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Résumeé

Les Escherichia coli enterohémorragiques (EHEC) sont responsables de toxi infections alimentaires
conduisant a des colites hémorragiques pouvant se compliquer d’un syndrome hémolytique et
urémique. Cependant, il existe aujourd’hui une réglementation officielle stipulant les procedures a
suivre pour I’échantillonnage et la recherche des Shiga toxin-producing E. coli (STEC) dans les
denrées alimentaires. Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a la recherche des E. coli 0157
:H7 producteurs de Shiga-toxines (STEC) dans 109 échantillons lesquels : les carcasses bovines et
ovines, lait cru, et viande hachée. Nous avons suivis un protocole consiste trois étapes :
enrichissement, isolement, identification biochimiques et confirmation par test d’agglutination.
Apres ’enrichissement et utilisation d’agents sélectifs qui ont pour but de freiner la croissance de la
flore annexe, nous avons obtenus des différents souches a partir de viandes et d’autres a partir des
écouvillons des carcasses bovines et ovines. Et nous n’avons pas détecter une présence d’E.coli
0157 :H7.

Mot clés : STEC, E.coli 0157 :H7, EHEC ,SHU



Abstract

Enterohaemorrhagic Escherichia coli (EHEC) are responsible for food-borne toxins leading to
haemorrhagic colitis which can be complicated by haemolytic uraemic syndrome. However, there are
now official regulations stipulating procedures for sampling and testing for Shiga toxin-producing E.
coli (STEC) in foodstuffs. In this study, we investigated Shiga toxin-producing E. coli O157:H7
(STEC) in 109 samples, including beef and sheep carcasses, raw milk, and minced meat. We followed
a three-step protocol: enrichment, isolation, biochemical identification and confirmation by

agglutination test.

After enrichment and the use of selective agents to inhibit the growth of the adventitious flora, we
obtained different strains from meat and others from bovine and ovine carcass swabs. And we did not
detect the presence of E.coli O157:H7.

Key word: STEC, E.coli 0157:H7, EHEC ,SHU
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Introduction

Les aliments que nous consommons peuvent contenir des substances ou des agents pathogenes
dangereux. Certains microorganismes représentent une menace potentielle pour la santé  humaine
et sont considérés comme les principales sources de maladies d’origine alimentaire. Parmi eux, nous
avons Escherichia coli 0157 :H7 qu’elle a souvent été incriminé lors d’épidémies de colites
hémorragiques et de syndromes hemolytiques et urémiques (SHU) (Caprioli et al., 2005). L’infection
a 0157 :H7 peut revétir plusieurs aspects, dont le plus fréquent est la colite hémorragique. Le tableau
clinique peut cependant se compliquer d’un (SHU), particuliérement chez I’enfant et le sujet agé, ou
purpura thrombotique thrombocytopénique (PTT) chez I’adulte. Le SHU et PTT ont en commun des
Iésions des cellules endothéliales de la microcirculation, suivies d’un gonflement cellulaire,
d’adhérences plaquettaire et de thrombose. Les manifestations sont déterminées par le lit vasculaire

le plus atteint : celui des reins dans le SHU, celui du cerveau dans le PTT.

Les STEC et plus particulierement le sérotype O157 :H7 représentent donc un danger potentiel pour
la santé publique, avec un impact important pour les industries agro-alimentaires. Or, en dépit des
différents éléments soulignes dans les lignes précédentes, il existe a I’heure actuelle réglementation
officielle stipulant les procédures a suivre pour I’échantillonnage et la recherche des STEC dans les
denrées alimentaires. Ainsi, les divers protocoles de recherche utilisés actuellement dans les
industries et les laboratoires de diagnostiques varient principalement, d’une part, en fonction des
procédures d’échantillonnage mises en place dans ces structures .et ,d’autre part, en fonction des
protocoles d’enrichissement et méthodes de détection employés. 1l se pose alors la question comment
appliquer les méthodes de détection pour la recherche d’E. coli O157 dans les aliments ? Et cette

bactérie existe-t-elle encore en Algérie ou bien elle est démunie de fermes ?

Dans notre étude, nous avons eu pour objectif de détecter la contamination de la carcasse ovine et
bovine produite dans deux abattoirs d’EL Harrach et Miliana et dans les viandes hachée , Margez,
viandes morceau et lait cru par les Escherichia coli O157.Pour ce faire, nous avons recherché la
présence de ces souches a la surface des carcasses ovines et bovines, viandes hachées, Margez, lait
de vache et de chevre cru et tenté de confirmer la présence d’Escherichia coli 0157 H7, grace a
différents tests d’identification. Ces étapes nous ont permis d’apprendre a utiliser les techniques

microbiologiques, biochimiques et immunologiques pour ce type de pathogene.
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1. Historique d’Escherichia coli O157 :H7

11 est difficile d’imaginer aujourd’hui I’excitation qui régnait a 1’époque de louis pasteur (1822-1910)
et Robert Koch (1843-1910), ou les médecins et les microbiologistes couraient apres 1’agent
responsable  de chaque maladie. C’est dans ce climat qu’un jeune pédiatre allemand, Theodor
Escherich (1857-1911), décrivait, en 1885, I’espece bacterium coli commune, isolée des selles de bebé
nourris exclusivement au lait maternel. On sait aujourd’hui que cette entérobactérie s’installe dans
I’intestin du nouveau-né rapidement aprés la naissance ; pendant un certain temps, elle constitue

I’¢lément dominant de leur flore intestinale et elle reste présente chez I’adulte.

A 1’époque, la mortalité infantile en Allemagne était élevée et des épidémies de diarrhée étaient
fréquentes. Dans une démarche originale, Esherich examina les bactéries trouvées dans les intestins du
nouveau -nés sains aussi bien que malades. Il trouva que le tractus intestinal, stérile a la naissance, était

rapidement envahi par de nombreuses especes de bactéries.

Isolé pour la premiére fois en 1982, L' Escherichia coli O157: H7, producteur de shigatoxines, est
devenu un important agent pathogene d'origine alimentaire et hydrique qui provoque la diarrhée, la
colite hémorragique et le syndrome hémolytique et urémique (SHU) chez I'hnomme. Une souche
bactérienne entérohémorragique, E. coli 0157 : H7 infecte le tube digestif et induit des crampes
abdominales avec diarrhée hémorragique. La transmission d'E. coli O157: H7 se produit par voie
fécale-orale aprées consommation de liquides et daliments contaminés et insuffisamment
cuits. Alternativement, E. coli 0157: H7 peut étre transmis de personne a personne par excrétion fécale
et représente environ 11 % des infections. La production de toxines Shiga est un facteur clé contribuant
au développement du SHU. Entérohémorragique E. coli O157 : H7 induit une maladie secondaire a sa
production de toxine Shiga qui provoque une gamme de maladies gastro-intestinales, de la diarrhée
aqueuse a la colite hémorragique. E. coli 0157 : H7 induit une maladie entérohémorragique qui peut
provoquer une maladie systémique par syndrome hémolytique et urémique, qui se manifeste par une
anémie hémolytique, une thrombocytopénie et une insuffisance rénale aigué. Le SHU peut entrainer a

la fois une maladie aigué, potentiellement mortelle, et une maladie chronigue a vie.
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2. Taxonomie

Le terme Entérobactériaceae vient de deux mots grecs : Enteron « intestin » etbaktéron« petit baton
», il signifie bacille intestinaux. (Fauchére et al., 2002).La famille des Entérobactéries se définit par
les caracteres suivants (Le Minor et al., 1990).:bacille a gram négatif (2 a 4 p de long sur 0.4 2 0.6

de large); immobiles ou mobiles grace a des flagelles disposés de maniére péritriche.

poussent sur milieu ordinaire
aérobies-anaérobies facultatifs
réduisent le nitrate en nitrite

ont une réaction d’oxydase négative

utilise le glucose par voiefermentative

Tableau 1 ;: Taxonomie d’E. coli

Domaine Bactérie

Phylum Proteobacteria

Classe Gamma —proteobacteria
Ordre Enterobacteriale
Famille Enterobacteriaceae
Genre Escherichia

Espece Escherichia coli

Sous espece Escherichia coli O 157

Figure 1 : E. coli O157:H7 en microscopie électronique E. coli 0157 :H7 en microscopie
3
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électronique, isolé a partir de matériel d’abattoir (B.Andral — HSRV / Afssa lyon

2.1 Diversité d’espece Escherichia coli

Les E. coli O157 ne produisent pas tous des Shiga-toxines et ne sont donc pas tous des STEC. D’autre
part, d’autres sérogroupes appartiennent aux STEC : E. coli 026,045, O111,... Larelation entre STEC
et 0157 est représentée ci-contre L’identification des différents sérogroupes de STEC est attribuable a
Kauffman, qui apres s’étre intéressé aux Salmonelles, s’est consacré aux E. coli. La classification des
STEC en sérogroupes repose sur la définition de différents antigenes. Les travaux de Kauffman se sont
basés sur 1’étude de trois antigénes de surface : les antigénes somatiques O, les antigénes flagellaires
H et les antigénes capsulaires K. Actuellement, on distingue 173 O, 103 K et 56 H.

« Les Ag O : sont des lipopolyosides complexes de la membrane externe des E. coli. La spécificité
antigénique est donnée par les séquences répétitives de polyoside. Nombre de ces antigenes O sont
sérologiquement ou biochimiquement retrouvés chez d’autres organismes. C’est le cas entre E. coli et
Shigella, confirmant les similitudes entre les deux taxons.

 Les Ag K : sont principalement des polyosides acides. Le typage des Ag K est rarement utilisé.

» Les Ag H : La diversité antigénique des flagelles dépend de la protéine de base, la flagelline. De
nombreux E. coli sont peu ou pas mobiles si bien que ces antigénes sont assez difficiles a mettre en

évidence. Quelques souches ne développent pas d’Ag H et sont dites non mobiles ou H®.

50 seérogroupes ont été identifies comme étant responsables de
Colite Hémorragique ou de Syndrome Hémorragique et Urémique :

02, 04 a 06, 09
018, 022, 026; 038, 045, 046, 048, 050, 055, 086, 091, 098

0103 a 0105, 0111 a 115

0117 a 119, 0121, 0125, 0128, 0145, 0146, 0153, 0157, 0163, 0165, 0168...

Figure 2 : Sérogroupes des souches de STEC associés aux infections humaines. (D’apres
Loukiadis2002)

E. coli O157:H7 est le sérotype le plus répandu des Escherichia coli entéro-hémorragique (EHEC).
Cependant, de nombreuses epidémies ont été attribuées a d’autres sérotypes et sont a inclure dans le

groupe des STEC.
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Figure 3 : Représentation schématique de la relation entre E. coli O157 et STEC: The prevention of
E.coli 0157 :H7-A shared responsability (1999)
2.2 Habitat d’Escherichia coli O157

E. coli est un élément important de la flore intestinale des bébés humains. Chez 1’adulte, lorsque
I’intestin héberge une flore trés variée, E. coli représente environ 1% des micro-organismes. A ce stade,
il s’établit préférentiellement dans le colon, d’ou son nom. E. coli vit également dans I’intestin de
nombreux autres animaux : presque tous les mammiferes, les oiseaux et les marsupiaux et méme
certains animaux a sang froid (poissons et reptiles). En fait, il semble capable de coloniser le tractus
intestinal de la plupart des vertébrés. Partout, on trouve des variantes pathogénes et des variantes

commensales, ces dernieres étant bien plus fréquentes.

Chaque personne porte dans son tractus intestinal une population d’E. coli. Par conséquent, E. coli se
trouve fatalement dans les égouts. Cette niche, si elle permet de répandre nombre de bactéries dans
I’environnement puis vers d’autres animaux hotes, ne semble pas propice a la propagation d’E .coli.

Cela fait de cette bactérie un excellent indicateur de la présence de matiére fécale dans les eaux.

Les bovins sont reconnus comme le principal réservoir d' E. coli O157:H7 entrainant une transmission
zoonotique par la consommation de viande insuffisamment cuite ou de produits laitiers insuffisamment
pasteurisés et contaminés par des matiéres fécales bovines (Jay et al. , 2004 ; Kassenborg et al. , 2004
). Ici, nous passons en revue les comportements environnementaux établis et putatifs d’E. Coli
O157:H7 et présentons des réservoirs potentiels et des niches écologiques ou les EHEC peuvent

persister dans lI'environnement.
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2.3 Escherichia coli O157:H7

Escherichia coli O157:H7 produit des toxines de type Shiga et est classé dans les E. coli
entérohémorragiques. La figure 4 présente la place des E. coli entérohémorragiques et donc d’E.

coli O157:H7 parmi I’ensemble des Escherichia coli.

Escherichia coll

E. colipathogénes

Figure 4: Hiérarchisation des Escherichia coli entérohémorragiques.

Ce sérotype fut le premier a étre identifié comme responsable de diarrhées hémorragiques et du
syndrome hémolytique et urémique (SHU) chez I’homme au début des années 1980. Depuis, de
nombreuses autres souches d’E. coli (toutes verotoxinogenes) ont été reconnues comme induisant
les mémes effets, mais E. coli O157:H7 reste la bactérie la plus étudiée et la mieux connue, étant

le serotype le plus souvent isolé lors de cas d’infections.
v Caracteres phénotypiques

Deux caractéristiques fondamentales différencient le sérotype O157:H7 des autres souches
d’E. coli : 1) Escherichia coli O157:H7 ne fermente pas le sorbitol en 24h al’inverse des autres

souches ; 2) Chez Escherichia coli O157:H7, I’enzyme b-glucuronidase n’est pas active.

Ces deux caractéristiques ont été utilisées pour mettre en place des techniques de détection
d’E.coli O157:H7. Cependant, des souches mutantes d’E. coli O157:H7 fermentant le sorbitol ont
été isolées (Feng, 1995).

E. coli O157:H7 semble génétiquement trés proche du sérotype O55:H7 responsable de diarrhées
infantiles (Mead et Griffin, 1998 ; Vernozy-Rozand et Montet, 2001). Par des transferts de genes,
E. coli O55:H7 aurait progressivement acquis les génes stx2 et stx1 de production des toxines
STX2 et STX1 et perdu la capacité a fermenter le sorbitol et I’activité de I’enzyme  [1-glucuronidase
a la suite de I’infection par des bactériophages (Vernozy-Rozand et Montet, 2001).

v’ Caractéristiques physiologiques

La croissance d’E. coli O157:H7 s’effectue entre 37et 44°C. La bactérieprésente une bonne

résistance au froid (elle survit 10 a31 jours a8°C dans du cidre, Vernozy-Rozand et Montet,2001).
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v’ Caractéristiques biochimiques

Tableau 2 : Principaux critéres différentiels des especes du genre EscherichiaLIVRE
Escherichia coli O157H Christine Vernozy Rozand Marie- Pierre Montet 2eme édition 2005
PAGE 4

E. coli non E .coli E. hermanii E. vulneris | E.
Entéro- O 157: fergusonii
hémorragique | H7
S
Indole + + + _ +
pigment jaune _ _ + -
Lysine + + _ + +
décarboxylase
Ornithine + _ +
décarboxylase
B-xylosidase _ _ + _
B- + _ _ _ _
glucuronidse
Sorbitol + _ _ _ _
Malonate _ _ _ + _
Adonitol _ _ _ _ +

2.4 E. coli producteurs des toxines STEC

Certaines souches sont productrices de toxines appelées vérotoxines (car elles infectent les
cellulesdu rein du singe Vero) ou toxines de type Shiga (a cause de leur analogie avec les
toxines produites par Shigella dysenteriae). Est appelée toxine toute substance protéique simple
ou complexe, capable, ade tres faibles doses, de provoquer la mort d’un organisme vivant ou
d’induire in vivo ou in vitro des désordres pathologiques irréversibles ou réversibles au niveau
des organes, tissus ou liquides biologiques d’un tel organisme (Vernozy-Rozand et Montet,
2001).

Ces souches d’Escherichia coli sont nommees VTEC (pourVerotoxin-producing E. coli) ou STEC
(pour Shiga toxin-producing E. coli). L’emploi du terme STEC étantpréconisé, nous 1’utiliserons

dans la suite du texte. En 1995, 60 sérotypes étaient recensés comme produisant effectivement
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des toxines (Feng, 1995), ce nombre est maintenant passé a 100 (Coia, 1998 ; Law, 2000).

Certains STEC sont pathogénes pour I’homme. On recense actuellement 50 sérotypes

responsablesde colites hémorragiques ou du syndrome hémolytique et urémique (Sutra et al.,
1998). Les EHEC sont tous des STEC. Tous les STEC sont des bacilles fins de 0,5 um de diameétre

et de 2 a3 um de long. Ce sont des entérobactéries dont la coloration de Gram est négative et

qui ne sporulent pas.

3. Différents pathovars d’E. coli O 157

3.1 E. coli pathogénes intestinaux

Les souches d’E. coli pathogenes intestinales (INPEC) peuvent étre regroupées en six catégories :

- E. coli entérotoxinogénes (ETEC)

- E. coli entéropathogenes (EPEC)

- E. coli entéro-invasives (EIEC)

- E. coli entérohémorragiques (EHEC)

- E. coli enteroaggrégatives (EAEC)

- E. coli adhérentes invasives (AIEC)

Tableau 3 : Principaux pathovars d'E. coli impliqués dans les syndromes diarrhéiques chez
I'Homme(Loukiadis 2002 (Milon 1993), Anonyme 2003)

Propriétés caractéristiques

Signes cliniques

Groupe des souches associees
* Adhésion aux entérocytes par fimbriae Diarrhées aqueuses
ETEC * Production d’entérotoxines ST et/ou LT peu fébriles
ENTERO TOXIGENIC * Sérovars humains typiques : O6 :H16, O8
:H9,
* Plasmide de virulence Dysenterie
EIEC * Invasion et prolifération dans les cellules * Syndrome fébrile
ENTERO INVASIVE épithéliales et en culture * Ténesme

EPEC
ENTERO PATHOGENIC

* Pas de production d’entérotoxines LT et ST
* Pas d’invasivité de type Shigella

« Attachement-effacement des microvillosités
intestinales et destruction entérocytaire

* Pas de production de toxines Shiga-like

* Diarrhées aqueuses
prolongees

* Fievre

* Vomissements

EHEC
ENTERO
HAEMORRHAGIC

* Forte production de toxine Shiga-like

« Attachement-effacement des microvillosités
intestinales

* Sérovars typiques : O157:H7, 026:H11,
0103:H2, O172:H ?

* Plasmide de virulence d’environ 60 MDa

o Diarrhées aqueuses
profuses puis
hémorragiques

* Risque de SHU

8
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Adhésines * Diarrhées de plus de

EAEC * Toxine thermosensible non hémolytique 15 jours
ENTERO AGGREGATIVE | . Toxine thermorésistante EAST

v E. coli entérotoxinogene (ETEC)

Les E. coli entérotoxinogénes (ETEC), fréquemment associées a la “diarrhée du voyageur”, sont des
souches produisant des entérotoxines : toxine thermosensible (toxines LT), et/ou toxine thermostable
(toxines ST). Lors de la colonisation de I’intestin, les entérotoxines provoquent la diarrhée. Les
infections aux ETECs sont principalement trouvées chez les voyageurs, les nourrissons et les enfants
dans les pays en voie de développement. Elles peuvent aussi étre trouvées chez les animaux d’élevage
(Nataro et al. 2004).

v E. coli entéropathogéne (EPEC)

Les E. coli entéropathogénes (EPEC) provoquent, elles aussi, des diarrhées de type Persistantes.
Toutefois elles ne produisent pas d’entérotoxine. Ces souches sont capables de s’attacher aux cellules
intestinales et de réarranger le cytosquelette. Les EPECs provoquent principalement des gastro-

entérites infantiles dans les pays développeés ( Nataro et al.2004).
v E. coli entéro-invasive (EIEC) :

Les E. coli entéro-invasives (EIEC) provoquent des diarrhées aqueuses et parfois la dysenterie.
L’infection se fait dans la muqueuse du colon, les bactéries I’envahissent et se multiplient de fagon

intracellulaire. Les EIECs sont similaires a la bactérie Shigella (Nataro et al. 2004).
v E. coli entérohémorragique (EHEC)

Les E. coli entérohémorragiques (EHEC) sont associées aux colites hémorragiques et au syndrome
urémique hémolytique (HUS) provoqués par la production de Shigatoxines (Stx). LesEHECs peuvent
aussi provoquer une défaillance rénale. Les toxines inhibent la synthése des protéines et provoquent la
mort cellulaire. Les EHECSs sont surtout trouvées chez les enfants, mais aussi dans la flore normale
bovine. Les EHECs provoquent ce qu’on appelle la “maladie du hamburger” (Kaper, Nataro et al.
2004).

v E. coli enteroaggrégative (EAEC)

Les E. coli enteroaggrégatives (EAEC) causent des diarrhées aigiies et persistantes chez les adultes et
les enfants. Les EAECSs sont présentes, aussi bien dans les pays en voie de développement que dans les

pays développés. Les EAECs colonisent le colon et y secretent des entéro toxines et des cytotoxines (

9



Chapitre | Généralité

Nataro et al. 2004).
v E. coli adhérentes invasives (AIEC)

Les E. coli adhérentes invasives sont majoritairement associées a la maladie de Crohn. Cette maladie
est responsable d’infections importantes dans 1’intestin. Les AIECs sont capables d’adhérer fortement
aux cellules épithéliales de I’intestin et de les envahir. Le mécanisme impliqué dans ces actions
consiste en la polymérisation de microtubules et le recrutement d’actine. L’action des bactéries induit
une sécrétion inflammatoire de cytokine. Les AIECs sont aussi capables de survivre et de se répliquer

dans des macrophages : ce qui induit une importante sécrétion de TNF-o (Agus, Massier et al. 2014).
3.2. E. coli pathogénes extra-intestinaux

Les E. coli pathogenes extra-intestinaux (EXPEC), ne sont pas associés aux infections quand ces
souches se trouvent dans le tractus intestinal. Cependant lorsqu’elles colonisent des tissus hors de

I’intestin, elles peuvent causer des infections importantes (Johnson and Russo 2002).
Les EXPECs peuvent étre regroupées en quatre catégories

- E. coli uropathogenes (UPEC)

- E. coli associées a la septicémie (SEPEC)

- E. coli associées a la méningite néonatale (NMEC)

- E. coli pathogénes aviaires (APEC)

Les EXPECs possédent une grande diversité de facteurs de virulence. Les EXPECs semblent avoir été
créées par I’accumulation de certains facteurs de virulence dans des souches E. coli appartenant aux

groupes phylogénétiques B2 et D (Johnson and Russo 2002).
4. Sources d’E. coli O157

» Chez les bovins

Ce n’est qu’a partir de 1982 apres que deux épidémies de colites hémorragiques dues a une infection
a E. coli O157:H7 aux Etats Unis dues a la consommation de hamburger qu’on commence a
s’intéresser auX E. coli O157:H7 (Riley et al., 1983). Les sources de E. coli O157 H7 sont avant tout
les produits d’origine animale avec en premier lieu les steaks hachés de beeufs insuffisamment cuit
(MacDonald et al., 1988 ; Espié et Vaillant, 2003), les produits laitiers (les fromages au lait cru) les
ovo-produits, mais également les produits d’origine végétale (cidre artisanal de pommes, laitues,

pomme de terre, pousse de radis...) ( Breuer et al., 2001) .
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D’autres parts, le milieu extérieur représente une source importante, notamment par I’intermédiaire
de I’eau (baignades en lac ou en pataugeoires contaminées par des maticres fécales d’origine humaine,

ou eau de boisson insuffisamment chlorées...).

Les bovins sont considérés comme étant les principaux réservoirs de souches STEC, en particulier de
souches STEC O157. La présence de STEC chez les bovins a été démontrée dans le monde entier :
Ameérique (Etats-Unis, Brésil), Océanie (Australie), Asie (Japon, Inde), Afrique (Ouganda) et Europe.
Les données disponibles sont nombreuses et varient selon les études et les sérotypes recherchés.
Quant au seul sérogroupe 0157, le pourcentage de bovins porteurs varie entre 0,2% (France) (Prad
et al., 2000) et 16,6% (Italie) (Caprioli, 1999) avec une moyenne de 4,1%.

» Viandes bovines

E. coli O157:H7 et les autres STEC sont introduits dans la chaine alimentaire par 1’intermédiaire de
carcasses contaminées provenant elles-mémes d’animaux porteurs. La contamination des carcasses
peut avoir lieu principalement aux moments du dépouillement des cuirs (potentiellement souillés par
le pathogene) et de 1’éviscération (le pathogeéne ayant pour réservoir principal le tube digestif des

bovins)
» Lait et produits laitiers

Le lait et les produits laitiers sont a 1’origine de différents foyers épidémiques a STEC dans le monde
depuis plusieurs années. La voie de contamination du lait actuellement retenue est celle de la
contamination a partir des matiéres fécales de bovins lors de la traite, méme si certaines études

suggerent 1’existence possible d’une voie de contamination du lait avant la traite (Matthews et al.,

1997).
> Végétaux

Les fruits et Iégumes crus (salade, radis, épinards, oignons, etc) peuvent étre directement contamines
par 1’eau d’irrigation, a partir du sol contaminé suite a 1’épandage d’effluents d’élevages ou via

I’activité de la faune du sol.
» Eau

Les épidémies d’origine hydrique sont généralement associées a la consommation d’eau de boisson

(Mannix et al., 2005).ou a I’ingestion accidentelle d’eau lors de baignades ; Paunio et al., 1999).
» Transmission inter-humaine

La majorité des cas résulte d’'une contamination indirecte mise en évidence chez les personnes en

contact avec les malades. Ce mode de transmission est aussi responsable de 1’extension de 1’infection
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au sein des familles (Ludwig et al., 1998) et dans les hopitaux (Karmali et al., 1999; Bolduc et al.,
2004).

» Dans I’environnement

La contamination fécale est la principale source de contamination de I’environnement et I’apport
régulier de STEC a travers les feces des animaux est en partie responsable de la persistance de ces
pathogenes dans I’environnement. Les ruminants et notamment les bovins sont considérés a 1’heure

actuelle comme le réservoir principal de E. coli 0157 :H7 (Andral et al., 2000).
5. Facteurs de virulences

Deux facteurs de virulence majeure des STEC ont été identifiés : la présence d’une protéine
responsable de I’adhésion des bactéries a la paroi intestinale de I’homme, mais aussi la production
par les bactéries de toxines appelées aussi Shiga-Toxines. Cependant, il existe d’autres facteurs de

virulence moins connus (Entérohémolysine, résistance a 1’acidité¢...).
5.1 Facteurs d’adhésion

Les facteurs d’adhésion sont des ¢léments majeurs de la pathogénie. Les principaux mécanismes
d’adhésion décrits chez les entérobactéries font appel a des fimbriae, des protéines de la membrane
externe et des lipopolysaccharides. De nombreuses études in vitro et in vivo ont été réalisées afin de

connaitre les différents facteurs responsables de ce processus (Paton et al., 1997).

Figure 5 : Lésions d’attachement-effacement induites par une souche E. coli 0157 :H7 sur des

cellules rectales de mouton (Wales et al., 2001)

5.2 Les Shiga-like toxines (stx)

Actuellement les principaux facteurs de virulence des EHEC sont les stx qui sont des cytotoxines

inhibantes in vitro les cellules Vero (cellule rénale du singe vert d’Afrique) en stoppant de fagon
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irréversible leur multiplication.

Les Stxs regroupent deux principaux types (Strockbine et al., 1986): Les Stxs de type 1 les toxines
Stx1, qui sont neutralisables par des anticorps anti-Shiga-toxine de Shigella dysenteriae 1, (Takao et
al., 1988); et les Stxs de type 2 qui présentent moins de 60% d’homologie avec la séquence en acides
aminés des Stx1. Elles se distinguent par leurs propriétés immunologiques, mais leur mécanisme

d’action et leurs propriétés biochimiques sont similaires.
5.3 Facteurs plasmidique

Un nouveau phénotype hémolytique di a I’entérohémolysine E-hlyA a été mis en évidence chez les
STEC en 1988 (Beutin et al., 1988). La protéine E-hlyA est codée par le géne ehxA de 1’opéron
plasmidique ehxCABD (Schmidt et al., 1995) .C’est une hémolysine appartenant a la famille des
toxines RTX (Repeats in Toxin). Son mécanisme d’action est comparable a celui de I’ a-hémolysine.
L’activité cytolytique de la toxine E-hlyA est liée a sa capacité d’insertion dans la membrane
cytoplasmique et a sa capacité a former des pores, engendrant ainsi une lyse osmotique des cellules
(Soloaga et al., 1999).

6. Facteurs qui influencant la multiplication et la survie d’E .coli O157 :H7

6.1 Température

Le taux de croissance augmente lorsque la température augmente. La température optimale est 37°C
et la température maximale permettant le développement et45°C selon Dolye et Schoeni (1984). Cet
¢lément est d’importance quand on grand on garde en mémoire que le dénombrement des coliformes
fécaux exige une incubation & 44°C. A cette température, la croissance d’E.coli O157 :H7 serait
ralentie. Toutefois en milieu synthétique de laboratoire , la majeure partie des souches de STEC
étudiées montre une température optimale de croissance (T opt) de 40°C (Gonthier et al., ; 2001 ; Nauta
et Dufrenne, 1999), une température minimale de croissance (T min) de 6-7°C et une température
maximale de croissance (Tmax) estimée a 45,5°C (Gonthier et al., 2001 ; Nauta et Dufrenne, 1999).
Ainsi, le comportement de croissance des STEC vis-vis de la température est analogue a celui des

E.coli en générale.
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Tableau 4: Température de croissance d’E. coli O157:H7

Température minimale Température optimale Température maximale

6-7 °C 40°C 45.5°C

6.2. Congélation

On ne connait actuellement que peu d’éléments concernant I’effet de la congélation sue E.coli
0157 :H7.Cependant, il apparait que cette bactérie peut survivre a des températures inférieures a -
80°C dans des viandes hachées de beeuf. La destruction cellulaire est trés limitée lors d’un stockage
pendant 9 moins a une température de — 20°C (Dolye et Schoeni, 1984). Dans une autre étude,
seulement 9 des 23 échantillons contenant E.coli O157 :H7 ont été retrouvé positifs apres 1 ans de
stockage a température de congélation (Milley et Sekla, 1993). Comme pour d’autre bactérie,
L’intensité des lésions cellulaires ou la mort cellulaire générée par les températures négatives

dépendent de la température de stockage et des éventuelles remontées en température.
6.3 Réfrigération

Les STEC peuvent se développer en laboratoire, a des températures de 6,5 a 7,2°C, Lorsque les autres
conditions sont favorables a la multiplication du germe (Alcock, 1987 ; Davies et al., 1992 ; Eliott,
1963). La croissance dans les aliments a également été observée a des températures de 1’ordre de 8°C
dans des cidres de pommes non fermentés, ou & 12°C dans des cidres de pommes non fermentés, Les
STEC peuvent survivre a des températures basses pendant de longues périodes. Une bonne
réfrigération (inférieur a 5°C), devait empécher la multiplication d’E. Coli O157 :H7. Toutefois le
froid pourrait permettre la survie de cette bacterie lorsque les conditions de Ph et les teneurs en Na

Cl sont défavorables a la croissance bactérienne (Zhao et al., 1993).
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1. Epidémiologie
1.1 Modes de transmissions

Les études d’épidémiologie analytique et les investigations d’épidémies ont permis d’améliorer les
connaissances sur les modes de transmission et les sources de contamination des STEC. A I’heure
actuelle, les 4 principales voies d’infection a EHEC sont I’ingestion d’aliments, la transmission
hydrique (eau de boisson ou de baignade), la transmission Inter humaine et le contact avec les

animaux de ferme et leur environnement.
v’ Transmission alimentaire

La majorité des infections est le résultat d’une transmission alimentaire. En effet, un grand nombre
des infections a E. coli 0157 :H7 a été relié épidémiologique ment a la consommation de denrées
animales (Vernozy-Rozand et Montet, 2001). La viande de beeuf constitue la source majeure de
contamination suite principalement a une cuisson insuffisante (Roberts et al., 1995). La viande
d’autres animaux de boucherie ou de volailles a également été mise en Cause (Paton et al., 1996). De
méme, des produits végétaux contaminés et des produits laitiers ont été a 1’origine d’épidémies
(Miller et Kaspar, 1994). Pour certains aliments, I’hypothése d’une contamination croisée avec de la
viande de boeuf ou par I’utilisation d’ustensiles contaminés a été avancée. On peut eégalement citer
une contamination par simple contact avec les aliments (e.g. infection d’ouvriers au Royaume-Uni

apres contact avec des légumes crus contaminés (Morgan et al., 1988).
v" Transmission hydrique

Les épidémies d’origine hydrique sont généralement associées a la consommation d’eau de boisson
ou a I’ingestion accidentelle d’cau lors de baignades. Entre 1997 et 2004, le systéme de surveillance
des Etats-Unis rapportait que 6% des épidémies d’origine hydrique étaient liées aux EHEC
Blackburn et al., 2004; Lianget al., 2006)contre 3% au Royaume-Uni.

La consommation d’eau de puits, d’eau de source privée et d’eau de distribution non traitées a été a
I’origine de cas isolés d’infection (Jackson et al., 1998) et d’épidémies a E. coli O157 (Mannixet
al., 2005). Depuis ces dix dernieres années, le nombre d’épidémies associées aux réseaux publics
d’eau potable a nettement diminué, notamment grace a la mise en place de mesures préventives et
curatives appropriées. Dans le cas des réservoirs d’eau dédiés a une consommation privée, ces
mesures ne sont pas toujours appliquées. Du fait de leur insalubrité et de leur localisation (en aval
de terres agricoles paturées par des ruminants ou fertilisées par les effluents d’élevages), ces

réservoirs d’eau peuvent étre contaminés par les eaux de percolation et/ou de ruissellement,
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notamment a la suite d’importants événements pluvieux. Une enquéte €épidémiologique a pointée
I’eau privée comme facteur de risque de contamination par les STEC (Chalmers et al., 2000).
L’ingestion accidentelle d’eau lors de baignades dans un lac, ou dans une autre étendued’eau
naturelle ; Paunio et al., 1999)ou dans une piscine (Friedman et al., 1999) a souvent été incriminée.
Aux Etats-Unis, les épidémies a E. coli O157:H7 d’origine hydrique sont principalement associées
aux eaux issues de lacs ou riviéres, en raison de la sensibilité des souches, notamment a la chloration

des eaux de piscines (Craun et al., 2005).
v Transmission inter-humaine

De plus, cette transmission est d’autant plus importante lorsque 1’hygiéne générale est mauvaise et
que les contacts sont étroits. La transmission oro-fécale est une réelle préoccupation dans les créches
(Sugiyama et al., 2005), les centres de soins journaliers. La durée du portage serait en moyenne de

13 jours lors de colitehémorragique et de 31 jours lors de SHU (Karch et al., 1995).

v’ Contact avec les animaux de ferme et leur environnement

La transmission d’E. coli O157:H7 a I’homme, par contact direct ou indirect avec des animaux de
ferme ou leurs déjections, a été décrite lors de cas sporadiques; O'Brien et al., 2001) mais aussi lors
d’épidémies (Crump et al., 2002). Par ailleurs, le taux de porteurs sains en E. coli O157 est plus
élevé dans les populations vivant en contact permanent avec les animaux (Evans et al., 2000). Par
exemple, chez les éleveurs Anglais, la séroprévalence a 0157 varie de 1,6% a 5% (Chalmers et al.,
1999). Le sol contaminé par les dejections des animaux de ferme a également été a 1’origine
d’épidémies a E. coli O157:H7, notamment durant des événements en plein air, tels que des festivals
(Crampin et al., 1999) ou des campements touristiques sur des sols préalablement paturés par des
ruminants (Ogden et al., 2002). En Ecosse, du sol souillé a été impliqué dans 11% desm infections

environnementales a E. coli O157:H7 (Strachan et al., 2006).
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2
Excrétion fécale +
contamination de
I’environnement

{ sl

Contamination des

1 q aliments

Ingestion d’E. coli Contamination de
pathogénes \ ._, I'eau
v

5
Transmission de
I’animal aux

personnes 6 ’ O

6
Transmission
Entre
Personnes

Figure 6 : Mode de transmission des EHEC a partir du réservoir animal. (Fairbrother et al. (2006).

La transmission des EHEC par I’alimentation représente la principale source d’infection pour
I’Homme. La transmission entre personnes qui peut €tre observée en milieu familial ainsi que le
contact direct entre I’Homme et les animaux de la ferme constituent également des sources

d’infection.

1.2 Principales épidémies

v Colite hémorragique (CH)

La colite hémorragique est la principale manifestation de I’infection a Escherichia coli 0157 :H7.
(AFSSA 2003, Loukiadis 2002, USDA 1997, Coia 1998a). Elle est caractérisée par des crampes
abdominales, une diarrhée aqueuse puis sanglante. Le sujet est le plus souvent apyrétique. La période
d’incubation varie de 2 a 10 jours. La guérison spontanée est I’issue la plus fréquente. Des nausées et

des vomissements accompagnent la diarrhée dans la moitié des cas.
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Figure 7 : Evolution clinique de la colite hémorragique The prevention of E. coli : a shared
responsability 1999 et rapport AFSSA 2003)

v Syndrome Hémolytique et urémique (SHU)

Le syndrome hémolytique et urémique a eté décrit pour la premiére fois en 1955 par Gasser. Il touche
principalement les enfants de moins de 3 ans, mais aussi les adultes et survient brutalement aprées un
¢épisode de diarrhée sanglante. L’anémie hémolytique, la thrombocytopénie, 1’oligo- ou 1’anurie,
I’insuffisance rénale aigue caractérisent le SHU Le SHU est la premiere cause d’insuffisance rénale
aigue chez I’enfant en Amérique du Nord et en Europe. La moitié¢ des cas nécessite une dialyse et le taux

de mortalité varie de 5 & 10%.

~5-10% Décés ~ 60% Guérison

~ 5% Insuffisance ~ 30% Protéinurie
rénale chronique
Séquelles majeures Séquelles mineures

b #

Figure 8: Evolution d'un SHU The prevention of E. coli: a shared responsability 1999 et rapport
AFSSA 2003)
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v Purpura thrombotique et thrombocytopénique (PTT)

Le purpura thrombotique et thrombocytopénique (PTT) est une entité clinique décrite pour la
premiere fois par Moschcowitz en 1925. Comme pour le SHU, I’étiologie du PTT peut étre de
diverses origines (toxique, auto-immune...), et la relation entre 1’infection par E. coli O157:H7 et
I’apparition de ce syndrome est récente (Kovacs et al., 1990). Le PTT touche surtout 1'adulte. C’est
un syndrome caractérisé par une anémie hémolytique microangiopathique, une thrombocytopénie,
une fiévre, des troubles neurologiques avec une insuffisance rénale aigué. La diarrhée prodromique
est généralement absente (Hofmann, 1993). Les prodromes diarrhéiques et émétiques sont plus rares
que pour le SHU.

Tableau 5 : Les plus importantes épidémies dues a E. coli 0157

Séroaroune de Nombre de malades Aliments
Année Pays group (nb de SHU+nb suspectés ou
STEC - i
de déces confirmés
Oreqon- Sandwich avec
1982 Michi gn USA 0157:H7 46 Viande
g de boeuf hachée
1984 Nebraska USA 0157:H7 34 (4déces) Hamburger
1991 Canada OI57:H7 | 152 (22 SHU et 2 déces] ¥ 'ande de caribou
et beeuf haché
Washington- . .
1994 Californie USA O157:H7 23 (2 SHU) Salami sec
2000 Espagne 0157:H7 181 (6 SHU) Saucisse
1997 Ecosse 0157 : H- 37 Gateau a la creme
1998 Wisconsin USA O157:H7 55 Fromage frais caillé
2000 Angleterre 0157 6 (1 SHU) Lait non pasteurisé
Colombie . N
2001 Britannique 0157 :H7 5 (2 SHU) "a'tge chevre non
asteurisé
Canada
2006 USA 0157:H7 199 (31 SHU et 3 déces Epinards
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1. llugr:stion de STEC a partir d un aliment contaminé

l Colonisation du tube digestif

2. Diarrhée aquense
1 Altération tissulaire liée aux toxines
3. Diarrhée sanglante

1 Passage systémique des toxines (Stx, LPS)

4 Sécrétion de cytokines chez I"héte

1 Action des 5tx et des cytokines sur les endothéliums

5. Microangiopathie thrombotique (SHU, PTT)

Ingestion STEC

3- 4 jours

v 10%
Crampes abdominales, diarrhée non sanglante — » Résolution

90%

L

* r mnlfn
Diarrhée + sanglante ————* Résolution

7 jours 10%

"

SHU

~ 5% déces ’/M,

~ 5% IRC -~ 30% Protéinurie -~ 60% Résolution

o~ l a:

Complications tardives

Figure 9 : Evolutions cliniques apres ingestion de STEC (Heuvelink, 2000)

2. Prévention

Les mesures de gestion évoquées concernent 1I’ensemble de la chaine alimentaire et varient en
fonction de la sensibilité et des spécificités des pays (nombre de cas, Iégislation, pratique agricoles).
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Ces mesures n’ont pas de base législative qui soit spécifique des STEC. Toutefois, elles peuvent
étre utilisées dans un cadre plus général, a différents niveaux, et ainsi avoir un impact positif en
termes de diminution du risque associé aux STEC. Quelgques-unes de ces mesures sont citées ci-

apres :

+a la ferme, et plus particulierement dans le cadre de visites de fermes, des mesures générales

d’hygieéne sont proposées.

*Lors du transport de ’animal a 1’abattoir des mesures limitant les contaminations croisées peuvent
étre mis en place (camion a un seul étage, nettoyage des surfaces a chaque transport, limitation de la
quantité d’aliments distribuée aux animaux avant le voyage, limitation du nombre d’arréts afin de

réduire le stress des animaux).

«a I’abattoir, I’animal ne doit pas arriver sale. Dans ’abattoir, diverses mesures spécifiques doivent
¢galement étre prises : désinfection des couteaux, régles d’éviscération, élimination des animaux

sales avant abattage.

*Au stade de la transformation et de la distribution, bien que la formation et I’éducation du
personnel manipulant les denrées alimentaires soit fondamentale, elle semble insuffisante pour de
nombreux pays. Afin de prévenir la contamination du lait cru dans les élevages, de grandes

précautions doivent étre prises lors de la traite des animaux laitiers (OMS, 2005).

*Un certain nombre d’infections 8 EHEC ont été associées a des baignades. Il est donc important de
protéger ces zones aquatiques ainsi que les sources d’eau de boisson des déjections animales (OMS,

2005). Enfin, le développement de dispositifs d’épidémio-

Surveillance des infections a STEC pourrait permettre de prévenir la transmission des maladies, mais

aussi de mieux connaitre 1’origine et les moyens de transmission des germes.
3. Traitement

Il n’existe pas de traitement spécifique et 1’utilisation d’antibiotiques est contre-indiquée car la lyse
des bactéries peut libérer plus de toxines et certaines études ont montré 1’existence d’un risque accru
de développer un SHU avec la prise d’antibiotiques chez des enfants. Le traitement est
symptomatique. Si une infection a STEC est confirmée pour un patient chez qui une antibiothérapie
empirique fut entamée, il est recommandé de I’arréter. Le Haut Conseil de la Santé Publique en France
s’est penché sur la question des antibiotiques en cas d’infection a STEC, notamment pour la
problématique du portage asymptomatique. Il a des arguments en faveur de I’azithromycine a I’heure

actuelle mais pas de haut niveau de preuve interdisant ou recommandant un traitement par cet
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antibiotique. Si les vomissements, la diarrhée et les symptdémes de colite persistent, une nutrition
parentérale peut étre nécessaire. En cas de SHU, la mise en route précoce d’un traitement
symptomatique a une importance capitale et permet de maintenir une létalité a moins de 5%. En cas
d’anurie, une dialyse est indiquée pour pouvoir apporter une nutrition adéquate sans induire de
surcharge volumique.

4. Elaboration d’un vaccin humain contre E. coli 0157 : H7
Trois facteurs prédominants doivent étre pris en compte dans la conception d’un vaccin efficace :

v’ L’agent pathogene.
v La population ciblée.

v" Le but de I’intervention.
Plusieurs voies d’¢élaboration du vaccin sont poursuivies, a savoir :

Les vaccins vivants atténués.

v

v' Les vaccins a cellules entiéres tuées.

v Les conjugués polysaccharide-protéine.
v

Les vaccins a sous-unité de 1’anatoxine Stx.

Les chercheurs de I’institut national pour la santé infantile et le développement humain aux Etats-
Unis ont produit plusieurs vaccins candidats conjugués avec le polysaccharide 0157 en faisant appel
a I’exotoxine A (rEPA) de Pseudomonas aeroginosa produite par recombinaison génétique et la sous-
unité B de Stx1 comme supports protéiques (OMS, 1999). Cette approche repose sur la découverte
que les vaccins efficaces contre Vibrio cholerae et Shigella sonnei entrainent la production d’IgG
sériques anti-LPS en corrélation avec la protection. L’évaluation en phase 1 chez des volontaires
adultes a été réalisée pour 3 vaccins comportant un LPS 0157 détoxifié lié par covalence a la rEPA.
Chacun d’entre eux a établi son innocuité et a induit la production d’anticorps spécifiques anti-O157
chez tous les vaccinés. Des recherches sont en cours de réalisation actuellement pour mettre au point
des vaccins candidats conjugués comportant le LPS 0157 et le LPS O111 détoxifiés liés par
covalence a des supports consistants en holotoxines mutantes Stx1 et Stx2. Il reste a évaluer si ces
candidats se révéleront efficaces pour réduire la colonisation du bétail ou protéger I’homme de la
maladie (OMS, 1999). Un chercheur japonais s’est efforcé a développer un vaccin a base de cellules
entiéres d’E. coli O157:H7 irradiées au cobalt. Les bactéries exposées au cobalt-60 sont tuées mais
restent mobiles et adhérent aux cellules in vitro. L’évaluation d’un vaccin candidat chez I’animal a

base de cellules entieres d’E. coli O157:H7 irradiées au 60Co n’est pas encore effectuée (OMS, 1999).
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1. Détection des E. coli O157:H7
1.1 Méthodes microbiologiques

La détection d’E. coli O157:H7 dans les aliments peut étre réalisée soit par la méthode classique de
culture, soit par des méthodes dites alternatives. Toutes les méthodes actuellement disponibles ont
été mises au point ou testées avec E. coli O157:H7. Les combinaisons entre les méthodes de
bactériologie classiques et les méthodes alternatives sont nombreuses. Néanmoins, quelle que soit la
combinaison retenue, le diagnostic de contamination d’un aliment par E. coli O157:H7 nécessite trois

phases dont une indispensable, la phase d’enrichissement (Sutra et al. 1998).
Culture bactériologique sur milieu sélectif

Environ 93% d’E. coli O157 :H7 ne fermentent pas le sorbitol en 24 h et sont - glucuronidase
négatives (Padhye et Doyle, 1992). Ces deux propriétés biochimiques sont utilisées afin d’isoler ce
pathogene. La propriété sorbitol - est mise en évidence par I’addition a la gélose Mac Conkey du D-
sorbitol sur laquelle les bactéries sorbitol + donnent des colonies roses a rouges, alors que les bactéries
sorbitol - donnent des colonies blanches laiteuses. A partir de cette gélose de base qui est le Mac
Conkey au sorbitol (SMAC), plusieurs autres milieux sélectifs ont été développeés : Le milieu CT-
SMAC qui en plus du sorbitol contient la cefixime et le tellurite, permettant ainsi d’augmenter la

sélectivité en inhibant la croissance de la plupart des E. coli non O157:H7 (Zadik et al., 1993).
1.2 Méthodes immunologiques

Tout comme la méthode microbiologique, les tests immunologiques de détection d’E. coli O157:H7
doivent étre précédés par la phase d’enrichissement afin d’augmenter le nombre des bactéries

susceptibles d’étre isolées.
v' Systeme ELISA

Le test ELISA permet de donner les résultats en 2 heures. L’aliquote du bouillon d’enrichissement
est déposée dans des puits de microplaques ou sont fixés des anticorps spécifiques d’E. coli O157.
Aprés une incubation et une série de lavages, un anticorps révélateur anti-O157 est ajouté par la suite
pour détecter éventuellement le couple « anticorps bactérie ». Cet anticorps est couplé a son tour a

une enzyme qui permet une révélation colorimétrique (AFSSA, 2003).
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v Systéme automatisé

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

systéeme ELISA. Le kit comporte deux ¢éléments préts a I’emploi :

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

2. Une barrette contenant les solutions de lavage et révélation.

Apres une phase d’enrichissement de 24 heures, une aliquote de 500 pl du bouillon d’enrichissement est
placée dans la barrette et subit des cycles d’aspiration-refoulement. Ainsi les bactéries E. coli O157:H7

présentes dans 1I’échantillon sont captées par les anticorps du cone. Les éléments restants sont éliminés

grace a plusieurs lavages. Des anticorps révélateurs anti-O157 marqués a la phosphatase alcaline,
enzyme qui permet la révélation colorimétrique interprétée par 1’appareil VIDAS, sont aspirés dans le
cone en phase finale. Cet automate peut réaliser jusqu’a 30 analyses simultanément (Vernozy-Rozand
et Montet, 2005).

1.3 Méthodes génétiques

Les méthodes génétiques permettent la détection des bactéries pathogénes présentes en trés faible
nombre dans 1’aliment et pour lesquelles 1’association de plusieurs facteurs de virulence est un pré-requis

pour envisager le caractére éventuellement dangereux d’un aliment (Bouvet et Vernozy-Rozand, 2000).
» Hybridation ADN et sondes oligonucléotidiques

Le principe de la méthode repose sur la propriété qu’ont les chaines d’acides nucléiques simple brin de
ne s’hybrider qu’avec des séquences de fragments complémentaires. La possibilité de cloner les genes
stx1 et stx2 a permis de développer des sondes ADN pour détecter les STEC. Initialement, ces sondes
étaient marquées avec un isotope radioactif (30P ou 35S). Karch et Meyer, 1989, ont utilisé quatre
oligonucléotides correspondant a quatre régions différentes du géne stx1 et un oligonucléotide (41 bases)
dérivé du gene stx2 d’une souche d’E. coli O157:H7. Cette méthode d’hybridation sur colonie pourrait
servir de test spécifique et sensible avec possibilité de diagnostic. Cependant, 1’utilisation de sondes

marquées radio-activement a posé de nombreux problémes :

v' Résultats obtenus aprés un temps trop long.
v’ temps de demi-vie court des sondes.
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v/ Mais la mise au point de sondes non radioactives marquées a la digoxigénine ou a la biotine
(révélation par une réaction enzymatique colorée) a réglé les problemes rencontrés (Bouvet et
Vernozy-Rozand, 2000).

» PCR

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

1’échantillon est trés faible.
Le principe de la PCR est le suivant :

= L’ADN double brin est dénaturé par chauffage.

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

= La polymérase synthétise la portion complémentaire depuis I’extrémité 3’OH des amorces.

= A partir d’une séquence d’ADN, on obtient donc deux strictement identiques.

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

Le premier systéme a été mis au point par Karch et Meyer avec des amorces « dégénérées », c’est a
dire un mélange de plusieurs amorces permettant d’amplifier les genes stx1 et stx2 (Bouvet et
Vernozy-Rozand, 2000). Les amplifiants obtenus étaient identifiés par hybridation avec des sondes
spécifiques complémentaires d’une partie de la séquence amplifiée. 11 était alors possible d’identifier
les séquences de stx1 et stx2. Pour détecter tous les types de STEC isolés chez I’animal ou dans les
aliments, Read et al, (1992) ont développé une PCR avec des paires d’amorces ayant pour cible une
séquence conservée des genes stx1, stx2 et stx2e. Les genes uidA codant la R-glucuronidase, eae
codant I’intimine responsable de I’attachement de la bactérie aux entérocytes et le géne flic codant la
flagelline, protéine constitutive du flagelle, peuvent étre détectés seuls ou en combinaison avec les

genes stx (PCR multiplex).
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1. Période et lieu d’expérimentation

Notre étude sur la recherche d’E. coli O157 dans les aliments a été réalisée au niveau du laboratoire
de bactériologie des aliments et des eaux et de I’environnement a 1’Institut Pasteur d’Algérie du 06
Mars au 15 Juin 2022.

Nous avons eu pour objectif de détecter la contamination de la carcasse ovine et bovine produite dans
deux abattoirs d’EL Harrach et Miliana et dans les viandes hachées, Margez, viandes morceau et lait
cru par les Escherichia coli O157.Pour ce faire, nous avons recherché la présence de ces souches a la
surface des carcasses ovines et bovines, viandes hachées, Margez, lait de vache et de chevre cru et
tenté de confirmer, grace a différents tests d’identification. Ces étapes nous ont permis d’apprendre a

utiliser les techniques microbiologiques, biochimiques et immunologiques pour ce type de pathogéne

L’institut Pasteur d’Alger fut créé en 1894, a I’initiative des Docteurs Jean Baptiste Paulin
TROLARD et H. SOULIE. Cet institut fait partie actuellement du Pasteur Network (PN), dont la
coordination est assurée par I’institut Pasteur de Paris. Leur objectif commun a €laboré un programme
de coopération scientifique notamment pour la protection de la santé publique, en particulier pour la
surveillance et le contrble épidémiologique des maladies infectieuses et parasitaires (Sida, grippe,
tuberculose, paludisme, choléra ...) ainsi, la participation aux grands programmes internationaux ou

régionaux de recherche.

2. Matériels utilisés

Les matériels utilisés sont montrés dans( I’annexe 1)
3. Echantillonnage

Notre étude a concerné 109 prélévements alimentaires comprenant a la fois des aliments crus,
(viandes hachées, Margez, viandes morceau) provenant de plusieurs points de vente d’Alger et Ain
Defla, lait de chevre et de vache cru provenant de deux fermes et des écouvillons des carcasses
bovines et ovines provenant de deux abattoir d’El Harrach et de Milian . Les échantillons étaient
prélevés et transportés au laboratoire dans une glaciere contenant un nombre suffisant de poche de
glace. Les unités d’échantillonnage ont été conservées au réfrigérateur (4°C et 10°C) et analysées

dans les 24 heures.
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Tableau 06 : Nombre des différents échantillons prélevés

Ecouvillons des Lait cru
Nature Viande Viands
carcasses Mergaz Total
d’échantillons hachée Marceau \
Bovines | Ovines Chevre | Vache
Nombre 50 20 16 7 4 1 10 109

L’échantillonnage a eté réalisé au sein de deux abattoirs de la wilaya d’ Alger et Ain Defla, I’abattoir

de Miliana et celui d’El Harrach. Dix carcasses ont été écouvillonnées une fois par semaine de

maniére aléatoire, généralement début de la journée a 7:00 du matin. Ces prélevements ont été

réalisés sur des carcasses bovines et ovines suspendues, aprés les opérations de saignée, d’habillage,

d’éviscération et de fente thoracique. Le nombre total des échantillons s’est élevé a 70 (34 écouvillons

ont été prélevés au niveau de 1’abattoir de Miliana).
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Figure 10 : points de prélévement de carcasses bovines.
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3.1. Méthode d’échantillonnage

Ces sites sont considerés comme les plus représentatifs de la contamination fécale des carcasses lors
des différentes opérations d’abattage. Les photos suivantes montrent les zones qui ont été
¢couvillonnées apres les étapes d’habillage, d’éviscération et de fente thoracique. Afin d’éviter les
contaminations croisées entre les carcasses écouvillonnées, des gants a usage unique ont servi a la
réalisation de chaque échantillon.

La technique d’écouvillonnage est réalisée selon la procédure suivante :

v Pour chaque site, prendre un écouvillon stérile et I’imbiber avec une solution de Bouillon tryptone

de soja + Novobiocine.

v Frotter en exergant une pression aussi forte que possible avec 1’écouvillon la zone de la carcasse
délimitée d’abord verticalement puis horizontalement et enfin en diagonale, et ce pendant 20
secondes.

v Mettre les écouvillons dans des tubes de TSB+N déja préparé au niveau de laboratoire.

v’ Acheminer les échantillons vers le laboratoire dans une glaciére, puis les conserver a +4°C jusqu’a
I’analyse qui doit étre effectuée dans les 24 heures qui suivent.

4. Méthodologie

La recherche d’E. coli O157 :H7 nécessite une étape d’enrichissement, une étape d’isolement et une

étape de confirmation selon la norme internationale 1ISO 16654:2001

4.1Enrichissement

L’enrichissement est une étape importante en microbiologie alimentaire. En effet, la plupart des
méthodes de détection utilisées a I’heure actuelle nécessitent une étape d’enrichissement, Etant donné
les faibles niveaux de contamination retrouvés dans les échantillons environnementaux ou alimentaires.
L’objectif de 1’étape d’enrichissement est de permettre la croissance des STEC au-dela du seuil
permettant leur détection, tout en défavorisant au maximum le développement de la microflore annexe.
L’étape d’enrichissement consiste a prélever une quantit¢ donnée d’aliment, on parle alors de prise
d’essai. A cette prise d’essai est ajouté un bouillon d’enrichissement. Ce mélange est ensuite incubé a
la température optimum de croissance des bactéries cibles pendant une certaine durée. La température

et le temps d’incubation varient en fonction de la bactérie recherchée.

» Pour lait cru : nous avons prélevé 25ml de lait de vache ou chevre cru a 1’aide d’une pro pipette
dans 225 ml de TSB+N. Incubation a 44°C pendant 24 heures.

» Pour viandes hachée, viande morceaux et Margez : a I’aide d’une spatule stérile nous avons mis

25gr de viande dans un sac stérile plus un peu de TSB+N pour faciliter ’homogénéisation dans le
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stomacher puis nous avons versé le tout dans un flacon contenant le milieu d’enrichissement
(TSB+N). Incubation a 44°C pendant 24 heures.

» Pour les écouvillons : Nous avons mis les écouvillons prélevés dans TSB+N ou BHIB directement

a I’incubation 44°C pendant 24 heures
4.2 Isolement sur CT-SMAC et Chromogéne
v"Principe de milieu CT-SMAC

La gélose de Mac Conkey au sorbitol est recommandée pour la recherche Escherichia coli 0157 :H7.
La composition est identique de celle de la gélose de Mac Conkey mais le lactose a été remplacé par
du sorbitol. E. coli 0157 ne fermente pas le sorbitol et produit donc des colonies incolores, alors que

la plupart des autres souches d’E.coli le fermentent donnent des colonies roses.
v Principe de milieu Chromogene

Le milieu chromogene E. coli est une gelose différentielle donnant une identification présomptive des
E.coli et des coliformes dans les échantillons alimentaires et de 1’environnement. La gélose utilise 2
substrat enzymatique afin d’améliorer la différentiation entre E.coli et les autres coliformes. Un
chromogene permet la détection scientifique d’E. coli par la formation de colonies de couleur pourpre.
Ce substrat est coupé par ’enzyme glucuronidase qui est produite par approximativement 97% des

souches d’E. coli.

Pour tous les échantillons (écouvillons, viande hachée, viande morceau, Margez et lait cru)

I’isolement se fait de méme méthode :

1- Aupres du bec nous avons prélevé stérilement a 1’aide d’une pipette pasteur une goutte de
suspension enrichit et I’ensemencé sur CT-SMAC et sur Chromogéne par des stries serrés.

2- Incubation des boites a 44°C pendant 24 heures pour CT-SMAC et a 37°C pendant 24 heures
pour Chromogeéne.

4.3 ldentification biochimique

L’identification et la classification des entérobactéries sont basées essentiellement sur I’étude des
caractéres cités ci-dessous, dont les principaux concernent, 1’utilisation des sucres (dont
particulierement le lactose). Aprés avoir des colonies sorbitol négatives qui sont transparente sur CT-
SMAC et rose clair sur Chromogéne on passe vers les tests biochimiques. Il faut savoir que toutes les
entérobactéries sont oxydase négative. Nous avons repiqué les colonies qui ont une oxydase négative

sur Triple Sugar Iron, Gélose Nutritif incliné et dans milieu urée indole.
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a) Recherche de I’oxydase

Le teste de I’oxydase est un test de détection de I’enzyme cytochrome oxydase chez les bactéries
Gram négatif qui produisent cette enzyme. Le disque de papier filtre imprégné de réactif 1’oxalate de
N-dimethyl paraphenylene diamine, qui est incolore sous forme réduite et rouge-violet sous forme
oxydée a été utilisé. Prélever une partie de la colonie a I’aide d’une pipette pasteur boutonnée stérile
et I’étaler sur le disque si on a une coloration bleu foncé a violette le résultat est positif se signifie

I’oxydation de I’enzyme et I’absence de coloration indique la non oxydation de I’enzyme.

-3PlIshia 188 qa @

Figure 11 : test oxydase sur disque dry slide
b) Test TSI

Le TSI est utilisé principalement pour orienter I’identification des entérobactéries (bacilles a Gram -
). Il permet en 24 heures la lecture des tests suivants : les fermentations du glucose, du lactose et du
saccharose, la production d’H>S et de gaz provenant de la fermentation du glucose. Ensemencer la
pente en stries serrées et le culot du milieu par piqure centrale, afin d’avoir une culture en nappe avec
la souche bactérienne a tester. Ne pas revisser a fond le bouchon du tube. Incubation & 37°C pendant

24 heures.
¢)Production d’indole

Le milieu urée-tryptophane, appelé urée-indole est un milieu de culture synthétique utilisé en
bactériologie permettant la mise en évidence simultanée : i) de la production de 1’indole (par
hydrolyse du tryptophane par la tryptophanase) ; ii) de I’hydrolyse de 1’urée (par une uréase) ; iii) de
la désamination du tryptophane par le tryptophane désaminase ; iv) ensemencer abondamment un
milieu urée-indole avec quelques colonies de la souche a étudier, nous avons mis dans un bain marie

44°¢ pendant 30min 1’urée avec un témoin négatif. Incuber a 37 °C pendant 24 heures.
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4.4 Confirmation par Galerie API1 20 E

Galerie API (analytical profile index) est une galerie miniaturisée et standardisée de tests
biochimiques, exploitable avec des bases de données d’identification complétes dont la plus connue
est I'api 20E (20 caractéres pour les entérobactéries).

Nous avons fait la Galerie APl 20 E pour la confirmation des E. coli : préparer une suspension
bactérienne de 0.5 MC mesuré par un densimétre dans 5 ml d’eau physiologique, puis nous avons
mis de I’cau distillé stérile dans les alvéoles de la galerie, ensuite nous avons préleve a I’aide d’une
pipette pasteur la suspension bactérienne et remplir les cupules de la galerie, enfin nous avons mis

I’huile de vaseline et incuber a 37 °C pendant 24 heures.

4.5 Test immunologique

Wellcolex E. coli O157 est un test rapide d’agglutination au latex pour ’identification confirmative

des isolats E. coli O157 sur des milieux de culture en laboratoire.
Principe de la méthode

Le réactif test Wellcolex E. coli 0157 est constitué de particule de latex rouge recouvertes d’anticorps
spécifiques d’E. coli O157. Quand une goutte de réactif est mélangée avec une suspension
d’organismes E.coli sur une carte de réaction, une agglutination rapide apparait du fait de I’interaction

entre les Igg spécifiques et les antigenes lipopolysaccharides O157.
Procédure de test

v Homogénéisé les réactifs au latex.

v' Pour chaque échantillon, ajouter une goutte de latex test dans un cercle et une goutte de latex dans
I’autre cercle.

v Mélanger le contenu de chaque cercle en étalant soigneusement le latex sur toute la surface du
cercle.

v Faire doucement osciller la carte pendant 30 secondes et observer 1’apparition éventuelle d’une

agglutination.

Résultats positifs : une agglutination du latex test accompagnée d’une absence d’agglutination du
latex témoin indique la présence d’antigéene O157 dans la culture testée, lorsque les antigenes E. coli
0157 sont identifiés, les cultures doivent étre également testée pour I’antigéne H7 et/ou la production

de vérotoxines.

31



Matériel et méthodes

Résultat négatif : une absence d’agglutination dans les deux réactifs signifiés que la culture analysée
n’est pas de I’espece d’E. coli O157. Une réaction négative n’exclut pas la présence possible d’E. coli

O157 en faible quantité dans 1’échantillon

Figure 12 : Réactifs utilisés pour le teste d’agglutination
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Protocole de 1a recherche d’E .coli Q157 dans I’aliment :

Echantillon alimentaire
(viande hachée, lait cru
Maraez)

ﬂ

Adjonction de milieu de pré
enrichissement : 25gr ,25ml
dans 225ml de mTSB+N

Ecouvillons prélevés a partir
des carcasses bovines et ovines

|

Adjonction de milieu
d’enrichissement Sml de
mTSB+N

/

Incubation a 44 c°pendant 18 a 24h

Isolement sur CT-SMAC et Chromogéne

Incubation 18/24h a 44C pour CT-SMAC et

37 Cpour chromogéne

Oxydase -

)

Présence des colonies transparente sorbitol —

|

urée — indole +

Gaz + galerie API 20E
LAC+ ﬂ
GLU+ - -
Confirmation de presence

Recherche d’agglutination avec un antisérum O157 H7

d’E.COLI

N

Absence d’agglutination

!

Stop

~,

Présence d’agglutination [*

l

La recherche de la production de toxines
par PCR

33



Résultats et discussions

Dans notre travail nous avons 109 d’échantillons prélevés a partir des carcasses ovines et bovines,
viandes hachée, viandes morceau, merguez et lait de vache et de chévre cru et. Le tableau ci-dessous

montre les résultats obtenus :

Tableau 7 : Résultats obtenus des échantillons analysés

Pour 27 échantillons de viandes hachées, merguez et viandes en morceau :

Nombre
d’éch_antillons 5 2 2 1 6
(viandes
hachée)
. P men . , .
Souches E. coli seudomenas Cytrobacter Klebsiella | Entérobacterie
obtenus spp

Nombre d’échantillons
(viandes morceau)

Souches obtenus E. coli Klebsiella

Nombre
d’échantillons 1 5 2
(margez)

) Pseudomenas , )
Souches obtenus | E. coli Entérobacterie

Spp

Pour 70 écouvillons prélevés a partir des carcasses bovines et ovines :

Nombre
d’écouvillons 13 20 13 1 2 1
Des carcasses
bovines
| Pseudomenass ) ) )
Souches E. coli Entérobacterie | Cytrobacter | Klebsiella | Proteus
obtenus Spp
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Nombre d’écouvillons

) 2 5 13
Des carcasses ovines
Souches obtenus E. coli Pseudomenass spp | Entérobacterie
Pour 12 échantillons de lait de vache et chevre cru :
Nombre de lait de Vache Vache Chevre Vache
vache et de chévre cru 1 9 1 1
Souches obtenus E. coli Entérobacterie cytrobacter

1. Résultats d’isolement

La figure suivante montre 1’aspect des colonies d'E.coli de couleur de rose fuchsia, brillante avec un

contour régulier elle fermente le sorbitol (positif) sur gélose CT-SMAC

Colonies rose

Sorbitol +

Figure 13:Colonie d’E. coli sorbitol positif sur les milieu CT-SMAC

La figure suivante montre 1’aspect des colonies suspectes a E. coli O157 qui sont blanche , grosse et

elles ne fermentent pas le sorbitol (négatif ) sur gélose CT-SMAC.

Colonies
blanche
suspecte a
E.coli 0157
Sorbitol -

Figure 14 : Colonie d’E. coli sorbitol négatif sur milieu CT-SMAC
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La figure suivante montre 1’aspect des colonies d’E. coli qu’elles fermentent le lactose et donnent un

aspect fluorescent sur gélose Hektoen.

Figure 15 : Colonies d’E. coli fermente le lactose sur milieu Hektoen.

La figure suivante montre des colonies d’E. coli donnent un aspect rose clair, lisse avec un contour

régulier et ne fermentent pas le sorbitol (négatif) sur gélose Chromogeéne.

Colonies rose
Sorbitol negative

Figure 16 : Aspect des colonies E. coli sorbitol négatif sur milieu Chromogéne.

La figure ci-apres montre des colonies d’E. coli bleu, fines, lisses avec un contour régulier et fermente

le sorbitol (positif) sur gélose Chromogéne .
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Colonies bleu
Sorbitol +

Figure 17: Aspect des colonies d’E. coli sorbitol positif sur milieu Chromogéne.

La figure ci-dessous représente des colonies muqueuses de Klebsiella obtenus sur gélose Hektoen.

Colonies

mugqueuses

Figure 18 : Aspect des colonies de Klebsiella sur milieu Hektoen.

Nous avons obtenu des colonies noir, lisses et brillantes correspond a Proteus sur milieu Hektoen.

Figure 19 : Aspect des colonies de Proteus sur milieu Hektoen.
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Nous avons obtenu a partir de notre prélevement des viandes hachées des colonies transparentes avec

un centre sombre correspond a Pseudo Spp.

Colonies
transparentes de
Pseudo Spp.

Figure 20 : Aspect des colonies de Pseudo spp sur milieu CT-SMAC.
2. Résultats d’identification biochimiques

2.1. Recherche de I’oxydase

L’absence de la coloration bleu foncé a violette révele un résultat négatif et la coloration bleu foncé

a violette révele un résultat positif sur les disques d’oxydase

H
©BD BBL™ DrySlide™ 1
1

4 —

B
-.-'I 333

Figure 21 : Disque pour test oxydase figure22 : Résultat + Résultat —
2.2. Test TSI

Apres I’incubation du milieu TSI, nous avons obtenus les résultats suivants :
- Lorsque I'un des glucides est fermenteé, la baisse du pH fera passer le milieu de la couleur originale
au jaune. Apres consommation du glucose, la bactérie poursuit la consommation du saccharose et/ou
du lactose donnant une pente jaune et un culot jaune (acide sur acide (A/A)).

- Une couleur rouge foncé indique une alcalinisation des peptones.
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Production du Gaz

Fermentation du
Lactose/Saccharose

Fermentation
du Glucose

Figure 24 : Aspect des colonies fermentent les 3 sucres sur milieu TSI (Glucose+, Lactose+,

Saccharose+, GAZ+)

39



Résultats et discussions

Fermentation de

Production
de H2S

Lactose/Saccharose

Fermentation Glucose+

Production de

gaz

Figure 25 : Aspect des colonies fermentent les 3 sucres et produisent de 1’H2S sur milieu TSI

(Glucose +, Lactose/Saccharose +, H.S+, GAZ+).
2.3. Production d’indole

La présence de I’indole est révélée apres ajout du réctif de kovacs dans le milieu urée-indole. La
formation d’un anneau rouge témoigne la production d’indole et un anneau jaune indique 1’absence

de la production d’indole

Urée negative

Urée positive

Urée Indol

Figure 26 : Milieu urée- indole apres I’incubation
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Présence d’un
anneau rouge

Figure 27 : Résultat d’urée négatif et la formation d’anneau rouge (indole positif).
2.4. Galerie API1 20 E

Nous avons obtenu aprées I’identification biochimique par Galerie API20 E les résultats suivants :

Figure 28 : Galerie API 20 E avant I’incubation.

Figure 29: Citrobacter Sur Galerie AP120 E.
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Figure 30 : Aspect d’E. coli sur Galerie AP120 E.

3. Résultats immunologiques

La figure ci-dessous montre 1’aspect des agglutinants sur le Latex anti O157 mettant en évidence
I’absence de ’antigéne somatique O157.

Témoin
positif

Absence

d’agglutination de
latex anti 0157

Témoin
négatif

Figure 31 : Aspect de colonies non agglutinantes le latex anti-O157
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Discussion

Les protocoles de recherche d’E. coli 0157 :H7 sont plus au moins différents mais utilisent les mémes
réactifs. Pour I’isolement nous avons utilisé le protocole ISO 16654:2001, il permet avec une étape
d’enrichissement, qu’on considere la plus importante, d’augmenter les chances d’isoler des E. coli
O157:H7.En effet, I’ajout des antibiotiques agissent dans le milieu d’enrichissement permet, en
ralentissant la croissance de la flore annexe, une meilleure croissance du pathogene, évitant ainsi

I’apparition de « faux négatifs ».

Une fois cette étape effectuée, ’ensemencement sur SMAC qui est actuellement le milieu de
référence pour I’isolement des STEC a permis de voir des colonies sorbitol négatives qui avec la -

glucuronidase sont les deux principaux caractéeres qui permettent d’identifier les E. coli 0157 :H7.

Les souches que nous avons isolées a partir des 109 prélevements effectués répondent a ces
principaux critéres. L’identification biochimique en utilisant le systétme API 20E nous a montré

qu’en est en présence des caractéres différents.

L’absence de fermentation du sorbitol a, par exemple, justifié¢ 1'utilisation de la gélose MacConkey
au sorbitol (SMAC) qui a subi plusieurs modifications dans I'objectif d'augmenter le caractere sélectif
vis-a-vis de O157:H7. Ainsi les méthodes biochimiques sont intéressantes et fondamentales pour la
détection d’E. coliO157:H7 (Barka et Kihal, 2010).La plupart des études faites sur la viande bovine
concerne en premier lieu la viande hachée, d’autres études concernent des prélevements dans des
abattoirs.

Notre étude a été effectuée sur 109 prélevements parmi eux nous avons obtenus (tableau 07 ci-
dessus).

Notre objectif & travers de cette étude a été également pour détecter 1’Escherichia coli 0157 :H7 dans
les aliments. En effet, il a fallu beaucoup de temps pour réunir assez de prélevements pour avoir un
échantillonnage conséquent. Les résultats que nous avons obtenus ne concordent pas avec ceux

obtenus jusqu'a ce jour en Algérie et dans le monde entier, car :

En 2007, Lila Ferhat, Amina Chahed, L. Ferhat, A. Chahed , S. Hamrouche ont détectésll
échantillons contaminés par la bactérie pathogéene E.coli O157:H7 réalises sur 151 échantillons dans
deux abattoirs d’Alger. Parmi les treize souches d’E. coli O157 :H7 isolées, dix portent le géne stx2
qui code pour la Shiga-toxine de type 2. Les souches produisant la toxine Stx2 sont mille fois plus
virulentes que celles qui produisent Stx1 (Joly et Reynaud, 2003). Donc les souches isolées lors de

cette étude sont potentiellement pathogénes et sont susceptibles de provoquer des épidémies. Une des
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treize souches isolées posseéde uniquement les génes eae et ehxA. Le méme pathotype a été isolé par
Zweifel a partir de selles de moutons. Dans cette méme étude, ils ont pu isoler deux souches d’E.
coliO157 :H7 sorbitol et B- glucuronidase positives portant le géne stx2. Ces nouveaux caracteres
phénotypiques sont dus d’aprés Armstrong soit a une mutation, soit a une appartenance de ce variant
phénotypique peu fréquent a un clone primitif qui existait depuis longtemps.

Entre 2001 et 2010, Mohammed Salih Barka a pris 756 échantillons de viande bovine surgelée
importée de différents pays ont été testés dans le but de rechercher une éventuelle présence d’E. coli
0157 :H7. lls ont détecté 5 souches E. coli 0157 :H7. Le taux des E. coli O157 :H7 est variable d’un
pays a un autre. Dans leur étude le géne stx2 et le géne eaeA ont été détectés dans la plupart des
souches analysées. Ceci est important car la présence de ces genes est fortement associée aux maladies
humaines. Ces caractérisations génétiques des souches isolées en recherchant les genes de toxicité,
¢tait trés importante d’une part pour confirmer qu’il s’agit bien d’E. coli O157 :H7 et d’autre part
pour confirmer le caractére pathogene de ces souches.

Au Canada, le 28 janvier 2022, il a été confirmé 14 cas d'infection a Escherichia coli dans les
provinces d'Alberta (13) et Saskatchewan (1). Les individus sont tombés malades entre début
décembre 2021 et début janvier 2022. Aucun déces, ni hospitalisation n'ont été signalés. Les
personnes qui sont tombées malades ont entre 0 et 61 ans. La majorité des cas (64%) sont des femmes.
Donc nous pouvons dire que peut étre le pathogene E.coli O157 est en train de perdre leur

pathogénicite.

A partir des résultats obtenus de cette recherche nous avons émis a quelques hypothéses dont
lesquels :

v'Les ovins et les bovins abattus au niveau des deux abattoirs ne sont pas porteurs d’E.coli 0157 :H7.
Ceci est di au fait que les bonnes pratiques d’hygiene d’abattage sont respectées dans les deux
abattoirs. Il n y’a pas de contamination fécale des carcasses et par conséquent absence de ce pathogéne

sur leurs surfaces.

v Nos résultats peuvent indiquer la disparition de ce sérotype 0157 :H7, et peut étre il est en train de

laisser la place a d’autres especes d’E.coli (0111, 026...).

v'Peut-étre la courte durée de la recherche et I’indisponibilité des amorces pour effectuer détection

des STEC par PCR.
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Conclusion

Escherichia coli 0157 :H7 est une bactérie pathogéne pour 1’homme, portée par les ruminants
(principalement les bovins) et représente un probléme de santé publique sérieux en Amérique du Nord
et en Europe. La plupart des cas d’affection sont due a la consommation d’aliments solides

contaminés.

Le sérotype 0157 :H7 reste a ce jour le plus étudié a travers le monde, car il a été la cause de milliers
de d’infections et de dizaines de déces car il été isolé non seulement dans la viande bovine mais

presque dans tous les types d’aliments consommeés par ’homme.

Nos travaux ont permis de dire que les carcasses bovines et ovines, viande hachée, viandes en
morceau, Margez et lait cru ne sont pas contaminé par E. coli O157. Les méthodes de détections
phénotypiques, biochimiques et immunologiques ont montré 1’absence des souches d’E. coli 0157
:H7 sur tous les échantillons analysés. Nous avons constaté que le risque des toxi-infections
alimentaires dues aux STEC, et plus précisément au sérotype 0157 :H7, existe plus en ce moment en
Algérie ou la viande ovine et bovine est trés prisée. Pour cela, une bonne connaissance de
I’épidémiologie des STEC en Algérie et une bonne application des régles générales d’hygiene sur
toute la chaine, depuis 1’élevage jusqu’a la distribution, doivent conduire a diminuer la pression de

contamination.

Au vu des résultats obtenus, il est important de souligner I’importance de la recherche non seulement
des E. coli 0157 :H7 mais également des différents sérotypes de STEC pathogenes dans tous les
aliments consommeés car ils constituent un risque permanent pour la santé humaine. Du point de vue
médical, la mise en place d’une recherche systématique de ces bactéries dans les selles sanglantes. Il
est important de mettre en place une cellule pour la surveillance du syndrome hémolytique et
urémique au niveau des CHU ce qui permettra d’appréhender I’incidence des infections a E. coli

0157 :H7.
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ANNEXE 1

Matériels utilisés

1-Matériel de prélévement :
Afin de procéder aux différents prélévements, le matériel et accessoires suivants ont été
utilisés :
e Ecouvillons stériles
e Gants
e Glaciére
2-Equipement de laboratoire
e Bec Bunsen
e Etuve bactérienne réglée a différentes températures : 55, 37et 42°C
e Bain-marie réglé a 44°C
e Stomacher
e Mélangeur de type vortex
e Sac stérile
e Pro pipette
e Flacon stéerile de 500ml
e Plaque chauffante agitatrice
e Barreau metre
e Thermométre
e Balance électrique
e Pipette de 5ml
e Eprouvette
e Bec benzéne
e Pipette pasteur
e Boite pétri
e Pince
e Galerie API120 E
e Drydisque (oxydase)

e Densimetre
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e Latex Wellcolex E. COLI 0157

Produits et milieu utilisées

e Eau physiologique
o Eaudistille

e Milieu TSI

e Milieu chromogéne
e Milieu CT-SMAC

e Milieu Hektoen stérile

e Milieu TSB
e BHIB

e Urée

e Indole

e GNincliné

> Reéactifs utilisés
e Novobiocine
e  Céfixime tellurite
e Réactif kovacs
e Réactif VP1
e Réactif VP2
e Réactif TDA
e Huile de vaseline

e (0157 test latex
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Matériels utilisés

Figure 02 : Etuve d’incubation a 55°C

Figure 03: Etuve d’incubation a 44°C
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Figure 04 : Etuve d’incubation a 37°C

Figure 05: Stomacher 400 circulator

E. coll 0157/E. col O157:H7

Figure 06: Latex test E .Coli 0157
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Figure 09 :Dry disque (test d’oxydase)
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Produits utilisés

Figure 12: Réactif : TDA , VP1, VP2, Kovacs
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Figure 14: Milieu de culture SMAC
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Annexe

Figure 16 : Aspect de lait cru aprés 1’incubation.

Figure 17 : Aspect de viande hachée aprés I’incubation.
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Figure 18 : Aspect des écouvillons préleves a partir des carcasses bovines et ovines
dans un milieu de transport BHIB apres I’incubation.

Figure 19 : Aspect des écouvillons dans un milieu de transport et d’enrichissement
TSB+N aprées I’incubation
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Annexe 2 : résultats générales des prélévements analysés

N de prélevement Dajce‘ de Lie,u\de Nature de Résultats
préléevement prélevement viande

V1 29/03/2022 MILIANA Viande hachée Entérobactérie

V2 29/03/2022 MILIANA Viande hachée Entérobactérie

V3 29/03/2022 MILIAINA Viande hachée Entérobactérie

V4 29/03/2022 MILIANA Viande hachée Entérobactérie

V5 10/04/2022 MILIANA Viande congelé E.coli

V6 10/04/2022 AIN Naaja Viande morceau | E.coli

V7 10/04/2022 MILIANA Viande hachée E.coli

V8 10/04/2022 MILIANA Viande morceau | E .coli

V9 17/04/2022 MILIANA Viande hachée Entérobactérie

V10 17/04/2022 MILIANA Viande hachée Entérobactérie

Vi1 17/04/2022 MILIANA Margez Entérobactérie

V12 17/04/2022 MILIANA Margez Entérobactérie

V13 24/04/2022 EL HARRACHE Viande hachée :;ZUdomenas

Vi4 24/04/2022 CHEVALLEY Viande hachée E .coli

V15 24/04/2022 CINQ MISON Viande hachée E.coli

Vie 24/04/2022 DELY BRAHIM Viande hachée Cytrobacter spp

V17 24/04/2022 CINQ MISON Margez f;;udomenas

V18 24/04/2022 DELY BRAHIM Margez f;;udomenas

V19 08/04/2022 BAB EL OUED Viande préparé Cytrobacter spp

V20 08/05/2022 CHERAGA Viande hachée E.coli
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V21 08/05/2022 CHERAGA Mergez E .coli

V22 15/05/2022 BACHJERAH Viande hachée Pseudo

V23 15/05/2022 BACHJERAH Margez Pseudo

V24 15/05/2022 DRARIA Viande hachée Klebsiella

V25 15/05/2022 | DRARIA Margez fse"'domenas

E21 10/03/2022 MILIANA Ecouvillons Ep.goli

V26 15/05/2022 EL HARRACH Viande morceau | Klebsiella

E22 10/03/2022 MILIANA Ecouvillons Entérobactérie
Pseudomenas

¥34 ié/ﬁ%ﬁ@éé NRENARRECHTM Ma@afions §ﬁﬁér0bactérie

E24 10/03/2022 MILIANA Ecouvillons E.coli

E25 17/04/2022 MILIANA Ecouvillons Entérobactérie

E26 17/04/2022 MILIANA Ecouvillons Entérobactérie

E27 17/04/2022 MILIANA Ecouvillons Entérobactérie

E28 17/04/2022 MILIANA Ecouvillons Entérobactérie

E29 17/04/2022 MILIANA Ecouvillons Entérobactérie

E30 17/04/2022 MILIANA Ecouvillons Entérobactérie

E31 17/04/2022 MILIANA Ecouvillons Entérobactérie

E32 24/04/2022 ELHARACH Ecouvillons Entérobactérie

E33 24/04/2022 ELHARACH Ecouvillons Entérobactérie

E34 24/04/2022 ELHARACH Ecouvillons E.coli

E35 24/04/2022 ELHARACH Ecouvillons E.coli

E36 24/04/2022 ELHARACH Ecouvillons Entérobactérie

E37 24/04/2022 ELHARACH Ecouvillons Entérobactérie

E38 24/04/2022 ELHARACH Ecouvillons Entérobactérie

E39 24/04/2022 ELHARACH Ecouvillons Entérobactérie

E40 24/04/2022 ELHARACH Ecouvillons Entérobactérie

E41 24/04/2022 ELHARACH Ecouvillons E.coli

E42 24/04/2022 ELHARACH Ecouvillons Entérobactérie
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E43 24/04/2022 ELHARACH Ecouvillons Entérobactérie
E44 08/05/2022 ELHARACH Ecouvillons Entérobactérie
E45 08/05/2022 ELHARACH Ecouvillons Proteus spp
E46 08/05/2022 ELHARACH Ecouvillons Entérobactérie
E47 08/05/2022 ELHARACH Ecouvillons Klebsiella

E48 08/05/2022 ELHARACH Ecouvillons E.coli

E49 08/05/2022 ELHARACH Ecouvillons E .coli

E50 08/05/2022 ELHARACH Ecouvillons Citrobacter spp
E51 08/05/2022 ELHARACH Ecouvillons Entérobactérie
E52 08/05/2022 ELHARACH Ecouvillons Entérobactérie
E53 08/05/2022 ELHARACH Ecouvillons Entérobactérie
E54 08/05/2022 ELHARACH Ecouvillons Entérobactérie
E55 08/05/2022 ELHARACH Ecouvillons Entérobactérie
E56 08/05/2022 ELHARACH Ecouvillons Entérobactérie
E57 15/05/2022 ELHARACH Ecouvillons Entérobactérie
ES8 15/05/2022 ELHARACH Ecouvillons Entérobactérie
E59 15/05/2022 ELHARACH Ecouvillons Entérobactérie
E60 15/05/2022 ELHARACH Ecouvillons Klepsiella

E61 15/05/2022 ELHARACH Ecouvillons ZZZUdomenas
E62 15/05/2022 ELHARACH Ecouvillons Entérobactérie
E63 15/05/2022 ELHARACH Ecouvillons Entérobactérie
E64 15/05/2022 ELHARACH Ecouvillons Entérobactérie
E65 15/05/2022 ELHARACH Ecouvillons Entérobactérie
E66 15/05/2022 ELHARACH Ecouvillons Entérobactérie
E67 15/05/2022 ELHARACH Ecouvillons Cytrobacter spp
E68 15/05/2022 ELHARACH Ecouvillons Entérobactérie
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E69 15/05/2022 ELHARACH Ecouvillons Entérobactérie
E70 15/05/2022 ELHARACH Ecouvillons Entérobactérie
N de prélevement Da:ce‘ de Lieu d’abattoir Naltl{re de Résultats
prélevement Prélevement

EO1 29/03/2022 MILIANA Ecouvillons Entérobactérie
EO02 29/03/2022 MILIANA Ecouvillons Entérobactérie
EO3 29/03/2022 MILIANA Ecouvillons Entérobactérie
EO4 29/03/2022 MILIANA Ecouvillons Entérobactérie
EO5 29/03/2022 MILIANA Ecouvillons Entérobactérie
EO6 29/03/2022 MILIANA Ecouvillons Entérobactérie
EO7 29/03/2022 MILIANA Ecouvillons Entérobactérie
EO8 29/03/2022 MILIANA Ecouvillons Entérobactérie
E09 29/03/2022 MILIANA Ecouvillons Entérobactérie
E10 10/03/2022 MILIANA Ecouvillons Entérobactérie
E11 10/03/2022 MILIANA Ecouvillons Entérobactérie
E12 10/03/2022 MILIANA Ecouvillons Entérobactérie
E13 10/03/2022 MILIANA Ecouvillons Entérobactérie
E14 10/03/2022 MILIANA Ecouvillons E .coli

E15 10/03/2022 MILIANA Ecouvillons Entérobactérie
El6 10/03/2022 MILIANA Ecouvillons Entérobactérie
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E17 10/03/2022 MILIANA Ecouvillons E.coli

E18 10/03/2022 MILIANA Ecouvillons E .coli

E19 10/03/2022 MILIANA Ecouvillons E.coli

E20 10/03/2022 MILIANA Ecouvillons Entérobactérie

N de prélevement | Date Fermes Nature de lait Résultats

L1 29/03/2022 Al Lait de vache cru | E .coli

L2 29/03/2022 Al Lait de vache cru | Entérobactérie

L3 29/03/2022 Al Lait de vache cru | Entérobactérie

L4 29/03/2022 Al Lait de vache cru | Entérobactérie

L5 29/03/2022 Al Lait de vache cru | Entérobactérie

L6 03/04/2022 T1 Lait de vache cru | Entérobactérie

L7 03/04/2022 T1 Lait de chevre Entérobactérie
cru

L8 03/04/2022 T2 Lait de vache cru | Cytrobacter spp

L9 17/04/2022 A2 Lait de vache cru | Entérobactérie

L10 17/04/2022 A2 Lait de vache cru | Entérobactérie

L11 17/04/2022 A2 Lait de vache cru | Entérobactérie

L12 17/04/2022 A2 Lait de vache cru | Entérobactérie
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Annexe 03

1-Premier milieu d’isolement sélectif : gélose MacConkey au sorbitol cefixime

tellurite
1-2Mlilieu de base

Composition :

Digestat enzymatique de caséine
Digestif enzymatique de viande
Sorbitol

Sels biliaires N°3

Chlorure de sodium

Rouge neutre

Violet de méthyle

Agar

Eau

17,09

0,03g
0,001g
9g a 18¢?

1000ml

Préparation

Dissoudre les composante de base ou la base déshydratée compléete dans I’eau en chauffant jusqu’a

¢bullition. Ajuster le pH, Si nécessaire, de sorte qu’apés stérilisation il soit de 7,1+0,2C°.

Stériliser a I’autoclave a 121C° Pendant 15 min.
1-3 Solution de tellurite de potassium

Composition

Tellurite de potassuim a usage bactériologique

Eau

0,259

100ml

Préparation

Dissoudre le tellurite de potassium dans I’eau et stériliser par filtration sur membrane.
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Cette solution peut étre stockée a température ambiante pendante un mois au maximum, mais ne doit

pas étre utilisée en cas de formation de précipités blancs.

1-4 Solution de cefixime

Composition
Cefixime 5,0mg
Eau 100,0ml

Préparation

Dissoudre la cefixime dans 1’eau et stériliser par sur membrane.

Cette solution peut étre stockée a 3°C+2°C pendant une semaine.

1-5 Milieu complet

Composition

Milieu de base 1000ml
Solution de tellurite de potassuim 1,0ml
Solution de cefixime 1,0ml

Préparation

Refroidir le milieu de base nouvellement stérilisé entre 44°C et 47°C ,ou faire fondre par chauffage
a la vapeur le milieu de base préalablement stérilisé et solidifié, puis le refroidir entre 44°C et 47°C .
Ajouter 1ml de solution de tellurite et 1ml de solution de cefixime a 1000ml de milieu de base.
Mélange et verser par quantités d’environ 15ml dans des boites de pétri stériles. Laisser solidifier.

La concentration finale est de 2,5 mg /I pour le cefixime.
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2-Deuxiéme Milieu Chromogéne Sélectif pour la détection simultanée d’E. Coli

et de coliformes dans I’eau et les échantillons d’aliments

Composition

Peptone Bactériologie 3,0
Chlorure de sodium 5,0
Tampon phosphate 4,9
Pyruvate sodique 1,0
Tryptophane 1,0
Sorbitol 1,0
Mélange chromogénique 0,36
Tergitol 7 0,1
Agar Bactériologique 10,0

Préparation :

Mettre en suspension 13 ,6 gramme du milieu dans un 500 litre d’eau distillée, Bien mélanger et
dissoudre en chauffant avec une agitation fréquente. Faire bouillir pendant 2 heurs jusqu’a dissolution
compléte. Evitez la surchauffe. Ne pas autoclaver. Laisser refroidir a 45-50°C et distribuer dans des
boites pétries. Le milieu préparé doit étre conservé a 8-15°C. La couleur du milieu préparé est limpide

et clair.
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3- Milieu d’enrichissement : Bouillon trypyone de soja modifié a la novobiocine
(MTSB+N)

Composition

Digestat enzymatique de caséine 17 ,0g
Digestat enzymatique de soja 3,09
D(+) glucose 2,5¢
Sels biliares N° 3 1,50
Chlorure de soduim 5,09
Di-Potassuim hydrogénophosphate(K:HPQOy4) 4 ,0g
Eau 1000ml
Préparation

Dissoudre les composants ou le milieu complet déshydraté dans 1’eau en chauffant, Si nécessaire.
Ajuster le Ph a I’aide du PH-métre , si nécessaire, de sorte qu’aprés stérilisation, il soit de 7,4+ 0,2 a
25°C.

Répartir les milieux par quantités appropriées dans des flacons ou des bouteilles.

Stériliser a I’autoclave réglé a 121°C pendant 15 min.

3-1 Solution de novobiocine

Composition
Novobiocine 0,459
Eau 100ml

Préparation

Dissoudre la novobiocine dans I’eau et stériliser par filtration sur membrane.
Préparer le jour de I’utilisation.

3-2 préparations du milieu complet

Juste avant utilisation, ajouter 1ml ou 4ml de solution de novobiocine a 225ml ou 990ml de milieu
mTSB refroidi.
La concentration finale de novobiocine est de 20mg par litre de mTSB.



