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Introduction

L'un des incidents les plus redoutés en Agro-Alimentaire est la contamination des
aliments par des micro-organismes entériques pathogénes (bactéries, virus, parasites).
Longtemps, il a été pensé que les bactéries entériques pathogenes, émises dans
I’'Environnement via les rejets fécaux (stations d’épuration, fosses septiques, épandage de
lisier, paturages, ...), n’avaient qu’une durée de vie trés limitée. Par conséquent, les
productions végétales susceptibles d’étre contaminées par des bactéries pathogenes
circulantes, apparaissaient malgré tout comme des matrices alimentaires peu vulnérables vis-
a-vis de ces bactéries. Cependant, des bactéries entériques pathogénes, comme Salmonella
et certains sérotypes entérohémorragiques de Escherichia coli, sont incriminées dans un
nombre croissant de Toxi-Infections Alimentaires Collectives (Deering et al. 2012; Van der
Linden et al. 2013; van Overbeek et al. 2014; Martinez-Vaz et al. 2014; Jang and Matthews
2018). En Europe, I'une des TIAC les plus importantes s’est produite en 2011, avec des salades
composées comportant des graines germées de fénugrec (condiment) contaminées par un
sérotype entérohémorragique d’E. coli, 0104 :H4. Cette TIAC a particulierement touché
I’Allemagne et la France, faisant presque 4000 malades et provoquant plus de 50 déces

(Radosavljevi¢ et al. 2016).

En plus du danger constitué par la présence de tels pathogénes dans les produits
alimentaires d’origine végétale, il est important de rappeler que les bactéries entériques,
pathogenes ou non, véhiculent un nombre important de génes de résistance aux antibiotiques
(Casals-Pascual et al. 2018). En effet, depuis la découverte par Alexander Fleming de la
pénicilline en 1928, I'utilisation des antibiotiques s’est généralisée en médicine humaine et
vétérinaire. Depuis 70 ans, cette utilisation, massive et inappropriée, a conduit a I'adaptation
des bactéries via le développement de mécanismes de résistance (Morehead and Scarbrough
2018). Les supports génétiques de ces résistances sont souvent plasmidiques et donc
transférables au sein des populations bactériennes (Poirel et al. 2016; Millan et al. 2016;
Lopatkin et al. 2017). Le compartiment environnemental semble de plus largement impliqué
dans la dissémination et I’évolution de I'antibiorésistance bactérienne (Manaia 2017; Larsson
et al. 2018). La survie, voire I'adaptation, des bactéries entériques sur les végétaux de
consommation humaine peut donc alimenter la circulation de bactéries antibiorésistantes

vers le consommateur et participer a I'érosion croissante de I'efficacité des antibiotiques.
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Afin d’illustrer les différents dangers potentiels impliquant les bactéries entériques
antibiorésistantes, mon mémoire de thése commencera par une étude bibliographige. Elle
portera tout d’abord sur les bactéries entériques pathogénes et les Toxi-Infection Alimentaires
Collectives avant d’aborder la résistance bactérienne aux antibiotiques, les mécanismes
d’adaptations des bactéries entériques a I'’environnement et de finir sur les sources et voies
de contamination des plantes par ces bactéries.

Apreés cette étude viendra le contexte et les objectifs de la thése avant de passer aux résultats
organisés en trois parties.
Enfin ce mémoire ce terminera par une discussion des résultats obtenus ouvrant sur des

conclusions et des perspectives.
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Foyers de TIAC en France de 1990 a 2016
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Figure 1: Répartition des TIAC en France de 1990 a 2016 (n= 14690) (d’apres les rapports de I'Institut de Veille Sanitaire)
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Figure 2: Agents pathogénes les plus fréquemment impliqués dans les TIACS entre 1996 et 2016
(d’apres les rapports de I'Institut de Veille sanitaire)
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A. Bactéries entériques pathogéenes et Toxi-Infections Alimentaires

Collectives (TIAC)

I. Les Toxi-Infections Alimentaires Collectives

Les Toxi-Infections Alimentaires Collectives ou TIAC correspondent a I'apparition d’au
minimum 2 cas similaires de maladies, généralement gastro-intestinales, dont la cause a une
méme origine alimentaire. En France, les TIAC sont a déclaration obligatoire aupres de
I’Agence Régionale de Santé! et/ou de la Direction Départementale de la Cohésion Sociale et
de la Protection des Populations? par les médecins, biologistes, responsables d’établissement
de restauration collective ou a caractere social ou encore par des consommateurs ou d’autres
personnes ayant connaissance d’un épisode pouvant étre une TIAC. Cette déclaration est
transmise a d’autres agences (Santé publique France, Direction Générale de I’Alimentation) et
entraine des investigations pour confirmer la TIAC, identifier son origine et mettre en place
des mesures préventives et/ou correctives si besoin. Chaque année une base de données est
constituée par Santé publique France afin de réaliser I'analyse des caractéristiques
épidémiologiques des TIAC et déterminer les facteurs ayant pu contribuer a leur survenue. Un
rapport est rendu publique chaque année par I'Institut de Veille Sanitaire (InVS) (Institut de
Veille Sanitaire 2019a).

Il existe 12 Centres Nationaux de Référence (CNR) qui contribuent a la surveillance
épidémiologique des bactéries pathogenes a transmission alimentaire que sont Salmonella
spp, Clostridium botulinum, Campylobacter et Helicobacter, Escherichia coli et Shigella, Listeria

spp, Trichinella, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Brucella et Franscisella tularensis.

1. Etat des lieux en France et en Normandie

a. En France

Comme le montre la Figure 1, depuis 1990, on constate une augmentation constante
des foyers de TIAC détectés en France (326 en 1990 et 1455 en 2016). Ceci s’explique

notamment par 'amélioration des méthodes de recherche et de surveillance des pathogénes,

! Agence Régionale de Santé : ARS : chargée du pilotage régional du systéme national de santé

2 Direction Départementale de la Cohésion Sociale et de la Protection des Populations : DDCSPP : garantit
la sécurité sanitaire et économique des concitoyens et contribue a la cohésion sociale de la société.
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ainsi que par une meilleure communication entre les différents services de santé. Sur une
période de 20 ans (de 1996 a 2016) (Figure 2), parmi les agents pathogénes confirmés ou
suspectés d’étre a I'origine de TIAC, 25,7% sont des Salmonella (dont 33% de S. Enteridis et
17,7% de S. Thyphimurium), 28,4% Staphyloccocus aureus et 14% Bacillus cereus. La plupart
de ces TIAC ont eu lieu dans le cadre familial (33,7%) et commercial (28,1%). La Figure 3
montre la répartition des aliments contaminés par Salmonella spp, les ceufs étant les denrées
les plus contaminées (44.7%), suivis de la viande (16.1%). La catégorie « Autre » dans laquelle
se retrouvent les salades composées et les végétaux (légumes, fruits) représente 10,2% des
aliments contaminés ce qui la place devant les volailles (6.7%), les produits laitiers (4%) et de

la mer (4.4%) (Institut de Veille Sanitaire 2019a).

b. En Normandie

Si I'on regarde les données épidémiologiques pour la région Normandie (Haute et
Basse Normandie confondues) sur la période de 2006 a 2015, les TIAC normandes
représentent 36,34% des TIAC nationales. L'agent pathogene le plus incriminé est Salmonella
a 69,3%, avec une répartition de 45,6% pour S. Typhimurium, 11,4% pour S. Enteridis et 43%
pour les autres sérotypes. L’aliment le plus contaminé par Salmonella est la viande a 58,8%
(Institut de Veille Sanitaire 2019a).

On retrouve a I'échelle régionale approximativement la méme répartition des lieux de
survenue des TIAC (cadre familial et commercial) et les mémes agents pathogenes incriminés

gu’a I'échelle nationale (Figure 2), mais pas dans des proportions identiques.

2. TIAC dues aux E.coli productrices de shigatoxines

En France, la détection d’infections dues a des E. coli productrices de shigatoxines
(STEC3), dont la DMI est <100 UF,C est basée sur le recensement des cas de syndrome
hémolytique et urémique (SHU) et permet de suivre les tendances spatio-temporelles des SHU
chez les enfants agés de moins de 15 ans, de connaitre les caractéristiques épidémiologiques

des cas et de détecter des phénomenes épidémiques. Cette surveillance a été mise en place

3 STEC : Shiga toxin-producing Escherichia coli
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en 1996, par Santé publiqgue France en collaboration avec la Société de néphrologie
pédiatrique, a la suite d’une étude sur les années 1995-1996 montrant que 86 % des SHU
pédiatriques en France survenaient a la suite d’une infection par des souches STEC. Le suivi
porte sur les SHU apparaissant chez les enfants de moins de 15 ans (population la plus
susceptible d’étre touchée) et repose sur un réseau constant de 32 services de pédiatrie et de
néphrologie pédiatrique de centres hospitaliers répartis sur tout le territoire métropolitain.
En complément de ce réseau, d’autres services notifient ponctuellement les cas de SHU
hospitalisés dans leurs services.

Linfection par des souches STEC est ensuite confirmée par le Centre National de
Référence (CNR) des E. coli et Shigella et ses laboratoires associés, par isolement des souches
STEC a partir des selles, ou détection par PCR des génes codant les shigatoxines (stx, eae). Pour
chaque cas, une fiche de renseignements, comportant des informations
sociodémographiques (age, sexe...), cliniques, biologiques (hématologie, biochimie,
coproculture et sérologie) et épidémiologiques est adressée a Santé publique France (Institut
de Veille Sanitaire 2019b).

Ainsi, depuis 1996, 2342 cas de SHU, en France, ont été détectés avec une augmentation
depuis 2005 (81 cas en 1996 et 164 cas en 2017). Au niveau des sérotypes retrouvés, entre
2004 et 2017, les plus présents étaient 0157 (41%) et 026 (14%), puis 080 (5%), 0145 (3%),
0111 et 0103 (2%).

Sur la période 1996 — 2013, la Basse-Normandie était la 3¢ région la plus touchée par les SHU
pendant que la Haute-Normandie était la 10° région. Depuis 2016, la région Normandie (Haute
et Basse réunifiées) a I'incidence nationale la plus élevée (comprise entre 1 et 2 / 100 000

enfants de moins de 15 ans) (Institut de Veille Sanitaire 2019b)..

Ainsi, les TIAC sont généralement dues aux bactéries entériques pathogenes Salmonella et

STEC, que ce soit au niveau national ou au niveau de la région Normandie. Mais que sont

vraiment ces agents pathogenes entériques ?
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Genre Salmonella

S. bongori S. enterica

Sous- enterica salomae arizonae diarizonae houtenae indica
espece | Il 1IE] b v VI

Typhi et Typhimurium,
Parathyphi Enteritidis, Dublin,

Figure 4: Hiérarchisation de Salmonella (d’aprés Hurley et al., 2014). L’espéce Salmonella enterica comprend 6 sous-espéces. Salmonella
enterica subsp enterica comprend de nombreux sérotypes pouvant étre classé en deux catégories : I'une avec les sérotypes responsables des maladies
thyphiques et I'autre avec les sérotypes responsables des maladies non thyphique.
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[I. Les bactéries pathogénes entériqgues

Notre microbiote intestinal est composé de 100 000 milliards (10'%) de micro-
organismes (bactéries, virus), soit 10 fois plus que le nombre de cellules qui nous composent.
Ainsi, 1g de selles héberge 100 milliards (10'?) de bactéries. Au final, le poids total de toutes
nos bactéries intestinales atteint le chiffre de 1,5kg chez un individu adulte. Ces micro-
organismes contribuent au bon fonctionnement de I'organisme et sont associés a diverses
fonctions clés comme la fonction digestive et immunitaire.

Cependant, parfois, des micro-organismes pathogénes, comme Salmonella ou les
STEC, peuvent venir coloniser ce systeme pourtant trés sélectif (beaucoup de flores
endogenes en plus du pH acide de I'estomac qu’il faut passer). L’Organisation Mondiale de la
Santé (OMS) estime qu’approximativement 1,9 billions de personnes sont victimes de
maladies, dans le monde, chagque année et environ 1/3 de ces infections sont transmises par
la nourriture. Cependant, les pays en développement sont plus touchés que les pays
développés, ou les conditions d’hygiene sont moins propices au développement bactérien.
Parmi les micro-organismes impliqués dans ces maladies, on retrouve les norovirus dans 685
millions de cas, E.coli entérotoxigénique (ETEC?) avec 241 millions de cas, Shigella spp pour
190 millions, Giardia spp dans 183 millions des cas et Salmonella spp avec 180 millions de cas.
Cependant, un nombre important de déces (41% de toutes les morts associées a une maladie
diarrhéique dans le monde) peut étre attribué a Salmonella spp (Besser 2018).

Bien que les norovirus soient les principaux micro-organismes incriminés dans les TIAC, il est
difficile, lorsqu’ils sont détectés (par PCR), de prouver qu’ils sont infectieux et donc, bien
pathogenes.

Nous allons nous intéresser de plus prés aux E. coli STEC entérohémorragiques (EHEC?),

2¢ micro-organisme le plus impliqué les TIAC, ainsi qu’a Salmonella.

4 ETEC : Enterotoxigenic E. coli
5 EHEC : Enterohaemorrhagic E. coli
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1. Salmonella
a. Généralités

Les organismes appartenant au genre Salmonella sont des bacilles flagellés a Gram négatif
aérobies-anaérobies facultatifs. lls appartiennent a la famille des Enterobacteriaceae. Le genre
Salmonella comprend 2 espéces : S. bongori et S. enterica (Figure 4). Cette derniére est
subdivisée en 6 sous-especes, elles-mémes différenciées en sérotypes. Le genre Salmonella
est ainsi composé d’environ 2600 sérotypes différents pouvant étre désignés par une formule
antigénique se basant sur les antigenes capsulaires (Vi), somatiques (O) et flagellaires (H)
(Brenner et al. 2000; Hurley et al. 2014; Ibrahim and Morin 2018).

Approximativement 99% des Salmonella causant des infections humaines appartiennent a
I'espece Salmonella enterica subsp enterica (Kurtz et al. 2017). Parmi les Salmonella enterica
subsp enterica se trouvent différents sérotypes (Figure 4), dont 2 deux, Typhi et Paratyphi,
sont responsables des salmonelloses typhoides, les autres étant plutdt associées a des

salmonelloses dites non typhoides

b. Pathologies associées

Les trois principales maladies causées par Salmonella chez 'homme sont les
salmonelloses non typhoides, invasives ou non, et les salmonelloses typhoides (Kurtz et al.

2017).

Les salmonelloses non typhoides (NTS®) référent a toutes les maladies causées aux
hommes par tous les sérotypes de Salmonella enterica subsp enterica sauf Typhi et Paratyphi.
Elles ont lieu aprés ingestion de plus de 5000 bactéries présentes dans de la nourriture
contaminée, avec des symptomes apparaissant 6 a 72h apres consommation. Le début des
symptoémes est marqué par une forte fievre, des douleurs abdominales et diarrhées avec ou

non du sang, quelques nausées et vomissements. Généralement, ces gastro-entérites se

6 NTS : Non-typhoidal salmonellosis
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NIH

B Rocky Mountain Laboratorfes, NIAID,

Figure 5 : Image de Microcopie électronique a balayage avec des couleurs améliorées montrant des cellules humaines
cultivées envahies par Salmonella Typhimurium (rouge) (Winter et al, 2010).
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Figure 6: Mécanismes d’infection de Salmonella dans I’épithélium intestinal (llyas et al. 2017).
A gauche du schéma, Salmonella arrive a pénétrer dans les cellules épithéliales et passer dans la lamina propria. Elle est alors
phagocytée par un macrophage ou elle va pouvoir survivre et se multiplier. Les SP sont les différents ilots de pathogénicité
que la souche utilise pour survivre). A droite du schéma, la présence de cellules épithéliales inflammées par la présence des
Salmonella met en place les mécanismes de défense recrutant des neutrophiles.
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résolvent d’elless-mémes en 5 — 7 jours sans besoin de traitements (Coburn et al. 2007). En
moyenne, les sérotypes non typhoides persistent dans le tractus intestinal de 6 semaines a 3
mois (selon le sérotype) et 1 personne sur 1000 peut continuer a excréter Salmonella dans ses

féces sur des périodes excédant 1 an (Kurtz et al. 2017).

Les NTS peuvent avoir un caractéere invasif, notamment chez des sujets plus faibles, comme
les personnes immuno-déprimées, les jeunes enfants ou les personnes agées. On parle alors
de iNTS’ qui sont généralement causées par les sérotypes S. Thyphimurium et S. Enteridis.
Cependant, d’autres sérotypes comme Choleraesuis et Dublin peuvent également étre mis en
cause (Fangand Fierer 1991; Jean et al. 2006; Aubry and Galizere 2018).

Les fievres thyphoides sont provoquées par l'infection de S. Typhi et les fievres
parathyphoides par S. Paratyphi. 21 millions de nouveaux cas chaque année de fiévres
typhoides sont rescensés dans le monde, conduisant a une estimation de 150 000 décés. Elles
sont endémiques dans les pays en développement, la majorité des cas se produisant en Asie
du Sud et en Afrique subsaharienne. Aprés une incubation de 1 — 2 semaines, une forte fiévre
survient, accompagnée de diarrhée ou constipation, et d’'une torpeur. La fréquence des signes
cliniques est variable et rend le diagnostic clinique difficile. 1 a 4% des malades sont porteurs
asymptomatiques, continuant d’héberger S. Typhi pendant des mois ou des années dans
I'intestin ou la vésicule biliaire (Aubry and Galizere 2018). Les fiévres typhoides sont
immédiatement traitées avec des antibiotiques a cause de la nature systémique de l'infection.
Mais des les années 1990, les médecins ont abandonné les antibiotiques de 1° génération
(comme le chloramphénicol, I'ampicilline) du fait de I'’émergence d’une résistance généralisée
parmi plusieurs sérotypes de S. enterica subsp enterica (Qamar et al. 2014). Les
fluoroquinolones (comme la ciprofloxacine) sont ensuite devenues les traitements usuels.
Cependant, les résistances a cette classe d’antibiotiques augmentent et la 3¢ génération de
céphalosporines devient aujourd’hui I'un des traitements préconisé pour les fievres
typhoides. Actuellement, il existe également 3 vaccins homologués contre S. Typhi. Le premier
vaccin, visant a tuer les bactéries, n’a pas longtemps été fabriqué du fait d’'un haut taux de

réactogénicité. Le deuxiéme est un vaccin vivant atténué (Ty21a) qui, aprés plusieurs années

7iNTS : Invasive non-typhoidal salmonellosis
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d’utilisation, a été reconnu pour étre bien toléré et non pathogeéne pour ’lhomme, mais avec
une efficacité modérée (autour de 50%). Il est de plus non autorisé pour les enfants de moins
de 6 ans (population qui est la plus susceptible de développer I'infection). Enfin, le troisieme
vaccin visant les polysaccharides capsulaires (Vi) bien que bien toléré et efficace a 60%,
présente plusieurs limitations. La premiére est que la vaccination se fait par voie parentérale,
ce qui nécessite une formation spécialisée qui le rend moins utile dans les pays en
développement. Deuxiemement, ce vaccin ne génére pas de mémoire immunologique
puissante ce qui le rend peu efficace chez les enfants de moins de 18 mois dont le systeme

immunitaire est encore immature (Anwar et al. 2014; Kurtz et al. 2017).

c. Mécanisme de colonisation

Une fois ingérée, Salmonella colonise I'iléon terminal et le colon (Figure 5). Sa mobilité
et ses systémes de sécrétion de type Il (T3SS8) travaillent ensemble pour permettre a une
fraction de la population d’envabhir les cellules épithéliales intestinales. Agissant comme une
seringue moléculaire, le premier systéeme de sécrétion T3SS-1 injecte des protéines effecteurs
(Thiennimitr et al. 2012) qui sont codées par des flots de pathogénicité (SPI°-1 et SPI-2) (Figure
6). Ces flots, dont il est question plus loin, acquis historiquement par des événements de
transferts horizontaux, incluent des clusters de génes codant des mécanismes par lesquels
Salmonella agit comme un pathogéne virulent. Ces flots sont localisés sur le chromosome
bactérien ou sur un plasmide. Cependant, tous les sérotypes ne les possédent pas.
Aujourd’hui, chez Salmonella, 23 SPI ont été décrits bien que les fonctions des génes contenus
dans ces ilots n’aient pas encore été completement élucidées (Hurley et al. 2014). Les
protéines effectrices codées par les ilots de pathogénicité et injectées via le T3SS-1 vont
induire des altérations dans le cytosquelette d’actine permettant d’internaliser Salmonella.
Aprés leur entrée dans les cellules de la paroi intestinale, les bactéries survivent a
I’acidification dans des vacuoles appelées SCV! en acidifiant a leur tour leur cytoplasme
(Chakraborty et al. 2015; llyas et al. 2017) (Figure 6). Les bactéries arrivent ensuite a accéder

alalumina propia (tissu conjonctif — Figure 6) ou elles sont internalisées dans les macrophages

8T3SS : Type 3 secretion system
9 SPI