 % et 56 %
dhomologie avec la Stx1 de S. dysenteriae (O'Brien et al,, 1984, Strockbine et al., 1986). Ceci
slexplique par le fait que les deux toxines ne partagent respectivement que 55 % et 57 % dlidentité
pour les sous-unités protéiques A et B qui les composent. En revanche, leur mécanisme dlaction et

leurs propriétés biochimiques sont similaires.

Structure de la Shiga-toxine

Chez E. coli, 1a Shiga-toxine est codée par deux génes stx (stx4 et stxB), présents sur un prophage
lambdoide (stx-converting bacteriophage ou stx-phage) qui est un élément génétique mobile (Herold
et al., 2004).

Llopéron codant la Shiga-toxine a une structure commune constituée diine seule unité
transcriptionnelle qui code les sous-unités A et B (Figure 10). Les toxines produites sont des
hétéropolymeres de 70 kDa composés dine sous-unité A (Activité toxique) de 33 kDa et de 5 sous-
unités B (Binding) de 7,7 kDa. La sous-unité A présente une activité de type N-glycosidase sur une
adénosine de ITARN ribosomique 28S et la sous-unité B a un réle important au niveau du degré de
toxicité de la toxine, car elle conditionne le niveau de compatibilité de la toxine avec le récepteur cible

(Bergan et al., 2012).

STEC

mosome

Toxine de type AB
- 1 sous unité A (%

- 5 sous-unités B

Figure 10 : Structure de 1[opéron codant les Shiga-toxines (AFSSA 2003)

Le mécanisme dlaction des Shiga-toxines

Le mécanisme dlaction des Shiga-toxines au niveau des cellules cibles commence tout dfabord par la
fixation des Shiga-toxines a la membrane cytoplasmique de la cellule : les sous-unités B se lient au
récepteur glycolipidique : globotriaosylcéramide (Gb3) chez 1[Homme, présent au niveau du tube

digestif, des reins et du systéme nerveux central ou globotetraosylcéramide (Gb4) chez le porc

48



(Muething ef al, 2012). Une fois la Shiga-toxine internalisée par le mécanisme classique
dléndocytose, elle subit un transport rétrograde a travers lfappareil de Golgi, puis le réticulum
endoplasmique. La sous-unité A de la Shiga-toxine est alors libérée des sous-unités B et clivée en
deux parties Al et A2 par réduction des ponts disulfures. La partie Al ainsi clivée est transloquée dans
le cytoplasme jusqu(a sa cible, la sous-unité 60S du ribosome ou elle exerce son activité en bloquant la
synthése protéique. Ceci conduit a 1[arrét de la synthése protéique et a la mort de la cellule (Figure 11)

(Bergan et al., 2012).

DEATH

EUKARYOTIC CELLS

Figure 11 : Mécanisme dlaction des Shiga-toxines. 1) Fixation, 2) Internalisation, 3) Transport rétrograde, 4)
Clivage et Action (d[apres Pacheco et Sperandio 2012)

La toxine Stx2 est la plus répandue parmi les STEC et est considérée comme la plus toxique. On peut
détecter la présence concomitante de plusieurs toxines chez une méme bactérie avec la présence des
genes codant les Shiga-toxines 1 et 2 (stx/, stx2) ou la présence de plusieurs variants du geéne stx
(Friedrich et al., 2003, Prager et al., 2011, Feng et Reddy 2013). La présence de plusieurs toxines
influence le pouvoir pathogéne des souches ; une étude montre quune souche exprimant une seule

toxine est plus pathogéne qune souche exprimant plusieurs toxines (Krueger ef al., 2011)

Les variants des génes stx

De nombreux variants ont été identifiés au niveau des geénes codant pour les Shiga-toxines : trois
variants pour le géne stx! (stxla, stxlc et stxld) et sept variants pour le géne stx2 (stx2a, stx2b, stx2c,

stx2d, stx2e, stx2f et stx2g) (Scheutz et al., 2012).

Le type de variant peut refléter a la fois 1lorigine dmine souche, sa phylogénie mais aussi son pouvoir

pathogene (Bertin et al., 2001, Friedrich et al., 2002, Fuller ef al., 2011).
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Ainsi, chez ITHomme, les variants associés aux pathologies séveéres sont les variants stx2a, stx2c et
stx2d tandis que les variants stx/a, stxlc, stxld, stx2b, stx2e, stx2f et stx2g sont associés a de faibles
diarrhées. Les variants stxlc, stx2b, stx2e et stx2f sont plus particulierement associés a des souches
isolées chez les moutons, les bovins, les porcs et les pigeons, respectivement. Les variants ont tous été
détectés dans des souches isolées de produits frais type légumes et dlaliments dlorigine animale
(Tableau 7).
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Tableau 7 : Incidence des variants stx sur [lHomme et détection préférentielle des différents variants des genes stx/ et stx2 codant pour les Shiga-toxines.

Variant du géne stx

Pathologie

Sources animales (féces) ou
humaine

Détection dans les aliments

Références

stxla

stxlc

stxld

stx2a

stx2b

stx2c

stx2d

stx2e

Diarrhées sans SHU" chez
1ITHomme

Faibles diarrhées chez
1ITHomme

Pas ou peu virulente chez
1IHomme

Cas séveres de SHU chez
1ITHomme

Diarrhées chez 1lIHomme

Cas séveres de SHU et
CH® chez |'Homme

Cas séveres de SHU et
CH chez IlHomme

Rares cas dlinfection chez
1ITHomme

Bovins, ovins, chamois,
chevreuils, sangliers, renards,
Homme, effluents dlorigine
humaine, bovine

Ovins, chévres, chevreuils,
sangliers, chamois, bovins,
Homme

Bovins, ovins, chévres, Homme

Bovins, ovins, cerfs, chevreuils,
Eaux usées urbaines, effluents
dlorigine bovine et humaine

Ovins, chamois, chevreuils,
sangliers, cerfs, Homme rarement

Bovins, chevreuils, sangliers,
Hommes, effluents dlorigine
humaine, bovine

Bovins, ovins, Homme, effluents
dlorigine humaine

Porcs, sangliers, renards, effluents
dlorigine urbaine, bovine,
porcine, eaux usées urbaines

Produits frais type 1égumes,
aliments dlorigine bovine,
ovine, viandes de lapin

Produits frais type 1égumes,
aliments dlorigine bovine,
ovine et de chévre, de cerf,
coquillages

Produits frais type 1égumes,
aliments (non précisé),
coquillages

Produits frais type 1égumes,
aliments dlorigine bovine,
ovine, viande de lapin

Produits frais type 1égumes,
aliments dlorigine ovine et
chévre bovine

Produits frais type 1égumes,
aliments dlorigine bovine,
porcine, ovine, chevre

Produits frais type 1égumes,
aliments dlorigine bovine,
ovine

Produits frais type 1égumes,
viandes de porcs et de
sangliers

Friedrich et al., 2002, Martin et Beutin 2011, Mora et al.,
2012, Kumar et al., 2012, Martinez-Castillo et al., 2012, Feng
et Reddy 2013, Bibbal et al., 2014, Shen et al., 2015

Zhang et al., 2002a, Brett ef al., 2003, Friedrich et al., 2003,
Gourmelon et al., 2006, Wani et al., 2007, Mora et al., 2012,
Kumar et al., 2012, Martin et Beutin 2011, Feng et Reddy
2013, Shen et al., 2015

Gourmelon et al., 2006, Kumar et al., 2012, Feng et Reddy
2013, Shen et al., 2015

Kumar et al., 2012, Martinez-Castillo ef al., 2012, Diaz-
Sanchez et al., 2012, Feng et Reddy 2013, Bibbal ef al., 2014

Martin et Beutin 2011, Mora et al., 2012, Diaz-Sanchez et al.,
2012, Feng et Reddy 2013, Shen et al., 2015

Friedrich et al., 2002, Wani et al., 2007, Martin et Beutin
2011, Martinez-Castillo et al., 2012, Mora et al., 2012, Kumar
et al., 2012, Feng et Reddy 2013, Bibbal et al., 2014

Friedrich et al., 2002, Wani et al., 2007, Monaghan et al.,
2012, Martinez-Castillo et al., 2012, Feng et Reddy 2013,
Kumar et al., 2012, Delannoy et al., 2015

Friedrich et al., 2002, Fratamico et al., 2004, Martin et Beutin
2011, Martinez-Castillo et al., 2012, Feng et Reddy 2013,
Tseng et al., 2014a, Shen et al., 2015
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[| déme chez le pore

stx2f Rares cas dlinfection chez ~ Pigeons, Homme, eftluents
1THomme dlorigine humaine

stx2g Pas de cas dlinfection Sangliers, renards, chevreuils,
chez I[Homme effluents dlorigine bovine

Produits frais type 1égumes

Produits frais type 1égumes,
aliments dlorigine bovine

Schmidt et al., 2000, Sonntag et al., 2005, Martinez-Castillo et
al., 2012, Feng et Reddy 2013

Martin et Beutin 2011, Diaz-Sanchez et al., 2012, Martinez-
Castillo et al.,, 2012, Mora et al., 2012, Feng et Reddy 2013,
Shen et al., 2015

* Syndrome Hémolytique et Urémique, " Colites Hémorragiques
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Le bactériophage stx

Les genes codant les Shiga-toxines ont la particularité détre portés par un bactériophage tempéré
(Figure 12) capable dlalterner entre une phase lysogénique et une phase lytique. Le bactériophage stx
en phase lysogénique infecte une bactérie et intégre son génome au sein du chromosome bactérien. Ce
matériel génétique ainsi intégré prend le nom de prophage et est le plus souvent « dormant » en raison
dmne répression de la transcription des génes nécessaires au cycle lytique. Sous différentes conditions,
le bactériophage stx peut entrer en phase lytique avec une activation de la transcription des genes
correspondants, sous Ifinfluence dmun élément déclencheur (exposition aux UV, antibiothérapie,
traitement alimentaire[] ) conduisant a la production de dizaines voire de centaines de phages au sein
de la bactérie qui finira par littéralement exploser, libérant ainsi les nouveaux phages qui pourront

infecter dlautres bactéries.

Téte

Matériel génétique

Figure 12 : Représentation schématique duin bactériophage stx dans sa configuration téte-queue (ddpres
Schmidt ez al., 2001)

Les bactériophages stx sont impliqués dans le transfert horizontal des génes stx (transfert du matériel
génétique du phage dans le génome bactérien) chez E. coli (Cornick et al., 2006, Picozzi et al., 2012)
et ceci de maniére aléatoire, participant ainsi a 1lémergence de nouvelles souches STEC (Martinez-
Castillo et Muniesa 2014). Le bactériophage est un élément instable & 1fintérieur de la bactérie. Il peut
étre perdu au cours diine infection ou de cultures successives comme cela a été observé chez le

sérotype O157 :H7 (Friedrich ef al., 2007) et le sérogroupe 026 (Biclaszewska ef al., 2007).

Les bactériophages stx sont retrouvés libres chez ITHomme (Martinez-Castillo et al., 2013) et dans
Ilénvironnement ; dans les féces animaux (Yan et al., 2011), dans les effluents dlorigine humaine et
animale (bovin, porc, volaille) (Imamovic et al., 2010a, Rooks et al., 2010, Yan et al., 2011), dans les

rivieres (Dumke et al., 2006) et dans les aliments (viandes et salade) (Imamovic et Muniesa 2011).

Les concentrations en bactériophages stx peuvent varier par exemple entre 1 a 9 logj, copies de
gene/ml dans les effluents dlorigine humaine et animale (Imamovic et al., 2010a, Rooks ef al., 2010)
et sont souvent plus importantes que les concentrations en E. coli qui elles peuvent varier entre 4 et 5

log1o UFC/ml dans les effluents (Muniesa et al., 2011).

53



Les bactériophages persistent plus longtemps que les bactéries ; ils sont stables a 4, 22 et 37°C et a pH
7 et 9 pendant un mois, tandis que les populations de STEC déclinent rapidement dans ces mémes

conditions (Allué-Guardia et al., 2014).

Les bactériophages portant les geénes stx2 sont plus souvent détectés que les bactériophages portant les
genes stx/ dans 1lénvironnement : par exemple dans une méta-analyse de 25 études, les bactériophages
stx2 ont été détectés dans les 25 études et le bactériophage stx/ dans cinq cas seulement (Martinez-
Castillo et Muniesa 2014). Cette méme observation a également été confirmée par une récente étude
effectuée sur 357 échantillons de féces humaines et dlanimaux, dleaux usées, de matiéres fécales,
d'eaux de riviére, de sols, de boue et dlaliments ou stx/ a été détecté dans 7,6 % des échantillons et

stx2 dans 68,4 % (Grau-Leal et al., 2015).

2. Locus of enterocyte effacement (LEE)

Le locus of enterocyte effacement ou LEE contient les génes codant i) l'intimine (géne eae : E. coli
attaching and effacing), ii) un systéme de sécrétion de type III (SSTT), iii) des protéines sécrétées de
type Esp (E. coli secreted protein), iv) des protéines Esc (E. coli secretion) qui participent a la
structure et au fonctionnement de la seringue moléculaire du SSTT et v) un récepteur de translocation
de 1fhntimine nommé Tir (Tyrosine phosphorylated protein) (Figure 13) (Garrido et al., 2006). 11
regroupe les geénes responsables des 1ésions dlattachement et dleffacement (A/E) générées par les
bactéries pour sfimplanter au niveau des cellules du tube digestif. Cinq régions distinctes sont
classiquement décrites : la région 5Cqui regroupe les opérons LEE 1, 2 et 3 qui codent plusieurs
protéines de régulation (Ler, GrIR et GrlA) et de structure du SSTT, la région centrale qui comprend le
LEES qui code Ilintimine et son récepteur Tir et la région 3 qui se compose du LEE4 et code dlautres
effecteurs bactériens et dlautres protéines de structures impliquées dans la translocation (EspA, B et

D) (Garmendia et al., 2005).
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Figure 13 : Organisation schématique du LEE des EHEC/EPEC. esc : E. coli secretion ; sep : secretion of E. coli
protein ; esp : E. coli secreted protein ; ces : chaperone for E. coli secreted protein ; orf ou rorf: Open Reading
Frame (dlapres Garmendia et al., 2005)
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Llintimine est une protéine de la membrane externe de la bactérie nécessaire a 1fadhésion intime entre
la bactérie et 1léntérocyte. Clést un facteur de virulence essentiel pour les souches EPEC. Dix-sept
variants et huit sous-variants du géne eae ont été identifiés : alpha (L, o2), béta (L1, o2, U3), gamma
(=1, «2), delta (=), épsilon (cf, &, B, A), zéta (U, éta (<41, 42), théta (<), iota (de B, kappa (uk
lambda (3, mu (=9, nu (U xi (U} omicron (=3, pi (3 et rho (&) (Oswald et al., 2000).

Pour les autres génes du LEE les plus impliqués dans 17adhésion, il existe également, quatre variants
pour le géne tir (b1, U1, L2 et =l), quatre pour le géne espA (U1, A, (2 et ~l1), trois pour le géne espB
(WA, U et ~l) et trois pour le gene espD (o1, o1 et ~1). Plusieurs combinaisons différentes entre ces

genes ont €té mises en évidence et sont utilisées pour classer les souches (Garrido et al., 2006).

Des études menées in vivo et in vitro, mettent en évidence une colonisation du tube digestif
géographiquement différente (cOlon ou intestin gréle) selon le type de variant, on parle de tropisme
cellulaire ou de spécificité dhote (Phillips et Frankel 2000, Reece ef al., 2001, Fitzhenry et al., 2002,
Girard et al, 2005). Par exemple, une souche O157 :H7 exprimant Ilntimine ~ slassocie

préférentiellement aux cellules épithéliales du colon (Fitzhenry et al., 2002).
Le typage des variants et sous-variants eae permet de différencier les souches entre elles (Tableau §).

Les variants uset - sont les plus rencontrés dans des souches isolées de cas cliniques avec une
association préférentielle, pour les EHEC typiques majeurs (Zhang et al., 2002b, Blanco et al., 2004,
Monaghan et al., 2011, Bibbal et al., 2014) :

e du sous-variant «lI avec les sérotypes O157 :H7 et 0145 :H28

e du sous-variant (1 avec le sérotypes 026 :H11

e du sous-variant < avec le sérotype O111 :H8

e du sous-variant Javec le sérotype O103 :H2
Parmi les études recensées dans le Tableau 8, les variants et sous-variants o, 1, «2 et < du géne eae
sont le plus souvent associés a des souches isolées dlanimaux dlélevage (bovins, ovins et porcs) et
dléffluents dlorigine humaine et animale, tandis que les variants oy (a5 +aet b le semblent

beaucoup moins.
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Tableau 8 : Sélection dlétudes évaluant la répartition des variants et sous-variants du géne eae (codant
Ilintimine) sur des souches LEE-positives, au niveau de différentes sources.

Sources Variants ou sous-variants (nombre) Nombre total Références
de souches

Homme ¢ (38), % (35), L (14), L (5), (6), 4(3), 0 (3), L (2) 106 Zhang et al., 2002b
ol /A2 (18), l/2 (47), =1/-2 (66), A23) 154 Oswald et al., 2000
A (20), «1 (27), SA6), 2 (5), A3) 61 Blanco et al., 2004

Bovin ~1/2 (17), W1/ 2 (5), A?2) 24 Oswald et al., 2000
J (49), 4(49), -1 (16), {10), 124 Bibbal et al., 2014

Chien AA/02 (1), /A2 (1) 2 Oswald et al., 2000

Porc ~2/4 (15), ¢1 (8), =1 (7),  (6), ,46), ( (5), (1), 51 Frohlicher et al., 2008
(1), 2 (1) 1 Oswald et al., 2000
A/ (1)

Ovin «2/4(23), 01 (13), 2/~ (5), ¢ (4), ~1 (2), 01 (2), ¢ 52 Frohlicher et al., 2008
(1), o41), A1)

Pigeon /2 (4) 4 Oswald et al., 2000

Lapin ul/2 (4) 4 Oswald et al., 2000

Effluent dlorigine (2 (196), = (76), U2 (40), (1 (35), = (31), ~(43), 467 Yang et al., 2014

humaine =3, diol, e ueb: (<23)

Effluent dlorigine 1 (16), ~2/< (18), ~1 (12), 2/~ (2), 0 (2), (1), ¢ 52 Loukiadis et al., 2006

animale (D

3. Autres génes de virulence

Des génes impliqués dans 1ladhésion

Lémergence dlinfections humaines liées aux STEC LEE-négatifs montre que la présence de cet ilot
de pathogénicité nleést pas le seul responsable de l'adhérence des bactéries et indique la présence
d'autres facteurs de virulence portés par d'autres ilots de pathogénicité ou dlfautres plasmides en
rapport avec cette étape qui est indispensable au développement de la virulence des souches (Galli et
al., 2010).

Plusieurs études montrent que les souches de sérogroupes O157 et non-O157 expriment une grande
variété dléléments de type fimbriae et non-fimbriae qui jouent un réle important dans 1ladhésion des
bactéries au niveau du tube digestif et dans la persistance des souches au niveau des réservoirs que

constituent les ruminants (Farfan et Torres 2012).

Parmi cette famille de geéne, on trouve les geénes efal, lif4 et toxB codant des protéines homologues
impliquées dans la formation de lésions A/E qui permettent 17adhésion des EPEC et des STEC aux
cellules épithéliales (Tatsuno et al, 2001, Badea ef al., 2003). LThote est capable de produire des
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anticorps pour neutraliser ces adhésines qui sont exprimées pendant la phase infectieuse (Badea et al.,

2003).

Les geénes des long polar adhesin (Lpf) sont présents chez les STEC O157 :H7 et sont situés sur deux
régions chromosomiques OI-141 et OI-154 (OI : genomic O island) (Doughty et al., 2002). Les Lpf
sont présents chez de nombreuses souches de E. coli. Si leur role dans 1fadhésion des souches STEC

est avére, il nlest cependant pas clairement défini chez les EPEC (Tatsuno ef al., 2006).

Le géne saa (STEC autoagglutinating adhesin) code une adhésine non fimbriale auto-agglutinante.
Elle a été mise en évidence chez des souches LEE-négatives responsables dlinfections humaines et
animales et isolées de 1[énvironnement (Friedrich et al., 2003, Jenkins et al., 2003, Blanco et al., 2004,
Amézquita-Lopez et al, 2014). Cette adhésine est responsable de 1fadhésion semi-localisée des

bactéries (Paton et al., 2001).

Le géne iha (IrgA homoloque adhesin) code une protéine trés proche de la protéine IrgA (fron-
regulated gene homologue A) produite chez Vibrio cholerae. Elle joue un role dans 17acquisition du fer
par la bactérie en lien étroit avec 1ladhésion des souches LEE-négatives mais aussi LEE-positives.
Cette protéine contribue a la virulence des souches en favorisant leur fixation (Tarr ef al., 2000). Le
gene iha semble étre le géne de virulence en lien avec 1ladhésion, le plus communément détecté dans

un panel de 75 souches STEC isolées a partir dlaliments et d[éaux de boisson (Slanec et al., 2009).

Le geéne stcE code une protéase qui joue un réle de métalloprotéase et de mucinase. Cette enzyme est
impliquée dans lladhésion intime de certains O157 :H7 aux cellules de 1Théte par un clivage de

glycoprotéines cellulaires (Grys et al., 2005).

Drautres génes codant des adhésines sont responsables de 17adhésion diffuse ou intime de certains
STEC pathogenes chez le porc, comme les génes F6, F18, F41 (Kwon et al., 2002) ou les génes
orfA/orfB (open reading frames) (Zhao et al., 2009). Le géne paa (porcine attaching-and effacing]
associated factor) est également impliqué dans lfadhésion de souches STEC isolées chez le porc

(Vidotto et al., 2013).

Comme beaucoup dlautres genes de virulence impliqués dans 1fadhésion des bactéries aux cellules de
1Thote (Annexe 1), ces facteurs sont plus ou moins détectés chez des souches EPEC, STEC et EHEC
isolées de cas cliniques humains ou dfinfections animales (Galli ef al., 2010, Monaghan et al., 2011,
Kobayashi et al., 2013, Bibbal et al., 2014, Tseng et al., 2014a). Tous ces genes ont également été
détectés dans des souches isolées a partir dlaliments ou de Ifénvironnement, témoignant du pouvoir
effectif dfadhésion de certaines souches LEE-négatives isolées de llhabitat secondaire (Cergole-

Novella et al., 2007, Cadona et al., 2013).
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Des génes codant pour des toxines

Outre la production des Shiga-toxines, les STEC peuvent produire des hémolysines ou dlautres toxines
(Galli et al., 2010, Monaghan et al., 2011, Bai et al., 2013). Egalement rencontrés chez certaines
souches EPEC (Aidar-Ugrinovich et al., 2007, Bibbal ef al., 2014, Dutta et al., 2015), ces facteurs de
virulence ont des effets cytotoxiques sur les cellules épithéliales. Ces toxines et ces hémolysines sont
capables de lyser les cellules du systéme immunitaire et peuvent étre responsables dlacidose et

dMypersécrétion de composants cellulaires par les entérocytes (Annexe I).

Les genes cdt (cytolethal distenting toxin) codent des toxines qui interviennent au niveau du cycle
cellulaire eucaryote en bloquant les cellules en phase G2/M (Nougayrede et al., 2005). Ces toxines
sont portées par une faible portion des STEC LEE-négatifs mais ont été détectées dans des souches

impliquées dans des infections humaines (Bielaszewska et al., 2004).

Le geéne ast4 codant I1léntérotoxine thermostable caractéristique des E. coli entéroagrégatifs (EAST1)
est présent chez certains EPEC (Silva ef al., 2014) et chez certains EHEC (Nishikawa et al., 2002).
Méme si son role nlést pas encore clairement défini, cette toxine contribue a 1lapparition de diarrhées

aqucusces.

Les genes ehxA et hlyA codent les hémolysines, Enterohémolysine A et w<hémolysine, qui sont
impliquées dans la lyse cellulaire des lignées lymphocytaires et érythrocytaires en formant des pores
dans la membrane cellulaire (Lorenz et al., 2013). Ces toxines sont détectées chez les souches EPEC et
les STEC isolées de cas cliniques graves, dlanimaux malades et de 1[énvironnement (eaux usées
dlorigine humaine et animale) (Blanco ef al., 2004, Aidar-Ugrinovich et al., 2007, Feng et al., 2011,
Martinez-Castillo et al., 2012, Kobayashi ef al., 2013).

Le geéne subA code la cytotoxine subtilase qui est une toxine homologue a celle produite chez Bacillus
anthracis (Paton et al., 2004). Produite chez les STEC en général cette toxine est responsable de
thrombose et de nécrose en agissant via I[arrét de la synthése protéique des cellules (Barth et al., 2007,

Cergole-Novella ef al., 2007, Galli et al., 2010).

Les génes estla et elt codant respectivement les toxines Sta thermo-stable et LT thermo-sensible, ont
¢té détectés dans des souches STEC responsables de colibacilloses chez le porc (Mohlatlole ef al.,
2013) et de diarrhées chez 1™Homme (Prager ef al., 2011). Les toxines produites agissent sur le
déréglement de 1fabsorption cellulaire et Ihyper-excrétion des ions dans la lumiére du tube digestif,

engendrant ainsi un déréglement osmotique et des diarrhées aqueuses (Nataro et Kaper 1998).

58



Des génes nle « effecteurs non codés par le locus LEE»

Un grand nombre de génes effecteurs ne faisant pas partie du LEE sont appelés genes nle pour non
LEE-encoded effector. Ces génes sont fortement liés a la virulence de souches responsables de ésions
A/E (Gruenheid et al., 2004, Echtenkamp et al., 2008, Hodgson et al., 2015). Ces geénes sont
impliqués dans diverses fonctions, telles que l'inhibition de la phagocytose, des activités anti-
apoptotiques, la perturbation des réponses immunitaires innées, l'augmentation de la perméabilité
cellulaire, le blocage de la division cellulaire et la perturbation des microtubules du cytosquelette,
entre autres (Galli et al., 2010, Martinez-Castillo et al, 2012 ) (Annexe I). Ces geénes sont pour la
plupart codés par des prophages au sein dfilots de pathogénicité tels que OI-122, OI-71, OI-57 ou OI-
36 chez E. coli.

Des génes impliqués dans la persistance

Au sein des autres génes participant a la virulence des souches, on retrouve des génes impliqués dans

la persistance (Annexe I) :

Le géne katP codant une catalase/péroxidase permet aux souches de E. coli de résister au stress
oxydatif. Le géne ureD est associ¢ a 1léxpression de 1Tréase qui est une enzyme qui catalyse la
réaction de transformation de 1'urée en dioxyde de carbone et ammoniac (source d[énergie) (Steyert et
Kaper 2012). En remarque, le role de luréase dans la virulence des souches du genre Proteus et
Klebsiella a récemment été identifié ; elle agirait comme un ¢lément protégeant la bactérie du systéme
immunitaire de 1[héte en bloquant la phagocytose et créant des 1ésions cellulaires (action de lGon

ammonium) (Rutherford 2014).

Le geéne pagC code pour une protéine (pagC-like menbrane protein/phP-activated gene C) homologue
de celle produite par Salmonella enterica impliquée dans la résistance des souches a 1faction des

macrophages (Nishio et al., 2005).

Dans ce groupe de genes impliqués dans la persistance, on trouve également terE qui code pour une
enzyme capable de dégrader les tellurites en tellures permettant ainsi a certains E. coli comme
110157 :H7 de se développer sur des milieux enrichis en tellurites (exemple : le milieu MacConkey

sélectif) (Orth et al., 2007).

Le géne ecfl (E. coli attaching and effacing gene-positive conserved fragment 1) fait partie dun
opéron codant une hydrolase qui améliore la structure de la membrane bactérienne par la biosynthése
de polysaccharide et qui est impliquée dans I'invasion spécifique des STEC LEE-positifs (Yoon et al.,
2005).
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Drautres geénes impliqués dans la résistance ou la persistance de souches appartenant aux autres
pathovars ont été identifiés chez les STEC ; le gene aggR qui code le régulateur de la transcription de
nombreux genes de virulence chez les EAEC (Morin ef al., 2013), le géne pic qui code une sérine
protéase impliquée dans la colonisation chez les EAEC (Harrington ef al., 2009) et les génes irp2 (iron
responsible protein 2) et fyud (ferric yersiniabactin uptake) qui codent des protéines ayant un role

dans l'absorption du fer chez Yersinia (Gophna et al., 2001).

4. Notion de risque moléculaire
La seule détection des genes caractérisant les STEC et EHEC (stx/, stx2 et eae) et les EPEC (eae et
bfpA) ne suffit pas a définir le potentiel de virulence réel des souches du fait de 1fintervention dlautres
facteurs de virulence (EFSA 2013). Le séquengage total du génome du E. coli STEC 0157 :H7
EDL933 a montré la présence dfilots de pathogénicité composés de différents génes de virulence dont
une partie des ilots est décrit dans ITAnnexe I (Figure 14). Les génes présents sur ces ilots se
composent essentiellement de geénes nle, de génes codant des adhésines, des toxines ou des

mécanismes impliqués dans la résistance des souches aux agressions extérieures.

O-Island 122 432 74326 74328 {74329 m

pagC ent/espl2 nleB nleE efa1/lifA
O-Island 36 -—<20986 20989 >— 2099<>
nleC nleH1-1 nleD
O-Island 71 6020 < 26021 |/ 76024 >7§;
nleG nleF nleH1-2 nleA

O-lsland 57 I zz149>1 22150>+ zz151>

nleG2  nleG6-2 nleG5-2

Figure 14 : Génes de virulence de E. coli associés aux O-Islands 122, 36, 71 et 57.

De récentes études se sont intéressées a llassociation entre la présence de certains OI et le pouvoir
pathogeéne des souches (Karmali ef al., 2003, Wickham et al., 2006, Coombes et al., 2008, Imamovic
et al., 2010b). Notamment en 2006, Wickham et al., ont associé la présence de 1MOI-122 a des souches
responsables de SHU et diépidémies. Coombes et al., en 2008 ont mis en évidence que les génes
présents sur les OI-122, OI-57 et OI-71 étaient fortement détectés chez des souches STEC
responsables de SHU et dlépidémies.

Les genes localisés préférentiellement sur les OI-122, OI-43-47, OI-57, OI-71 sont le plus souvent
associés a des cas cliniques graves (Coombes et al., 2008, Bugarel ef al., 2010, Ju et al., 2013, Chui et
al., 2015)
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Le développement de méthodes miniaturisées dédiées a 1lévaluation rapide du pouvoir pathogéne des
souches (puce a ADN) est en pleine expansion. La détection combinée des génes stx, eae et dine série
de genes nle permet donc de produire une sorte de signature de virulence utilisée pour identifier les
souches potentiellement hautement pathogénes pour 1"THomme, pour différencier par exemple les

souches EHEC des STEC et des EPEC (Bugarel ef al., 2010, Delannoy et al., 2013).

E. Réservoirs des EPEC

Le réservoir principal des EPEC est le tube digestif de 1MHomme, plus précisément des enfants
malades ou asymptomatiques, des adultes asymptomatiques incluant les meres et les personnes au
contact dlénfant (Nataro et Kaper 1998). Le portage varie entre 11 et 24 % dans les études recensées

dans le Tableau 9.

Plusieurs études rapportent également la présence des EPEC dans les féces dlanimaux variant entre
8 % et 32 % selon Iféspece animale considérée. Les bovins, les ovins, les caprins, les animaux

domestiques et les animaux sauvages sont des réservoirs potentiels dTEPECa.

Plus précisément, le réservoir principal des EPECt est ITHomme et le réservoir des EPECa est divisé
entre IMHomme et les animaux (Trabulsi et al., 2002). De plus, les EPECa sont plus communément
détectés dans les échantillons humains et animaux que les EPECt, avec 211 souches isolées versus 12

souches parmi les études recensées ci-dessous (Tableau 9).

F. Réservoirs des STEC

Les animaux drélevage (bovins, ovins, porcs, chévres, volaille) et tout particulierement les bovins,
sont les principaux réservoirs des STEC au niveau de leur tube digestif. Ce sont des porteurs sains et la
colonisation de leur tube digestif est asymptomatique et transitoire (Ferens et Hovde 2011). Le portage
varie din environnement a 1fautre et peut varier entre 15 et 70 % selon les cheptels étudiés. De
nombreuses études ont également mis en évidence le portage de STEC chez les ovins, les caprins, les
porcs, les animaux sauvages et les animaux domestiques tels que les chiens et les chats mais
¢galement chez des animaux atypiques tels que les grenouilles ou les poissons par contamination

indirecte (Tableau 10).

LMHomme symptomatique ou asymptomatique peut étre le réservoir de STEC au niveau de son tube

digestif (Blanco et al., 2004). Le taux de portage varie entre 1,4 et 3 %.

Les études mettent en évidence lfsolement de souches appartenant aux EHEC typiques majeurs
identifiés en Europe chez IITHomme et les animaux ; soit les sérogroupes O157, 026, 0103 et O145.
Le portage des EHEC typiques par les animaux domestiques et les animaux sauvages semble faible

comparé¢ au portage par [IHomme.
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Au final, I'Homme et les animaux contribuent a la persistance et a la dissémination des STEC et des
EPEC dans 1fénvironnement par le portage symptomatique ou asymptomatique (Ferens et Hovde
2011).
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Tableau 9 : Sélection dlétudes révélant le taux de portage des EPEC dans différents réservoirs et proportion de souches EPECa et EPECt isolées

Réservoirs (féces) Pays Prévalence % (nombre déchantillon EPECa ou EPECt (nombre de souches Références
positifs/nombre total) isolées)
Homme (symptomatique et Brésil Enfant 11 % (13/119) EPECa® (12) EPECt’ (1) Franzolin et al., 2005
asymptomatique) Inde Adulte/Enfant 17 % (20/115) EPECa (nd) Shetty et al., 2012
Chine Enfant 24 % (130/540) EPEC Wang et al., 2014
Iran Enfant 14 % (191/1355) EPECa/EPECt (nd®) Alikhani et al., 2006
Japon Etudiant 41 cas EPECa (41) Yatsuyanagi et al., 2003
Norvége  Enfant 13 % (59/461) EPECa (58) EPECt (1) Afset et al., 2004
Bovins Inde Veau 10 % (39/391) nd Wani et al., 2003
Espagne  Bétail 8,2 % (34/412) nd de la Fuente ef al., 2002
Ovins Inde Agneaux 27 % (27/101) nd Wani et al., 2003
Espagne  Mouton 15 % (88/590) nd de la Fuente ef al., 2002
Caprins Espagne  Chevre 8 % (18/222) EPECa Cortes et al., 2005
Chévre 15 % (62/423) nd de la Fuente ef al., 2002
Porcs Hongrie  Porcelet 13 % (29/221) EPECa (37) Malik et al., 2006
Volaille Inde Canard (nd) EPECa (2) Farooq et al., 2009
Poule (nd) EPECa (25)
QOiseaux Inde Pigeon (nd) EPECa (6) Farooq et al., 2009
Animaux domestiques Brésil Chien (nd) EPECa (5) Moura et al., 2009
Chat (nd) EPECa (2)
Primates Brésil Singe 32 % (18/56) EPECa (14) EPECt (7) Carvalho ef al., 2003
Singe (nd) EPECa (3) EPECt (3) Moura et al., 2009
Autres animaux Brésil Lapin (nd) EPECa (6) Moura et al., 2009

“E. coli entéropathogéne atypique, " E. coli entéropathogéne typique, “non déterminé.
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Tableau 10 : Sélections d[études révélant le taux de portage des E. coli producteurs de Shiga-toxines (STEC) dans différents réservoirs et le nombre de souches E. coli
entérohémorragiques typiques majeurs (EHEC) isolées.

Réservoir (féces) Pays Prévalence % (nombre déchantillon Pathovar EHEC typiques majeurs isolés  Références
positifs/nombre total) (nombre de souches)
Homme France Enfant 3 % (19/658) STEC 0157 :H7 (1) Pradel et al., 2000
Espagne Adultes 2,5 % (126/5054) STEC 0157 :H7 (24), 026 :H11 (11) Blanco et al., 2004
Pays-Bas Adultes 1,7 % (68/4069) STEC 0157 :H7 (5) van Duynhoven et al., 2008
Canada Adultes 1,4 % (38/2 725) STEC 0157 (2), 026 (1) Couturier et al., 2011
Inde Adultes 1,8 % (11/600) STEC Aucune Kumar et al., 2014
Argentine Adultes 1,4 % (1/70) STEC nd Favier et al., 2014
Bovins France Bétail 70 % (330/471) STEC 0157 :H7 (1) Pradel et al., 2000
Allemagne  Vache laitiere 18 % (131/726) STEC 026 (1) Zschock et al., 2000
Japon Veaux 46 % (40/87) STEC 0157 :H7 (1) Kobayashi et al., 2001
Génisses 66 % (58/88)
Vache 69 % (126/183)
Inde Vache 18 % (12/66) STEC Aucune Khan et al., 2002
Brésil Bétail 49 % (119/243) STEC 0157 (5) Moreira et al., 2003
Vietnam Buffle 27 % (64/237) STEC 0157 (3), 0145 (1), 026 (1) Vu-Khac et Cornick 2008
Bovin 23 % (29/126) Cobeljic et al., 2005
Serbie Bovin 15% (126/823) STEC 026 (1) Monaghan et al., 2011
Irlande Bovin 40 % (480/1 200) STEC 026 (14), 0145 (1)
Caprins Allemagne  Chevre 75 % (70/93) STEC Aucune Zschock et al., 2000
Serbie Chévre 74 % (31/42) STEC 0157 (5) Cobeljic M et al., 2005
Ovins Allemagne  Mouton 32,1 % (9/28) STEC Aucune Zschock et al., 2000
Suisse Mouton 30 % (196/653) STEC Non-O157 (nd) Zweifel et al., 2004
Porcs Etats-Unis 70 % (484/687) STEC Aucune Fratamico et al., 2004
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Volaille

Oiseaux

Animaux sauvages

Animaux domestiques

Autres animaux

Suisse
Serbie
Espagne
Inde
Chine
Serbie
Canada
Italie
Canada
Espagne
Etats-Unis

Argentine

Italie
Afrique

22 % (139/630)

11 % (135/900)
Sanglier 8 % (17/212)
Porc 14,5 % (113/782)
Porc 25,4 % (255/1003)
1 % (4/40)

53 % (52/97)

Pigeon 11 % (71/649)

15 especes dloiseaux 98 STEC isolés
Daim, Cerf, Mouflon, Chevreuil 24 % (58/243)

Lévrier 45 % (52/116)
Chien 8 % (36/450)
Chat 6 % (9/149)
Grenouille 3 % (2/60)
Poisson 5 % (3/64)

STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC
STEC

026:H- (1), O103:H2 (1)
Aucune

O157:H7 (7)

0157 (4), 0103 (2)
Aucune

Aucune

Aucune

Aucune

Aucune O157
Aucune

Aucune O157

Aucune

0157 (nd)
0157 :HNM (2)

Kaufmann et al., 2006
Cobeljic et al., 2005
Sanchez et al., 2010
Rajkhowa et Sarma 2014
Meng et al., 2014
Cobeljic et al., 2005
Parreira et Gyles 2002
Morabito et al., 2001
Chandran and Mazuder 2014
Sanchez et al., 2009
Staats et al., 2003
Bentancor et al., 2007

Dipineto et al., 2010
Tuyet et al., 2006
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G. Mode de transmission

Les STEC et les EPEC se transmettent principalement par voie indirecte alimentaire, par
consommation dfaliments dlorigine animale ou végétale et dléaux de boisson contaminés par un
environnement souillé par les matiéres fécales animales ou humaines (Kern Benaibout 2006). La
seconde voie de transmission est directe par contact interhumain ou par contact avec des ruminants
infectés porteurs et excréteurs. Les eaux récréatives comme les lacs, les riviéres et également les eaux

de mer peuvent étre des vecteurs de contamination (LeJeune 2008) (Tableau 11).

Il existe un lien étroit entre toutes les voies de transmissions possibles des STEC et des EPEC. Les
flux potentiels de souches pathogénes sont caractérisés dans un premier temps par la présence des
STEC et des EPEC au niveau des animaux domestiques et sauvages (Sanchez et al., 2010, Monaghan
et al., 2011, Chandran and Mazumder 2014). La contamination passe par le contact dlanimal a animal,
dlanimal a ITHomme (Lahti ef al., 2002) mais aussi par la contamination des sols (prairies et champs)
et des eaux superficielles a partir des déjections animales ou dleéffluents contaminés (fumiers et lisiers)
épandus pour fertiliser les terres agricoles (Grif et al., 2005, Quilliam et al., 2012, Brown et al., 2012).
Les eaux usées issues des abattoirs ou des stations dfépuration véhiculent et favorisent la
dissémination des bactéries dlorigine fécale dans Ilénvironnement (Franzolin et al., 2005, Martinez-
Castillo et al., 2012). Les aliments (herbes et fourrages) et 1léau dlabreuvement des animaux peuvent
ainsi étre également contaminés (Polifroni et al., 2014). Les végétaux consommés par [ITHomme ou les
animaux peuvent étre contaminés, soit par les fumures, soit par Iléau contaminée utilisée pour
1Girigation (Ma et al, 2014, Naganandhini et al., 2015). Llénsemble des flux potentiels de
contamination de Iénvironnement et de 1THomme par ces bactéries entériques pathogénes sont

présentés dans la Figure 15.
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Tableau 11 : Liste d[épidémies et dlinfections liées aux E. coli producteurs de Shiga-toxines (STEC) et aux E. coli entéropathogeénes (EPEC) et identification de la voie de

transmission
Voie de transmissions Sources Sérotype ou sérogroupe (nombre de cas) Pathovar  Pays Références
Contact indirect
Viandes mal cuites Burger 0123 :HNM (2) STEC France King et al., 2010
Porc 0157 :H7 (29) STEC Canada Trotz-Williams et al., 2012
Saucisse 0157 :H7 (205) STEC Espagne Bosch 2000
Mouton 0148 :HS8 (11) STEC France Espié et al., 2006a
Produits frais Lait 0157 :HNM (14) STEC Etats-Unis  Guh ef al, 2010
Fromage au lait cru 0157 :H7 (29) STEC Canada Gill et Oudit 2015
Fromage de chevre 0157 :H7 (2) STEC France Espié et al., 2006b
Fruits-Légumes-autres Graines germées 0104 :H4 (3816) STEC Allemagne  Frank et al., 2011
Salade verte 0157 :H7 (58) STEC Etats-Unis  Slayton et al, 2013
Cresson 0157 (5) STEC Angleterre  Jenkins ef al., 2015
Germe de fenugrec 0104 :H4 (15) STEC France King et al., 2012
Riz 0157 :H45 (80) EPEC Japon Makino ef al., 1999
Eaux de boisson nd (41) EPEC Japon Yatsuyanagi et al., 2003
0100 :HNM (5 000) STEC Finlande Lienemann et al., 2011
0157 :H7 (174) STEC Japon Akashi et al., 1994
0157 :H7 (2 300) STEC Canada Hrudey et al., 2003
nd (16) EPEC Mexique Estrada-Garcia et al., 2009
Vecteurs alimentaires non nd EPEC Angleterre ~ Wedley et al., 2012
identifiés Ol111 (37) EPEC France Wight et al., 1997
nd (6) EPEC Colombie Rugeles et al., 2010
nd (38) EPEC Norvege Afset et al., 2004
026, O111, [ (40) EPEC Brésil Scaletsky et al., 1999
Contact direct
Homme Enfant (garderie) 026 :H11 (nd) STEC Etats-Unis  Brown ef al., 2012
Adulte/enfant (camp)  O115 :HI9 (103) EPEC Japon Saito et al., 2005
Enfant (Hopital) O111 :HNM (25) EPEC Kenya Senerwa ef al., 1991
Animaux Animaux de zoo 0157 :H7 (1) STEC Pays-Bas Heuvelink et al., 2002
Vache (rodéo) 0157 :H7 (14) STEC Etats-Unis  Lanier et al, 2011
Environnement Animaux de ferme 0157 :H7 (5) STEC Finlande Lahti ef al., 2002
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Eaux de baignade

Herbe (Festival)
Prairie

Station d[épuration
Inondation

Lac

Lac

Riviére

0157 :H7 (7)
0157 :H7 (3)
0142, 025,01 (13)
0126 :H12, [ (32)
0157 :H7 (37)
0157 :HNM (3)
0157 :H7 (7)

STEC
STEC
EPEC
EPEC
STEC
STEC
STEC

Angleterre
Autriche
Brésil
Australie
Etats-Unis
Etats-Unis
Angleterre

Crampin ef al., 1999
Grifet al.,, 2005
Franzolin et al., 2005
Barlow et al., 1999
Bruce et al., 2003
Feldman ef al., 2002
Thekweazu et al., 2006
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Contact indirect

Animaux invertébrés
(moustique, tiques)

Animaux porteurs sains ou
malades
(bovins, ovins, caprins, porcs, animaux

H*J” sauvages)”“( -

Contact direct

Aliments d’origine animale (viande, lait) |

— Contact
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m
m
[
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(poissons, coquillages,
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Epandage

“ Ruissellement
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m
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Figure 15 : Flux potentiels de E. coli producteurs de Shiga-toxines (STEC) et de E. coli entéropathogeénes (EPEC) et voies potentielles de contamination de 1lenvironnement
et de 1(IHomme. En gris : voie regroupant les effluents, en vert : voie végétale, en bleu clair: voie hydrique, en bleu foncé : voie contact directe ou indirecte, en orange : voie
consommation (dlaprés AFSSA 2003)
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III. ESCHERICHIA COLI DANS LIENVIRONNEMENT LITTORAL
A. Définition de llenvironnement littoral

Le littoral peut étre défini par la dénomination « zone entre la mer et le continent ». Il se divise en
plusieurs parties ; (i) 1[arriere pays cotier caractérisé par la présence des activités humaines, urbaines,
agricoles et industrielles, (ii) 1linterface entre le continent et 1focéan avec la présence des activités
humaines maritimes (ports, zones conchylicoles, zones de baignade, zones de péche récréative’ ) et
(iii) la pleine mer juridiquement répartie entre les eaux territoriales et la zone économique maritime
plus au large (Figure 16). La zone coéticre et spécifiquement les estuaires et les baies sont a 1linterface

entre trois types dlénvironnement : les terres, les riviéres et la mer.

! 3N
Zone i Eaux Interface 1 Arriere pays
économique, territoriales Continent-Océan : cotier
it : > > ! < >
maritime : 12 milles - > < >
r 1
200 milles 1

Bassins versants

Falaises

Vasieres ]
Marais

1
Estuajres
1

Zone de marées

plateau

1
1
1

Limite du
1

; 1

continental 1

Figure 16 : Représentation schématique de 1lénvironnement littoral

De ces activités, découle une forte pression sur le milieu qui fragilise ces espaces ou les activités
humaines sont trés variées (baignade, conchyliculture, péche récréativel] ). Clést en amont des zones
cotieres, au niveau des bassins versants, que la qualité de 1fénvironnement est principalement impactée

puisque 80 % des pollutions du littoral sont dlorigine terrestre (Anonyme 2011).

Le littoral est un lieu ou sféxercent de fortes activités urbaines, économiques et touristiques
susceptibles df@pporter des contaminations dlorigine fécale. En France, 20,8 % de la population vit a
moins de 25 km du littoral. Occupant 4 % du territoire total, les communes littorales représentent 12,5
% des surfaces de logements. La pression de construction (surface construite par km? de territoire) est

2,5 fois plus forte dans les communes littorales que la moyenne métropolitaine.
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En été, la population présente peut étre beaucoup plus importante, augmentant ainsi les pressions

exercées sur le littoral (Anonyme 2011).

Enfin au niveau de la zone littorale et des bassins versants en amont, s(éxercent de nombreuses
activités agricoles. Llagriculture (élevages intensifs, patlrage, culture[] ) est ainsi la principale activité

qui occupe 40,2 % des terres des communes littorales (Anonyme 2011).

B. Réglementation sanitaire en zone littorale

Depuis les années 1970, une réglementation européenne pour les eaux et les coquillages a été mise en
place afin dlaméliorer la qualité microbiologique des eaux de baignade et des eaux conchylicoles. Ces
réglementations reposent sur la détection des indicateurs de contamination fécale que sont les E. coli et

les entérocoques.
1. Les indicateurs de contamination fécale : E. coli et les entérocoques

Un bon indicateur de contamination fécale doit : (i) étre présent au niveau du tractus digestif des
animaux a sang chaud, (ii) étre présent quand les pathogeénes sont présents et absent quand
1féchantillon nlést pas contaming, (iii) étre présent en plus grand nombre que les pathogenes, (iv) étre
capable de survivre de la méme maniére que les pathogeénes dans llénvironnement, (v) ne pas étre
capable de se multiplier dans Ilénvironnement, (vi) étre détectable et quantifiable facilement,
rapidement et par des méthodes peu couteuses et enfin (vii) étre non pathogeéne (Ishii et Sadowsky
2008). Les E. coli et les entérocoques sont généralement considérés comme étant de bons indicateurs

de contamination fécale.

Leur présence dans les eaux ou les aliments témoigne d'une contamination fécale et donc d'un risque
de propagation de germes transmissibles par voie oro-fécale tels que les salmonelles, les
Campylobacter spp. ou les norovirus, par exemple. La consommation dléau ou dlaliments contenant

des E. coli en quantité importante peut présenter un danger pour ['Homme.

IIs sont les plus corrélés a l'apparition dlinfections ou d'intoxications au niveau des eaux de baignade

en eau douce ou marine (Crowther et al., 2002).

Si les E. coli sont utilisés comme indicateur de contamination fécale pour classer les zones de
baignade et les zones conchylicoles en Europe, ils présentent toutefois quelques limites : ils persistent
moins longtemps en eau de mer et dans les coquillages que d@utres bactéries pathogénes ou des virus
entériques (Marino et al.,. 2005, Love et al., 2010). Les entérocoques semblent mieux persister en eau

de mer et seraient donc de meilleurs indicateurs que les E. coli en zone littorale (Love et al., 2010).
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2. Classification des zones de baignade

Le controle sanitaire des eaux de baignade est actuellement défini par la directive européenne
2006/7/CE (Anonyme 2006) basée sur la détection des indicateurs de contamination fécale :
entérocoques et E. coli. Cette réglementation définit trois seuils de qualité en fonction de la corrélation
entre les concentrations en E. coli et en entérocoques mesurées dans l[eau ; dléxcellente a suffisante.

Au dela de ces seuils les eaux sont considérées de qualité insuffisante (Tableau 12).

Tableau 12 : Réglementation sanitaire microbiologique des eaux intérieures et des eaux coticres et de transition
selon la directive 2006/7/CE

Paramétres® Excellente qualité  Bonne qualité Qualité suffisante = Méthode de

(NPP/100 ml) référence pour
1lanalyse

E. coli 500/250" 1 000™/500" 900%/500%° 1SO 9308-3 ou ISO
9308-2

Entérocoque 200"%/100"* 400*%/200"* 330°9/185%¢ ISO 7899-1 ou ISO
7899-2

"Pour qulune eau de baignade soit classée dans une catégorie de qualité donnée, il faut que les percentiles des
résultats de dénombrement pour les deux indicateurs microbiologiques soient inférieurs aux valeurs seuils de la
classe de qualité considérée.

"Valeurs seuils & comparer aux percentiles 95 des mesures microbiologiques.

“Valeurs seuils a comparer aux percentiles 90 des mesures microbiologiques

Eaux intérieures

°Eaux cotiéres et de transition

Les Etats membres de 1Union Européenne établissent alors un classement des eaux en fonction de
cette norme. En France, la période de suivi couvre liénsemble de la saison balnéaire du 15 juin au 15
septembre lorsque les sites de baignade sont réguliérement fréquentés, avec une fréquence de
prélévements le plus souvent bimensuelle. La surveillance des zones de baignade est assurée pendant
la saison estivale par les Agences Régionales de la Santé (ARS). Les résultats sont disponibles sur le

site internet du ministére chargé de la santé (http://baignade.santé.gouv.fr).

En 2014, plus de 90 % des sites de baignade en France ont été classés dléxcellente ou de bonne qualité
pour les 3 345 sites de baignade suivis (EEA 2015). Seuls 3,1 % des sites ont été classés de qualité

insuffisante.

Lfinformation concernant la classification des plages doit étre accessible et visible au public par le
biais de tableaux dfaffichage a 1féntrée de chaque plage et sur le site internet du ministére de la santé
(http://baignades.sante.gouv.fr/). En cas de classement en qualité suffisante voir insuffisante, les Etats
adoptent les mesures nécessaires pour la gestion et 1[élimination des contaminations, afin dlaccroitre le

nombre dléaux de baignade de bonne ou excellente qualité. En cas de classement épisodique en qualité
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insuffisante, les Etats sféngagent a prendre les mesures nécessaires de gestion pour la protection et

Ilnformation des baigneurs par la mise en place dfarrétés municipaux diinterdiction de baignade.

La directive 2006/07/CE impose également 17établissement dfun profil de vulnérabilité des eaux de
baignade pour chaque site. Ce profil nécessite une identification et une étude des sources de

contamination fécale et la mise en place d[actions sur ces sources pour améliorer la qualité des eaux.

3. Classification des zones conchylicoles

Les zones conchylicoles sont classées selon le Paquet hygiéne et en particularité le réglement
CE/854/2004 (Anonyme 2004) et l'arrété du 21 mai 1999 relatif au classement de salubrité et a la
surveillance des zones de production et des zones de reparcage des coquillages vivants. L'ensemble
des zones de production de coquillages (zones d[élevage et de péche professionnelle) fait ainsi 17objet
diun classement sanitaire, défini par arrété préfectoral. Celui-ci est établi sur la base dlanalyses des
coquillages présents dans ces zones : analyses microbiologiques en utilisant E. coli comme indicateur
de contamination et le dosage de la contamination en métaux lourds (plomb, cadium et mercure). Le
classement et le suivi des zones de production de coquillages distinguent trois groupes de coquillages

au regard de leur physiologie :

e groupe 1 : les gastéropodes (bulots etc.), les échinodermes (oursins) et les tuniciers (violets) ;

plus généralement des coquillages sauvages de gisements naturels,

e groupe 2 : les bivalves fouisseurs, clést-a-dire les mollusques bivalves filtreurs dont 1[habitat
est constitué par les sédiments (palourdes, coques...) ; plus généralement des coquillages

sauvages de gisements naturels,

e groupe 3 : les bivalves non fouisseurs, clest-a-dire les autres mollusques bivalves filtreurs

(huitres, moules...) ; plus généralement des coquillages d'¢levage.

En France, 1[éstimation de la qualité microbiologique des coquillages des zones de production utilise
les données acquises en surveillance réguliére par le REseau de controle Mlcrobiologique (REMI) de
|Tfremer, sur des périodes de trois années consécutives (années calendaires). Llinterprétation des
données se fait par rapport aux seuils microbiologiques en vigueur établis par le réglement

CE/854/2004 associé a des régles de gestion strictes avant la mise sur le marché (Figure 17)
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{ Classement ]

A
[ Groupe de coquillages ]

|

: echinodermes, |,

gastéropode filtreurs
: bivalves fouisseurs
(coque, palourde...)

N

Seuils microbiologiques ] [ Mesure de gestion avant mise sur le marché ]

-
100 % des résultats
<230 E. coli/100 g CLI
, 8

~
90 % des résultats < 4 600 et Purification ou reparcage
100 % <46 000 E. coli/100 g CLI

1

3 : bivalves non fouisseurs
(huitre, moule)

100 % des résultats
<46 000 77100 g CLI 4[ Reparcage longue durée ]

si les criteres du C ne sont pas Exploitation des
respectés coquillages interdite
\ J

Figure 17 : Exigences réglementaires microbiologiques issues du classement des zones conchylicoles
[Réglement (CE) n° 854/2004 et arrété du 06/11/2013 fixant les conditions sanitaires de transfert et de tracabilité
des coquillages vivants]

SRR L

En France, en 2015, 51 sites relatifs a la production de coquillages appartenant au groupe 1, 182 pour
les coquillages du groupe 2 et 328 pour les coquillages du groupe 3, ont été suivis le plus souvent
mensuellement ; soit un total de 561 sites. Vingt-trois pourcents des zones ont été classés en catégorie
A, 68 % en catégorie B, 6 % en catégoric C et 3 % en catégoriec D (http://www.zones-

conchylicoles.eaufrance.fr).

En France, la mise en évidence dlépisodes de forte contamination par le suivi du REMI, faisant suite a
de fortes pluies ou a la présence de rejets non contrdlés, fait 1lobjet de bulletins dlalertes transmis aux
autorités compétentes locales et nationales. La persistance de la contamination peut faire 1fobjet dune

mesure de gestion par le préfet (fermeture temporaire de la zone ou modification du classement).

Dés lors que les coquillages sont considérés comme des produits alimentaires, ils font 1lobjet dine
réglementation liée a la manipulation, au conditionnement et au traitement en vue de leur
commercialisation. La réglementation qui classe les zones conchylicoles selon leur qualité sanitaire
prévoit les mesures de traitements adéquats pour chaque catégorie de coquillages avant la mise sur le
marché (Figure 17).

Le traitement des coquillages est bas¢ principalement sur leur propriété physiologique liée a leur
capacité a filtrer de grandes quantités dléaux et ainsi a éliminer les contaminants microbiologiques
éventuellement présents dans les coquillages. L[élimination des microorganismes se fait par le
reparcage des coquillages issus du milieu naturel dans des bassins d[éau de mer propre et traitée pour
une durée plus ou moins longue selon la catégorie de la zone pour obtenir une concentration en E. coli

<230 E. coli/100 g CLI (limite de commercialisation).
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C. Contamination et décontamination des coquillages

Les bivalves sont des organismes filtreurs qui par ce mécanisme physiologique complexe, captent et
concentrent les particules de tailles variables entre 5 et 200 um, de type phytoplancton, algues
microscopiques, divers détritus présents dans leur environnement pour se nourrir. Un mouvement
ciliaire assure le tri des particules puis leur transport jusqula la bouche de Ifanimal (Burkhardt et Calci
2000). Les microparticules sont ensuite ingérées, digérées via le tractus digestif et éliminées par les
phénomenes de digestion et/ou de défécation (Figure 18). Une huitre peut filtrer entre deux et six litres
dléau par heure par gramme de poids sec, tandis que les moules peuvent filtrer entre 0,3 a 2 litres

dleéau par heure par gramme de poids sec (Gosling 2015).

m I
charnié bouche [.u..ﬁ.:'.ﬁg...e” 2
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anus —’f manteau “ .
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adduct. rybranchies —

Figure 18 : Schéma de lldanatomie de 1[huitre creuse Crassostrea gigas (gauche) et de la moule Mytilus edulis
(droite)

Parmi les particules filtrées par les coquillages, les bactéries ou les virus potentiellement pathogenes
pour ItHomme peuvent étre présents car fixés aux ¢léments nutritifs. Leur présence dans les
coquillages peut conduire a If@pparition de TIAC (maladie a déclaration obligatoire) lors de leur
consommation (Iwamoto et al., 2010, Iritani et al., 2014, Loury et al., 2015). En France, en 2013, 102
foyers de TIAC sur 1 086 recensés étaient liés a la consommation de coquillages, dont 48 liés a la

présence de virus entériques (InVS 2013).

Ces microorganismes de la méme facon que les éléments nutritifs, peuvent étre éliminés par le
phénomene de digestion et de défécation de Iforganisme filtreur. Le comportement des bactéries
entériques pathogenes dans le coquillage est encore mal connu. Cependant, des études en microcosmes
ont montré que les bactéries, telles que les salmonelles se concentraient préférentiellement au niveau
des tissus digestifs du coquillage puis se retrouvaient dans les cellules des tissus conjonctifs profonds
(Morrison et al., 2011).
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Pour les virus entériques, certaines souches de norovirus (souches du génogroupe I) se lient aux tissus
duitres creuses (Crassostrea gigas) via des ligands carbohydrates, proches des ligands caractérisés

chez IlTHomme (Drouaz et al., 2015).

Dans le coquillage, les bactéries entériques ne sont que de « passage » contrairement aux norovirus
(Guyader et al., 2013). Ce phénomeéne est utilisé pour dépurer les coquillages contaminés par des

bactéries.

Les coquillages sont capables de concentrer les microorganismes, ce phénomene est appelé la
bioaccumulation. Le facteur de bioaccumulation, traduit le niveau de concentration des
microorganismes dans le coquillage par rapport a la concentration dans le milieu. Ce facteur est
extrémement variable diin bivalve a lfautre et dépend des facteurs biologiques propres a chaque
organisme (état physiologique, taille, espece) et des facteurs environnementaux (température, salinité)
(Jozic et al., 2012, Derolez et al., 2013). Le facteur de bioaccumulation de 1hndicateur E. coli peut
varier entre 0,9 et 9,8 chez les moules et entre 0,9 et 10,3 chez les huitres en microcosme et entre 0,1
et 406 chez les huitres dans Ilénvironnement (Tableau 13).

Tableau 13 : Facteur de bioaccumulation de 1indicateur de contamination fécale E. coli dans les huitres et les
moules. nd : non déterminé.

Espéce Facteur de Température Référence
bioaccumulation

Microcosme Moule (M. galloprovincialis)  1,1-1,3 14-21°C Marino et al., 2005
Huitre (C. virginica) 3,8 14-30°C Burkhardt et Calci 2000
Moule (M. edule) 0,9-7,7 nd Campos et al., 2013
Huitre (C. gigas) 0,9-10,3 nd Campos et al., 2013

In situ Huitre (nd) 2-146 12,6-30,4°C Shieh et al., 2003
Huitre (C. gigas) 0,1-406 5,7-15°C Derolez et al., 2013

Plusieurs études se sont focalisées sur le comportement des E. coli face au phénoméene de
bioaccumulation dans les coquillages (Marino et al., 2005, Younger et Reese 2013). La cinétique de
contamination par E. coli des bivalves filtreurs se traduit par une relation hyperbolique ; le temps de
bioaccumulation nécessaire pour obtenir une contamination maximale dans les coquillages est trés
rapide de 1fordre dine heure. Ensuite, on observe un équilibre cinétique entre la concentration des

bactéries dans le coquillage et dans 1[éau de mer.

La vitesse de contamination est trés dépendante des conditions environnementales comme la
température de lféau ou la concentration initiale en bactéries Cette vitesse diminue lorsque la

température de 1léau diminue (Jozic ef al., 2012).
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Comme pour la phase de contamination, la phase de dépuration des coquillages par E. coli est trés
rapide de 1lordre parfois de deux a six heures pour passer au-dessous du seuil dacceptabilité de la
réglementation qui est de <230 UFC/100 g (ou 2,4 log;o UFC/100 g) de CLI (Marino et al., 2005). Les
paramétres physico-chimiques comme la température de 1[éau et la salinité jouent un réle important
dans llefficacité de la dépuration des coquillages. De meilleurs rendements de purification sont
observés a la température de 25°C comparé a 18 ou 12°C (Love ef al., 2010). Lléspéce du bivalve est
¢galement un paramétre a prendre en compte dans 1léfficacité de la dépuration puisque les paramétres
physiologiques ou le potentiel de filtration différent dfune espéce a lfautre; par exemple, & une
concentration en E. coli de 3 log;o UFC/ 100 g de CLI, a 25°C, salinité¢ 28 [0, pH 8, 1,1 jour est
nécessaire pour que la concentration en E. coli passe en dessous du seuil critique de commercialisation
(< 230 UFC/100 g CLI) chez lfuitre, alors que 2,8 jours sont nécessaires pour des palourdes. Ces
valeurs augmentent quand la concentration en E. coli augmente pour les deux especes (Love et al.,
2010).

Sur la base de ces observations, la dépuration des coquillages selon la réglementation CE/854/2004 est
un phénomene contrdlé et normé avec 1Mutilisation de bassins de dépuration (Figure 19). La dépuration
sleffectue suite au passage des coquillages contaminés dans une eau propre et traitée afin d’éliminer
les résidus de pathogeénes rejetés dans lléau par les coquillages. Cette eau peut étre traitée de
différentes maniéres par irradiation aux UV, ozonisation, ou récemment par €lectrolyse de 1léau de
mer, basée sur le cycle perpétuel de transformation du sel en chlore et inversement, qui agit comme un

puissant oxydant-désinfectant naturel (Kasai et al 2011, Oliveira et al., 2011).

Figure 19 : Photo de bassin de dépuration d(huitres

D. Sources et apports de E. coli dans l/énvironnement littoral

La contamination de Ilénvironnement littoral par E. coli résulte de la présence de trois principales
sources de contamination fécale, provenant essentiellement des bassins versants en amont : i) les

sources dlorigine urbaine caractérisées principalement par les eaux usées et les rejets domestiques, ii)
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les sources dlorigine agricole caractérisées par les déjections des animaux tels que les bovins et les
ovins en paturage et les effluents dlanimaux dfélevage (lisiers et fumiers) et iii) les sources
environnementales caractérisées par la présence dloiseaux et dlanimaux sauvages (Campos et al.,

2013).
1. Sources dlorigine urbaine

Les sources dlorigine urbaine sont essentiellement représentées par les effluents des stations

d@épuration (STEP), traitées ou non et les eaux usées issues des habitats dispersés.

LMHomme excreéte par jour, via ses féces, dimportantes concentrations en E. coli comprises entre 5 et
8,6 log;o UFC/g de feces (Tableau 14). E. coli se retrouve ensuite dans les fosses septiques et dans les

réseaux dlassainissement puis au niveau des stations d[épuration.

Les stations d[épuration qui collectent et traitent les eaux usées permettent principalement
Ilélimination des composés carbonés, 1fazote et le phosphore et plus ou moins efficacement,
Ilélimination des microorganismes entériques. Toutefois, les rejets de ces stations constituent encore
une source importante de contamination des eaux environnementales. La France comptait en 2010,

18 637 stations de traitement des eaux usées sur I'ensemble du territoire (métropole et DOM) traitant
une charge de pollution de 75 million Equivalent Habitant (estimation de la quantité de pollution

€mise par personne et par jour).

Ces stations de traitement permettent de diminuer les concentrations en microorganismes (de 1,6 a 3
logip de E. coli) par différentes filiaires de traitement : boues activées, boues activées associées a des
membranes filtrantes, lagunage naturel, traitements tertiaires utilisant les rayonnements UV, la
température, la chloration ou 1fozone [0 (Pfannes ef al., 2015, Lueddeke et al., 2015, Tondera et al.,
2015).

La performance des usines de traitement et leur capacité de stockage ainsi que Il[éntretien des
infrastructures de transport des eaux usées du domicile a la station dlépuration tels que le
fonctionnement des postes de relévement ou 1état des conduites sont des points critiques qui

influencent les rejets de E. coli dans Ilénvironnement (Campos et al., 2013).

Les boues de STEP épandues dans les champs peuvent aussi constituer un risque de contamination de

Ilénvironnement par les bactéries entériques.
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Tableau 14 : Concentrations en E. coli présentes au niveau des féces humaines et de différentes sources urbaines

Sources urbaines Concentrations en E. coli Références

Féces humaines 7,4 - 8,4 logo UFC/ g Smati ef al., 2015

Eaux usées brutes  7- 7,4 logo cellules/100 mL Weéry et al., 2008

Eaux usées traitées 2,9-3,7 log;o UFC/100 mL Gourmelon ef al., 2010
4,8-5,8 log)g E. coli/100 mL Lueddeke et al., 2015

Eaux de fosses 4,3-5,3 log;o NPP/100 mL Appling et al., 2013

septiques

Les habitations trop dispersées pour étre raccordées au réseau dlassainissement collectif (traitement
des eaux usées au niveau des STEP) doivent disposer dun systéme dlassainissement autonome qui
permet Ifnfiltration des eaux usées dans le sol aprés une épuration partielle grice a 1faction de
microorganismes au niveau des fosses septiques. Si la conformité de 1linstallation n’ést pas respectée
ou sfil n[y a pas un bon fonctionnement, ce type dlinstallation peut étre une source de pollution. De
plus, la multiplication de E. coli dans les fosses septiques a été démontrée dans une étude ou la
concentration initiale mesurée était de 4,3 log;y NPP/100 mL et passait a >5,38 log;o NPP/100 mL

(seuil supérieur de détection de la méthode) en deux semaines (Appling ef al., 2013).

Dans les zones fortement industrialisées, les rejets industriels portuaires peuvent également alimenter
la source de contamination urbaine en E. coli entre 0,7 et 4 log;o UFC/ 100 mL dleau (Servais ef al.,

2007).

Les risques de contamination de 1[énvironnement sont souvent augmentés par temps de pluie. Les
eaux usées urbaines non traitées dans les STEP, du au débordement des égouts et a 1léngorgement des
STEP, sont une source potentielle de contamination. Le ruissellement de ces eaux dans
Ifénvironnement peut étre un apport supplémentaire en E. coli a hauteur de 4,5 a 5,5 log;o UFC/100

mL (Parker et al., 2010).
2. Sources dlorigine agricole

Les sources dlorigine agricole sont caractérisées par la présence diélevages plus ou moins intensifs
dfanimaux tels que les bovins, les porcs, les ovins et la volaille et 1féxploitation des terres pour les
cultures. Les animaux d[élevage générent une quantité importante de féces avec des concentrations en
E. coli variant entre 3,1 et 9,5 log;o UFC/ g féces selon lléspéce animale considérée (Tableau 15). Ces

féces peuvent étre retrouvées dans les patlirages avec les élevages en plein air.
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Tableau 15 : Concentrations en E. coli dans les féces dlanimaux d[élevage (d/apres Cox et al., 2005, Smati et
al, 2015)

Concentrations en E.

coli (log,y UFC/ g féces)

Sources animales

Bovins 3,189
Ovins 5LC8,3

Porcs 5,8 8,6
Volaille 6,287
Chévres 47109,5

Dans les fermes, les féces des animaux tels que les porcs et les bovins sont souvent mélangées aux
eaux de lavage pour former les lisiers ou a la litiere des animaux pour former le fumier. Ces effluents
sont ensuite €liminés : 1) par traitement au niveau des exploitations avec des étapes de traitements par
boues activées, par centrifugation, par compostage ou par lagunage selon les exploitations, ii) par

exportation dans dfautres régions ou iii) par épandage sur les terres agricoles.

Au niveau des zones agricoles, les habitats dispersés et les exploitations agricoles sont aussi des

sources de contamination potentielles de 1[énvironnement.

Les effluents porcins, bovins et de volaille non traités peuvent contenir de fortes concentrations en F.
coli comprises entre 2,3 et 8,3 log)o E. coli/g de lisier de porcs, entre 4,2 et 9,4 logo E. coli/g de
fumier de bovins et entre 0,1 et 4,3 logy E. coli/g de litiere de volaille (Tableau 16). Ces effluents
traités ou non sont utilisés pour fertiliser les sols cultivables et des concentrations en E. coli entre 3 et

4,5 log;o UFC/g lisier épandu peuvent alors étre mesurées sur le sol cultivé (Jensen et al., 2013).

Tableau 16 : Concentration en E. coli dans les effluents de porcs, de bovins et de volaille

Sources

Concentration en E. coli

Références

Lisiers porcins non traités

Lisiers porcins traités

Fumiers bovins non traités

Fumiers bovins traités

Litiéres de volaille non traitées

Litiéres de volaille traitées

2,3-6,6 log cellules/ g
4,5 £3,8 logyoE. colil g
1,6-3 logo cellules/ g
4,3 +0,4 log;o MPN/ g
4,2-4,5logo E. colil g
4,7 +4,7 logyo E. colil g
2,1 log o E. colil g
0,8-2,8 logo E. colil g
2,2 42,1 logyoE. colil g
1,4-2 logy UFC/ g

Marti et al., 2010
Jaffrezic et al,, 2011
Marti et al., 2010
Mieszkin et al., 2009
Johannessen ef al., 2004
Jaffrezic et al,, 2011
Klein et al., 2011
Johannessen ef al., 2004
Cook et al., 2014
Shepherd et al., 2010
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Les risques de contamination de 1fénvironnement par les sources agricoles sont augmentés par temps
de pluie en raison des ruissellements au niveau des si¢ges des exploitations et dans les champs sur

lesquels les effluents sont épandus (Blaustein ef al., 2016) (Figure 20).

Pluviométrie : : : : ¢ & &= = & & =
vV V V V VVVVVVY
Fumier 2 3
Ruissellement
Sol

Figure 20 : Influence du niveau de pluviométrie sur la pénétration et le ruissellement de fumier épandu sur le sol
(d[aprés Blaustein et al., 2016)

3. Sources environnementales : les animaux sauvages

Les animaux sauvages présents dans les foréts et les terres non cultivées (sangliers, cerfs, lapins,
oiseaux,[] ) participent a la contamination en E. coli de 1lénvironnement (Goto et Yan 2011). Les
animaux en contact avec les points dféaux et les rivicres, participent a la contamination de
1lénvironnement a hauteur de 7,1 log;o UFC/g de féces pour les sangliers ou de 6,1 log;o UFC/g feces
pour les cerfs (Smati et al., 2015).

Les oiseaux sauvages comme les goélands, les mouettes ou les canards présents sur le littoral sont
¢galement des sources de contamination potentielle en E. coli entre 5 et 9 log;y UFC/g de feces

(Aratjo et al., 2014, Withman et al., 2014)
E. E. coli de la source a llénvironnement littoral

Les E. coli dans 1lénvironnement suivent une « chaine de contamination » de leur émission jusqula
leur arrivée dans 1[éau (Figure 21). A chaque étape, les E. coli sont soumis a des facteurs biotiques et
abiotiques influengant leur devenir dans les différents compartiments. Les facteurs intrinséques
propres & chaque bactérie sont également des facteurs importants dans la survie et la persistance des

souches dans 1fénvironnement (Campos et al., 2013).
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Figure 21 : Chaine de contamination des E. coli de la source au coquillage. Identification des facteurs abiotiques
(jaune) et biotiques (vert) présents au niveau de chaque compartiment agissant sur la survie des E. coli. STEP :
station d/épuration

Les déjections humaines et animales

A la source, dans les féces humaines et animales, les E. coli sont présents a des concentrations
variables entre 3,1 et 9,5 logjo E. coli/100 g. Dans ce compartiment, la fraction de E. coli pathogénes
type STEC peut étre entre 1,4 et 3 % dans les féces humaines et entre 15 et 75 % dans les feces des
animaux. Certains STEC sont capables de persister de deux mois a 38 mois dans les féces de bovins
(Frémaux et al., 2010, Joris et al., 2013, Widgren et al., 2015) et jusqufa 11 mois dans les féces de
moutons (Amezquita-Lopez et al., 2012). Les EPEC sont capables de survivre jusqula 24 mois dans
les féces humaines (Shetty et al.,, 2012). Le facteur le plus influent pour la survie des E. coli dans ce
compartiment est la disponibilité en eau (ay) généralement liée aux variations de température. Plus la
température est basse, plus I, est élevée : au dessus de 22°C, 1@, des féces de bovins en fin de
stockage est inférieure a 0,5, alors qulélle reste voisine de 0,99 pour un stockage a +5°C (Wang et al.,
1996). Les paramétres biotiques, telles que la prédation et la compétition avec la flore totale fécale
sont des ¢éléments qui interviennent également sur la survie des E. coli dans les féces concernant la

disponibilité en nutriments.

Les effluents urbains et agricoles

Parmi les E. coli retrouvés dans les eaux usées urbaines, les STEC peuvent étre présents dans 10 a 53
% des échantillons de STEP (Vernozy-Rozand et al., 2002). Au niveau des stations dépuration, les
traitements appliqués pour €liminer les microorganismes impactent la survie des E. coli. Par exemple,
le traitement par filtration ou le traitement thermique permet de réduire la population entre 1,4 et 2,3
log;o au niveau des eaux usées (Marin ef al., 2015). Les EPEC peuvent étre détectés jusqula 13 mois
au niveau des eaux usées de STEP et dans les sols présents a proximités des stations (Yang et al.,
2014).

Les lisiers et les fumiers peuvent contenir des E. coli a des concentrations de 4,2 a 4,5 log;o UFC/ 100

g feces. La prévalence de STEC dans les effluents agricoles peut étre detectée dans 9 % des lisiers de
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porcs analysés et dans 11 % des fumiers de bovins a été reportées dans 1létude de Vernozy-Rozand et
al.,(2002). Selon le type de sols amendés par des fumiers et des lisiers en parcelles expérimentales, les
E. coli peuvent étre retrouvés entre 110 jours et plus dlin an, selon la disponibilité en eau et en
nutriments sur les sols (Brennan et al, 2010, Moynihan et al., 2015). Les STEC sont capables de
résister dans ce compartiment a la dessiccation et a 1léxposition solaire et de persister dans les sols

amendés par des lisiers jusqula quatre mois (Frémaux et al., 2007).

Lors de fortes pluie les E. coli peuvent se retrouver dans les eaux de ruissellement et les rivieres.

Les riviéres et les eaux de ruissellement

Concernant les eaux de rivieres, il a été reporté que dans des riviéres impactées par des apports
urbains, les concentrations en E. coli peuvent varier entre 1,7 et 2,6 log;o UFC/ 100 mL et pour celles
impactées par des apports agricoles les concentrations peuvent varier entre 1,8 et 2,2 log;o UFC / 100
mL (Walters et al., 2011). Des E. coli ont été détectés au niveau de la colonne déau douce entre 2 et
16 mois (Ouattara et al., 2011, Widmer et al., 2013). Létude de Watterworth et al., (2006) a mis en
¢vidence que les STEC présents dans lléau douce sont capables de survivre entre 38 et 56 jours a

10°C.

Lleau de mer et le sédiment

Lrétude de Walters et al., (2011) a mis en évidence que les concentrations en E. coli peuvent varier
entre 1,7 et 2,3 log;o UFC /100 mL dans 17éau de mer. Les E. coli dans ce compartiment sont soumis a
un facteur abiotique supplémentaire limitant la survie des bactéries : la salinité. En microcosmes dléau
de mer et d[éau douce, les E. coli sont détectables pendant au moins 60 jours dans 1[éau douce alors
que dans 1léau de mer les E .coli ne sont plus détectables a partir du 20°™ jour dlexpérimentation
(Solecki et al., 2011). Un taux de décroissance des E. coli dans 1léau de mer de -4,2 log;o UFC /100
mL et dans 1éau douce de -0,4 log,o UFC /100 mL a été reporté par Anderson et al., (2005).
Lreénsoleillement est également un facteur treés présent au niveau I[éau de mer, ou les T90 (temps
nécessaire pour que 90 % des bactéries ne soient plus cultivables) peuvent descendre jusquia 2,2
heures (Salomon et Pommepuy 1990). Whitman et Nevers (2003) ont montré que dans le sédiment, les
E. coli peuvent étre présents entre 2 et 4 log;o UFC /100 g. La dessiccation et 1foligotrophie semblent
étre les deux facteurs les plus influents au niveau du sédiment. Whitman et al., (2014) ont mis en
¢vidence que les E. coli étaient capables de persister jusqula 35 jours en microcosme a 19°C et jusqua

45 jours in situ.

Peu drétudes existent sur la persistance des E. coli pathogenes type STEC dans le milieu marin a
proprement parlé. Néanmoins in vitro, une étude a montré quiun E. coli de sérotype O157 :H7 était

capable de survivre dans le sédiment marin et dlétre relargé dans la colonne jusqufd cinq jours
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(Williams et al., 2007). Cet agent pathogeéne est également capable de survivre pendant au moins 15
jours dans l'eau de mer (Miyagi et al., 2001). Cependant, son activité métabolique diminue avec
1faugmentation de la concentration en sel dans le milieu (Williams ez al., 2007). En microcosme dléau
de mer, Ifapport dlélements nutritifs favorables, peut ré-activer le pouvoir pathogéne du sérotype

0157 :H7 (Williams et al., 2012).

Certaines souches de E. coli pathogénes ont ¢té détectées ou isolées dans Ifénvironnement
marin comme un E. coli O157 dans des eaux de ballasts de bateaux en Inde (concentration > 2,5 E.

coli log;o/ mL) (Ramaiah et al., 2005).

Les coquillages

Dans des coquillages du littoral francais, des concentrations en E. coli ont été reportées entre 2 et 3,4
log1o NPP/100 g de CLI (Gourmelon et al., 2006, Mieszkin et al., 2013). A notre connaisance, aucune
¢tude nlexiste sur la persistance des souches de E. coli pathogeénes de type STEC et EPEC dans les
coquillages in situ. En microcosme, 17étude de la cinétique de décontamination de coquillage met en
¢vidence qulén moyenne les souches de E. coli ne persistent pas plus de quelques jours. Néanmoins,
deux souches de sérotype O157 :H7 (STEC=1, EPEC=1) et cinq souches non-O157 (STEC) ont été
isolées dans des coquillages sur le littoral francais (Guyon ef al., 2000, Gourmelon et al., 2006). De
plus, les geénes stx ont été détectés dans plusieurs lots de coquillages issus du littoral marocain mais

aucune souche nfa pu étre isolée (Bennani ef al., 2011).

En dehors de 1lénvironnement littoral, les STEC ont également été détectés dans des coquillages ou
des produits de la mer ; deux lots de coques destinés a la commercialisation, positifs a O157
(Samadpour et al., 1994). Des souches O157 stx+ ont été isolées a partir de lots dhuitres et de
crevettes commercialisés (Rampersad et al., 1999, Sanath-Kumar et al, 2001, Surendraraj et al.,
2010). Des souches non-O157 stx+ ont été détectées et isolées (n=5) a partir de produits de la mer

(palourdes, crevettes, poissons) commercialisés (Kumar et al., 2004, Manna et al., 2008).
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AXES DE RECHERCHE

Les principaux axes de recherche du travail de thése étaient : i) de rechercher la présence de E. coli
pathogenes tels que les STEC et EPEC au niveau de zones conchylicoles, ii) de caractériser les
souches STEC et EPEC éventuellement présentes et dléstimer si possible leur virulence et iii)
dévaluer le comportement de souches STEC dans les coquillages par rapport a 1lindicateur E. coli,

vis-a-vis de la cinétique de contamination et de décontamination des coquillages.
Ces principaux axes de recherche ont conduit a la réalisation de trois étapes majeures :

- Le prélévement et 1fanalyse dléchantillons de coquillages, de sédiments et d[éaux sur trois

sites d[études sélectionnés auxquels jlai participé pour un des trois sites.

- La caractérisation de la totalité des souches isolées sur les trois sites dlétude : sérotypage,
groupage phylogénétique (classification en phylogroupe, MLST, PFGE), capacit¢ a former des
biofilms, profil dlantibio-résistance, recherche de génes de virulence, effectuée grace a plusieurs

collaborations nationales et internationales.

- Llévaluation de la cinétique de contamination et de décontamination de coquillages par des

souches STEC isolées au cours de cette étude en microcosmes.

Les travaux réalisés et les résultats acquis au cours de cette thése sont présentés principalement, sous
la forme de publications (trois dont une en préparation) et sous forme manuscrite pour le chapitre

concernant I[étude de la cinétique de contamination/décontamination de coquillages.
Le chapitre 1 présente les sites dlétude et le contexte de 1[étude.

Le chapitre 2 comprend le premier article qui décrit 1fapplication de la norme ISO-TS-13136/2012,
utilisée pour la détection et 1fGsolement des STEC hautement pathogénes, sur trois matrices de

Ilénvironnement littoral : coquillage, sédiment et eaux de riviéres.

Le chapitre 3 est constitué par le second article ciblé sur la description des souches isolées a 1[aide de
trois méthodes de détection et dfisolement complémentaires. Il discute également de 1himpact de la
pluviométrie, de la distribution géographique, temporelle et matricielle des souches STEC et EPEC
dans les sites dlétude. Cet article aborde également la caractérisation des souches (classification
phylogénétique, profil de virulence, profil d@ntibio-résistance) et la capacité a former des biofilms

pour certaines souches.

Le chapitre 4 est représenté par le manuscrit en cours de finalisation qui aborde le potentiel de
virulence des souches STEC et EPEC isolées dans Ilénvironnement littoral au regard de leur profil

moléculaire de virulence.
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Enfin, le chapitre 5 présente les résultats obtenus concernant 1[étude de la cinétique de contamination

et de décontamination dlhuitres au contact de souches STEC en microcosmes dleau de mer.

Pour finir, la derniére partie de ce manuscrit présente une discussion des résultats obtenus au cours de

cette thése ainsi que les perspectives de recherche dégagées a 1lissu de ce travail.
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Chapitre 1 : CONTEXTE ET DESCRIPTION DES SITES D ETUDES

Dans la cadre du projet Riskmanche dans lequel slinseére ce travail de thése, les partenaires francais
(Ifremer de Brest, Université de Caen et CNRS Géosciences de Rennes) ont sélectionné trois sites
conchylicoles sur la cote Nord-Ouest de la France : un en Région Bretagne et deux en Région Basse-

Normandie.
A. Site sélectionné en Région Bretagne

Le site détude sélectionné en région Bretagne se situe au niveau du département des Cotes d[Armor
(Nord-Est de la Région Bretagne) : la baie de la Fresnaye (site 1). La baie est enfermée entre St Cast le
Guildo a 1TEst et le Fort la Latte a 1[Quest.

Le bassin versant de la baie de la Fresnaye couvre 121 km’ et regroupe une population dlénviron

12 756 habitants permanents et 34 686 habitants en période estivale.

On y trouve sept stations dlépuration, de nombreux assainissement autonomes et plus de 180
exploitations agricoles (élevages intensifs de bovins, de porcs et de volaille). Le bassin versant est
représenté par 8 850 ha de surface agricole exploitée, avec 80 % de cette superficie soumis a

1lépandage dleffluents agricoles.

La baie est caractérisée par la présence de quatre principaux sous-bassins versants comportant les
quatre principales riviéres : le Frémur (25 km de long, 65,5 krnz), le Rat (16 km de long, 15,8 kmz), le
Clos (8,7 km de long, 13,8 km?) et le Kermiton (2,7 km de long, 5,3 km?). Les productions porcines,
bovines et de volaille ainsi que la population humaine estimées sur les quatre sous-bassins versants

sont présentées sur la Figure 22.
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Figure 22 : Carte présentant le bassin versant de la baie de la Fresnaye (site 1), situé¢ en région Bretagne et la
localisation des points de prélévements sélectionnés pour 1[étude. Le nombre de porcs, de bovins, de volailles et
dlhabitants présents estimés au niveau des quatre sous-bassins versants principaux et du point de prélévement en

mer sont indiqués (source J. Cheve, Ifremer, Dinard).

La baie de la Fresnaye est un lieu de production dhuitres sur table et de moules sur bouchot. Ce site
regroupe a lui seul 21 professionnels exploitants. Cette zone conchylicole est classée depuis 2004 en
zone B pour la production des huitres et des moules (mollusques filtreurs du groupe 3), ce qui

implique une purification des coquillages avant leur commercialisation (Anonyme 2004).

On trouve dans la baie des gisements sauvages de coques classés en catégorie C (péche récréative

interdite).

Prélévements sur le site 1

Dans le cadre du projet RiskManche, quatre points de prélevement dléau de riviere a 1féxutoire des
quatre sous-bassins (Le Frémur, Le Rat, Le Clos et Kermiton), un point sédiment superficiel, un point
eau de mer et cinq points de prélévement coquillages [2 huitres (huitre 1 et huitre 2), 2 moules (moule

1 et moule 2) et 1 coque (coque)] ont éte sélectionnés (Figure 22).

Les préléevements ont été réalisés mensuellement de Février 2013 a Janvier 2015, un jour ou le

coefficient de marée était supérieur a 80.
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B. Sites sélectionnés en Région Basse-Normandie

Les deux sites dlétude sélectionnés en région Basse-Normandie sont situés dans le département de la
Manche a Ilintérieur de la baie de la Sienne : Le Havre de Regnéville (site 2) et le Havre de la Vanlée

(site 3).

C'est une zone qui connait, également, en été un afflux important de touristes attirés par les plaisirs de

la baignade et de la péche a pied.

Le bassin versant du Havre de Regnéville est un estuaire formé par 'embouchure de la Soulles et de la
Sienne. Du confluent, au pont de la Roque, a la pointe d'Agon, qui le sépare de la mer, le Havre s'étend
sur 1 800 ha, avec une profondeur de plus de cinq kilométres, ce qui en fait le plus grand bassin

versant du Cotentin. Ce bassin regroupe une population de 40 000 habitants.

On y trouve 20 stations dépuration dans la zone dfinfluence microbiologique rapprochée [zone de
vigilance, incluant la zone immédiate dans laquelle les germes bactériologiques (issus de rejets de
pollution directs, dispersés ou diffus) transportés par les cours dléau restent sensiblement actifs pour
impacter les masses dléaux coétiéres]. De nombreux assainissement autonomes et plus de 1 330
exploitations agricoles [¢élevages intensifs de bovins (64 000 individus) et moutons de prés salés
(2 700 individus)] représentant 29 800 ha de surface agricole exploitée, sont présents dans ce Havre.
La baie est caractérisée par la présence des deux principales riviéres : la Soules [30,6 km de long, 125

Km’ (point B)] et la Sienne [92,6 Km de long, 794 Km2) (point A)] (Figure 23).

Le Havre de la Vanlée est situé entre Granville et la pointe d'Agon. Le Havre s'étend sur 4 km de
longueur et 2 km de largeur, il regoit les eaux de ruissellement dfin bassin versant de 5 398 ha,

regroupant une population dlénviron 7 000 habitants.

I1 est essenticllement composé de prés salés ou 1[élevage de mouton y est la principale activité. On y
trouve 4 stations dl@puration et 213 exploitations agricoles dispersées sur une surface agricole de
3 066 ha [¢levages intensifs dlovins (1 400 individus), de bovins (4 200 individus) et de porcs (660
individus)]. Deux riviéres principales se jettent dans ce havre : Les Hardes [6 km de long (I)] et la

Vanlée [8,3 km de long (H)].
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Figure 23 : Carte présentant les deux sites sélectionnés en Région Basse-Normandie : le Havre de Regnéville
(site 2) et le Havre de la Vanlée (site 3), avec llidentification des points de prélevements sélectionnés pour
1létude. Nombre dlhabitants (hab.) présents dans les villes alentours.

Dmin point de vue exploitation du littoral, la production annuelle conchylicole observée au niveau du
Havre de Regnéville et de la Vanlée en 2014 était de 12 000 tonnes dhuitre sur table et de 16 000
tonnes de moules sur bouchot. Cette zone de production conchylicole est classée en zone B pour la
production des huitres et des moules et on y trouve des gissements sauvages de coques classés en zone

C.

Prélévements sur les sites 2 et 3

Dans le cadre du projet Riskmanche, sur le site du Havre de Regnéville (site 2), trois points de
prélevement dieau douce (A, B et C), un point sédiment (D) et trois points de prélévement de
coquillages [1 huitres (F), 1 moules (G) et 1 coques (E)] ont éte sélectionnés. Sur le site du Havre de la
Vanlée (site 3), deux points eaux douces (I et H), un point sédiment (K) et deux points coquillages [1

huitres (L) et 1 moules (M)] ont été sélectionnés (Figure 23).

Les prélévements ont également été réalisés mensuellement de Février 2013 a Janvier 2015 avec un

coefficient de marée supérieur a 80.
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C. Les paramétres suivis au cours de létude globale

En plus des STEC et EPEC qui constituent le sujet de cette thése, df@autres microorganismes
potentiellement pathogénes pour I[ITHomme : des bactéries entériques (Campylobacter, Salmonella, E.
coli et entérocoques), des bactéries marines Vibrio spp. et des virus entériques (norovirus) ont été
¢galement recherchés dans les prélévements de coquillages, de sédiments et/ou diéaux. Couplés a ces
recherches de pathogénes, plusieurs paramétres ont été évalués : i) les niveaux de contamination
(mesure des concentrations en E. coli et entérocoques) dans les coquillages et les rivicres, ii)
1Gdentification des sources de contamination fécale [utilisation des traceurs de sources microbiennes
(TSM : marqueurs Bacteroidales et stanols fécaux] dans les coquillages et les rivieres et iii) la mesure
des paramétres physico-chimiques de Ifénvionnement (température, salinité, concentration en

oxygene, pluviométrie).
D. Organisation des prélévements et des analyses

Sur le site 1 breton, les eaux des rivicres ont été prélevées le matin & marée haute & un point de
prélévement ou la marée nfavait pas diimpact sur la riviere par 1[équipe du CNRS Géosciences de
Rennes. Léquipe dfremer de Brest a ensuite prélevé les coquillages et le sédiment sur la baie de la
Fresnaye et assuré le transport des eaux et des coquillages jusqufau i) CNRS Géociences en charge des
analyses des stanols fécaux pour identifier les sources de contamination fécale, ii) a IIfremer de
Nantes pour la recherche des norovirus et le dénombrement des E. coli par impédancemétrie dans les
coquillages.

Lléquipe de Idfremer de Brest a réalisé les analyses concernant la recherche des salmonelles, des
Campylobacter et des vibrions ainsi que la recherche des marqueurs Bacteroidales associés a
I™Homme (HF183 ; Seurinck ef al.,. 2005), aux porcs (Pig2Bac ; Mieszkin et al.,. 2009) et aux bovins
(Rum2Bac ; Mieszkin et al.,. 2010). Lisolement de souches de E. coli et dléntérocoques a également
¢été effectué au laboratoire puis celles-ci ont été expédiées a 1MUniversité de Caen pour évaluer la

présence de génes de virulence et déterminer les phylogroupes et la résistance aux antibiotiques.

Sur les sites normands 2 et 3, les eaux des rivieres ont été prélevées le matin a marée haute a un point
de prélevement ou la marée nlavait pas dlimpact sur la riviére par 1léquipe de 1[Université de Caen.
Léquipe a effectué, a marée basse, le prélevement des coquillages sur les deux Havres et assurait le
transport des coquillages jusqufd i) 1dfremer de Nantes pour la recherche des norovirus, ii) au
Laboratoire dfanalyse de la Manche (LABEO) pour le dénombrement des E. coli par
impédancemétrie. L[équipe de I[Wniversité de Caen a effectué les analyses concernant la recherche des
salmonelles, des Campylobacter, des E. coli, des E. coli pathogenes, des entérocoques (isolement et/ou
dénombrement) et des vibrions ainsi que la recherche des marqueurs Bacteroidales associés a

[ITHomme et aux ruminants.
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Mon travail a consisté a participer aux prélévements sur le site breton, aux préparations communes des
¢chantillons pour la recherche des bactéries a 1(Ifremer de Brest, a réaliser les analyses concernant les

STEC et les EPEC sur les sites 1, 2 et 3 sur la période de Février 2013 a Janvier 2014. J[@i ensuite

caractérisé les souches isolées sur les trois sites.
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Chapitre 2: DETECTION ET ISOLEMENT DES E. COLI
PRODUCTEURS DE SHIGA-TOXINES APPARTENANT AUX CINQ
SEROTYPES MAJEURS DANS LIENVIRONNEMENT LITTORAL

La premiére question qui sfest posée en début de thése a été de sélectionner la ou les méthodes les plus
pertinentes pour rechercher les STEC et les EPEC dans les échantillons environnementaux. Des
protocoles trés variés ont été publiés et ils permettent la détection des STEC et EPEC de fagon

dépendante ou indépendante des sérotypes majeurs (Farrokh et al., 2013, Beutin et Fach 2014).

A. Contexte de la premiére partie de 1[étude

Récemment, une méthode de détection horizontale par PCR a ¢été développée pour la recherche et
1Gsolement des Escherichia coli producteurs de Shiga-toxines appartenant aux cing sérotypes majeurs
(0157 :H7, 0145 :H28, 026 :H11, 0103 :H2 et O111 :H8) dans les aliments et 1[alimentation animale
(ISO-TS-13136). Cette méthode a été validée par 1[Organisation Internationale de Normalisation (ISO)
en 2012.

Cette méthode horizontale repose sur lfitilisation de la PCR en temps réel pour la détection des génes
de virulence caractéristiques des STEC (ou EHEC typiques), a savoir les geénes stx/, stx2 et eae, et des
genes associés aux cing sérogroupes majeurs (gene wzx).

Dans le cas de la présence des geénes de virulence (stx! et/ou stx2 et eae) et dlau moins un des cinq
sérotypes ciblés dans les bouillons dlénrichissement recommandés par la méthode, une procédure
dfsolement de souches de E. coli et de confirmation de la présence des génes caractéristiques est mise

en place.

La méthode sfappliquant aux produits destinés a la consommation humaine et animale mais également
aux échantillons environnementaux dans les zones de production et de manipulation dl@liment, nous
avons fait le choix de sélectionner cette méthode pour les recherches sur la présence des STEC dans
les coquillages destinés a la consommation humaine et dans I[énvironnement littoral. De plus, cette
méthode nlavait pas été encore testée sur des coquillages et présentait 1lavantage dlévaluer la présence

des souches STEC potentiellement les plus pathogénes pour I'Homme.

Lrapplication de cette procédure a été possible grace a une collaboration avec le Laboratoire Nationnal

de Référence pour les STEC (Laboratoire LMAP-LNR STEC VetAgroSup, Lyon).

Cette méthode a été appliquée sur une collection dféchantillons prélevés mensuellement sur une
période de 13 mois (de Février 2013 a Janvier 2014) au niveau ; du site de la baie de la Fresnaye [par
mois 2 lots dhuitres, 2 lots de moules, 1 lot de coques, 1 sédiment et 4 eaux douces (total n = 130)],

du site du Havre de Regnéville [par mois, 1 lot dhuitres, 1 lot de moules, 1 lot de coques, 1 sédiment,
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3 eaux douces (total n=91)] et du site du Havre de la Vanlée [par mois, 1 lot dfhuitre, 1 lot de moule, 1

sédiment, 2 eaux douces (n=65 (-4 lots coquillages non récoltés) total n= 61].

Une fois rapportés dans les laboratoires respectifs (transport a +4°C), les échantillons ont été traités
dans les 24 heures de la méme maniére soit : a partir de 25 g de CLI broyés obtenus a partir de 200 g
de CLI, des filtres des eaux douces (volume 1 litre) et de 10 g des sédiments ont été incubés dans le
milieu de culture Eau Peptonée Tamponnée, a 37°C, pendant 24 h. Ces enrichissements ont ensuite été

expédiés jusqulau LNR STEC pour étre analysés.

En parallele a cette analyse, les concentrations totales en E. coli et en entérocoques (indicateurs de
contamination fécale) ont été mesurées dans les coquillages (seulement E. coli) et dans les eaux

douces, dans les conditions décrites précédemment (chapitre I, 4).

Llensemble de ces travaux ont permi dlétablir que :

e Les concentrations en E. coli mesurées dans les coquillages issus des zones conchylicoles
sélectionnées et dans les eaux douces en amont étaient trés variables : soit en moyenne de
3493 £7 812 E. coli pour 100 g de CLI pour les coquillages et en moyenne de 4 339 £17 953
E. coli pour 100 mL pour les eaux pour la période dlétude. Au sein des coquillages, les lots de
coques présentaient les plus fortes concentrations (moyennes géométriques : 2 440 E. coli /
100 g de CLI dans les coques versus 1 070 pour les moules et 364 pour les huitres).

e Les genes stx et eae codant respectivement pour les Shiga-toxines et Ifintimine étaient
fréquemment présents dans les échantillons environnementaux analysés :

o les génes stx ont été détectés dans 35 % des lots de coquillages (n=44/126), 91 % des
¢chantillons dfeaux douces (n=107/117) et 28 % des échantillons de sédiment
(n=11/39).

o le geéne eae a été détecté dans 73 % des lots de coquillages (n=92/126), 99 % des
¢chantillons dféaux douces (n=116/117) et 49 % (n=19/39) des échantillons de
sédiment.

o 50 % des enrichissements répondaient aux critéres de recherche établis par la norme a
savoir la détection des génes stx, eae et au moins un wzx.

o Les souches STEC et EPEC étaient peu présentes dans les échantillons environnementaux

analysés.

Au final, une souche EHEC 026 :H11 stxI " et eae’ a été isolée a partir dfun lot de moules et neuf
souches EPEC appartenant aux sérotypes 026 :H11, 0145 :H28 et 0103 :H2 eae’ mais stx™ ont été

isolées a partir dléchantillons de coquillages et d[éaux douces.
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En conclusion, cette étude a montré la pertinence de la norme ISO-TS-13136 pour évaluer la présence
des E. coli producteurs de Shiga-toxines appartenant au cinq sérotypes EHEC majeurs dans des zones
de production conchylicoles francaises et leurs bassins versants en amont. Méme si une forte détection
des marqueurs génétiques stx et eae a été observée au sein des bouillons dlénrichissement des
échantillons, 1Gsolement dlune seule souche STEC O26:H11 et de neuf souches EPEC O26:H11,
O103:H2 et O145:H28, suggerent une faible présence des E. coli appartenant aux cinq sérotypes
majeurs (0157 :H7, 0145 :H28, 026 :H11, O103 :H2 et O111 :H8) dans les zones conchylicoles

étudiées.
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Chapitre 3: PREVALENCE ET CARACTERISATION DES E. COLI
PRODUCTEURS DE SHIGA-TOXINES ET DES E. C(COLI
ENTEROPATHOGENES DANS DES ZONES CONCHYLICOLES
FRANCAISES ET LEUR BASSINS VERSANTS

A. Contexte de la deuxiéme partie de 1/étude

Ce troixiéme chapitre décrit la recherche et la caractérisation des STEC et EPEC isolés au cours de la

la totalité de 1létude (Février 2013 a Janvier 2015).

Si la méthode ISO-TS-13136 apparaissait pertinente pour rechercher les sérotypes majeurs dans les
¢chantillons environnementaux, elle ne permettait toutefois pas de mettre en évidence les souches
STEC ou EPEC appartenant aux autres sérotypes. Aussi, deux approches complémentaires a la norme
ISO et assez similaires sur le plan cultural et moléculaire ont été appliquées en paralléle au cours de

cette étude.

La premicre approche était basée sur lMtilisation de Ifeénrichissement effectué¢ dans le cadre de la
méthode ISO. La méme méthodologie de détection par PCR en temps réel a été utilisée pour la
détection des genes stx!, stx2 et eae dans les bouillons diénrichissement au laboratoire a Plouzané
(LSEM- Ifremer) et au laboratoire de 1[Université¢ de Caen (U2RM EA4655 Stress/Virulence).

Dans le cas de la détection des geénes de virulence (stx/ et/ou stx2 et eae) une procédure disolement

de souches et de confirmation de la présence des génes caractéristiques a été mise en place.

La deuxiéme approche slést basée sur lfisolement direct de souches de E .coli. Pour les coquillages,
une portion des chairs et liquides intervalvaires broyés a été ensemencée en masse dans un milieu
sélectif (10 g; Trypton-Bile-X-glucuronidase agar ; TBX). Pour les eaux, des volumes de 10, 50 et
100 ml ont été filtrés et les filtres ont été déposés directement sur un milieu sélectif solide (TBX). Le
sédiment nfa pas été traité avec cette approche car trop peu contaminé en E. coli. Llénsemble des
milieux a été incubé a 44°C pendant 24 heures. Pour les échantillons qui présentaient un résultat
positif pour la détection des geénes stx et eae par PCR en temps réel dans les enrichissements, une
procédure de screening et de confirmation de la présence des genes caractéristiques a ¢té mise en place

sur les colonies suspectes obtenues sur ces milieux de culture.

Ces deux méthodes complémentaires ont été appliquées sur les échantillons récoltés mensuellement
sur la période de 13 mois (de Février 2013 a Janvier 2014) et poursuivies sur une période de 11 mois
supplémentaires (de Février 2014 a Janvier 2015) avec le méme plan dléchantillonnage. Lutilisation

de la méthode ISO a été arrétée a partir de Mars 2014.
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Ce chapitre du manuscrit de thése porte donc sur la prévalence et la caractérisation des souches STEC
et EPEC, isolées a partir diin total de 505 échantillons environnementaux soit 238 lots de coquillages,
216 eaux douces, 39 sédiments (prélevés entre Février 2013 et Janvier 2015) et 12 eaux de mer

(prélevées entre Février 2014 et Janvier 2015).

La caractérisation des souches a été réalisée en collaboration avec plusieurs équipes.

Jrai tout dfdabord rassemblé toutes les souches STEC et EPEC isolées au cours de cette étude, ce qui a
permis dlobtenir au total une collection de 174 souches conservées a [ 80°C au Laboratoire de
|Tfremer de Plouzané.

Toutes les souches STEC et EPEC isolées au cours de I[étude ont ensuite été caractérisées au
laboratoire en utilisant la méthode de génotypage par séquencage multilocus MLST (Multilocus
sequence typing).

Cette méthode MLST est une méthode standardisée et universelle, basée sur 1[éxamen de séquences
nucléotidiques de plusieurs locus correspondant a des génes ou des fragments de géne de ménage. Elle
a permis dlévaluer la relation génétique entre les souches. Actuellement, il existe trois régimes MLST
pour E. coli dans des bases de données publiques : ECMLST (http://www.shigatox.net), Institut
Pasteur Base de données E. coli MLST (http://www.pasteur.fr/mlst) et Bases de données MLST
(http://mlst.warwick. ac.uk/mlst/dbs/Ecoli). Nous avons fait le choix de travailler sur le séquengage de
sept geénes de ménage (adk, fumc, gyrB, icd, recA, purA et mdh) avec la base de données

« mLst.warwick.ac.uk », la plus riche en données (5 844 souches disponibles).

Au cours de séjours au Service de Microbiologie, CNR Associ¢ Escherichia coli, AP-HP, Hopital
Robert Debré, Paris, France (Octobre, Novembre 2013, Mars 2014), j7i caractérisé les 103 premicres
souches isolées par la méthode PFGE (Pulsed-Field Gel Electrophoresis) et initié la recherche de
genes de virulence (pour les 174 souches) en recherchant les geénes de virulence eix4 (codant pour
1féntérohémolysine A) et saa (STEC autoagglutining adhesin). Pour les souches restantes (n= 71), les
analyses PFGE ont été poursuivies par le Service de Microbiologie, CNR Associ¢ Escherichia coli.

La méthode dlempreinte génétique PFGE est une technique de génotypage reposant sur le
polymorphisme de macro-restriction de ITADN total. Cette méthode a permis dlétablir la relation
génétique entre les souches étudiées et de mettre en évidence des liens génétiques avérés ou possibles
entre les souches (Tenover ef al., 1995). La PFGE est considérée comme la méthode de référence pour

le typage de souches de E. coli.

Les souches ont également été caractérisées en collaboration avec plusieurs équipes :

e le Département de Microbiologie et Parasitologie, Faculté vétérinaire, Université de Santiago

de Compostela, Lugo, Espagne : pour le sérotypage des souches (Expédition des souches)
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e le laboratoire de 1niversité de Caen, U2RM EA4655, Antibio-Résistance, France : pour la
caractérisation des phylogroupes et 1[évaluation des profils dlantibio-résistance des souches
(Expédition des souches)

e le Groupe de Recherche sur les Maladies Infectieuses du Porc, Département de Pathologie et
Microbiologie, Faculté de Médecine Vétérinaire, Centre de Recherche dnfectiologie Porcine
et Avicole, Université de Montréal, Saint-Hyacinthe, QC, Canada : pour 17étude de la capacité
des souches a former des biofilms appliquée a une collection de 13 EPEC et 9 STEC

(Expédition des souches)
Au final, Ilénsemble de ces travaux ont permis de :

e isoler un total de 28 souches STEC et 89 souches EPEC différentes a partir des 505
¢chantillons analysés

e montrer que 87,2 % des souches isolées présentaient un seul des geénes de virulence étudiés
(dont eae 70,1 %, stx2 11,1 % ou stxI 7,7 %) et dlidentifier huit profils de virulence différents
combinant les génes eae, stxl, stx2, ehxA et saa

e dfidentifier 75 sérotypes différents dont les sérotypes 026 :H11, O145 :H28 et 0103 :H2

o dfdentifier 79 profils PFGE différents et 46 profils ST (Sequence type)

e de mettre en évidence la présence de souches similiaires dans plusieurs échantillons
environnementaux et a des périodes différentes : notion de persistance des souches dans la
zone cotiere ou les bassins versants en amont

e de montrer que les souches de E. coli isolées étaient majoritairement classées au sein des
phylogroupes B1 et B2

e de mettre en évidence la capacité forte a modérée de certaines souches a former des biofilms a
18° C plutdt qu'a 30° C

e de montrer que plus de 79 % des souches analysées étaient sensibles aux 16 antibiotiques
testés

e de montrer que les souches STEC semblent plus isolées en été et les souches EPEC en été et
en automne et qulaucune influence de la température et de la pluviométrie sur lfisolement des

souches nfa été mise en évidence (dans les conditions de cette étude)

En conclusion, ce travail constitue la premiére étude de la prévalence et de la diversité des STEC et
des EPEC au niveau de Ilénvironnement littoral, a notre connaissance. Cette étude a permis dlapporter
des éléments de réponse concernant la circulation des souches STEC et EPEC au niveau des deux
environnements littoraux sélectionnés. Ces résultats confirment que 1fénvironnement peut étre le
réservoir de souches STEC et EPEC. Liévaluation de la circulation des souches dans 1lénvironnement
peut permettre de mieux appréhender 1[émergence de nouvelles souches STEC pathogénes pour

[ITHomme.
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Au regard de la diversité des souches isolées (87,2 % des souches isolées présentaient un seul géne de
virulence parmi les génes recherchés stxl, stx2, eae, ehxA et saa) et la réglementation appliquée aux
sites conchylicoles de catégorie B (purification et reparcage) ou C (reparcage longue durée ou non
commercialisation), le risque sanitaire semble limité dans les sites étudiés.

Néanmoins, plusieurs souches STEC et EPEC appartenant aux sérotypes majeurs impliqués dans des
cas dlinfections humaines ont été isolées dans des coquillages, des eaux de riviéres et du sédiment
dans cette étude. Ces observations nous ont suggéré dlapprofondir plus largement Il@nalyse du pouvoir
pathogeéne de ces souches en recherchant la présence dfautres éléments qui pourraient permettre

dlestimer le niveau de virulence des souches comme la détection dfautres genes de virulence.
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Chapitre 4 : PROFIL DE VIRULENCE DES E. COLI PRODUCTEURS
DE SHIGA-TOXINES ET DES E. COLI ENTEROPATHOGENES
ISOLES EN ZONES CONCHYLICOLES FRANCAISES

A. Contexte de la troisieme partie de 1'étude

Le chapitre précédent a montré que des souches STEC et EPEC étaient présentes dans
Ilénvironnement littoral et qulelles possédaient des geénes de virulence codant pour les Shiga-toxines,
pour llintimine, 17éntérohémolysine A et 1la/pha-hémolysine. Toutefois, dans des études récentes,
dfautres facteurs de virulence impliqués dans lfadhésion, la production dlautres toxines et dans la
virulence ont ét¢ mis en évidence dans des souches de E.coli pathogeénes (Coombes et al., 2008,
Bugarel et al., 2010, Delannoy et al., 2013, Chui et al., 2015). Aussi, pour avoir une meilleure
¢valuation de la virulence de ces souches environnementales, il nous est apparu important

drfapprofondir la recherche des génes de virulence présents dans ces souches.

Au regard des progres actuels, nous avons voulu poursuivre la caractérisation des souches STEC et
EPEC isolées a partir des échantillons environnementaux présentés dans le chapitre N°3 (Publication
N°2) en axant ce 4°™ chapitre sur le potentiel de virulence des souches issues du littoral et des eaux en

amont par une approche moléculaire.

Dans un premier temps, nous avons sélectionné dans la littérature des génes codant pour des facteurs
de virulence et des facteurs impliqués dans la formation de biofilms présents chez des souches de E.

coli STEC et EPEC.

Ce travail a été réalisé en collaboration avec le laboratoire de sécurité alimentaire de ICANSES,
Plateforme IdentyPath, de 1[Université Paris-Est, Maisons-Alfort, ou ont été réalisées ensuite les PCR

haut débit sur les souches environnementales.

Le choix des geénes codant des facteurs impliqués dans la formation de biofilms a été réalisé en
collaboration avec le Groupe de Recherche sur les Maladies Infectieuses du Porc, Département de
Pathologie et Microbiologie, Facult¢ de Médecine Vétérinaire, Centre de Recherche dnfectiologie

Porcine et Avicole, Université de Montréal, Saint-Hyacinthe, QC, Canada.

Soixante-quinze génes cibles ont été sélectionnés en association avec leur role dans la virulence chez
E. coli, leur implication dans des pathologies graves chez [IHomme et les animaux et leur capacité a
étre des marqueurs de différenciation des souches EHEC, des STEC et des EPEC. Dix genes en
association avec la capacité a former des biofilms ont également été sélectionnés. Ces geénes ont été

recherchés par PCR haut débit au moyen de la technologie Fluidigm Puce 96.96 marqueur EvaGreen.
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De plus, les variants des génes stx et eae ont été caractérisés au laboratoire Ifremer de Plouzané et a

1MWniversité de Caen par PCR et par séquencage pour les variants non identifiés par les systémes PCR.

Le manuscrit présenté ci-aprés expose les résultats obtenus a partir diune sélection de 28 souches
STEC et de 75 souches EPEC jugées différentes apres 1lacquisition de 1lénsemble des paramétres de
caractérisation présentés dans le chapitre N°3 (Publication N°2) et diine étude précédente concernant
la détection et 1lsolement de STEC dans dlautres coquillages du littoral frangais (n=4) (Gourmelon et
al., 2006).

Ce travail a permis de mettre en évidence par exemple :

Pour les STEC :

e Laprésence de 17 profils de virulence différents, avec de 2 a 47 genes détectés par souche en
plus des geénes eae et/ou stx! et/ou stx2

e La souche EHEC 026 :H11 stxI" eae’, isolée dans un lot de moules par la méthode ISO-TS-
13136 (Publication N°1), dispose de 45 genes de virulence supplémentaires

e La souche STEC de sérotype 0100 :HNM stx2°, la plus fréquemment isolée dans les
¢chantillons environnementaux, ne posséde que 2 génes de virulence supplémentaires

e Peu de génes associés aux OI-122, OI-43-48, OI-57 et OI-71 sont détectés dans les souches
STEC, hormis le 026 :H11 stxI” eae’, soit entre 1 et 2 génes sur les 20 génes recherchés

e La détection de plusieurs génes codant des protéines dfadhésion pour les souches STEC LEE-

négatives

Pour les EPEC :

e La présence de 56 profils de virulence différents, avec de 11 a 50 génes détectés par souche en
plus du gene eae

e Les souches appartenant aux sérotypes 026 :H11, O157:H7, O103 :H2, O145 :H28 et
0103 :H25 possedent entre 33 et 49 génes de virulence supplémentaires

o Entre 1 et 19 geénes de virulence associés aux OI-122, OI-43-48, OI-57 et OI-71 (sur un total
de 20 genes) sont détectés chez 67 souches EPEC (dont les sérotypes 026 :H11, O157 :H7,
0103 :H2, 0145 :H28 et 0103 :H25 avec entre 13 et 19 genes)

En conclusion, cette étude est, a notre connaissance, la premicre qui évalue la virulence de souches
STEC et EPEC isolées dléchantillons de Ilénvironnement littoral par une approche moléculaire par
PCR haut débit. Au regard des 75 geénes de virulence sélectionnés dans cette étude et de la
caractérisation des variants des génes stx et eae, plusieurs souches EPEC et quelques souches STEC
ont montré des combinaisons de geénes caractéristiques de souches associées a des pathologies
humaines et animales. A ce jour, a notre connaissance, aucune toxi-infection alimentaire liée a la

consommation de coquillages contaminés par des STEC ou des EPEC nla été recensée dans le monde.
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La réglementation sanitaire appliquée aux zones de production conchylicole (purification des
coquillages en catégorie B avant commercialisation, par exemple) est surement un acteur important
pour expliquer cette derniére observation. L@cquisition de ces données sur la virulence des souches
STEC et EPEC circulant en zone littorale permet dlénrichir les connaissances sur la prévalence de ce

type de E. coli pathogenes dans cet environnement.
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Chapitre 5 : EVALUATION DE LA CINETIQUE DE CONTAMINATION
ET DE DECONTAMINATION DE COQUILLAGES AU CONTACT DE
SOUCHES STEC

Liobjectif de ce chapitre était dévaluer la cinétique de contamination et de décontanimation dhuitres
en balnéation dans de 1féau de mer naturelle au contact de souches STEC isolées au cours de cette

¢tude, parallelement a celle dhuitres contaminées par des souches de £ coli non STEC.

A. Contexte de la quatrieme partie de 1/étude

E. coli est utilisé comme indicateur de contamination fécale pour classer les eaux de baignade et les
zones conchylicoles (Anonyme 2004, 2006). Les zones conchylicoles sont classées en trois principales
catégories : A, B et C selon les concentrations en E. coli retrouvées dans les coquillages. Les
coquillages en catégorie B sont placés dans des bassins de purification pendant un temps suffisant
pour permettre la diminution des concentrations en E. coli des coquillages et obtenir des
concentrations < 230 E. coli / 100 g de CLI (correspondant a des coquillages en catégorie A).
Plusieurs études ont été réalisées pour évaluer la cinétique de contamination et de décontamination de
coquillages au contact de souches de E. coli ou d[autres bactéries entériques (de Abreu Corréaa et al.,
2007, Love et al., 2010, Chinnadurai et al., 2014, Ottaviani et al., 2015). La phase de contamination
des coquillages par les E. coli est le plus souvent trés rapide de Ilordre diine heure, jusquia une
contamination maximale appelée « 1[équilibre cinétique ». Les E. coli sont éliminés rapidement du
coquillage entre deux et six heures (Marino ef al., 2005). Un rapport entre la concentration en E. coli
initiale présente dans Iféau de mer et la concentration mesurée dans les coquillages a 1équilibre
cinétique permet de définir le facteur de bioaccumulation de chaque type de coquillage dans des
conditions environnementales particulicres. Ce facteur est extrémement dépendant de Ilétat
physiologique du coquillage, de sa taille, de lléspéce étudiée mais également des conditions

environnementales (température, salinité, pH ) (Love et al., 2010).

Les E. coli, en plus diétre des bactéries commensales et des indicateurs de contamination fécale,
peuvent aussi étre des bactéries pathogénes telles que des STEC. A notre connaissance, une seule
¢tude slest intéressée a la cinétique de contamination et de décontamination de coquillages au contact

dfune souche appartenant au sérotype O157 :H7 mais stx négatif (Ottaviani et al., 2015).

Llobjectif de notre étude était donc dlévaluer la cinétique de contamination et de décontamination de
souches STEC isolées de 1lénvironnement dans des lots dhuitres en balnéation et de la comparer a

celle de bactéries E. coli non STEC issues également de I[énvironnement.
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B. Matériels et méthodes

Souches bactériennes, huitres et eau de mer

Deux souches de E. coli STEC ont été sélectionnées parmi la collection de souches environnementales
obtenue a partir de 1fanalyse précédente dféchantillons de coquillages, dleaux et de sédiments
(Publication N°2). La premiére souche STEC est une souche O100 :HNM s#x2+ (code : E. coli stx2) et
la seconde une souche 0154 :H31 stx/+ (code : E. coli stx1), isolées a partir de lot de coquillages.
Deux souches de E. coli non STEC (codes : E. coli 1 et E. coli 2) ont été sélectionnées parmi la
collection de souches environnementales obtenue dans le cadre plus global du projet Riskmanche

isolées a partir des mémes lots de coquillages que les souches STEC sélectionnées pour cette étude.

Les huitres (Crassostrea gigas) de calibre 3-4 provenaient diine exploitation conchylicole
finistérienne (COIC ; Pointe du Chéateau) située en Rade de Brest. Les tests ont été réalisés en Octobre

2014 sur des huitres maigres en fin de période de ponte.

Lleau de mer utilisée pour les expérimentations a été prelevée directement a la mer. Les parametres
turbidité, concentrations en ammonium, nitrate, phosphate et chlorophylle A de cette eau de mer ont
¢té mesurés avant son utilisation dans les microcosmes (données non présentées). Pendant
1féxpérience, les paramétres physico-chimiques de 1léau de mer : le taux dloxygene, la température, la
salinité ont été mesurés a lfaide dune sonde PT100 et dfun analyseur multiparamétrique (Eutech

Instrument PD650 ; ThermoScientific).

Préparation des souches bactériennes et dénombrement des E. coli

Chaque souche a ¢té mise en culture dans un bouillon dfeau peptonée tamponnée, a 37°C pendant 24
heures. Les suspensions bactériennes ont été titrées a 1faide de la méthode de dénombrement E. coli
par étalement sur le milieu solide Tryptone-Bile-X-glucuronidase agar (TBX ; AES cheminex, Bruz,
France), selon la norme ISO NF-EN-8199. Les suspensions bactériennes ont été préparées a une
concentration dlénviron 6 log;y UFC/100 mL (10 mL de suspension bactérienne) pour avoir une
contamination de 1féau mer dfénviron 4 log;o UFC/100 mL une fois la suspension bactérienne versée

dans le bac.

La numération des E. coli dans 1léau de mer a été réalisée par filtration de 1, 10, 100 ou 500 mL dléau
sur membrane 0,45 pm (Pall Gelman GN-6 Metrocel : Pall Corporation, St Germin-en-Laye, France)
et le dépot du filtre sur le milieu TBX, incubé 24h a 44°C ; inspiré des normes ISO NF-EN-8199 et
ISO TS-16649-3:2005. La concentration en E. coli réelle dans les bacs de contamination a TO a été
mesurée aprés quelques minutes dlfhomogénéisation de 1léau de mer avec la suspension bactérienne
titrée versée. La numération des E. coli dans les huitres a été réalisée par impédancemétrie selon la

norme NF V 08-106.
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Infrastructures et organisation

Lrétude de la cinétique de contamination et de décontamination a été réalisée en collaboration avec
1fautre partie de 1[équipe du laboratoire LSEM (Brest) localisé sur le site Ifremer de Nantes. L[équipe
de Nantes disposait des infrastructures adaptées a ce genre dleéxpérimentation. Les cultures
bactériennes ont été préparées au laboratoire Ifremer de Plouzané et les suspensions a Nantes. Cette
répartition des taches a nécessité 1[élaboration din planning prenant en considération la préparation
des souches bactériennes, le temps dlacheminement des coquillages, leur acclimatation en eau de mer
(minimum 24 heures) et la mise en place des expérimentations de contamination/décontamination pour
les deux types de souches STEC et non STEC sélectionnées. Les souches ont été testées par couple

soit les souches E. coli stx1 et E. coli 1 ou E. coli stx2 et E. coli 2, en paralléle.

De plus, des essais préalables de suivi de croissance en cultures successives des souches sélectionnées
dans les conditions dléxpérimentations (préparation, expédition, conservation) ont permis de montrer
que llorganisation générale de 1[éxpérience nlavait pas dimpact sur la cinétique de croissance des F.
coli (données non présentées). Les tests préliminaires sur la réponse des souches sélectionnées a
I@nalyse par impédancemétrie ont également montré une bonne sensibilité de la méthode pour la

détection des souches (données non présentées).

Expérience de biaccumulation

Lrétude de la cinétique de contamination et de décontamination des huitres a été réalisée pendant 24
heures.
Lors de la phase de contamination, les essais ont été réalisés en triplicat dans des bacs de 30 litres
dléau de mer (Bac A, B et C) avec un nombre de 30 huitres par bac. Des dispositifs dloxygénation
dlaquarium ont été placés dans chaque bac pour 1loxygénation de 1[éau et le maintien dun courant
dleéau continu dans les bacs.
La mesure de la concentration en E. coli réelle a TO a montré que les bacs déau de mer ont été
contaminés a hauteur de :
e souche E. coli stx1 : 4,1 log;o UFC/100 mL dléau de mer (A), 4,2 log;o UFC/100 mL (B) et 6,1
log;o UFC/100 mL (C)
e souche E. coli stx2 : 4,1 log;o UFC/100 mL pour les 3 bacs (A, B et C)
e souche E. coli 1: 7 log;o UFC/100 mL (A), 3,9 log;o UFC/100 mL (B) et 5,7 log;o UCF/100
mL (C)
e souche E. coli 2 : 4,2 log;o UFC/mL (A), 4,2 log;o UFC/mL (B) et 4 log;o UFC/mL (C)

Un prélevement de six huitres a été effectué¢ a TO (avant contamination) a partir du lot entier dans le
bac dldcclimatation, puis a T2h et & T5h dans chaque bac de contamination (triplicat A, B et C) pour

¢tudier la phase de contamination.
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Pour la phase de décontamination, apres le TSh, les huitres ont été rincées rapidement a 17éau douce
(eau du robinet) avant diétre ré-immergées dans deux bacs de 300 litres dune nouvelle eau de mer :
un bac pour les huitres contaminées avec une souche STEC et un bac pour les huitres contaminées
avec une souche non STEC. Pour des raisons pratiques, toutes les huitres contaminées par une souche
STEC issues des triplicats A, B et C de contamination ont été rassemblées dans un méme bac mais en
ne modifiant pas la répartition des huitres dans les paniers A, B et C (triplicat de contamination) de

méme pour les huitres contaminées avec une souche non STEC (Figure 24).

Un prélévement de six huitres a ¢été effectué a T10h et a T24h pour étudier la phase de

décontamination.

Les temps de prélévement ont ¢été choisis en fonction des trois répétitions de test réalisés
préalablement (données non présentées). Les résultats préliminaires ont mis en évidence que les temps
TO, T2h, TSh, T10h et T24h suffisaient pour avoir un bon apergu de la cinétique de contamination et
de décontamination des huitres. De plus, il était difficile dlaugmenter le nombre de prélévement pour

des raisons pratiques (nombre dléchantillons analysables en 24h limité; capacité dlanalyses par

impédancemétrie).
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Figure 24 : Organisation du suivi de la cinétique de contamination et de décontamination dhuitres au contact
dlune souche de E. coli (E. coli stx1 ou E. coli stx2 ou E. coli 1 ou E. coli 2)

116



C. Résultats

La salinit¢ mesurée dans 1féau de mer était de 32,5 [, le taux dloxygenation était 82,8 % et la

température de 1léau de mer était de 17 +0,8°C.

Les variations observées entre les triplicats pour les concentrations en E. coli dans 1léau de mer a TO

¢taient probablement dues & une mauvaise homogénéisation dans le bac.

Pour toutes les expériences, la concentration en E. coli mesurée dans les huitres avant contamination
¢tait en dessous du seuil de détection établi de la méthode par impédancemétrie qui est de 1,83 logg
UFC/ 100 g de CLI (Figure 25).

Le suivi des concentrations en E. coli dans Iléau de mer est présenté dans la Figure 26 et celui des

concentrations en E. coli dans les huitres est présenté en Figure 25 pour les quatre souches testées.

Pendant la phase de contamination entre TO et T5h, les concentrations en E. coli dans 17éau de mer ont

évoluées :

o de4,8+1,1 log;o UFC/100 mL a 4,6 =0,5 log;o UFC/100 mL pour la souche E. coli stx1
o de 5,5 £1,6 log;o UFC/100 mL a 4,5 £0,9 log;o UFC/100 mL pour la souche E. coli 1

o de4,1+0log, UFC/100 mL a 4,6 £0,6 log;o UFC/100 mL pour la souche E. coli stx2
o de4,1+0,1log;o UFC/100 mL et 4 £0,1 log;o UFC/100 mL pour la souche E. coli 2

Pendant la phase de contamination, entre TO et T2h, la concentration en E. coli dans les huitres est

passée de < 1,8 logjo E. coli/100 g CLI (seuil de détection) a :

o 3.9+0,3 logioE. coli/100 g CLI pour la souche E. coli stx1
o 45+0,8 logiE. coli/100 g CLI pour la souche E. coli 1
o 3.7+0,7 logioE. coli/100 g CLI pour la souche E. coli stx2
o 45+0,3 logioE. coli/100 g CLI pour la souche E. coli 2.

Les facteurs de bioaccumulation calculés sont donc de :

e 0,9 £0,1 pour les huitres contaminées avec la souche E. coli stx1
e 1 +0,1 pour les huitres contaminées avec la souche E. coli 1
e 0,9 £0,1 pour les huitres contaminées avec la souche E. coli stx2

e 1,1 £0,1 pour les huitres contaminées avec la souche E. coli 2

Les concentrations en E. coli ont trés peu varié dans les huitres pour les quatre souches testées entre
T2h et T5h avec une moyenne de 4,3 £0,3 log;o £. coli/100 g CLI.
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Pendant la phase de décontamination, de T10h a T24h, les concentrations en E. coli pour les quatre
souches testées ont varié en moyenne, dans 1féau de mer, de 1,5 £0,5 log;o UFC/100 mL a 1,6 £0,5
log1o UFC/100 mL.

Pendant la phase de décontamination, de T5h a T10h, les concentrations en E. coli pour les quatre
souches testées ont chuté en moyenne, dans les huitres, de 4,4 +0,3 logo £. coli/100 g CLI a 3,3 £0,7
logio E. coli /100 g CLIL. De T10h a T24h, les concentrations en E. coli dans les huitres ont encore
chuté en moyenne d[1 log avec une concentration moyenne en fin dléxpérience de 2,5 £0,3 logo E.

coli /100 g CLI.
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Figure 25 : Niveaux moyens des concentrations en E. coli stx1, E. coli 1, E. coli stx2 et E. coli 2 mesurés dans
les huitres au cours des phases de contamination (TO a T5h) et de décontamination (T5h & T24h). Représentation
du seuil de détection de la méthode de numération par impédancemétrie (ligne).
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Figure 26 : Niveaux moyens des concentrations en E. coli stx1, E. coli 1, E. coli stx2 et E. coli 2 mesurés dans
1léau de mer au cours des phases de contamination (TO a T5h) et de décontamination (T5h a T24h)

D. Discussion

Cette étude est, a notre connaissance, la premiére évaluation du comportement des E. coli producteurs

de Shiga-toxines pendant des phases de contamination et de décontamination chez 1Thuitre Crassostrea

gigas.

Les niveaux de contamination de Iféau de mer utilisée dans cette expérience, de 4,1 a 5,5 log
UFC/100 mL, sont des niveaux de concentration en E. coli élevés, observés également dans
Ifénvironnement (Publication N°1 : concentrations mesurées dans les eaux douces de 1,6 a 5,3 logio
UFC/100 mL) et utilisées dans dautres études sur la bioaccumulation des E. coli dans les coquillages

(Marino et al., 2005, Love ef al., 2010, Ottaviani et al., 2015).

Cette étude montre une contamination trés rapide et maximale des huitres par les E. coli, avec des
concentrations en E. coli évoluant de < 1,8 logo E. coli /100 g CLI mesurées a TO avant
contamination, vers une moyenne maximale de 4,2 +0,4 log E. coli /100 g CLI mesurée apres deux
heures de balnéation. Ces résultats sont en accord avec les résultats obtenus dans 17étude de Jozic et
al., en 2012, qui avaient contaminé des huitres dans une eau de mer avec une concentration en E. coli
dlénviron 5 log;,/100 mL. La concentration maximale en E. coli a été observée dans les huitres dés la
premiére heure de balnéation avant dlatteindre un plateau (I[équilibre cinétique). La rapidité de la
contamination des coquillages par E. coli a également été mise en évidence dans des moules en
balnéation dans une eau de mer contaminée a hauteur de 7 log;,/ 100 mL. La concentration maximale

en E. coli mesurée dans les coquillages a été observée dés 3 heures de balnéation (Marino et al., 2005).
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Le facteur de bioaccumulation moyen calculé dans cette étude est de 1 £0,1. Ce facteur est en accord
avec ceux retrouvés dans la littérature en conditions expérimentales, de >0,6, 1 et 1,1 pour des huitres
au contact de feces de porc, dleffluents ou de féces de bovin, respectivement, pour des concentrations
initiales en E. coli mesurées dans 17éau de mer de 7,1, 5,8 et 4,3 log;o UFC/100 mL (Mauffret ef al.,
2013). Toutefois, ces facteurs peuvent é&tre variables car trés dépendants des conditions
environnementales (température et salinité) qui vont influencer la physiologie du coquillage ou de
1féspece de coquillage étudiée (Jozic ef al., 2012, Derolez et al., 2013). Le facteur de bioaccumulation
de 1hndicateur E. coli peut varier entre 0,3 et 7,7 chez les moules et entre 0,9 et 10,3 chez les huitres
en balnéation (Campos ef al., 2013). Les variations peuvent étre encore plus importantes in situ avec

des variations observées entre 0,1 et 406 chez les huitres dans 1Ténvironnement (Derolez ef al., 2013).

Aucune différence de cinétique nla été mise en évidence entre des souches de E. coli STEC (souches
E. coli stx1 ou E. coli stx2) et les souches de E. coli non STEC (souches E. coli 1 ou E. coli 2) dans les
conditions de Iféxpérience, suggérant ainsi que la présence des geénes stx nd pas incidence sur le
comportement des E. coli dans les huitres. Il semble également que le sérotype ne soit pas un facteur
intervenant dans la cinétique de contamination et de décontamination car les souches de sérotype
0100 :-HNM (souche E. coli stx2) et 0154 :H31 (souche E. coli stx1) ont le méme comportement face
aux huitres. 11 serait intéressant de comparer dlautres souches de sérotypes différents pour confirmer

cette observation.

Au final, cette expérience expose les premiers ¢éléments de réponse concernant llinfluence de la
présence des genes stx chez E. coli sur la cinétique de contamination et de décontamination dhuitres
au contact de STEC. E. coli étant utilisé comme indicateur de contamination fécale pour la
classification sanitaire des zones conchylicoles, il était important de savoir si le fait dfacquérir des
geénes de virulence, était un critére a prendre en compte dans I[élaboration des protocoles de
décontamination des coquillages mis en place par la réglementation CE/854/2004. Les premiers tests
suggerent donc lfabsence de Ifnfluence des geénes stx sur la persistance des STEC dans les
coquillages. Néanmoins, il serait important dl@appliquer ce protocole diévaluation a un panel plus
grand de souches STEC isolées de Iléenvironnement pour mieux démontrer que la présence des genes
stx n[a aucune influence sur la cinétique de contamination et de décontamination de coquillages. Il
serait intéressant de tester deux souches dn sérotype donné possédant un geéne stx pour lune et
dépourvu de géne stx pour 1fautre. Il serait également nécessaire de tester ces souches sur dlautres
especes de coquillages (coques, moules, palourdes) et dans des conditions environnementales

différentes.
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DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES

LIobjectif principal de ce travail de thése était dlévaluer la présence des E. coli producteurs de Shiga-
toxines (STEC) et des E. coli entéropathogenes (EPEC) dans llénvironnement littoral. Cette étude
constitue, a notre connaissance, la premicre recherchant et caractérisant simultanément des STEC et
EPEC dans cet environnement. Elle présente de plus Ifavantage de rechercher, a la fois, ces bactéries
dans les zones conchylicoles au niveau des coquillages, les sédiments superficiels et les eaux cotiéres

mais également aux exutoires des bassins versants amont.

Si de nombreuses études ont eu comme objectifs dlévaluer la présence de ces souches au niveau des
sources : feces, effluents ou riviéres, des données manquaient au niveau des exutoires de bassins

versants et des zones littorales (Garcia-Aljaro et al., 2005, Mora et al., 2012, Bibbal et al., 2015).

Parmi les différents pathovars de E. coli, nous avons sélectionné les STEC et les EPEC du fait des
pathologies qui leur sont associées, de leurs réservoirs potentiellement présents en amont du littoral et
des génes de virulence pouvant étre présents a la fois dans ces deux pathovars. Ces agents pathogenes
gastro-intestinaux continuent de poser une menace pour la santé humaine dans le monde entier. Alors
que les EPEC restent une cause importante de diarrhées dans les pays a faibles revenus, les STEC et
tout particuliérement les EHEC sont responsables de colites hémorragiques ou du Syndrome

Hémolytique et Urémique chez 1fénfant.

La réalisation des trois étapes majeures de ce travail de thése a permis : 1) dlévaluer la présence de
STEC et de EPEC dans trois zones conchylicoles frangaises et dlinvestiguer les parameétres pouvant
influer sur leur présence, 2) de caractériser les souches isolées et dlévaluer la présence de marqueurs
génétiques potentiellement associés a ces pathovars, 3) et enfin de comparer la cinétique de
contamination et de décontamination de coquillages par des souches de E. coli STEC et non STEC,

1solées dans cette étude.

La premiére étape pour rechercher les E. coli STEC ou EPEC a reposé sur la détection des genes
caractéristiques de ces pathovars, soient les geénes stx/, stx2 et eae, dans les bouillons dénrichissement
des échantillons analysés. Ces génes ont été fréquemment mis en évidence dans ces bouillons
dlenrichissement avec la détection des geénes stx1 ou stx2 respectivement dans 30,3 % des lots de
coquillages, 85,9 % des eaux de riviere, 41,7 % des eaux marines et 29,2 % des sédiments superficiels.
La détection du geéne eae a été faite dans 74,8 % des lots de coquillages, 100 % des eaux de riviére,
100 % des eaux marines et 43,6 % des sédiments superficiels. L@nalyse des données acquises sur les
deux années de suivi montre une fréquence similaire de détection des genes stx/ et stx2 dans les
¢chantillons pour les différentes matrices analysées. Au niveau des coquillages, les genes stx/ et stx2

ont été plus fréquemment détectés dans les coques (31,5 % et 31,5 %, respectivement) que dans les
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moules (18,7 % et 17,7%, respectivement) ou les huitres (9,6 % et 9,6 %, respectivement). Ce résultat
est en accord avec les résultats obtenus lors dine précédente étude au cours de laquelle les génes stx
avaient ét¢ également plus fréquemment détectés dans des coques (100 %) que dans des moules
(43,9%) ou des huitres (33,3 %) collectées sur des sites des différentes fagcades maritimes frangaises

(n=72 lots de coquillages analysés) entre 2002 et 2004 (Gourmelon et al., 2006).

La présence fréquente de ces geénes dans des eaux environnementales (eaux de mer ou effluents) a été
¢galement observée dans des études précédentes (Bennani et al., 2011, Bibbal et al., 2014). Toutefois,
au cours de notre étude, des souches STEC ou EPEC nlont été isolées respectivement que dans 5,1 %
et 13,7 % des échantillons analysés (n=505). La faible fréquence dfisolement de souches STEC et
EPEC vs la fréquence élevée de détection des génes dans les échantillons analysés a également été
observée dans des études ciblées sur les féces dlorigine bovine, des aliments ou des échantillons de

Ilénvironnement (Miyagi et al., 2001, Bai et al., 2013, Bibbal et al., 2015).

La fréquence élevée de détection des génes stx dans ces bouillons dlénrichissement pourrait étre due a
la présence de bactéries viables non cultivables, de cellules mortes ou de bactériophages porteurs des
genes stx, a 1[état libre, éventuellement présents dans ces bouillons (Gourmelon et al., 2006, Rozen et
Belkin, 2001, Martinez-Castillo et al., 2013). Pour évaluer cette derniére possibilité, nous avons
recherché si des bactériophages porteurs de geénes stx pouvaient étre présents dans une partie des
¢chantillons analysés (24 eaux de riviere et six eaux de mer prélevées dfAoit 2014 a Janvier 2015 et
34 bouillons dénrichissements dléaux ou de coquillages trouvés positifs pour les génes stx/ ou stx2 au
cours de la méme période sur le site en Bretagne) (collaboration avec le Laboratoire du Département
de Microbiologie, Faculté de Biologie de lWniversit¢ de Barcelone, Espagne). La présence des
bactériophages stx/ et stx2 a ¢été mise en évidence dans respectivement 25 % des eaux a des
concentrations variant entre 3,2 log;o Copies de Génome (CG)/100 mL dléau et 5,6 log;o CG/100 mL
et dans 83,3 % des eaux entre 3,0 log;o CG/100 mL et 4,8 log;o CG/100 mL. Ces concentrations sont
en accord avec les concentrations généralement retrouvées dans des effluents ou eaux de riviéres dans
dfautres études (Immamovic ef al., 2010a, Yang et al., 2011) et la plus forte fréquence de détection de
bactériophages stx2 dans des eaux environnementales (Martinez-Castillo et Muniesa 2014). Dans les
bouillons dénrichissement analysés, les bactériophages stx2 ont été détectés dans 27,3 % des eaux de
riviere (n=6/22) et dans une eau de mer (n=1/3) mais ils nfont pas ét€¢ mis en évidence dans les
bouillons dlénrichissement de coquillages. Les bactériophages stx/ ont été¢ détectés dans 9,1 % des
eaux douces (n=2/22), dans deux eaux de mer et dans un bouillon dlénrichissement correspondant au
lot de coques prélevé en Aoit 2014. Ce résultat constitue, & notre connaissance, la premiére mise en
¢vidence de bactériophages stx/ dans des coquillages. La présence de bactériophages dans les
enrichissements obtenus a partir des eaux filtrées suggére que des bactériophages ont été retenus en

méme temps que les bactéries sur les filtres. Ces résultats confortent notre hypothése que les
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bactériophages Stx pourraient étre responsables dline partie de la détection des geénes stx dans les

¢chantillons analysés dans ce travail.

Au cours de cette étude, un total de 27 souches STEC, 1 EHEC, 70 EPEC atypiques et 5 EHEC
typiques différentes a été isolé, montrant une faible présence de ces bactéries potentiellement

pathogenes au regard des 12 016 isolats de E. coli analysés.

Cette ¢étude montre la présence de STEC ou EPEC sur les trois zones conchylicoles étudiées en
Bretagne et Normandie et dans tous les matrices étudiées : coquillages : 12 souches STEC et 23
souches EPEC isolées sur la période étudiée ; eaux de rivieres, 14 souches STEC et 62 souches EPEC
isolées ; eaux cotieres une souche STEC et quatre souches EPEC isolées ; sédiments : une souche

STEC isolée et aucune souche EPEC isolée (Février 2013 a Janvier 2015 ; Figure 27).
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Figure 27 : Répartition des souches de E. coli producteurs de Shiga-toxines (STEC) et E. coli entéropathogeénes
(EPEC) et E. coli entérohémorragique (EHEC) isolées a partir des échantillons environnementaux prélevés
(coquillage en orange, sédiment en gris, eaux en bleu clair et foncé) entre Février 2013 et Janvier 2015 sur le site
1 : Baie de la Fresnaye (A), le site 2 : Havre de Regnéville et le site 3 : Havre de la Vanlée (B). huitres :L et F :,
moules :G et M et coques :E. eaux de riviére :A, B, C, I, H. sédiments :K et D.

Ces résultats montrent donc quiun faible nombre de souches STEC et EPEC a été isolé dans ces
¢chantillons environnementaux, et que pour les trois sites, la majorité des souches STEC et EPEC ont
¢té isolées dans les eaux de rivieres et dans les coquillages et quiénfin une plus forte proportion de
souches EPEC que de souches STEC a été observée, en accord avec les résultats dlétudes précédentes

(Hamilton et al., 2010, Chandran et Mazumder 2015).

Le faible isolement de souches E. coli pathogénes (1 STEC et 0 EPEC) dans les sédiments superficiels
peut étre expliqué par la nature des sédiments des zones conchylicoles étudiées. Ils étaient constitués
principalement de particules grossicres (sable) avec une absence ou une faible présence de vase et
donc peu propices au maintien diune population de E. coli dans ce compartiment. Des études
précédentes avaient montré que les sédiments superficiels pouvaient jouer le role de réservoir de
souches de E. coli mais dans ce cas les sédiments avaient une teneur ¢levée en maticre organique et
¢taient riches en vase (Luna et al., 2010, Whitman et al., 2014). La recherche des E. coli dans les
sédiments indépendamment de la recherche de STEC ou de EPEC a permis dlobtenir 21 isolats pour
39 échantillons de sédiments, soit un nombre beaucoup plus faible que dans les eaux ou les

coquillages, confirmant la faible présence de ce genre de bactéries dans ces sédiments.

Une partie des souches isolées appartenait a un des sérotypes majeurs soit une souche STEC (E. coli
026 :H11) isolée dun lot de moules correspondant a une souche EHEC et un total de 14 souches
EPEC appartenant aux sérotypes 026 :H11, 0145 :H28 et O103 :H2. Au cours de cette étude, trois

protocoles complémentaires avaient été utilisés pour rechercher les souches STEC et EPEC: 1)
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application du protocole ISO/TS-13136 ciblant les sérotypes majeurs, ii) isolement de souches de F.
coli dans les bouillons dlénrichissement et iii) isolement de souches de E. coli directement dans les
¢chantillons, ces deux derniers protocoles étant indépendants des sérotypes. Le protocole ISO/TS-
13136 a été le seul protocole permettant dfisoler une souche STEC de sérotype majeur ou EHEC
typique, au cours de I[étude et a conduit a une plus forte détection de souches EPEC de sérotypes
majeurs que les autres protocoles (n=9/14). Cette ¢tude présentait la premicre application de ce
protocole ISO/TS-13136 a des coquillages et a des eaux littorales (Publiation N°1). Ces résultats
suggerent que ce protocole est a privilégier dans le cas diine recherche des sérotypes majeurs dans des
¢chantillons environnementaux. Les deux autres protocoles ont, quant a eux, permis dfisoler un total
de 56 souches STEC et 103 souches EPEC nlappartenant pas aux sérotypes majeurs. Lors de cette
étude, aucune souche de sérotype O157 :H7 nla été isolée bien que le protocole ISO/TS-13136 ciblant
les sérotypes majeurs incluant le O157 (protocole appliqué sur 282 échantillons de Février 2013 a
Février 2014) ait été appliqué. Ce résultat est en accord avec la faible prévalence de ce sérotype dans
Ilénvironnement au niveau des effluents dlorigine agricole (Bibbal et al., 2014), des eaux de rivieres

(Jokinen et al., 2011), des eaux marines (Miyagi et al., 2001) et des coquillages (Manna et al., 2008).

Cette étude a également permis dlapporter des données sur la présence de souches STEC et EPEC
dans les échantillons environnementaux en fonction de différents parametres : sites, périodes
dlsolement (saisons), matrices, pluviométrie et concentrations en indicateur de contamination fécale
(E. coli). Pour les sites étudiés, lfanalyse de 1lénsemble des données acquises sur les deux ans dlétude
montre un effet saisonnier de la détection des E. coli pathogénes avec la détection de souches STEC
plus fréquemment en été et des souches EPEC plus fréquente en été et en automne (test khi-deux ; p<
0,05).

Cependant, aucune relation nfa été observée entre la prévalence des STEC et des EPEC et la
pluviométrie ou la température. Concernant les concentrations en E. coli des échantillons analysés,
1Gsolement des souches STEC a été plus fréquent dans les eaux faiblement contaminées (présence
dans 8 % des eaux avec des concentrations < 500 E. coli / 100 ml) que dans les eaux fortement
contaminées (présence dans 5 % des eaux avec des concentrations > 1000 E. coli / 100 ml). Tandis que
dans les coquillages lfsolement des souches a été plus important dans les coquillages fortement
contamings (présence dans 2 % des coquillages avec des concentrations > 4 600 E. coli / 100 g de
CLI) que dans les coquillages faiblement contaminés (concentrations < 230 E. coli / 100 g de CLI).
Pour les EPEC, lGsolement de souches a été plus fréquent dans les échantillons dféaux et de
coquillages fortement contaminés en E. coli avec la présence de souches EPEC dans 25 % des eaux
avec des concentrations > 1 000 E. coli / 100 ml et dans 23 % des coquillages avec des concentrations

>4 600 E. coli/ 100 g de CLL
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Ce travail de these sfinsérant dans un projet plus large, il a été également possible de comparer les
données de présence de STEC et de EPEC dans les échantillons environnementaux a celles acquises
en utilisant les marqueurs Bacteroidales associés a 1IHomme (HF183, Seunrick et al., 2005), aux
ruminants (bovin et ovin ; Rum2Bac ; Mieszkin et al., 2010) et aux porcs (Pig2Bac ; Mieszkin ef al.,
2009) dans les échantillons dléaux. Si les marqueurs Bacteroidales ont été également recherchés dans
les coquillages collectés sur les trois sites conchylicoles, il n[a pas été possible d[ébtenir des résultats
par ces marqueurs sur l[origine de la contamination fécale ; des développements méthodologiques sont

encore nécessaires pour obtenir une sensibilité suffisante.

Les résultats montrent généralement que dans 58 % des échantillons d[éaux ou une souche STEC a été
isolée (7 sur 12 échantillons), une origine de contamination a pu étre mise en évidence : soit une
contamination mixte (humaine et animale; détection du marqueur HF183 et Rum2Bac) dans 5
¢chantillons sur 12, une contamination seulement par les ruminants (bovins ou ovins) dans deux
¢chantillons. De méme pour les souches EPEC, une origine de contamination a pu étre mise en
¢vidence dans 69 % des échantillons (31 sur 45 échantillons) : soit une contamination mixte (humaine
et animale; détection du marqueur HF183 et Rum2Bac) dans 16 échantillons sur 45 et une
contamination seulement par les ruminants (bovins ou ovins) dans 15 échantillons. Ces résultats
suggerent que la présence de ces souches est souvent associée a une présence de contamination par les
ruminants. Toutefois, ces résultats sont a prendre avec précaution car il est également a noter que ces
marqueurs associé¢s a I[Homme et aux ruminants étaient également détectés dans les échantillons dans
lesquels aucune souche STEC ou EPEC nla été isolée (présence dline origine de contamination fécale

identifiée dans 70 % des échantillons).

Ce travail de thése a permis également dlacquérir des données sur la diversité des souches STEC et
EPEC dans des échantillons environnementaux. La caractérisation des souches montre une diversité
trés importante des souches environnementales isolées lors de cette étude : 75 sérotypes différents, 46
ST différents, 79 profils PFGE différents et 75 profils de génes de virulence ont été ainsi obtenus. Ces
résultats sont en accord avec la grande diversité de sérotypes précédemment observée dans des
¢chantillons dleéffluents ou dléaux environnementales en Espagne ou en Californie (Garcia-Aljaro et
al., 2005, Cooley et al., 2014). 1l est également a noter que des phylogroupes différents ont été
observés au sein de ces souches STEC et EPEC avec une majorité de souches STEC de phylogroupe A
et B1 et une répartition des souches EPEC au sein des quatre phylogroupes A, B1, B2 et D étudiés.

Cette trés grande diversité de souches suggere un apport de multiples souches STEC ou EPEC,
présentes chacune probablement en faible quantité dans les échantillons analysés. De plus, il est
probable que dfautres souches STEC ou EPEC étaient également présentes dans les enrichissements
mais nlont pas pu étre mises en évidence car nous nlavons analysé quin faible pourcentage dlisolats

de E. coli au vu de llensemble des E. coli présents. Il est possible aussi que certaines souches STEC ou
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EPEC ne se soient pas développées dans les enrichissements ou sur les milieux solides du fait de leur
plus faible présence dans la population de départ ou de leur mauvais état physiologique du au transit
de la source aux coquillages. Des souches STEC ou EPEC peuvent en effet perdre leur capacité a
cultiver mais rester viables (bactéries viables non cultivables) du fait des conditions stressantes

rencontrées par ces bactéries lors de leur transfert jusqulaux coquillages.

Un des objectifs de cette étude était également dlévaluer le caractére plus ou moins pathogene des
souches isolées de llénvironnement en déterminant des profils de génes de virulence reposant sur un
nombre élevé de genes (technique de PCR haut débit permettant la recherche de 75 geénes de

virulence).

Parmi les souches potentiellement les plus virulentes du fait de la mise en évidence din nombre
important de génes présents, nous pouvons citer une souche de sérotype 026 :H11 stxl, eaebl”,
caractéristique des EHEC du fait de la présence du géne eae et de son appartenance aux sérotypes
majeurs, isolée a partir din lot de moules sur le site 1. La caractérisation de cette souche 026 :H11 a
permis de 1fassocier au ST21 qui avait déja été décrit pour des souches 026 :H11 responsables de
SHU et de colites hémorragiques chez [THomme (Bielaszewska et al., 2013, Zweifel et al., 2013).
Cette ¢étude a mis en évidence la présence de 45 génes de virulence dans cette souche. Une autre
souche STEC susceptible dlétre associée a des infections humaines est la souche appartenant au
sérotype 091 :H21 stx1,’, stx2,’, stx2," stx2,", ST442, soit un ST qui a également été associé a une

souche de 091 :H11 responsable de SHU (Mellmann et al., 2009).

Au regard de la caractérisation des souches EPEC isolées de 1lénvironnement, 11 souches appartenant
aux sérotypes 023 :H8 (n=2), O153 :H2 (n=2), 026 :H11 (n=3), O103 :H25 (n=1), 0103 :H2 (n=1) et
0145 :H28 (n=2) pourraient &tre potentiellement pathogeénes pour ITHomme. Ces souches posseédent
entre 13 et 19 génes de virulence sur un total de 20 génes associés a des marqueurs de virulence
retrouvés sur les ilots de pathogénicité OI-122, OI-43-48, O-57 et OI-71 typiquement utilisés pour
identifier les souches EHEC hautement pathogénes pour IlTHomme parmi les souches STEC et EPEC
avec un potentiel de virulence moindre (Coombes et al., 2008, Bugarel et al., 2010, Chui et al., 2013).

Si dfautres souches isolées au cours de cette étude présentaient également un profil moléculaire de
virulence, la majorité des souches isolées semble toutefois présenter un risque faible pour la santé
humaine avec par exemple la présence majoritaire du variant stx/d au sein des souches STEC isolées,
peu associ¢ a des cas séveres dlinfection chez IIHomme et la détection que de un a 13 génes de

virulence supplémentaires aux genes stx.

Parmi les souches potentiellement peu virulentes, le sérotype O100 :HNM a présenté un intérét
particulier pour plusieurs raisons. Ce sérotype 0100 :HNM stx2" a été en effet le sérotype le plus isolé

a partir des échantillons prélevés sur les sites normands : sites 2 et 3 (9 isolats différents apres retrait
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des éventuels réplicats). Ces clones ont plus particuliérement été isolés dans les coquillages (n=7/9).
IIs proviennent des différents types de coquillages (huitres, moules et coques), din sédiment et dine
eau de riviere, prélevés aux mois de Mai et Juin 2013 et Mars et Juin 2014. La caractérisation de ces
isolats par PFGE et MLST (ST993) a confirmé la présence dun méme et unique clone au sein de
Ilénsemble de ces échantillons. Létude de son profil de virulence nous a amené a penser que cette
souche était peu virulente puisqulélle ne possédait que les geénes paa, codant une adhésine et terk,
codant une enzyme impliquée dans la dégradation des tellurites, sur les 75 génes de virulence ciblés,
en plus du geéne stx2. Dlailleurs, ce variant du geéne stx2 reste encore inconnu et devrait étre identifié

rapidement grace au séquengage total du génome en cours.

Pour terminer la caractérisation des souches, nous avons recherché si des souches isolées dans cette
¢tude possédaient des capacités a former des biofilms, favorables a une meilleure survie dans
Ilénvironnement. Nous avons donc recherché la présence de génes en association avec la production
de biofilm et évalué la capacité de certaines souches environnementales a former des biofilms. Pour
cela, 10 genes de virulence associés a la formation de biofilms (c7l, ang43K12 (flu), csgA, csgD, pgaA,
fiml/H, fim9, ehaA, ehaB et ehaD) ainsi que six génes impliqués dans les mécanismes dadhésion aux
cellules: IpfA0157, IpfAO26, IpfAO113, sab, iha et efal ont été recherchés par PCR haut débit
(données non présentées). Briévement, les résultats ont montré qulau moins cinq geénes sur 10 (c7/,
csgD, fimlH, fim9 et ehaB) étaient présents chez toutes les souches quiélles soient capables de former
ou non des biofilms. Liexpression de ces génes est une notion a prendre en considération dans cette
analyse et qui serait intéressante a étudier en ciblant les ARN issus de ces geénes par RT-PCR (Biscola
et al., 2011). En effet, dans une récente étude, Kim et al. (2013) ont observé que la détection des génes
fiml/A/I/C/D/F/G/H chez des souches 091 :H21 nlétait pas systématiquement associée a leur

expression.

Nous avons terminé ce travail par I[étude du comportement des souches STEC par rapport a
Ifndicateur E. coli vis a vis de la cinétique de contamination et de décontamination dhuitres. Aucune
différence de cinétique nfa été mise en évidence entre les souches STEC et non STEC sélectionnées
dans les conditions expérimentales mises en fuvre. Cette expérience a exposé des premiers €léments
de réponse concernant lfinfluence de la présence des genes stx chez E. coli sur la cinétique de
contamination et de décontamination dfhuitres au contact de STEC. Beaucoup dlétudes se sont
intéressées au comportement des £. coli dans les coquillages mais a notre connaissance aucune nlavait
encore abordé Ilinfluence de la présence de génes de virulence tels que les génes stx (Marino et al.,

2005, Love et al., 2010, Chinnadurai et al., 2014, Ottaviani et al., 2015).

E. coli étant utilisé comme indicateur de contamination fécale pour la classification sanitaire des zones

conchylicoles, il est important de connaitre si le fait dfacquérir des génes de virulence, est un critére a
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prendre en compte dans 1[élaboration des protocoles de décontamination des coquillages mis en place

par la réglementation CE/854/2004.

En conclusion, cette étude sur la prévalence, la distribution et la virulence des souches STEC et EPEC
présentes dans I[énvironnement littoral, au niveau des coquillages, des sédiments, de 1féau de mer et
des exutoires de riviéres a permis de constituer une collection de souches intéressantes pour évaluer le

risque sanitaire 1ié a la présence de ces pathogénes dans 17énvironnement littoral.

Cette ¢tude a permis dl@voir un premier apercu de la présence de souches de E. coli potentiellement
pathogenes pour ITHomme. Néanmoins, il serait intéressant par rapport aux résultats obtenus, de
poursuivre 1[évaluation du pouvoir pathogeéne de certaines souches. Pour cela, 1létude concernant
1féxpression des génes de virulence sfidentifie comme une étape essentielle a 1[évaluation du pouvoir
pathogeéne des souches, car la présence des geénes dans les souches bactériennes ne signifie pas
systématiquement que les geénes sont exprimés et une souche est vraiment pathogéne sous réserve
qulelle exprime les geénes en protéines effectrices. En ce qui concerne lléxpression des geénes stx
plusieurs approches existent, orientées sur 1léffet cytotoxique des toxines produites sur des cellules
Véro en culture (cellule de rein de singe) (Staples et al., 2012) ou bien sur la quantification des toxines
produites par méthode ELISA (Yamasaki ef al., 2015). Plus généralement, dlautres moyens permettent
de mettre en évidence la toxicité de certaines souches par 1évaluation de Ireéffet pathogéne en
produisant une infection a STEC sur des modeles vivants. Un des modéles vivants déja utilisé pour
1fétude de la toxicité des souches STEC est le modéle lapin (Shringi ef al., 2012). Cependant, la mise
en puvre de ce type de test étant assez lourde et contraignante (notion dléthique), le modéle chenille
(Galleria mellonella) apparait récemment comme un modele vivant dlinvertébré simple et facile a
mettre en fuvre, de plus en plus utilisé pour étudier la virulence de souches bactériennes (Kalkanci et
al., 2015).

Liémergence des méthodes de séquencage de nouvelles générations (NGS) apparait comme un
¢lément indispensable a mettre en fFuvre au niveau de ces souches environnementales pour mieux
connaitre et prédire [[émergence de nouvelles souches pathogeénes. Dans cet objectif, le projet H2020
Compare débuté au laboratoire en 2015, a pour objectif dlévaluer le pouvoir pathogéne de certaines

souches de la collection par le séquencage total du génome.

Lrétude plus approfondie de certaines souches comme celles de sérotype O100 :HNM stx2 dont le
variant du geéne reste encore non identifié a 1fissu de ce travail, est une perspective trés intéressante par
rapport a 1[étude de la diversité des souches isolées. Lldentification din nouveau variant pourrait étre

une avancée concernant le géne stx a 1forigine de la production de la Shiga-toxine de type 2.
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Comprendre pourquoi certaines souches ont été isolées plus que dlautres est également un point trés
intéressant a développer suite a ce travail. La souche de sérotype O100 :HNM reste encore le parfait
exemple, avec sa prévalence trés marquée au niveau des sites d[étude de Normandie et son isolement
dans les trois types de coquillages (huitres, moules et coques) a différentes périodes (Mai et Juin 2013
et Mars et Juin 2014). Il serait intéressant de voir si certaines souches ont la capacité de persister plus
longtemps dans 17éau de mer que dlautres en évaluant sa persistance dans des microcosmes dléau de

mer sur une longue période.

Avec une autre approche, il serait intéressant diidentifier les sources potentielles de contamination
liées a la présence de certaines souches dans les coquillages, le sédiment et les eaux de riviére en allant
¢chantillonner plus en amont des exutoires des riviéres ainsi qulau niveau des cheptels présents au

niveau des bassins versants.

E. coli est encore de nos jours llindicateur de contamination fécale utilisé pour évaluer la qualité
sanitaire de produits destinés a la consommation humaine. Ce travail a permis dlavoir un premier
apercu de la présence de E. coli potentiellement pathogeénes pour ITHomme avec le cas des STEC et
des EPEC dans les compartiments soumis a des contaminations dlorigine fécale. Suite a ce travail on
pourrait également se demander ce qufil en est des autres pathovars de E. coli dans llénvironnement
littoral. Connaitre et évaluer la circulation et le pouvoir pathogéne des E. coli présents au niveau des
zones coticres ainsi que leur comportement dans le coquillage sont des enjeux majeurs pour la

pérennité de certains usages littoraux tels que la conchyliculture, la péche a pied et la baignade.
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Annexe I : Sélection de génes de virulence identifiés chez E. coli

Génes (position Support génétique Description/Réle Références

chromosomique EDL933)

LEE

eae (Z5110) LEE Intimine : protéine dladhésion Garrido et al., 2006

espB (Z5105) LEE protéine EspB intervenant dans la formation de la seringue moléculaire Garrido et al., 2006

espD (Z25106) LEE protéine EspD intervenant dans la formation de la seringue moléculaire Garrido et al., 2006

espA (Z5107) LEE protéine EspA intervenant dans la formation de la seringue moléculaire Garrido et al., 2006

tir (Z5112) LEE tyrosine phosphorylated protein : récepteur de llintimine Garrido et al., 2006

espZ (25122) LEE régule la translocation de protéines effectrices codées par le LEE Berger et al., 2012

escC (Z512¢6) LEE protéine de structure et de la machinerie du SSTT Garmendia et al., 2005

escD (Z5109) LEE protéine de structure et de la machinerie du SSTT Garmendia et al., 2005

escN (Z5119) LEE protéine de structure et de la machinerie du SSTT Garmendia et al., 2005

escV (Z5120) LEE protéine de structure et de la machinerie du SSTT Garmendia et al., 2005

escJ (Z5124) LEE protéine de structure et de la machinerie du SSTT Garmendia et al., 2005

espG LEE EspG déstabilise la formation de microtubules en agissant sur I'appareil de Clements et al., 2011
Golgi

espJ OI-79 Inhibe l'action des macrophages Marches et al., 2008

espM?2 (Z3918) OI-108 EspM régule la formation du piédestal et agit sur les jonctions serrées des Simovitch et al., 2010
cellules épithéliales intestinales

espV (Z1387) OlI-44 EspV altére la morphologie des cellules eucaryotes Arbeloa et al., 2011

espM1 (Z2565) OI-71 EspM régule la formation du piédestal et agit sur les jonctions serrées des Simovitch et al., 2010
cellules épithéliales intestinales

Adhésines fimbriae

bfpA plamide bundle-forming pilus : Sous-unité structurale majeure pour la formation du Sohel et al., 1993
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F6/987P (fasA)pig

F18, F107 (fedA)pig

F41 (fimF41a)pig

IpfA0157

IpfA026

IpfAO113

Adhésines non-fimbriae

toxB

efal/LifA

iha

eibG

saa

orfA/orfB

plasmide

plasmide

chromosome

OI-141-154

(chromosome)

chromosome

OI-154 (chromosome)

plasmide O157

OI-122 (chromosome)

0I-43-48 (chromosome)

plasmide O113
plasmide O113

Plasmide

faisceau de pili, entéroadhésion (spécifique aux EPECt)

adhésine fimbriale 987P : Adhérence aux cellules de 1lintestin gréle du porc
nouveau-né (spécifique au ETEC responsable de I' pdéme chez le porc)
adhésine fimbriale F18 : Adhérence aux cellules du llintestin gréle du porc
nouveau-né (spécifique au ETEC responsale de I' pdéme chez le porc)
adhésine fimbriale F41 : Adhérence aux cellules du llintestin gréle du porc
nouveau-né (spécifique au ETEC responsale de I' pdéme chez le porc

long polar fimbrial protein : adhésion des EHEC in vitro aux patchs Peyer;
formation de micro-colonies

long polar fimbrial protein : adhésion des EHEC in vitro aux patchs Peyer;
formation de micro-colonies

long polar fimbrial protein: observé chez les STEC LEE-négatifs (non-
0157), produite par les STEC O113:H21

Proche de la toxine B de Clostridium difficile : potentielle protéine d'adhésion
et régulateur post-transcriptionnel du SSTT, potentiel effet toxique

EHEC factor for adherence (efa) (EHEC) et lymphocyte inhibitory factor
(1ifA) (EPEC) : rdle dans la colonisation du tube digestif des bovins
(homologue de ToxB) et inhibe 1'action des lymphocytes

IrgA homologue adhesin : Protéine homologue dIrgA (Iron-regulated gene
homologue ) de Vibrio cholerae impliquée dans 1ladhésion

E. coli immunoglobulin-binding : protéine de liaison aux immunoglobulines
STEC autoagglutinating adhesin : Adhésion par autoagglutination observée
chez les STEC LEE-négatifs

open reading frames A and B (adhesin involved in diffuse adhesion AIDA):

adhésion diffuse observée dans les cas d' pdéme chez le porc

Kwon et al., 2002

Kwon et al., 2002

Kwon et al., 2002

Doughty ef al., 2002

Doughty ef al., 2002

Doughty ef al., 2002

Tatsuno et al., 2001

Badea et al., 2003

Tarr et al., 2000

Lu et al., 2006
Paton et al., 2001

Zhao et al., 2009
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paa

stcE

sab

espP

epeA

ehaA

Toxines

subA

ehxA

cdt-1

cdt-111

cdt-V

STa (estla)

plasmide ou

chromosome

plasmide O157

plasmide O113

plasmide O157

plasmide O113

OI-15

plasmide O113
plasmide O157

chromosome ou
plasmide
chromosome ou
plasmide
chromosome ou
plasmide

plasmide

porcine attaching- and effacing-associated factor : impliqué dans
I'attachement intime des bactéries aux entérocytes et induits des lésions A/E
typiques au niveau l'iléon chez le porc

métalloprotéase et mucinase: protéase contribuant a l'adhésion intime des
EHEC O157: H7 a des cellules hotes par clivage de glycoprotéine de surface
STEC contributing to biofilm formation : autotransposteur contribuant a la
formation de biofilm, adhésion observée chez les EHEC LEE-négatifs

E. coli secreted protein : Sérine protéase autotransporteur, responsable de
Ifadhésion aux cellules rectales primaires bovines et de la colonisation des
intestins de bovins et effet cytoléthale

serine protease autotransporter of Enterobacteriaceae (SPATE) :
autotransporteur observé chez les EHEC LEE-négatifs

Enterohemorrhagic E coli Autotransporter: favorise l'attachement aux
surfaces biotiques type cellule épithéliale primaire et abiotique, associé a un

systéme de sécrétion de type V

Cytotoxine subtilase capable d'induire 'arrét de la synthése protéique
Enterohemolysin A: cytotoxine capable de lyser les érythrocytes, induit la
libération de cytokines inflammatoires

cytolethal distending toxin ou cyclomoduline: bloque le cycle cellulaire des
cellules eucaryotes en phase G2/M

cytolethal distending toxin ou cyclomoduline: bloque le cycle cellulaire des
cellules eucaryotes en phase G2/M

cytolethal distending toxin ou cyclomoduline: bloque le cycle cellulaire des
cellules eucaryotes en phase G2/M

Heat-stable toxin a: entérotoxine responsable de I'hyper excrétion de H20,

Vidotto et al., 2013

Grys et al., 2005

Buvens et Pierard 2012

Dziva et al., 2007

Leyton et al., 2003

Wells et al., 2008

Paton et al., 2004
Lorenz et al., 2013

Nougayrede et al., 2005

Nougayrede et al., 2005

Nougayrede et al., 2005

Nagy 2005
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LT (elt)

astA

hlyA

enfl
cnf2

Effecteur non-LEE

nleB (Z4328)
nleE (Z4329)
nleF (26020)
nleG (26010)

nleH1-2(Z6021)

nleA(Z26024)
nleC (Z20986)
nleD(Z0990)

nleG2 (72149/72339)

nleG5-1

nleG5-2 (Z2151)
nleGo6-2 (Z2150)
nleH1-1(Z0989)

Résistance/ Persistance

frrerfkatP

plasmide

plasmide ou
chromosome
plasmide
plasmide

plasmide

OI-122
OI-122
OI-71
OI-71
OI-71

OI-71
OI-36
OI-36
OI-57
OI-57
OI-57
OI-57
OI-36

chromosome

Na+ et Cl- favorisant la déshydratation et I'acidose

Heat-labile toxin: entérotoxine responsable de I'hyper excrétion de H20, Na+
et Cl- favorisant la déshydratation et l'acidose

EAEC heat-stable enterotoxin (EASTI): entérotoxine associ¢e aux EAEC,
responsable de diarrhées aqueuses

alpha-hemolysin : capable de lyser les lymphocytes et les érythrocytes
cytotoxic necrotizing factor : 1ié aux cdt

cytotoxic necrotizing factor : 1ié aux cdt

interfére avec la réponse immunitaire inflammatoire de I'hote
inhibe la voie NF-Kappa-B

colonisation du tube digestion des porcelets

activité ubiquitine ligase similaire & des enzymes eucaryotes
protéine NleH kinase sérine-thréonine agit contre la réponse immunitaire
innée de I'hote

perturbe la fonction de la barriére intestinale

supprime la réponse immunitaire inflammatoire de 1'hte
perturbe la fonction de la barriére intestinale

activité ubiquitine ligase similaire & des enzymes eucaryotes
activité ubiquitine ligase similaire & des enzymes eucaryotes
activité ubiquitine ligase similaire & des enzymes eucaryotes
activité ubiquitine ligase similaire & des enzymes eucaryotes

kinase sérine-thréonine agit contre la réponse immunitaire innée de I'hote

catalase/péroxidase: protége contre les dommages oxydatifs

Nagy 2005

Silva et al., 2014

Lorenz et al., 2013
Oloomi et Bouzari 2008
Oloomi et Bouzari 2008

Gao et al.,, 2013
Vossenkaemper et al., 2010
Echtenkamp ef al., 2008
Wu et al., 2010

Holmes ef al., 2012

Thanabalasuriar ef al., 2010
Sham et al., 2011

Long et al., 2014

Wu et al., 2010

Wu et al., 2010

Wu et al., 2010

Wu et al., 2010

Holmes et al., 2012

Heimer et al., 2002




pagC (Z4321)

ecfl

terE (Z1176)
ureD (Z1142)
espK (Z1829)

espN

aggR

pic

irp2

SfuA

etpD

OI-122 (chromosome)

plasmide O157

0I-43-48 (chromosome)
0I-43-48 (chromosome)
prophage

prophage

plasmide

chromosome

HPI (hight pathogenicity
island)

HPI (hight pathogenicity
island)

plasmide O157

pagC-like membrane protein /phoP-activated gene C (PagC) : permet la
survie dans les macrophages de Salmonella enterica responsable d'infection
systémique chez le porc et I'Homme. pagC (Z4321) est la protéine
homologue retrouvée chez les STEC

hydrolase présente sur un opéron qui améliore la structure de la membrane
bactérienne par la biosynthése de polysaccharide et impliquée dans I'invasion,
spécifique aux STEC LEE-positifs

enzyme impliquée dans la dégradation des tellurites

uréase impliquée dans la dégradation de I'urée

E. coli secreted protein : intervenant dans la formation du piédestal chez
0157

E. coli secreted protein : impliquée dans la persistance des O157 au niveau
de l'intestin chez les veaux

régulateur de la transcription de nombreux geénes de virulence chez les EAEC
sérine protéase impliquée dans la colonisation chez les EAEC

iron responsible protein 2: code une protéine ayant un role dans l'absorption
du fer chez Yersinia

ferric yersiniabactin uptake A: pour une protéine ayant un role dans
I'absorption du fer chez Yersinia

effecteur du systéme de sécrétion de type II en lien avec la sécrétion de StcE

Nishio et al., 2005

Yoon et al., 2005

Orth et al., 2007
Steyert et Kaper 2012
Vlisidou et al., 2006
Vlisidou et al., 2006
Morin et al., 2013
Harrington et al., 2009
Gophna et al., 2001

Gophna et al., 2001

Tseng et al., 2014
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Les Escherichia coli potentiellement pathogénes dans I’environnement littoral : cas des STEC et
des EPEC

Résumé
La contamination des zones littorales par des bactéries entériques potentiellement pathogénes pour ’Homme constitue

un probléme majeur pour la pérennité de certains usages tel que la conchyliculture. Ces bactéries provenant de rejets
agricoles ou urbains peuvent atteindre les zones conchylicoles et étre impliquées dans des toxi-infections alimentaires
collectives (TIAC). Actuellement, trés peu de données sont disponibles sur la présence et la diversité des bactéries
entériques telles que les Escherichia coli (E. coli) pathogénes de type E. coli producteurs de Shiga-toxines (STEC) et E.
coli entéropathogénes (EPEC) dans les coquillages en France.

La présence de ces E. coli pathogenes a été recherchée pendant deux ans, dans trois zones conchylicoles frangaises et
leurs bassins versants. Un total de 28 souches STEC et 89 souches EPEC différentes ont été isolées dans des
coquillages, des eaux aux exutoires, le sédiment et ’eau de mer, représentant 1% de la totalité des souches E. coli
isolées (n=12016). Ces souches isolées présentaient néanmoins une grande diversité. Elles étaient réparties au sein de
73 profils de virulence différents dont une souche STEC de sérotype 026 :H11 présentant 47 génes de virulence isolée
dans un lot de moule. Soixante-quinze pourcents des souches EPEC présentaient des génes de virulence associés a des
ilots de pathogénicités caractéristiques de souches pathogénes responsables d’infection grave chez I’Homme, révélant le
potentiel pouvoir pathogéne de certaines souches. Enfin, 1’étude de la cinétique de contamination, décontamination
d’huitres au contact de souches STEC, n’a pas montré de différence comparée a un E. coli non STEC.

Les travaux réalisés au cours de cette thése sont a notre connaissance les premiers de ce genre. IIs ont permis de mettre
en évidence la faible présence de STEC et de EPEC au niveau des zones conchylicoles frangaises étudiées ainsi que le
potentiel pouvoir pathogéne de certaines souches. La faible prévalence des souches sur ces sites de catégorie B ou C
(purification des coquillages avant commercialisation) reste néanmoins plutot en faveur d’un risque faible de
contamination dans les zones sélectionnées. Les résultats acquis au cours de cette thése sont des éléments importants
pour mieux appréhender le risque sanitaire potentiel 1i¢ aux STEC et aux EPEC en zone littorale.

Mots clés : STEC, EPEC, coquillages, diversité, virulence, persistance.

Pathogenic Escherichia coli in coastal environments : STEC and EPEC

Abstract
The contamination of coastal areas by potentially pathogenic enteric bacteria is of concern for the sustainability of some

uses, such as shellfish farming, recreational shellfish harvesting and bathing. The contamination of these environments
may occur through the land-spreading of livestock wastes, animal feces deposited on pastures, wastewaters from
slaughterhouses. The presence of these bacteria in coastal environment may present a potential risk to human health. In
fact, shellfish-borne outbreaks may occur by the consumption of shellfish from contaminated areas. To date, few studies
focusing on the presence and the diversity of enteric bacteria, such as pathogenic Escherichia coli (E. coli) more
precisely, Shiga-toxin-producing E. coli (STEC) and enteropathogenic E. coli (EPEC) in coastal environments and
shellfish have been reported.

For this purpose, during a 2-year study, shellfish batches, freshwater, seawater, and surface sediment samples from
three French selected shellfish-harvesting areas and their upstream catchments, were analyzed to evaluate the presence
of STEC and EPEC strains. Twenty-eight STEC and 89 EPEC strains were isolated representing 1% of the total E. coli
(n=12 016). The isolated STEC and EPEC strains belonged to a high diversity. One STEC strain isolated from a mussel
batch, belonging to the serotype O26:H11 displayed 47 additional virulence genes. Seventy-five percent of EPEC
strains displayed several virulence genes associated with pathogenicity islands specific to pathogenic E. coli involved in
human infections.

No difference in the kinetics of the contamination and depuration of oysters by STEC and non-STEC E. coli was found.

To our knowledge, this study is the first to focus on the diversity of STEC and EPEC strains isolated from coastal
environments. This study highlights the weak presence of STECs and EPECs in the French shellfish-harvesting areas
studied and a potential pathogenicity of some strains. The low prevalence of STEC and EPEC strains in shellfish from
B- and C-categories (depuration of shellfish before commercialization), is rather in favor of a limited risk of
contamination of shellfish in the studied areas. The results obtained during this study are important to better understand
the health risk associated with STEC and EPEC in coastal areas.

Keywords : STEC, EPEC, shellfish, diversity, virulence, persistence.



