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INTRODUCTION

L’utilisation d’eaux usées en agriculture est une pratique de plus en plus répandue au
Sénégal, en particulier dans la zone périurbaine de Dakar, ou la culture pluviale ne peut se
faire sur une longue période. Par ailleurs, les infrastructures d’assainissement, dans des villes
a urbanisation galopante, n’arrivent pas a suivre les besoins. A partir des usines, des ménages,
des marchés, des hopitaux, etc... les eaux usées débouchent dans les rues, les lits de riviéres,
les canaux d’eaux pluviales ou dans des stations d’épuration a faible capacité de traitement.
C’est généralement autour de ces eaux usées, plus ou moins stagnantes, que les sites de
maraichage sont créés, par des populations pauvres des zones périurbaines et/ou immigrantes
des campagnes. La pratique de 1’utilisation de toutes sortes d'eaux usé€es s’y opere alors de
maniere non planifiée et non controlée dans les activités d'agriculture urbaine, incluant
I’arrosage de légumes consommables crus. Le principal risque de la réutilisation des eaux
usées est d’ordre sanitaire, liée a la survie des germes pathogeénes dans ces eaux. L’épisode de
Walkerton survenu au Canada en 2000 a démontré que ce risque n’était pas négligeable,
alors que, suite a une consommation d’eau contaminée, 2 300 personnes ont nécessité des
soins medicaux et 7 sont méme décedées (PHAC, 2000). Les bactéries en cause dans cette
contamination de 1’eau potable étaient des E. coli entérohémorragiques (EHEC) du sérotype
O157:H7 qui provenaient d’un fumier de bovins. Depuis 1982, ces bactéries ont souvent été
incriminées lors d'épidémies de diarrhée, de colites hémorragiques et de Syndromes
Hémolytiques et Urémiques (SHU) (CAPRIOL.I, 2005; UNC et al., 2003).

Nombreuses ¢études indiquent que des isolats bactériens résistants et/ou pathogénes d’origine
humaine ou animale sont excrétés dans I'environnement par l'intermédiaire des eaux usées
(JAKOBSEN, 2008; PRADO, 2008; YANG, 2009). Les ruminants, principal réservoir des
EHEC, participent a la contamination de l'environnement qui devient alors le relais
indispensable a I'entretien du cycle épidémiologique de ces pathogenes. lls ont également été
retrouvés dans les boues d'épuration des eaux usées issues des industries de transformation
des produits d'origine animale (abattoir en particulier) (HOLLER, 1999; VERNOZY-
ROZAND et al., 2002). Ainsi, I'épandage des effluents d'élevage et des boues de station
d'épuration des industries agro-alimentaires peut favoriser la dissémination des EHEC a
grande échelle dans les sols et les eaux superficielles. Cette pratique peut donc représenter un

risque pour la Santé Publique.



Les connaissances sur le comportement et les caractéristiques des EHEC dans
I'environnement, en particulier au cours des phases de traitement des eaux usées, sont mal
connues et aucun plan de surveillance des EHEC dans I'environnement n'a été mis en place au
Sénégal. En vue de documenter les risques microbiens liés a I’utilisation des eaux usées de la
station d’épuration urbaine et des abattoirs, la présente étude a été effectuée.

Son objectif général est d’évaluer la prévalence des génes de virulence associés aux EHEC
chez les souches d’E.coli isolées des effluents d’abattoir et de la STEP tout en étudiant leur
antibiorésistance.

Les objectifs spécifiques sont :

- d’Isoler les souches d’E.coli a partir des effluents d’abattoir de Dakar et de la STEP
de Cambérene ;

- de rechercher des genes de virulence des EHEC sur les souches d’E.coli isolées ;

- de déterminer la résistance phénotypique aux antibiotiques sur les souches d’ E.coli
possédant au moins un des genes recherchés et sur quelques souches d’E.coli
sélectionnées parmi les souches isolées de I’abattoir et de la STEP.

Le travail comprend deux parties :

— Une synthése bibliographique sur les différents types d’eaux usées, les risques
microbiologiques associés plus particulierement aux EHEC et la résistance aux
antibiotiques des souches d’E.coli.

— Une deuxiéme partie expérimentale qui traite du matériel et methodes, présente les

résultats qui sont ensuite discutes et suivis de recommandations.
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CHAPITRE I : Les eaux usées
I-1-Définition des eaux usées

Les eaux useées sont des eaux impropres ou polluées, qui doivent bénéficier d'un
assainissement (traitement de 1’eau) ou d'une dépollution avant leur rejet dans la nature ou
leur consommation par I'homme. Elles peuvent étre réparties en différents types : les eaux

usées domestiques, les eaux usées industrielles, les eaux usées urbaines et les eaux pluviales.
I-1-1-les eaux usées domestiques

On distingue sous cette appellation les eaux usées issues d’une habitation individuelle. Elles

comprennent les eaux ménagéres et les eaux vannes.

— Les eaux usées ménageres représentent des eaux de cuisine, des eaux savonneuses
(bains, douche, vaisselle, lessive). Elles contiennent des matieres en suspension
(MES), des matieres organiques ou minérales dissoutes, des graisses et surtout des
détergents divers.

— Les eaux vannes sont constituées des urines et des matieres fécales diluées avec ’eau

de chasse.

I-1-2-les eaux usées industrielles

Les eaux usées industrielles présentent une tres grande diversité de composition, telle que
leur description ne peut étre réellement entreprise. On peut cependant de facon simplifiée
considérer : les eaux usées a charge minérale dominante (installations minieres, carrieres,
cartonneries), les eaux usées a charge organique dominante (laiteries, abattoirs, conserveries),
les eaux usées a charge chimique dominante (ateliers de traitement de surface, de bains

chimiques qui peuvent contenir des métaux lourds, des substances pharmaceutiques).
I-1-3-les eaux usées urbaines

Il s’agit des eaux usées domestiques auxquelles s’ajoutent des rejets industriels, des effluents
de services collectifs (hdpitaux, centres commerciaux) et des eaux de voiries
(KHALLAAYOUNE et CABARET, 2009).


http://www.vedura.fr/environnement/eau/traitement-eau
http://www.vedura.fr/environnement/eau/eau-potable

I-1-4-les eaux pluviales

L'eau de pluie se charge d'impuretés au contact de l'air (fumées Industrielles), puis, en
ruisselant, des résidus déposés sur les toits et les chaussées des villes (huiles de vidange,

carburants, résidus de pneus et métaux lourds etc..).

Compte-tenu des ¢léments présents dans les eaux usées, la réutilisation d’une eau de
mauvaise qualité peut présenter des risques pour la santé et I’environnement, et poser des
problémes d’ordre technique en bouchant les conduites et les systémes d’irrigation par
exemple. D’un point de vue sanitaire, la quantité de contaminants qui parvient dans
I’environnement se nomme la charge excrétée. Sa composition dépend de la population a
I’origine de la production des eaux usées, et notamment de la proportion d’individus infectés
et des conditions d’hygiene. Elle peut étre considérablement réduite par un traitement

adéquat. Ce dernier est donc impératif dans le cas d’une réutilisation des eaux usées.
I-2-Traitement des eaux usees

Par un systéme de canalisation, les effluents sont drainés jusqu’a la station d’épuration. Ils
sont soumis a un prétraitement (dégrillage, tamisage, dessablage, dégraissage-deshuilage,
bassin tampon) dont le but est de retirer mécaniquement les éléments solides et les graisses
favorisant ainsi la protection des ouvrages en aval (canalisations, pompes, bassins). Le
traitement proprement dit fait appel a des procedés physico-chimiques et biologiques
(HERAU, 2003; PERDRIX, 2002).

I-2-1-Les procédés physico-chimiques
I-2-1-1-La décantation

Elle consiste a laisser les matiéres en suspension, organiques ou non, se déposer dans le fond
du bassin simplement par gravité. Elles y sont raclées et évacuées formant ainsi les boues

primaires.
I-2-1-2-La coagulation et la floculation

Il s’agit d’abord de neutraliser les forces de répulsion qui maintiennent les colloides en
suspension, grace a un coagulant (sels de fer 11 et 111, sels d’aluminium III, composés poly-
électriques), puis de favoriser leur agglomération et leur décantation grace a un floculant

(macromolécules ioniques ou neutres).



I1-2-1-3- La flottation

La flottation est un procédé de séparation solide-liquide ou liquide-liquide qui s'applique a
des particules dont la masse volumique est inférieure a celle du liquide qui les contient. Elle
est provoquée en utilisant des bulles dair trés fines ou "microbulles” de 40 a 70 microns de
diamétre, semblables a celles présentes dans "I'eau blanche™ débitée par le robinet d'un réseau
d'eau sous forte pression (PETIT et al., 2007).

I-2-2-Les procédés biologiques

Les principaux procédés biologiques utilisés pour le traitement des eaux usées peuvent étre
classés en deux types : les procédeés a cultures fixées et les procédés a cultures libres. Dans les
procédés a cultures fixées (tels que les lits bactériens ou les biofiltres), les microorganismes
forment des biofilms qu’ils soient sous condition aérobie ou anaérobie. Les biofilms sont des
structures biologiques constituées de cellules immobilisées en présence de substrats et
enveloppées dans une matrice polymérique d’origine microbienne. Le principe du procédé a
cultures libres a été décrit par Adern et Lockett en 1914 ou les boues issues de la
biodégradation des effluents ont été soumises & une aération continue. En présence
d’oxygene, ’activité bactérienne a été stimulée par la formation d’agrégats dans le bassin
biologique. Un tel procédé intensif d’épuration a été appelé boues activees (METCALF,
2003; CHARACKLIS et MARSHALL, 1990).

La pollution organique présente dans les eaux usées est transformee / dégradée en composeés
inorganiques (CO,, NOs-, NO,. cqa™ Hy) par des processus biologiques. Deux types de
pollution organique sont observés :

- La pollution primaire : pollution carbonée, azotée et phosphorée,

- La pollution secondaire ou micro-pollution : substances contenues dans les eaux uséees

a des concentrations relativement faibles de 1’ordre de ng ou pg/L.

I-2-2-1-Elimination du carbone

Le traitement du carbone est assuré par une biomasse hétérotrophe aérobie qui va transformer
les composés apportés par I’effluent en biomasse (nouvelles bactéries hétérotrophes).
Préalablement a cette transformation par assimilation (métabolisme bactérien), on distingue

deux étapes dans 1’élimination des polluants dans I’eau :



- Un mécanisme d’adsorption (fixation sur la paroi bactérienne) principalement pour les
fractions colloidale et particulaire. Avant assimilation, ces composés nécessitent une
hydrolyse par activité enzymatique aboutissant a des composes plus facilement
assimilables.

- Un mécanisme d’absorption principalement pour les composés solubles ou
hydrolysés. On parle de cinétique d’assimilation ou vitesse d’assimilation. (FNDAE,

2007).
1-2-2-2- Elimination de I’azote

L’azote organique est dans un premier temps hydrolysé en azote ammoniacal qui est ensuite
¢liminé sous forme d’azote moléculaire au cours de réactions en deux étapes. Dans la
premiére étape aérobie, on a la nitrification, ’ion ammonium est oxydé en nitrate NOj’ et,
dans la deuxiéme étape de dénitrification, le nitrate remplace I’oxygene comme accepteur
final d’¢lectrons lors de ’oxydation de la matiére organique par les bactéries hétérotrophes,

ce qui diminue les besoins en oxygene (SORAYA, 2005).

I-2-2-3-Le traitement des boues

Les boues vont subir différents traitements en vue de réduire leur pouvoir fermentescible

ainsi que leur volume :
I-2-2-3-1- Réduction du pouvoir fermentescible ou stabilisation

Trois méthodes sont utilisees a savoir la digestion anaérobie (les matieres organiques
complexes sont dégradees en méthane et en dioxyde de carbone), la stabilisation chimique
grace a ’incorporation de chaux (Ca(OH) ; et la stabilisation thermique par pasteurisation a

une température de 70°C pendant 30 minutes.
I-2-2-3-2- La réduction du volume

a) La déshydratation

Ce traitement permet de faciliter le transport ou l'utilisation ultérieure des boues. Il est
précédé d'un conditionnement préalable qui facilitera la déshydratation. Cette déshydratation

peut étre obtenue par différents procédes.



b) L’épaississement

L’épaississement donne des boues liquides. Il peut se faire par simple décantation statique
(gravité), par égouttage ou par flottation c’est a dire par insufflation d’air. Cette derniere
technique, qui maintient les boues en aérobie, est plus souvent mise en oeuvre sur des boues

de déphosphatation biologique pour éviter le relargage de P (phosphore) anaérobie.
c) Le filtrage sur filtre & presse

Le filtre a bandes presseuses, tres répandu fonctionne en trois temps: floculation avec des
polyélectrolytes, drainage de la boue floculée (qui provoque un épaississement rapide de la
boue), et pressage de la boue drainée. Ce traitement permet d'obtenir des résultats
satisfaisants sur la grande majorité des boues organiques.

d) La centrifugation

La centrifugation permet une bonne séparation des solides sur des boues trés difficiles (boues

trés organiques), avec un travail en continu et une surveillance réduite des machines .

e) Le séchage en vapeur d’eau surchauffée

Le principe du séchage thermique est base sur I'évaporation de l'eau interstitielle contenue
dans les boues, et donc sur son élimination. Il conduit a des boues semi- déshydratées
(GUIVARCH, 2001).

La raréfaction des ressources en eau et la dégradation de leur qualité est un défi majeur pour
le XXle siecle. Afin de préserver la qualité des masses d’eau et pour diminuer les
prélevements dans le milieu naturel, il convient de chercher des approvisionnements
alternatifs. La réutilisation des eaux usées ¢&purées, peut constituer 1'un de ces

approvisionnements.
I-3- Réutilisation des eaux usées

Pres du dixieme de la population mondiale consommerait des aliments produits en utilisant
des eaux usées (SCOTT et al., 2004). En fonction des exigences de qualité des

consommateurs, deux grandes classes de réutilisation peuvent étre définies :



- Les usages potables qui peuvent étre directs, apres un traitement poussé, ou indirects,

apres passage dans le milieu naturel.

- Les usages non potables dans les secteurs agricoles (irrigation), industriel et urbain
(LANDREAU, 1982).

I-3-1-Réutilisation pour un usage alimentaire (eau « potable »)

Le progrés technologique du métier de I'eau permet de produire une eau de trés bonne qualité,
méme a partir des eaux usées. Toutefois, les principales contraintes pour ce type d'usage sont
psychologiques et culturelles associées a la perception de I'eau usée comme dangereuse et
malsaine. De ce fait, la tendance principale aujourd'hui est l'usage indirect, aprés un séjour

temporaire de l'eau usee traitée dans le milieu naturel (voir figure 1) (LAZAROVA, 1998).

Traitement

»
)

Milieu naturel

< Réutilisation > < Réutilisation >

Figure 1: Schématisation de la réutilisation directe et indirecte des eaux usées.

I-3-2- Les usages non potables dans les secteurs agricoles (irrigation), industriel et

urbain
I-3-2- 1- L’agriculture urbaine et périurbaine

La problématique de la réutilisation des eaux usées en Afrique de l’ouest se présente
difféeremment en fonction de la disponibilité de la ressource en eau. En effet, la situation n’est
pas la méme dans les pays cotiers et dans les pays sahéliens ou la ressource en eau est plutot
rare, et ou les eaux usées constituent plut6t un atout et une ressource a mettre a profit dans un
contexte de pauvreté urbaine. Dans la ville de Dakar, 180 000 m® d’eaux usées sont rejetées

tous les jours. Sur cette quantité, seule une faible part est réutilisée dans I’agriculture urbaine.
9



Comme dans la plupart des grandes villes, Dakar n’échappe pas a la régle. Des études
récentes menées dans la zone périurbaine de Dakar ont montré que la population a développé
une stratégie locale qui s'est traduite par une utilisation des eaux usées comme source d’eau

darrosage (CREPA., 2002).
I-3-2- 2- Le secteur industriel

Les secteurs les plus grands consommateurs en eau sont les centrales thermiques et
nucléaires (eau de refroidissement) et les papeteries (LAZAROVA, 1998). A Dakar, les eaux
usées traitées sont surtout utilisées par les entreprises de batiment et travaux publics (BTP)
pour les travaux de terrassement (www.aps.sn/spip.phparticle29084).

En somme, la réutilisation des eaux usées urbaines rejetées se présente comme une alternative
assez intéressante pour résoudre le probléme de la disponibilité en eau de boisson ou
d’irrigation. Les avantages liés a cette pratique ne sont plus a démontrer, malheureusement, il
en est de méme des risques sanitaires connexes. Les micro-organismes (virus, bactéries,
protozoaires et helminthes) constituent le principal danger sanitaire pour la réutilisation des
eaux usées épurées. Parmi ces micro-organismes nous traiterons dans le deuxieme chapitre
I’espéce E. coli et plus particulierement les Escherichia coli enterohémorragiques (EHEC)

qui sont considérés actuellement comme des pathogénes émergents en santé publique.

10
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Chapitre |1 : les Escherichia coli
I1-1-Taxonomie

Escherichia coli, I’'une des premicres espéces bactériennes étudiées par les scientifiques a été
isolée pour la premiére fois en 1885 dans les selles de nourrissons par le pédiatre allemand
Theodor Escherich qui lui donna le nom de bacille Bacterium coli commune (ESCHERICH,
1885). En 1919, pour rendre hommage aux travaux d’Escherich, Castellani et Chambers ont
renommé la bactérie Escherichia coli (GRIMONT, 1987). Le genre Escherichia appartient a
la famille des Enterobacteriaceae du fait de leur isolement fréquent du tube digestif de
I’homme et /ou de féces des mammiféres (GREATOREX et THORNE, 1994). Les genres
appartenant a cette famille sont des bacilles a gram négatif, ne possédant pas d’oxydase, aéro-
anaérobies facultatifs et parfois mobiles grace a une ciliature péritriche. Le genre Escherichia
coli est constitué de 5 espéces : E. coli ; E.blattae ; E.fergusonii ; E.hermannii et E.vulneris
dont les principaux criteres différentiels de 4 d’entre elles sont présentés dans le (Tableau 1)
(EUZEBY, 2007).

Tableau I : Principaux critéres différentiels des espéces du genre Escherichia (GRIMONT,

1987).
Caracteres E.coli E.coli E.hermani _ .
biochimiques | (non O157:H7) | (O157:H7) i Evulnerts | E.fergusoni
Indole + + + - +
Pigment jaune - - + + -
LDC + + - + ¥
OoDC +/- +/- + - +
B-xylosidase - - - + -
B-glucuronidase + - - - -
Sorbitol + - - - -
Malonate - - - + _
Adonitol - - - - I

(+) : positif; +/-:

Décarboxylase.

positif ou négatif; LDC: Lysine Décarboxylase ; ODC, Ornithine
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11-2-L’espéce Escherichia coli

Escherichia coli représente une espéce bactérienne trés étudiee. Il existe de nombreuses
différences entre les souches de cette méme espece . On peut distinguer trois grands groupes
d’E. coli : des bactéries commensales, des bactéries pathogenes « intestinales » (les E. coli
Enterohémorragiques (EHEC), les E. coli Entérotoxinogénes (ETEC), les E. coli
Entéropathogénes (EPEC), les E. coli Entéroaggrégatifs (EAEC), les E.coli Entéroinvasifs
(EIEC) et les E.coli a adhésion diffuse (DAEC)) et enfin le groupe des bactéries pathogenes
« extraintestinales » (les E. coli uropathogenes (UPEC) et E. coli responsables du méningite
chez le nouveau-né (NMEC) (CROXEN et FINLAY, 2010) (figure 2). Les premiéres sont
des colonisatrices intestinales et ne présentent aucun danger pour leur hoéte, celles du
deuxieme groupe provoquent des maladies intestinales (diarrhée, diarrhée hémorragique...) et
les EXPEC (UPEC et NMEC) sont responsables de troubles au niveau de nombreux sites
extra-intestinaux (RUSSO and JOHNSON, 2000).

Brain: NMEC

Bloodstream:
UPEC and NMEC

Large bowel:
EHEC, EIEC and EAEC

Kidney: UPEC

Small bowel: EPEC,
ETEC, DAEC and EAEC

Bladder: UPEC

Figure 2: Sites de colonisation des E. coli pathogenes (CROXEN et al., 2010)
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11-2-1- Les EHEC « Enterohaemorrhagic E.coli »
11-2-1-1- Définition

Les souches EHEC sont des souches pathogenes pour I’homme. Elles ont été isolées chez des
individus malades, qui présentaient des colites hémorragiques ou le syndrome hémolytique et
urémique (SHU) typique post diarrhée particulierement observé chez les jeunes enfants et
chez les personnes agées (AFSSA, 2008). Les souches, isolées chez ces patients, possedent
des facteurs de virulence, codés par des génes de virulence, a I’origine de symptomes. Elles
possedent le gene stx qui code pour une Shiga-like toxine et elles possedent le plus souvent le

géne eae.

Les souches d’E.coli possédant le géne stx qui code pour une toxine sont qualifiées de STEC,
tandis que les souches d’E.coli qui possédent I’flot chromosomique LEE, responsable des
lésions d’attachement/effacement (A/E), sur lequel se trouve le géne eae sont qualifiées
d’AEEC (figure 3). Parmi les AEEC, les souches responsables de diarrhées chez 1’homme
sont les EPEC. Il faut souligner que toutes les souches STEC et AEEC ne sont pas forcement
pathogénes (VERNOZY-ROZAND et al., 2003).

AEEC : E. coli
attachant/effagant
(« attaching and
effacing E. coli »)

STEC : E. coli
producteurs de Shig
toxines (« Shiga-li
producing E. coli

Souches isolées chez
malades (colites
hémorragiques, SHU, PTT)

Figure 3 : Définition et place des AEEC, STEC et EHEC (VIMONT, 2007).
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11-2-1-2- Classification des EHEC

La classification des EHEC s’est faite en se basant sur les travaux de KAUFFMAN en 1947
mettant en évidence trois antigenes de surface : I’antigéne somatique lipopolysaccharidique
O, lantigéne flagellaire H et dans une moindre mesure [P’antigéne capsulaire
polysaccharidique K. En complément du sérotype O157:H7 qui est le plus fréquemment
retrouve, les EHEC comptent 4 autres sérogroupes majeurs, classés ici selon leur importance
décroissante : 026, 0145, 0103 et O111(ANONYME, 2007).

On parle «d’EHEC typique » et « ’EHEC atypique ». Les « EHEC typiques » sont
considérés comme des souches capables de produire un ou deux types antigéniques de shiga-
toxines (Stx1, Stx2) et possédant le locus chromosomique LEE qui porte le géne eae codant
pour I’intimine. Ces EHEC possédent également le plasmide EHEC de 60-MDa (LEVINE,
1987) (figure 4).

Les « EHEC atypiques » sont quant a eux des souches STEC qui ne produisent pas de
lésion d’attachement et d’effacement et/ou ne posséderaient pas le plasmide EHEC. Les
EHEC atypiques ne possedent donc pas le géne eae mais possédent au moins un des génes
stx1/stx2 (NATARO and KAPER, 1998).

11-2-1-3- Critéres d’identification des « EHEC majeurs »

Sur la base de ces études, ’Agence frangaise de sécurité sanitaire des aliments (AFSSA,
2008) a propose une liste de souches EHEC typiques possédants des criteres

immunologique, génétique et biochimique (tableau 2).
11-2-1-3- 1- les critéres immunologiques:

- L’antigéne somatique lipopolysaccharidique correspond a I'endotoxine des bactéries

a Gram négatif. Il est composé de lipopolysaccharides (LPS) complexes, tres toxiques,
capables de provoquer dans l'organisme humain fievre, leucopénie, bradycardie, hypotension
et choc, coagulation intra-vasculaire disseminée et mort. Il est constitué d'une mosaique
d'antigénes dont certains sont des constituants communs a toutes les entérobactéries et

d'autres, des constituants spécifiques de chaque espéce.

- L'antigéne H n'est pas toxique. De nature protéique, il est constitué comme l'antigéne
O d'une mosaique d'antigenes avec des constituants communs a toutes les entérobactéries

mobiles et des constituants spécifiques a chaque espéce.
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- Dans une moindre mesure [‘antigéne capsulaire K de nature polysaccharidique.

Plusieurs tests bases sur les critéres immunologiques sont utilisés dans la détection des E. coli
O157:H7

- Les Tests conventionnels ELISA/ELFA en microplaques

Apres une phase d’enrichissement le plus souvent de 24 heures c’est une méthode qui donne
des résultats au bout de 2 heures. Le principe consiste a une fixation des anticorps spécifiques
d’E.coli O157 au fond des puits de microplaques. Puis 1’aliquote du bouillon
d’enrichissement est déposé dans ces puits. Apres incubation et une série de lavages, un
anticorps "réveélateur" anti-O157 est ajouté pour détecter le couple anticorps-bactéries. Ce

deuxiéme anticorps est couplé a une enzyme qui permet une révélation colorimétrique.

- Test en « une étape » immuno-chromatographique

C’est aussi une méthode qui donne un résultat en 15 minutes aprés la phase d’enrichissement.
Le principe consiste a I’'imprégnation d’'une membrane de particules d’or ou de latex
recouvertes d’anticorps spécifiques d’E.coli O157 :H7 tout cela soutenu par un support
plastique, contenant un puits pour 1’échantillon et une fenétre de test et de contrdle. Le plus
souvent 100ul de bouillon d’enrichissement est placé dans le puits ou on doit mettre
I’échantillon alimentaire qui diffuse le long de la membrane jusqu’a atteindre la zone test
contenant I’anticorps anti-O157. Un test positif traduisant la présence d’E.coli O157 dans
I’aliment se caractérise par 1’apparition d’une ligne colorée dans la fenétre test, aprés 10 a 20

minutes.
- Tests immunologiques automatisés

Ces tests sont nombreux, parmi lesquels on a choisi ceux validés par I’AFNOR pour la
détection d’E. coli O157: H7 en France a savoir le systeme VIDAS ECO (I1SO en 16141) et la
technique de séparation immuno-magnétique (IMS) (ISO en 16654).

v/ La technique de séparation immuno-magnétigue est une méthode qui utilise des

particules magnétiques couvertes d’anticorps spécifiques de I’organisme ciblé ajoutées a
I’échantillon d’aliment a analyser. Par le biais d’un aimant, I’organisme cible est capturé a la
surface des particules magnétiques et ’ensemble est retiré de 1’échantillon. Ensuite les
organismes cibles sont separés par centrifugation des débris alimentaires et des micro-

organismes qui peuvent interférer avec les différents systemes de détection. Apres
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enrichissement, les billes sont généralement mises en culture sur des milieux sélectifs et les
colonies caractéristiques sont ensuite confirmées a I’aide de tests biochimiques (galeries
API, BioMerieux) et immunologiques (test d’agglutination latex O157, Recherche des Shiga-
toxines par ELISA),

v' La méthode VIDAS ECO consiste a un double enrichissement de I’échantillon

alimentaire qui est réalisé dans du mTSB (modified Trypticase Soya Broth) pendant 6h a
42°C puis dans du bouillon MacConkey au sorbitol pendant 24h a 37°C. Une aliquote du
bouillon d’enrichissement est ensuite analysée par le systtme VIDAS ECO. Lors d’une
réponse positive avec ce systéme, une immunoconcentration est réalisée avec le systeme
VIDAS ICE. Ce kit VIDAS ICE est composé des mémes éléments que le kit VIDAS ECO
(cOne et barrette). Le cone est recouvert d’anticorps anti-O157 qui permettent de capturer les
bactéries cibles qui sont ensuite relarguées sous forme d’un immunoconcentrat et peuvent
étre isolées sur des géloses spécifiques. Les colonies suspectes font, 1a encore, I’objet de
confirmation (agglutination latex O157, identification de I’espece, recherche de 1’antigene

H7, production de Shiga-toxine(s)).
11-2-1-3- 2- les critéres génétiques

La majorité des souches retrouvées dans des cas de pathologies humaines et responsables de
symptdmes typiques des souches EHEC possédent au moins un des génes codant pour une
Shiga-toxine (Stx1/Stx2) ainsi que le géne eae codant pour I’intimine, responsable des 1ésions
d’attachement et d’effacement des entérocytes. 11 existe des variants de I’intimine di a un
domaine C — terminal peu conservé. D’aprés les études épidémiologiques, les types
d’intimine correspondant aux sérotypes les plus incriminés sont les suivants, eae-o, eae-p,
eae-¢, eae-(, eae-o. Le typage de I’intimine nous renseigne sur 1’origine humaine ou animale
de cette protéine. En effet, une intimine alpha sera caractéristique d’une souche EHEC

humaine classique tandis qu’une intimine béta sera caractéristique d’une souche EHEC

animale (OSWALD et al., 2000).
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Tableau 11 : Critéres genétiques d’identification des « EHEC typiques majeurs »

Souches Genes antigene Genes antigene | Génes Shiga Genes et
lipopolysaccharidiques flagellaire toxines variants intimine
EHEC 026:H11 WZX026 flicunn stx1 et/ou
eae-beta
stx2
EHEC O103:H2 WZX0103 flicko stx1 et/ou
stx? eae-epsilon
EHEC O111:H8 wbdlo111 flichs stx1 et/ou
eae-theta
stx2
EHEC ihploass flichzs stx1 et/ou
0145:H28 stx2 eac-gamma
EHEC O157:H7 rfbEois7 flicyy stx1 et/ou
Stx2 eae-gamma

11-2-1-3- 3- les Critéres biochimiques

A la différence de la fermentation du sorbitol et de I’activité B-glucuronidase la plupart des
réactions biochimiques d’E.coli O157:H7 sont typiques des E.coli (LINGWOOD et al.,
1987). Environ 93% des souches d’E.coli isolées chez I’homme fermentent le sorbitol en 24
heures par contre E.coli O157: H7 ne le fermente pas (NEAVES et al., 1994). De ce fait
I’incapacité a fermenter le sorbitol a permis la mise au point d’un milieu particulier pour
I’isolement d’E.coli O157: H7; la gélose Mac Conkey au sorbitol (SMAC) (OKREND et al.,
1990). E.coli O157: H7 étant B-glucuronidase négatif et sorbitol négatif forme des colonies
blanches tandis que les colonies sorbitol négatives et B-glucuronidase positives virent au vert
ou au bleu (TESH et al., 1991).

I1-3-Facteurs de virulence et pouvoir pathogéne des EHEC
11-3-1-Les Shiga-toxines

Les EHEC sont caractérisés par leur capacité a produire une ou plusieurs toxines
responsables de I’essentiel des signes cliniques observés. Anciennement appelée vérotoxine
du fait de sa toxiciteé sur les cellules Véro (cellules rénale du singe vert
d’Afrique Cercopithecus aethiops sabaeus), la toxine présente une certaine homologie avec

la toxine de Shigella dysenteriae type 1 ce qui est a Iorigine de son appellation actuelle
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Shiga-toxines (ST) ou Shiga-like toxines(SLT) (O’BRIEN et al., 1982; STROCKBINE et
al., 1988).

11-3-1-1-Structure et mécanisme d’action

Les shiga-toxines sont des hétéropolymeéres de 70 KDa et possédent deux sous unités, une
sous unité A de 33 KDa et 5 sous unités B de 7.7KDa. Les toxines Stx1 et Stx2 sont
composées de deux sous unités, A et B qui sont liées entre elles. Les sous unités A de ces
deux toxines présentent 55% d’homologie au niveau de leur séquence nucléotidique et les

sous unités B présentent 57% d’homologie.

- La sous unité A (pour activity) est organisée en deux peptides, Al et A2. Ces deux
peptides sont liés par un pont dissulfure. Le peptide Al posséde une activité enzymatique et
le peptide A2 permet de lier le peptide Al a la sous unité B (pour binding).

- La sous unite B, pentamérique, est elle-méme constituée de cing sous unités. Ces sous
unités, assemblées en anneau, permettent la fixation de la toxine sur un glycolipide
membranaire spécifique, le globotriosylcéramide (Gb3) qui est présent a la surface des
cellules eucaryotes (LINGWOOD et al., 1987). Une fois la toxine fixée sur le récepteur, elle
est internalisée par endocytose dans la cellule cible. Ensuite, elle est transportée vers

I’appareil de Golgi puis vers le réticulum endoplasmique.

La sous unité A est scindée en deux parties Al et A2 par réduction du pont disulfure. La
partie Al ainsi activée est transloquée dans le cytoplasme ou elle agit sur la sous unité
ribosomale 60S. En effet, elle exerce une activité N-glycosidase sur 1’adénosine située en
position 2348 de I’ARN ribosomal 28S qui se traduit par I’inhibition de la synthése protéique.
La sous unit¢ 60S du ribosome n’est alors plus capable d’interagir avec les facteurs
d’¢longation EF1 et EF2, ce qui conduit a I’arrét des synthéses proteiques et finalement a la
mort cellulaire (NATARO et KAPER, 1998).
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Figure 4 : Mécanisme d’action des Shiga-toxines (adapté de PRADEL, 2001)
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I1-3-2-Facteurs responsables des lésions d’attachement et d’effacement (A/E)
11-3-2-1-Les lésions A/E

Les EHEC sont connus par leur capacité a provoquer des I¢sions d’attachement/d’effacement
des entérocytes. En effet, elles se caractérisent par une disparition des microvillosités
intestinales au niveau des zones de contact entre la bactérie et la cellule cible
(DONNENBERG et al., 1993). Ceci est di a une dépolymérisation des filaments d’actine
constituant les villosités, ce qui entraine une accumulation suivie d’une repolymérisation et la
formation d’un piédestal sur lequel les bactéries peuvent s’enchasser de facon étroite
(structure pouvant s’allonger jusqu’a 10um ressemblant a un pseudopode) (NATARO and
KAPER, 1998).

11-3-2-2-Le LEE

Les genes nécessaires a ces lésions (A/E) sont localisés sur un Tlot genomique de
pathogenicité appelé le LEE (Locus d’ Effacement des Entérocytes). Il est composé de trois
régions fonctionnelles :

- Larégion 5’ code pour plusieurs protéines de régulation et de structure du systeme de

sécretion de type 111 (SST3)

- La région centrale code a la fois pour I’intimine et pour son récepteur Tir

(Translocated intimin receptor), transloque dans la cellule cible

- Larégion 3’ code pour d’autres effecteurs bactériens et d’autres protéines structurales

impliguées dans la translocation (JUNKAL GARMENDIA et al., 2005).
11-3-2-3-L’intimine

C’est une protéine de membrane externe de 94 kDa. La fonction "adhésion" de 1’intimine est
assurée par les 280 acides aminés situés en C-terminal (FRANKEL et al., 1998; JERSE et
KAPER, 1991) (figure 5). L’intimine est codée par le géne eae (pour « E. coli attaching and

effacing ») au niveau du LEE 5.
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(a)- Adhésion initiale d’une souche EHEC (représentée en rose) aux microvillosités intestinales (représentées en
gris). (b)- Mise en place des composants de la seringue moléculaire (représentée en bleu) du SSTT(systeme de
sécerétion de type III), I’intimine, et son récepteur cellulaire le Tir . (c)- Adhésion intime de la bactérie a la

cellule hote et 1ésion d’A/E.

Figure 5: Modélisation des trois principales étapes (a, b et ¢) de I’interaction entre une
souche EHEC et un entérocyte aboutissant a la formation d’une Iésion d’attachement et

d’effacement (A/E) (LOUKIADIS, 2007).

11-4-Epidémiologie des affections liées aux EHEC

Les premiers EHEC sont apparus en 1982 lors de deux épidémies de colites hémorragiques
séveres, aux Etats-Unis (Oregon puis Michigan), apres la consommation de hamburgers
insuffisamment cuits provenant d'une chaine de restauration rapide. Une souche
d’Escherichia coli d'un nouveau sérotype O157 :H7 a été mise en évidence dans les selles des

malades et dans la viande de beeuf d'ou provenaient les hamburgers.

Plusieurs épidémies importantes dues aux EHEC sont survenues notamment a Washington en
1993 liées a la consommation de hamburgers avec 501 malades, 45 SHU et 3 décés, en
Ecosse en 1996 li¢es a de la viande de beeuf avec 137 malades et 10 déces ou encore au Japon
en 1996 liée a des radis blanc avec 9451 malades et 12 decés. Aussi, les EHEC sont

considérés dans les pays industrialisés comme pathogenes émergents en santé publique.

Récemment, en France, deux toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) ont été
détectées, une premiére en décembre 2000, liece a E. coli O157: H7 (10 cas)
(HAEGHEBAERT et al., 2002) et une seconde en juin 2002, liée a E. coli O148:H8 ,
incriminant de la viande de mouton (ESPIE et LECLERC, 2003). De plus, 2 épidémies de
SHU ont eu lieu en 2005, elles avaient une origine alimentaire (steak haché congelé et
fromage au lait cru) (VERNOZY-ROZAND et al., 2003).

Au Sénégal, a 1’état actuel des connaissances, aucun cas d’EHEC n’a été déclaré.
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11-4-1- Réservoir

Les ruminants et notamment les bovins sont considérés a I’heure actuelle comme le réservoir
principal ’EHEC. Néanmoins, ces bactéries ont été retrouvées dans 1’intestin de nombreuses
autres espéces animales (porcs, chevaux, petits ruminants, volailles, chiens, chats, mouettes,
cerfs....). Le portage et ’excrétion de souches EHEC par les ruminants domestiques sont, le
plus souvent, asymptomatiques, ce qui ne facilite pas le dépistage des animaux porteurs de
souches EHEC qui peuvent alors entrer dans la chaine alimentaire (LOUKIADIS, 2007) .

11-4-2-Mode de transmission

Les principaux modes de transmission des infections a EHEC a I’homme sont la
consommation d’aliments contaminés, la transmission de personne a personne, l’ingestion
d’eau contaminée et le contact avec des animaux (notamment les bovins) (GRIFFIN et al.,

2000) (figure 6).

11-4-2-1-Transmission alimentaire

La consommation d’aliments contaminés est la voie principale de transmission. Parmi les

aliments contaminés on peut citer :

— des produits carnés : principalement de la viande de beeuf, mais aussi des produits
transformés a base de porc ou de la viande de cerf (VAILLANT et ESPIE, 2002) ;

— du lait et des produits laitiers non pasteurisés (ALLERBERGER et al., 2001) ;

— des legumes crus (salade, radis, etc.) (BREUER et al., 2001) ;

— du cidre et du jus de pommes non pasteurises (HILBORN et al., 2000).

La consommation d’aliments contaminés de manicre croisée a partir de viande de bceuf
hachée crue, notamment lorsque le personnel de cuisine ne se lave pas les mains aprés avoir
touché la viande, a aussi été rapportée (NATARO et KAPER, 1998).

11-4-2-2-Transmission inter- humaine

La transmission de personne a personne s’cffectue par voie oro-fécale, les épidémies faisant
intervenir une transmission de personne a personne sont confinées dans les établissements de
soins aux jeunes enfants, aux personnes agées et aux personnes présentant des déficiences
physiques ou mentales a cause des pratiques d’hygieéne individuelle moins développées qu’en

population générale. La tres faible dose infectante peut faire craindre un fort taux de
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transmission de personne a personne parmi les cas sporadiques (PARRY et SALMON,
1998).

11-4-2-3-Transmission hydrique

La consommation d’eau de puits, d’eau douce privée et d’eau de distribution non traitées
ainsi que I’ingestion accidentelle d’eau lors de baignade dans un lac ou toute autre étendue

d’eau (y compris les piscines) ont été a 1’origine de cas d’infections humaines dues aux

EHEC (CAPRIOLI et al., 2005 ).
11-4-2-4-Contact avec les animaux et leur environnement

Le contact direct avec des animaux de ferme ou avec leurs déjections peut étre a 1’origine de
cas 1solés, sporadiques ou d’épidémies. En Sueéde, en 1997, une exploitation laiticre a été
impliquée dans un cas d’infection a STEC. La méme souche a été isolée sur un échantillon
fécal de la personne malade et des bovins. La visite occasionnelle de fermes a été associée a

de nombreux cas d’infections sporadiques a O157 en Angleterre (O’BRIEN, 2001).
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Figure 6 : Epidéemiologie des EHEC, transmission directe et indirecte
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Chapitre 111 : RESISTANCE DES E. COLI AUX ANTIBIOTIQUES

I1I-1-Définition de la résistance bactérienne : La résistance bactérienne se définit
comme la capacité d’une bacterie a croitre ou de survivre en présence de l'antibiotique. Les
conditions d’activité d’un antibiotique sont de posséder une cible spécifique, de demeurer
sous forme active, d’accéder a la cible et d’interagir efficacement avec elle en la désactivant.
Il existe de nombreux mécanismes aboutissant a 1’expression de la résistance et suivant son
caractere inné ou acquis, on distingue la résistance naturelle de la résistance acquise. La
résistance naturelle est programmée sur le génome et constante a l'intérieur du taxon ; elle
constitue un critere d'identification stable d’une espéce. Les résistances acquises sont quant a

elles consécutives a des modifications de I'équipement génétique.

III-1-1-La résistance naturelle

La résistance naturelle ou intrinséque a un antibiotique est essentiellement due a la présence
de génes chromosomiques ; elle est donc commune a toutes les bactéries d’'une méme espece.
Elle peut étre due a des particularités structurales s’opposant a I’action de 1’antibiotique sur sa
cible comme la présence d’une membrane externe chez les bactéries a Gram négatif les
rendant naturellement résistantes aux antibiotiques de poids moléculaire élevé comme les

glycopeptides.

I1I-1-2-La résistance acquise

Ce terme est utilisé pour désigner le résultat d’un processus permettant a des bactéries d’une
espece originellement sensible de devenir résistante a un ou plusieurs antibiotiques.
L’acquisition de ces résistances est déterminée par des modifications génétiques consecutives
a des mutations ponctuelles ou a ’acquisition « de novo » de genes de résistance exogenes.
La capacité de multiplication tres rapide des bactéries favorise la sélection d’événements
génétiques favorables et la possibilité d’échange d’information méme entre espéces lointaines

leur conférant un trés grand pouvoir d’adaptation aux contraintes du milieu.
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III-2-Mécanismes de résistance aux antibiotiques
I1I-2-1-Mécanismes biochimiques

Les bactéries se défendent contre I'action des antibiotiques aussi bien par la destruction de la
molécule que par la modification de structures particuliéres (porines) aboutissant a minimiser
la pénétration de I’antibiotique ou méme a le rejeter (pompes d’efflux actif). L’échappement
est obtenu par modification de la cible de I’antibiotique le rendant inopérant par défaut de

substrat.

III-2-1-1-Modification de la perméabilité de la membrane externe

L’imperméabilisation est un phénoméne observé chez les bactéries a Gram négatif. La
structure méme de leur paroi et plus particulierement la présence d’éléments dédiés a la
pénétration de molécules exogénes est a ’origine de ce type de résistance. Les structures en
cause sont les porines qui sont des glycoprotéines trimériques et transmembranaires

permettant le passage de molécules hydrophiles au travers de la bicouche lipidigue.

111-2-1-2-Modification de la cible ou substitution

Ce mécanisme de résistance se traduit par une diminution de I’affinité entre la cible et son
antibiotique consécutive a la modification de ladite cible. Ce mode de résistance touche
plusieurs classes d’antibiotiques et notamment les Plactamines, les quinolones et les
macrolides. Il s’agit 1a d’une résistance par échappement puisque I’antibiotique n’est ni

soustrait ni détruit mais simplement rendu inefficace.

III-2-1-3- Syntheése d’enzymes d’inactivation de I'antibiotique

Elle se traduit par la destruction de la molécule ou en son inactivation supprimant ainsi
I’interaction avec sa cible. C’est I’expression d’enzymes spécifiques d’un antibiotique ou
d’une famille d’antibiotiques qui permet leur destruction ou leur modification. Ce mode de
résistance est trés répandu dans le monde bactérien et touche essentiellement les lactamines

(qui produisent les lactamases).
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1I1-2-1-4- Efflux actif de l'antibiotique

Les systemes d’efflux actifs sont constitués de protéines transmembranaires capables de
transporter activement du milieu intracellulaire vers le milieu extérieur une variété de
substrats suivant le type de pompe impliquée. La protéine d’efflux enchédssée dans la
membrane interne est responsable de la prise en charge du substrat et constitue I’élément de
pompage actif du systeme en couplant I’entrée de proton a I’évacuation du toxique. Les
autres parties jouent essentiellement le role de canaux permettant d’évacuer les substrats vers
le milieu extérieur. Cependant, la membrane externe des bactéries a Gram négatif s’oppose a
la pénétration de grosses molécules ou de molécules hydrophobes nocives, elle constitue

¢galement un obstacle pour les systémes d’efflux de ces bactéries (THOMAS, 2011).

III-2-2- Mécanismes Génétiques
III-2-2-1-Supports génétiques de la résistance

III-2-2-1-1-Les chromosomes

Comme tous les procaryotes, les bactéries posseédent un appareil nucléaire constitué d'acide
désoxyribonucléique (ADN) qui est le support de linformation genétique. L'ADN
chromosomique est constitué d'une double hélice d'ADN circulaire. Cette double hélice est
pelotonnée, surenroulée dans le cytoplasme grace a l'action des topoisomeérases (au nombre
de 4 chez les bacteries). Deéplie, le chromosome bactérien a pres de 1 mm de long (1000 fois

la longueur de la bactérie) et 3 a 5 nanomeétres de large.

Les deux chaines de nucléotides se répliquent selon le schéma de Watson et Crick, chaque
chaine assurant la réplication de la chaine complémentaire selon un mode semi-conservatif.
L'analyse chimique de l'appareil nucléaire indique qu'il est composé a 80 % d'ADN (le
chromosome), a 10 % d'acide ribonucléique ou ARN et a 10 % de protéines. Les constituants
de l'appareil nucléaire sont la cible d'action de plusieurs antibiotiques : les quinolones
inhibent les topoisomérases et les rifamycines inhibent les ARN polymérases, tandis que les

nitromidazolés entrainent la fragmentation de I'ADN chez les anaérobies stricts.
I1I-2-2-1-2- Les plasmides

Les plasmides sont définis comme étant des structures d’ADN double brin, circulaire et
autonome du chromosome bactérien par rapport a leur contréle et leur réplication. Leur taille
varie de quelques kilobases a quelques centaines de Kilobases. lls peuvent étre transférés
horizontalement par conjugaison ou mobilisation, entre bactéries de méme espece ou non. Ce

sont les éléments du génome les plus mobiles.
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Contrairement a la mutation qui conduit a la résistance a un seul antibiotique, le plasmide

peut véhiculer la résistance a plusieurs antibiotiques a la fois.
III-2-2-1-3- Le transposon

C’est un géne mobile, appelé geéne « sautant », codant pour une résistance aux antibiotiques et
qui possede des séquences d’insertion et la capacité de se transférer d’un plasmide vers le
chromosome, d’un chromosome vers un autre chromosome ou d’un plasmide vers un autre
plasmide. 1l peut véhiculer plusieurs génes de résistance. 1l ne peut pas se répliquer mais code
pour des éléments de transposition. La transposition étant un phénoméne qui consiste a

additionner des génes de taille définie au sein du chromosome bactérien ou du plasmide.
I1I-2-2-1-4-Les intégrons

Systemes d’éléments génétiques capables d’acquérir ou de perdre des genes. Ils ne se
répliquent pas mais constituent un systeme de capture et d'expression de genes sous forme de
cassettes.

Les cassettes sont des éléments mobiles capables d'étre intégrés ou excisés par un mécanisme
de recombinaison spécifique de site. Les intégrons sont véhiculés par un chromosome, un
plasmide, ou un élément transposable (KERN-BERNAIBOUT, 2006).

I1I-2-2-2-Mécanisme d’acquisition de la résistance aux antibiotiques

III-2-2-2-1- Mutation

La mutation est un changement, spontané ou provoqué par un agent mutagene, héréditaire
(stable), brusque (discontinu), rare (10°a 10°) et indépendant dans les caractéres d'une

bactérie, et qui est lié a une modification du génome bactérien (ADN).
1II-2-2-2-2-Conjugaison

Elle consiste en une transmission de plasmides de conjugaison d'une bactérie donneuse a une
bactérie receveuse. Lors de la conjugaison, la bactérie donneuse (F+) va synthétiser des pili,
qui vont lui permettre de s'arrimer a une bactérie receveuse (F-). Le plasmide F va ensuite
étre répliqué sous forme de simple brin, et la copie transférée vers la bactérie receveuse.
Longtemps considéré comme un canal de transfert, le pili serait maintenant vu comme une
premiére étape d'arrimage, avant que les deux bactéries ne se rapprochent et que le transfert
s'effectue par accolement des membranes. L'ADN simple brin transféré est ensuite

transformé en double brin. Un double crossing-over permet d'intégrer les exogénes
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homologues dans le génome de la bactérie receveuse. L'ADN exogene linéaire aprés cet

épisode ne peut se maintenir dans la bactérie, et finira par étre dégradée.

IHI-2-2-2-3-Transduction

Dans la transduction, le vecteur est un bactériophage. En se répliquant, le virus integre son
ADN a celui de la bactérie. Lorsqu’il quitte la bactérie, il emporte avec lui cet ADN
contenant parfois quelques génes de résistance. Comme le bactériophage infecte bon nombre
de bactéries, il transmettra les génes de résistance a d’autres bactéries. La transduction est

efficace mais seulement pour des souches de bactéries tres ressemblantes.

On parle de conversion lysogénique lorsque l'acquisition par une bactérie d'un caractere
somatique particulier est déterminée par le génome d'un prophage specifique. Son
expression dans toutes les bactéries est liée a I'état lysogeéne. Il disparait avec la perte du
prophage.

111-2-2-2-4- La Transformation

La transformation permet 1’acquisition et 1’intégration d’ADN nu. Cet ADN « libre » peut
provenir d’une bactérie morte par exemple. L’ADN nu est a I’extérieur de la bactérie et est
alors capté par celle-ci. Une fois capté, I’ADN est incorporé a I’ADN de la bactérie et pourra
étre transmis par la suite. Si des geénes de résistance étaient présents dans I’ADN nu, ces
genes pourront eux aussi étre transmis. Ce mécanisme est peu répandu mais il permet un

brassage génétique entre des bactéries qui sont tres différentes (FOURNIER, 2003).

I1I-3-Mise en évidence de la résistance par I’Antibiogramme

L’antibiogramme a permis de déterminer in vitro la sensibilité des souches d’E. coli. C’est
une méthode rapide, trés utilisée et qui correspond a une mise en contact, dans une boite de
pétri, de la souche bactérienne avec des disques imprégnés des différents antibiotiques
supposés étre efficaces sur la bactérie, d’apres son spectre théorique de résistance. La
diffusion des antibiotiques dans la gélose entraine une inhibition de la culture de la bactérie
plus ou moins importante selon les antibiotiques. On mesure le diamétre d’inhibition autour
du disque, et on se réfere a des tables qui permettent de supposer que la souche sera :
“sensible” ou “résistante” a l’antibiotique étudié, s’il est donné a doses habituelles, ou :
“intermédiaire “c’est-a-dire sera “sensible” si on augmente les doses (FLUIT et VISSER.,
2001).
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I11-4 -Prévalence de la résistance des E. coli aux antibiotiques dans le

monde
Ces derni¢res années, dans le monde entier, I’antibiorésistance a pris des proportions

inquiétantes. Pour comprendre ce phénoméne et tenter d’y apporter des solutions, des études
ont été menées un peu partout dans le monde. C’est ainsi que la résistance aux antibiotiques
de 101 isolats d’E. coli pathogénes isolés au Bangladesh a été déterminée par diffusion en
gélose Mueller-Hinton par HASSAN et al.., (2011). Les résistances les plus frequemment
observees étaient contre : la tétracycline (45,5%), le triméthoprime-
sulfaméthoxazole (26,7%), et I’ ampicilline (25,7%).

En France, MARTEL et al., (1983) ont isolé des souches d’E.coli a partir de feces de bovins
par la méthode de dilution étalement sur différents milieux gélosés. Les résultats obtenus
montrent des niveaux de résistance trés ¢leveé qui depassent 50% pour I’ensemble des souches
d’E.coli étudiées vis a vis de de l’ampicilline, la streptomycine, la kanamycine, le

chlorampheénicol, la tétracycline; et les sulfamides.

Par ailleurs, OUBRIM et al., (2012) ont montré que sur un total de 63 souches d’E.coli (
026, 0128, 0111, 0157 isolées des eaux brutes épurées et des cultures au Maroc par la
méthode de diffusion sur gélose Mueller-Hinton. Les pourcentages les plus importants de
résistance ont été détectés chez les E. coli 0157 avec 50% a la
Trimethoprime/Sulfamethoxazole, 50% a 1’Ampicilline et 25% a la Tétracycline, alors
qu’aucune résistance n’a été observée chez les souches d’E.coli O26 et 0128 vis a vis de la

céfotaxime et de la céftazidime.

En outre, plusieurs études ont démontré que prés de 75% des E. coli résistant a I'Ampicilline
étaient eégalement résistant a la Streptomycine et la Tétracycline (SCHROEDER et al.,
2002).

C’est dans le but de veérifier la présence de souches potentiellement EHEC dans les
effluents d’abattoir de Dakar et de la station d’epuration urbaine de Cambérene, de les
caractériser afin de préciser leur importance en terme de santé publique, puis d’evaluer
leur sensibilité aux antibiotiques que nous avons entrepris cette étude. Elle fait I’objet de la

deuxiéme partie de notre travail.
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Deuxieme partie : Etude expérimentale

31




CHAPITRE | : Matériel et méthodes
I-1- Contexte de I’étude

Dans les pays en voie de développement confrontés a la sécheresse, 1’augmentation des
quantités d’eaux usées urbaines rejetées en rapport avec I’accroissement des villes se présente
comme une alternative assez intéressante pour résoudre le probléme de la disponibilité en eau
d’irrigation. C’est ainsi que, 1’utilisation d’eaux usées en agriculture est une pratique de plus
en plus répandue au Sénégal, en particulier dans la zone périurbaine de Dakar, ou la culture
pluviale ne peut se faire sur une longue période. Par ailleurs, les infrastructures
d’assainissement, dans des villes a urbanisation galopante, n’arrivent pas a suivre les besoins.
A partir des usines, des ménages, des marchés, des hdpitaux, etc. Les eaux usées débouchent
dans les rues, les lits de rivieres, les canaux d’eaux pluviales ou dans des stations d’épuration
a faible capacité de traitement. C’est généralement autour de ces eaux usées, plus ou moins
stagnantes, que les sites de maraichage sont créés, par des populations pauvres des zones
périurbaines et/ou immigrantes des campagnes. La pratique de I'utilisation de toutes sortes
d'eaux usées s’y opere alors de mani€re non planifiée et non controlée dans les activités
d'agriculture urbaine, incluant ’arrosage de légumes consommables crus. La principale
préoccupation de la réutilisation des eaux usées est d’ordre sanitaire, liée a la survie des
germes pathogenes dans ces eaux. En effet, les eaux usées transportent toutes sortes
d’organismes pathogenes (Niang, 1996). Les Escherichia coli sont parmi les pathogenes
retrouvés dans ces eaux usées et sont considérés a ’heure actuelle comme des pathogeénes
émergents en Santé publique. Les différents pathovars de colibacilles décrits chez ’homme
sont également présents dans différentes especes animales ou ils font souvent 1’objet d’un
portage asymptomatique. L’excrétion humaine et animale peut expliquer la contamination de
I’environnement incriminée dans différentes épidémies. La valorisation agricole par épandage
des effluents et des boues de station d’épuration peut participer a I’entretien du cycle
épidémiologique des E. coli pathogenes. La contamination des eaux superficielles est alors
une source potentielle non négligeable de contamination de I’homme. C’est dans ce contexte
que nous avons réalisé nos travaux de recherche au laboratoire national d’Etudes et de
Recherches Vétérinaires au sein de I'Institut Sénégalais de Recherches Agricoles (LNERV-
ISRA) en collaboration avec 1'unit¢ mixte de recherche (UMR) INRA-ENVT 1225
« Interaction héte-Agents Pathogénes » située a I’Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse
(ENVT). Ce travail permettra d’aider a développer des méthodes originales de prédiction du
risque lié a ’existence d’E. coli potentiellement pathogénes dans les effluents des stations

d’épuration et dans I’environnement. Il devra permettre également d’aider a formuler des
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recommandations en mati¢re de surveillance et d’analyse de la qualité microbiologique des

effluents et en matiere de gestion des effluents des stations d’épuration.

I-2- Caracteéristiques des sites d’étude

L’étude a été réalisée a I’abattoir de bovins de Dakar et a la station d’épuration urbaine de

Cambérene.
I-2-1- Les abattoirs de Dakar

Les abattoirs de Dakar sont les plus grands abattoirs au Sénégal, le seul lieu d’abattage a
Dakar permettant la mise sur le marché des chairs d’animaux (bovins, ovins, caprins et
porcins) parce qu’ils constituent le seul établissement garantissant un contrdle vétérinaire
exhaustif des animaux a leur entrée et leur sortie. lls comportent une salle d’abattage pour les
bovins (abattoir de bovins), une salle pour les ovins et les caprins, une salle pour les porcins
et a coté de cette dernicre, est aménagé un local pour I’abattage des chevaux qui est I’espece
faiblement exploitée destinés a nourrir les animaux sauvages au niveau des parcs
zoologiques. lls traitent majoritairement les bovins (environ 74 % du tonnage annuel), les
ovins (environ 19 % du tonnage annuel) et en quantité moindre les porcins (environ 1 % du
tonnage annuel). Les abattoirs sont de moyenne capacité et se caractérisent par un tonnage
annuel de 10 tonnes. La consommation moyenne en eau du site s’¢léve & environ 150 m%/j.
Les abattoirs ne sont pas équipés d’un systéme de prétraitement ni de traitement des eaux
usées. Tous les déchets d’abattage (liquide physiologique et eau pour les taches de nettoyage)
sont déversés directement dans le systéme de canalisation qui débouche sur la baie de Hann
au niveau de la mer de Yarah. Seule la partie solide du contenu gastrique est recalée afin de
protéger les ouvrages en aval de l'arrivée de gros éléments susceptibles de provoquer des
bouchages dans les unités de 1'installation. Cette partie est utilisée dans 1’épandage en culture

maraichere.
I-2-2- La station d’épuration urbaine de Cambéréne

La station d’épuration a une capacité de production d’eau brute de 5 300 m® par jour. Elle
recoit les eaux des ménages, des effluents des hopitaux et les eaux des pluies mais pas celles
des abattoirs. Cette eau traitée est utilisée dans I’irrigation des productions horticoles, le
terrain de golf du technopole et fournie en eau dans la moindre mesure certaines entreprises.
Les boues issues du traitement sont valorisées, séchées, recyclées et revendues en compost a

des associations agricoles locales. Dans une autre mesure, la filiére de traitement des boues
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par digestion permet de produire du biogaz (méthane) qui alimente un groupe électrogéne qui

procure a la station de I’électricité a 30 % ; ce qui favorise I’économie d’énergies fossiles.

Durant cette étude, des prélévements ont été réalisés durant le mois d’Aotit 2011 aussi bien a

’abattoir qu’a la STEP pour I’isolement des souches d’Escherichia coli.
I-3- Démarche expérimentale

La démarche expérimentale qui a été adoptée lors de notre étude est schématisée dans la
Figure 7.

Réception préléevements
<+«—— Prélévement P1
Concentration des
échantillons P2, P3 et P4
Dénombrement des Entérobactéries

sur petrifilm select Enterobactéries

Dénombrement des E. coli
sur pétrifilm select E. coli

Isolement des E. coli

Recherche antibiorésistance
80 souches E. coli abattoir et
STEP

Constitution d'une collection
d'isolats de 540 E. coli

Extractiond’ADN

Criblage des genes eae, stx1 et
stx2 par PCR

~

Confirmation des souches
positives par galerie Api 20E

Antibiogramme

Figure 7 : Schématisation de la démarche expérimentale
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I-3-1- Réalisation des prélévements d’effluents

Au niveau des abattoirs de Dakar, les prélevements ont été effectués a un seul point appelé
P1: Eaux usées provenant de I’abattoir des bovins. Et pour mieux cibler la période de forte
activité de I’abattoir, les séances de prélevements ont été réalisées le matin entre 8h et 10h
et un volume d’environ 10 litres est recueilli directement dans des bidons stériles et transféré
au laboratoire national d’Etudes et de Recherches Vétérinaires au sein de I’Institut Sénégalais

de Recherches Agricoles (LNERV-ISRA) dans un conteneur avec des carbo-glaces.

A la station d’épuration urbaine (STEP), les prélévements ont été réalisés a trois niveaux :
- Prélevement P2 a I’entrée de la STEP: effluent brut dessablé (EBD) ;

- Prélevement P3 aprés traitement physique: eau clarifiée (EC) ;
- Prélevement P4 aprés chlorification : Rejet Final (RF).

Pour chaque point de prélevement, un volume de 10 litres a éte recueilli et transféré au

laboratoire dans les mémes conditions que le prélevement P1 de 1’abattoir.

I-3-2- Dénombrement et isolement de souches d’E.coli
I-3-2-1- Concentration des prélevements

5000 ml (5 litres) d’échantillons ont été recueillis en P2, P3 et P4. Ils ont été traités le jour
méme de leur prélevement. Les échantillons ont tout d’abord subi une étape de concentration
par centrifugation a 10 000 tours pendant 10 minutes. Les culots bactériens ont ensuite été
mis en suspension dans 5ml de diluant tryptone. Ainsi les échantillons P2, P3 et P4 ont eté
concentrés mille fois . Par contre les 5000 ml (5 litres) d’échantillons recueillis en P1 n’ont

pas été concentrés.

Remarque : les échantillons P2, P3 P4 concentrés (1000 fois) et P1 constituent les solutions

meres.
1-3-2-2- Dénombrement bactérien

Des dilutions décimales des suspensions bactériennes des solutions meres ont été réalisees et
ensemenceées sur pétrifilms select Entérobactéries (Pétrifilm 3M) pour le dénombrement des
Entérobactéries et sur pétrifilm select E. coli (Pétrifilm 3M) pour le dénombrement des E.
coli. Les pétrifilms select E. coli ont été incubés a 42°C pendant 18 a 24 heures et les

pétrifilms select Entérobactéries a 37°C pendant 18 a 24 heures.
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1-3-3-3- Constitution d’une collection de souches

Pour chacun des trois préléevements P1, P2 et P3, 1 ml des dilutions permettant d’avoir de
colonies bien isolées a été ensemencé sur pétrifilms select E. coli 3M. Aprés une incubation
de 18 & 24 heures a 42°C, les colonies issues de chaque prélévement ont été repiquées a 1’aide
des cures dents stériles dans des plaques de 96 puits contenant 150uL de bouillon Luria
Bertani (LB) bouillon. Les plaques sont incubées de nouveau pour permettre aux E. coli de
pousser. Enfin, 30% de glycérol ont été ajoutés dans chaque puits et les plaques ont été
conservees a -80°C.

I-3-3-4- Recherche des souches de E.coli porteuses des génes eae, stx1 et stx2

Compte tenu des faibles prévalences des genes attendus, nous avons procédé par pool pour le
criblage des geénes associés aux EHEC. Tout d’abord la recherche des genes a été effectuée
par demi-plaque de 96 puits (dans lesquels sont conservées les souches de E. coli), puis sur
toutes les colonnes des demi-plaques positives et enfin sur tous les puits des colonnes
positives. Le but est d’éliminer les souches négatives et de limiter le nombre de

manipulations.

a) Screening par ¥ plaque (une %2 plaque contient 6 colonnes et une colonne 8 puits)
Les plaques sont poolées par ¥ plaque. 20ul de suspension bactérienne sont prélevés dans
chaque puits de la demi-plaque ce qui permet d’obtenir une suspension bactérienne de 960ul
(20l X 8 X 6 = 960 pl). La suspension bactérienne est répartie dans 3 tubes eppendorfs.

Ainsi, sont mis dans les tubes :

- Tube 1: 320ul de suspension bactérienne + 6ul de suspension de souche témoin
positif (sakar)
- Tube 2 : 320ul de suspension bactérienne + 6ul de témoin negatif (MG1655)

- Tube 3 : 320pl de suspension bactérienne + 6ul de milieu LB

Sur ces echantillons sont réalisées les opérations suivantes:
- Extraction d’ADN a la soude

L’extraction de I’ADN a été effectuée par lyse alcaline. Aprés incubation pendant 18 a 24
heures a 37°C, la suspension bactérienne a été centrifugée a 12 000 tr/min a 4°C pendant 5
minutes. Apres aspiration du surnageant, 25 uL. de NaOH a 0,5 mol/L ont été ajoutés dans les
tubes. Nous avons laissé agir la soude pendant 20 minutes et avons rajouté 25 pL d’acide
chloridrique (Tris) & 1mol/L et 450 uL d’eau distillée.
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- Recherche des génes eae, stx1 et stx2 par PCR multiplex

La réalisation de la PCR a nécessité la préparation d une solution mére ou master-mix dont

les différents composants sont représentés dans le Tableau 3.

Tableau 3 : Préparation du Mix

Réactifs Concentration Concentration 1 réaction
Initiale Finale

Tampon 10X 1X SpL
dNTP 100mM/I (chacun) 0.2mM (chacun) 0.4pL (pool)
Primers (6) 100mM 1mM 0.5pL/primer
Taq pol 50/ul 1U/50l 0.2uL
Eau 36.4uL
ADN 20 a 50pg/ml 0.2 a 0.5pg/mi SuL

Les séquences d’amorces utilisées pour la recherche des geénes (eae, stxl et stx2) sont
confinées dans le Tableau 4 et les caractéristiques des souches de contrble positive et

négative sont représentées dans le Tableau 5.

Tableau 4 : Les couples d’amorces utilisées

Genes ) Produit PCR .

cibles Amorces sens et anti-sens (ob) référence
eaeAF : GACCCGGCACAAGCATAAGC

" eaeAR : CCACCTGCAGCAACAAGAGG 564
stx1F : ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC Paton & Paton,

o stx1R : AGAACGCCCACTGAGATCATC 160 1998
stx2F : GGCACTGTCTGAAACTGCTCC

e stx2R : TCGCCAGTTATCTGACATTCTG 295
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Tableau 5 : Les souches utilisees comme témoins positif et négatif

Souche Pathotype Sérotype Facteurs de Référence
virulence d’intérét

MG1655 (témoin E.coli K-12 | Orough : H48 - U00096

négatif)

SAKAI (témoin EHEC 0157 : H7 eae, stx1, stx2 (Hayashi, T., et

positif) al.,2001)

La PCR a été réalisée selon des cycles de températures appropriés suivant un gradient et qui

sont représentés a I’Annexe 1.
- Electrophorése sur gel d’agarose

%+ Préparation du gel d’agarose
La préparation d’un gel d’agarose a 2.5% a été réalisée selon la procédure suivante :
v' Mettre 5 pastilles (AGATABS-EUROGENTEC) de 0.5g d’agarose
chacune dans 100ml de TAE (Tris, Acétate, EDTA) (1x molaire)
Laisser dissoudre complétement les pastilles
Introduire la solution dans le micro-ondes
Chauffer pendant 1mn, puis 30 secondes et enfin 30 secondes

Laisser la solution se refroidir

AN N N NN

Verser le tout dans la plaque d’électrophorése une fois les peignes placés
(permet I’obtention de puits) et laisser reposer environ 1 heure pour que

le gel se solidifie.

¢ Réalisation de I’électrophorése

Les échantillons a tester ainsi que les contrbles positif et négatif, ont été préalablement
mélangés a 2ul de bleu de bromophénol (tampon de charge 6x molaire). Ainsi, le premier
puits du gel a recu 10pl de solution de 100 paires de bases (marqueur de poids moléculaire
1Kb (Biolabs) servant de repere a la lecture) a laquelle le bleu de bromophénol (tampon de
charge) était melangé. Les deux puits suivants, ont regu chacun, 10ul d’échantillon
d’amplicons des contrdles positif et négatif ensuite les puits suivants, ont recu chacun 10ul

d’échantillon d’amplicons a tester. La migration électrophorétique des échantillons d’ADN
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s’est faite sous un voltage constant de 50V pendant environ 45min. Le gel ainsi obtenu est
plongé dans du bromure d’éthidium (BET) (Promega) a 2mg/l pendant environ 15min. Enfin
le gel est lu au chemidoc par lumiere UV, un échantillon est positif a un géne lorsqu’une
bande claire apparait sur sa zone de migration et lorsque cette bande se situe sur la méme
ligne que celle de la bande du contréle positif (celle-ci est repérée grace au marqueur de

poids moleculaire).

Sur les % plaques donnant un résultat positif pour au moins un des genes, un screening

colonne est réalisé.

b) Screening par colonne (une colonne comprend 8 puits)
40ul de suspension bactérienne sont prélevés par puits, on obtient ainsi (40ul x 8 = 320pl)
de suspension bactérienne. Une extraction d’ADN est réalisée sur cette suspension suivie
d’une PCR. Sur les colonnes donnant un résultat positif pour au moins un des génes, un

screening puits est réalise.

c) Screening par puits
10pl de chaque puits sont ensemencés dans du milieu LB. Les bouillons sont incubés 24h a

37°C sous agitation. Ensuite, une extraction d’ADN est réalisée suivie d’une PCR.

d) Confirmation par Galerie APl 20E
Sur les puits ayant donné un résultat positif, pour au moins un des génes recherches, une
gélose LB est ensemencée a partir du puits et incubée pendant 24h a 37°C. A partir d’une
colonie, une galerie APl 20E est ensemenceée afin de verifier si la souche étudiée est bien un

E.coli.
e) Confirmation des génes de virulence :

Les colonies confirmées E. coli par galerie APl 20E ont été cultivées en bouillon liquide LB.
Apres extraction de I’ADN nous avons pu confirmer par PCR les génes de virulence

précédemment retrouvés.
I-3-3- Réalisation de I’Antibiogramme

En plus des souches possédant au moins un des génes recherchés (eae, stxl, stx2), la
résistance aux antibiotiques a été étudiée sur 40 souches d’E.coli isolées de I’abattoir et 40

souches d’E. coli isolées de la station d’épuration urbaine.
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Les antibiogrammes ont été effectués selon les recommandations du CLSI (CLSI, 2006).
Nous avons utilisé un milieu gélosé non sélectif de Mueller-Hinton. Afin de cibler les
principales familles d’antibiotiques, 16 disques d’antibiotiques (Biorad) ont été utilisés:
ampicilline (10 pg), amoxicilline (20 pg) + acide clavulanique (10 pg), céfalotine (30 ug),
cefuroxime (30 pg), céfotaxime (30 ug), ceftazidime (30 pg), céfépime (30 ug),
chloramphénicol (30 pg), gentamicine (10 pg), kanamycine (30 pg), streptomycine (10 pg),
acide nalidixique (30 pg), ciprofloxacine (5 pg), sulfonamides (300 ug), triméthoprime (5
Mg). L’interprétation des résultats a été réalisée selon les recommandations du CLSI (CLSI,

2007) et la souche E. coli ATCC 25922 a éte utilisée comme contréle.
1-3-3-1- Préparation de ’inoculum

Un milieu gélosé non sélectif (Mueller Hinton) a été ensemencé avec la souche de référence
et les souches a tester. Pour chaque souche, quelques colonies ont été mises en suspension
dans du NaCl 0.9%. La suspension a été ajustée de maniére a obtenir une suspension d’une

densité équivalente au standard McFarland 0.5 (ce qui correspond & environ 108 UFC/ml).
I-3-3-2- Ensemencement de I’inoculum

Une gélose Mueller-Hinton a été ensemencée a partir de la suspension précédemment
obtenue a I’aide d’un écouvillon stérile. L’étalement a été répété quatre fois de chaque coté
de la boite carrée afin d’obtenir une distribution homogéne de I’inoculum. L’application des

disques se fait 3 a 5 minutes apres I’ensemencement.
1-3-3-3- Dépot des disques chargés d’antibiotiques et incubation

Les 16 disques d’antibiotiques ont été¢ déposés sur la gélose avec un applicateur. Les disques
ne doivent pas étre deplacés apres leurs déplts car certains antibiotiques diffusent
immédiatement apres contact. Sur la gélose ensemencée, nous avons placé les disques de
céfotaxime et de ceftazidime autour du disque de 1’amoxicilline + acide clavulanique. Ce test
« double-disk synergy test » permet de détecter les souches productrices de B-lactamases a
Spectre Elargi (BLSE) (Drieux et al, 2008). Les géloses ont été incubées 16 a 18 heures a
37°C £ 2°C. Apres incubation, les diameétres d’inhibition ont été mesurés. Les valeurs seuils
pour chaque antibiotique et les diameétres de la souche de contréle ATCC 25922 sont issus de
la guideline Performance standards for antimicrobial susceptibility testing; seventeenth
information supplement, CLSI, M100-S17, vol. 27 n°1, 2007.
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I-3-3-4- Traitement des données

Les données de la résistance aux antibiotiques des souches isolées de 1’abattoir et de la STEP
ont été saisies sur le support informatique Excel, puis organisées et regroupées par catégories
avant d’étre analysées. L’analyse a été réalisée grace au logiciel R (R.2.13.0) qui a permis de

déterminer les différences significatives par le test y 2de Fisher (a=5%).

Chapitre Il : Présentation des résultats

I1-1- Résultats du Dénombrement des Enterobacteries et E. coli

Un dénombrement des Entérobactéries et des E.coli avait été réalisé sur les prélevements de
I’abattoir, de ’effluent brut de la STEP, de I’eau clarifiée et du rejet final aprés traitement
pour déterminer la charge des Entérobactéries et des E.coli pour chacun de ces prélévements.
Les résultats sont présentés dans le (Tableau 6). La charge en E. coli est 2 fois plus élevée
dans I’effluent de I’abattoir que dans I’effluent brut de la STEP. Une absence de souches
E.coli a été notée dans I’effluent traité correspondant au rejet final (P4) de la STEP. La suite
des résultats ne va concerner que les effluents a partir desquels les souches d’E. coli ont eté

isolées.

Tableau 6: Dénombrement des Enterobacteries et Escherichia coli en fonction du site de
préléevement

Sites de prélévements Groupes de Bactéries

Enterobacteries (UFC/ml) | E. coli (UFC/mlI)
Abattoir (P1) 2.10’ 3.10°
Effluent brut (P2) 5,5. 10" 1,5.10°
Eau clarifiée (P3) 2.10° 1,1. 10°
Rejet final (P4) 3.10° 0

Une collection de 540 souches d’E.coli a été constituée a partir de 268 souches d’E. coli
isolées a 1’abattoir, 183 souches d’E. coli de I’effluent brut de la STEP et 89 souches d’E.

coli de I’eau clarifiée de la STEP (Tableau 7).
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Tableau 7: Isolement des souches d’E. coli

Sites de prélevements Nombre de souches E. coli isolées
Abattoir (P1) 268

Station Effluent brut (P2) 183

d’épuration

(STEP) Eau clarifiée (P3) 89

Total 540

11-2- Résultats de criblage des génes eae, stxl et stx2

Dans toute la collection de 540 souches d’E. coli, on n’a trouvé que 4 souches d’E. coli
provenant de I’abattoir qui exprimaient au moins un des génes stx1, stx2 et eae assoCiés aux
EHEC. Les souches SNO3 et SNO4 exprimaient le géne eae et les souches SNO1 et SNO2
exprimaient en association les génes stx1 et stx2 (voir Figure 8). Par contre au niveau de la
STEP, aucune des souches isolées portait un géne associé aux EHEC. La prévalence des

genes était de 0.7% au niveau de 1’abattoir (Tableau 8).

stx2(255 Pb
stx1(180 Pb)

M: marqueur de poids moléculaire; puitsl: contrble positif (souche sakai); puits 2 : controle négatif (souche
MG1655) ; puits 4 et 6 échantillons positifs au gene eae ; puits 3 et 5 échantillons positifs aux génes stx2 et

stx1.

Figure 8 : Image de 1’¢électrophorése des souches d’E.coli isolées de I’abattoir porteuses de

genes associés aux EHEC.
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Tableau 8: Prévalence des génes associés aux EHEC en fonction des sites de
prélevements

Sites de prélévements
Geénes associés Abattoir Station d’épuration | Total (N=540)
aux EHEC (n=268) (n=272)
eae 2 (0.7) 0 (0) 2(0.4)
stx1 2(0.7) 0 (0) 2 (0.4)
stx2 2 (0.7) 0 (0) 2 (0.4)

n= nombre de souches d’E.coli isolées pour chaque type de prélévement et ( % de souches identifiées porteuses
de genes associés aux EHEC). N= total des souches d’E. coli isolées dans les 2 sites de prélevements.

Tableau 9: Caracteéristiques des souches d’E.coli porteuses de genes associés aux EHEC

code souches codes Geénes Antibiotypes
Biochimiques
SNO1 5144572 | stx1/stx2 S
SN02 5144572 | stx1/stx2 S
SNO03 5044573 | eae S
SN04 5144572 | eae S
S=sensible

11-3- Résultat de I’antibiogramme

Sur le total des 80 souches d’E.coli isolées dont 40 souches de 1’abattoir et 40 souches a la
station d’épuration urbaine, nous avons effectué des antibiogrammes dans le but de
déterminer leur résistance phénotypique vis-a-vis de 16 antibiotiques les plus utilises en
médecines humaine et vétérinaire. L’ Annexe 2 présente la proportion de souches résistantes.
Nous avons observe un plus grand pourcentage de souches résistantes a I’ampicilline (23 %),
ensuite viennent la tétracycline (18 %), les sulfonamides (14%), le triméthoprime (14%), la
streptomycine (10%), I’amoxicilline +acide clavulanicque (7%) et la céphalotine (7%). En
revanche, aucune souche n’était résistante a la céfépime qui est une céphalosporine de
quatriéme génération, ni aux céphalosporines de troisieme génération que sont la céfotaxime
et la ceftazidime, de plus, aucune n’était résistante a la céfuroxime (céphalosporine de
deuxiéme génération) et a la gentamicine. Autrement dit, la résistance a été observée

seulement avec des céphalosporines de 1 génération.
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En comparant les sites de prélevement, le plus grand nombre de souches résistantes a été
retrouvé au niveau de la station d’épuration urbaine (23 souches résistantes a la STEP contre
7 souches a I’abattoir). Des différences significatives ont été observées entre la STEP et
’abattoir pour certains antibiotiques : Ampicilline (42% contre 15%), tétracycline (42.5%
contre 2.5%), les sulfonamides (35% contre 0%), triméthoprime (32.5% contre 2.5%) et

streptomycine (22.5% contre 2.5%).

Les quatre souches d’E. coli détectées a I’abattoir et porteuses de genes associés aux EHEC,

étaient toutes sensibles aux 16 antibiotiques testés (Tableau 9).

Les souches multi-résistantes ont été observées en majorité au niveau de la station
d’épuration urbaine avec 35% de souches résistantes a au moins 4 antibiotiques. Par contre,
le nombre de souches d’E.coli provenant de I’abattoir et résistantes a 3 antibiotiques était
supérieur a celui de souches d’E.coli provenant de la station d’épuration (17.5% contre
2.5%) (Tableau 10).

Tableau 10: Profil de résistance des souches d’E. coli selon les sites de prélevements

Sites de Profil de résistance
préléevements

S R1 R2 R3 R4
Abattoir(n=40) 33 (82.5) 3(7.5) 1(2.5) 3(17.5) 0 (0)
STEP (n=40) 17 (42.5) 7 (17.5) 1(2.5) 1(2.5) 14 (35)
P-value < 0.005 NS NS NS < 0.005

S : nombre de souches d’E. coli sensibles

R1: nombre de souches d’E. coli résistantes a un antibiotique

R2: nombre de souches d’E. coli résistantes a deux antibiotiques

R3: nombre de souches d’E. coli résistantes atrois antibiotiques

R4: nombre de souches d’E. coli résistantes a plus de trois antibiotiques
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Chapitre 111 : Discussion et Recommandations

Les E. coli ont longtemps été considérés comme de simples bactéries commensales du tractus
digestif des mammiferes. Cependant, grace a leur multiplication rapide et la plasticité de leurs
génomes, certaines souches sont capables de devenir pathogénes par acquisition de facteurs
de virulence. Ceci est facilité par la présence dans leur génome des éléments génétiques
mobiles (lots de pathogénicité, séquences d’insertion, prophages, plasmides conjugatifs...).
Les E. coli peuvent également jouer un grand réle dans la dissémination communautaire et

environnementale de la résistance aux antibiotiques.

a) Dénombrement bactérien et importance du traitement des eaux usées

Le traitement biologique au niveau de la STEP de cambéréne a permis d’éliminer totalement
les E. coli au niveau du rejet final. Cette absence de souches d’E.coli au niveau du rejet final
de la station d’épuration urbaine peut s’expliquer par ’efficacité du traitement effectuée. On
peut aboutir a de tels résultats (abscence de souches d’E.coli au niveau du rejet final) quand
il s’agit d’une potabilisation de 1’eau destinée a la consommation humaine. Cependant au
niveau des STEP, le traitement mis en place vise généralement a diminuer la charge
microbienne des effluents avant leur rejet dans ’environnement. Ces résultats s’opposent a
ceux obtenus en France par Vernozy-Rozand et al.,, (2002) dont (6/10) soit 60% des
souches STEC isolées des effluents des élevages et des stations d’épurations urbaines étaient
retrouvées dans les effluents traités et rejetés dans le milieu exterieur. Cette différence
observée pourrait se justifier par la diversite des méthodes de traitement des eaux usées

utilisées d’une station d’épuration a une autre et la destination de cette eau traitée.

Des études réalisées en France par LOUKIADIS (2007) sur des effluents issus des stations
d’épuration de plusieurs abattoirs de moyenne capacité montrent que le traitement a permis
un abattement de 2 log de la population totale d’E. coli entre 1’entrée et la sortie de la STEP
(Communication personnelle). Cela montre I’'importance du traitement des effluents avant
leur rejet dans le milieu extérieur, ce qui permet de diminuer la charge microbienne. Alors
que les effluents d’abattoir de Dakar sont rejetés directement sans traitement par un systeme
de canalisation sur la baie de Hann au niveau de la mer de Yarah. Ainsi les résultats du
dénombrement des effluents d’abattoir montrent un rejet de 3. 10° E. coli (UFC/ml) au
niveau de I’environnement. Ce qui peut s’expliquait par 1’absence d’un systéme de traitement

au sein de I’abattoir.
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b) Criblage des génes eae, stx1 et stx2

Pour rechercher les génes de virulence eae, stx1 et stx2, étant donné leur faible prévalence
lors d’une étude précédente réalisée en France par LOUKIADIS et al., (2006) ayant établi la
prévalence apparente de la contamination des effluents issus des abattoirs de moyenne
capacité a 1,3%, Il semblait plus judicieux de commencer par un screening par ¥ plaque suivi

d’un screening colonne puis d’un screening puits,

Par ailleurs, nous avons choisi la PCR multiplex plutét que la PCR quantitative car avec cette

derniére on n’aurait pas pu remonter a la souche et le codt aurait été trop élevé.

Enfin, le choix des amorces s’est fait en fonction des régions conservées des geénes
recherchés. En effet, I’amorce pour le géne eae, s’hybride au niveau de la région 5’ du gene
qui est une région trés conservée. Les amorces pour stx1 et stx2 s’hybrident au niveau de la
sous unité A de la toxine, région conservée, et permet de mettre en évidence tous les variants
de stx2.

Des souches d’E.coli porteuses de genes stx ou eae ont eté retrouvées dans 0.7% (4/540) des
prélevements effectues. Cependant ces souches d’E.coli proviennent toutes de 1’abattoir soit
1.5% (4/268) des prélevements réalisés a I’abattoir. En 2007, LOUKIADIS a trouve des
prévalences faibles (25% (55/224) de souches d’E.coli porteuses de génes stx ou eae dans une
étude portant sur 12 abattoirs en France. Dans notre étude, le réservoir animal (abattoir) avait
une prévalence plus élevée que le réservoir humain (STEP) dont aucune souche porteuse de
genes associés aux EHEC n’a été trouvée. Ce résultat vient confirmer le portage des EHEC

par les animaux notamment les bovins rapporté par plusieurs études.

Sur I’ensemble de la collection, la seule association de géne trouvée est celle entre stx1 et
stx2. Les souches exprimant le gene eae seul sont appelées AEEC et les souches exprimant
les genes stx sont dénommées STEC. Iln’y a pas eu d’association eae/stx caracteristique des

EHEC typigues majeurs.

Force est de constater que la présence de ces souches d’E.coli porteuses de ces genes de
virulence associés aux EHEC au sein de la population d’E.coli des effluents de 1’abattoir
pourrait favoriser par transfert horizontal de génes 1’émergence de souches potentiellement

pathogénes pour I’homme.
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c) I’Antibiorésistance

Les niveaux de résistance les plus élevés ont été observes chez les souches d’E.coli d’origine
humaine provenant de la station d’épuration urbaine avec I’ampicilline (42.5%), la
tétracycline (42.5%), les sulfonamides (35%) et triméthoprime (32.5%). Ces résultats sont en
accord avec ceux obtenus par (HASSAN et al.,2011) dont les travaux effectués sur
101 isolats d’E.coli testés par la méthode de diffusion en gélose Mueller-Hinton ont permis
de déterminer des niveaux de résistance assez elevés a la tétracycline (45,5%), au
triméthoprime-sulfaméthoxazole (26,7%) et a I’ampicilline (25,7%).

L’importante résistance des souches d’E.coli d’origine humaine au triméthoprime-
sulfaméthoxazole peut s’expliquer par le fait que 1’association triméthoprime et sulfamides
est fréeguemment recommandée en médecine humaine pour traiter une large gamme
d’infections par exemple les infections urinaires. De méme, la résistance élevée a la
tetracycline peut s’expliquer par I’utilisation accrue de cet antibiotique a large spectre en

thérapie infectieuse humaine.

Par ailleurs, les plus faibles niveaux de résistance ont eté observés chez les souches d’E.coli
de I’abattoir avec la kanamycine (2.5%), la streptomycine (2.5%) puis la tétracycline (2.5%)
et le triméthoprime (2.5%). Ces résultats s’opposent a ceux obtenus par MARTEL et al.,
(1981) en France qui ont obtenu des niveaux de résistance tres élevés qui dépassent 50% pour
I’ensemble des souches d’E. coli d’origine bovine étudiées vis-a-vis de 1’ampicilline, la

streptomycine, la kanamycine, le chlorampheénicol, la tétracycline et les sulfamides.

Nous avons remarqué une sensibilité des souches aux céphalosporines de troisiéme
génération ( céfotaxime et céftazidime). Par conséquent les chances de trouver des souches
productrices de béta-lactamase a spectre étendu étaient minimes. Nos résultats corroborent
ceux obtenus par OUBRIM et al.,, (2012) qui révélaient I’absence de résistance a la
céfotaxime (0%), la céftazidime (0%) chez 33 souches d’E.coli 026 et 0128 isolées des
eaux brutes épurées et des Cultures au Maroc. La faible résistance des souches d’E.coli aux
céphalosporines pourrait s’expliquer par le colt assez élevé de ces derniers ce qui limiterait
leur prescription dans les milieux hospitalier et véterinaire. Par contre, la résistance observée

avec la céfalotine (céphalosporine de premiére génération) est décrite dans plusieurs études.

Par ailleurs, I’analyse du profil de résistance des souches d’E.coli (Tableau 10) a révélé une
multirésistance élevée des souches isolées de la station d’épuration urbaine par rapport a
celles de I’abattoir : 14 souches d’E.coli (35%) de la station d’épuration urbaine étaient

résistantes a plus de 4 antibiotiques et le profil de résistance le plus répandu est ’association
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entre I'Ampicilline, la Streptomycine et & la Tetracycline. Nos résultats confirment ceux
obtenus par (Schroeder et al., 2002) dont prés de 75% des souches d’E. coli résistantes a
I'Ampicilline étaient également résistantes & la Streptomycine et & la Tétracycline. Cette
multirésistance observee chez les souches d’E.coli de la station d’épuration urbaine pourrait
s’expliquer par un échange de génes de résistance spécifiques a ces antibiotiques par le biais
de plasmides qui diffusent au sein de la population de bactéries. Toutefois, soulignons
I’importance des intégrons qui sont des promoteurs d’échanges de genes et constituent des
facteurs déterminants pouvant transmettre la résistance aux antibiotiques.

La faible résistance des souches d’E.coli isolées de I’abattoir vis-a-vis de ces antibiotiques
pourrait s’expliquer par I’utilisation trés limitée des antibiotiques dans les élevages bovins
extensifs au Sénégal. Autrement dit, dans le systéme extensif les éleveurs ne font pas recours
systématiquement a la thérapie médicamenteuse et utilisent le plus souvent des connaissances
traditionnelles, méme si cette tendance se renverse progressivement. A I’inverse, nous
observons un haut niveau de résistance aux antibiotiques des souches d’E.coli isolées des
animaux d’élevage en Europe notamment en France, ou non seulement les antibiotiques sont
utilisés a des fins thérapeutiques mais aussi a titre prophylactique ou comme facteur de

croissance.

La présence de souches d’E. coli porteuses de genes associés aux EHEC au niveau de
I’abattoir et le pourcentage élevé de réesistance aux antibiotiques de celles isolées a la station
d’épuration urbaine, nous amenent a formuler les recommandations suivantes pour limiter

leur dissémination dans 1’environnement.

% Au niveau des abattoirs
— Nettoyer des locaux par une désinfection des aires de stabulation au niveau de

’abattoir ;

— Respecter les bonnes pratiques d’hygiéne pour éviter la contamination de la
viande par les matieres fécales durant le processus d’abattage ;

— Chauler le fumier et le lisier avant leur utilisation pour réduire la
concentration des E. coli potentiellement pathogénes dans les matieres
fécales ;

— Effectuer un suivi de la contamination des effluents de 1’abattoir dans le
temps par ces souches d’E.coli potentiellement pathogénes pour ’homme afin
d’identifier les périodes a risque ;

— Mettre en place un systeme de traitement des effluents de 1’abattoir avant leur
rejet dans ’environnement ;
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% Dans les hopitaux et structures de santé
— Equiper les hopitaux des systemes de traitement primaire des eaux usées avant

leur rejet dans les circuits communaux ;

— Réduire et utiliser rationnellement les antibiotiques en médecine humaine ;
¢ Au niveau de la STEP ou de I’environnement

— Mettre en place une surveillance périodique de I’antibiorésistance des E.coli

dans ’environnement ;
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Conclusion Générale

Les souches d’E. coli ont longtemps été considérées comme de simples commensaux du
tractus digestif des mammiféres. Cependant, grace a leur multiplication rapide et la plasticité
de leurs génomes, certaines souches sont capables de co-évoluer avec leurs hotes et
d'échapper a leurs mécanismes de défense. Ces propriétés expliquent en grande partie
I’émergence réguliére de nouvelles souches pathogénes (pathovars) ayant acquis par échange
génétique des facteurs de virulence portés par des éléments génétiques mobiles (flots de
pathogeénicité, séquences d’insertion, prophages, plasmides conjugatifs...). Ces éléments

génétiques sont aussi le support de genes de résistance aux antibiotiques.

Les différents pathovars d’E. coli décrits chez I’homme sont également présents dans

différentes especes animales ou ils font souvent I’objet d’un portage asymptomatique.

Parmi ces pathovars, les E. coli entérohémorragiques (EHEC) sont considérés a I'heure
actuelle comme des pathogenes émergents en Santé Publique. Depuis 1982, ils ont souvent
été incriminés lors d'épidémies de colites hémorragiques et de Syndromes Hemolytiques et
Urémiques (SHU). Les EHEC possedent un arsenal de facteurs de virulence dont la liste et le
role exacts restent a déterminer. Les deux protéines majeures impliquées dans leur pouvoir
pathogene sont d'une part l'intimine, codée par le gene eae et responsable de lésions
intestinales, et d'autre part les Shiga-toxines codées par les genes stx1 ou stx2 et capables de

provoquer la mort des cellules intestinales, vasculaires et rénales.

En outre, I'utilisation des antibiotiques chez les animaux, parallélement a leur usage en
médecine humaine, participe a la pression de sélection favorisant I’émergence de bactéries
porteuses de genes de résistance au niveau de la flore du tube digestif des animaux. Les
souches d’E. coli résistantes aux antibiotiques d’origine animale sont potentiellement
présentes dans les effluents. Plusieurs études ont montré la présence d’E. coli résistants a
divers antibiotiques dans les effluents de STEP et des abattoirs. Ces souches participent a
I’entretien du cycle épidémiologique des souches résistantes aux antibiotiques et peuvent

potentiellement étre transmises a 1’homme.

La station d’épuration de Cambérene regoit les eaux des ménages, des effluents des hopitaux
et les eaux des pluies. Cette eau traitée est utilisée dans I’irrigation des productions horticoles,
le terrain de golf du technopole et de fournir en eau dans la moindre mesure certaines
entreprises. Les boues issues du traitement sont valorisees, séchées, recyclées et revendues en

compost a des associations agricoles locales.
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Contrairement a la STEP, les abattoirs ne sont pas équipés d’un systéme de traitement ni de
prétraitement des eaux usées. Tous les déchets d’abattage (liquide physiologique et eau pour
les tAches de nettoyage) sont déversés directement sur la baie de Hann au niveau de la mer de
Yarah.

Dans notre étude, le dénombrement des E. coli dans les effluents a été réalisé par pétrifilm
select E. coli. La PCR multiplex a été la technique adoptée pour la recherche des principaux
génes de virulence (eae, stx1 et stx2) associés aux EHEC. Elle a été effectuée sur la collection
de 540 souches d’E.coli dont 268 souches a 1’abattoir, 183 souches de I’effluent brut de la
STEP et 89 souches de I’eau clarifiée de la STEP. L’étude de I’antibiorésistance par la
méthode de diffusion sur gélose a été réalisée sur les souches porteuses de génes associés aux
EHEC et sur 80 souches d’E.coli isolées dont 40 souches a I’abattoir et 40 souches a la

station d’épuration urbaine.

Les resultats du dénombrement d’E. coli (UFC/mL) par Pétrifilm select E. coli, ont revélé
que la charge en E. coli est deux fois plus élevée dans I’effluent de I’abattoir (3.10°UFC/mL)
que dans Ueffluent brut de la STEP (1.5 10°UFC/mL). En plus, au niveau du rejet final de la
STEP aucune souche de E. coli n’a été détectée.

Le criblage par PCR conventionnelle des génes de virulence (eae, stx1 et stx2) associés aux
EHEC, montre la présence d’E. coli exprimant les genes de virulences étudiés uniquement au
niveau de I’abattoir. Et parmi les 268 souches d’E. coli isolées de I’abattoir, 4 (1.5%)
souches portaient au moins un des geénes eae, stxl et stx2 dont 2 souches d’E. coli
exprimaient le gene eae et 2 souches d” E. coli exprimaient en association les genes stx1 et

stx2. La prevalence globale était tres faible 0.7%.

Par ailleurs, I’étude de I’antibiorésistance montre que la STEP hébergeait un grand nombre
de souches résistantes. Les 57.5% des souches isolées de la STEP étaient résistantes dont
60.8% a 4 antibiotiques. Le nombre de souches résistantes au niveau des abattoirs était faible
17.5% comparé a la STEP. Les souches porteuses des genes de virulences associés aux

EHEC sont toutes sensibles aux antibiotiques testés.

Les résultats ont montré une efficacité du traitement des eaux usées de la STEP qui a éliminé
les souches d’E. coli du rejet final. Les eaux issues de I’abattoir contiennent des souches d’E.
coli potentiellement pathogénes pour I’homme qui sont rejetées dans la baie de Hann au
niveau de la mer de Yarah. Toutefois, aucune souche porteuse a la fois des genes eae et stx

représentant les EHEC typiques n’a été détectée dans les effluents d’abattoir. Par ailleurs
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nous avons constaté que les souches isolées a la STEP étaient plus résistantes aux

antibiotiques que celles de I’abattoir.

En perspective, il sera intéressant de réaliser le typage du gene eae, ce qui nous permettra de
caracteriser ’origine humaine (eae-a) ou animale (eae-p) des souches d’E.coli. Il sera aussi
intéressant de rechercher la présence du gene bfp (bunding forming pili) des souches eae-
positives qui est le marqueur des E. coli Entéropathogénes (EPEC). Les EPEC sont
responsables le plus souvent de diarrhées séveres chez les enfants dans les pays en voie de
développement. Par ailleurs, la recherche des génes impliqués dans la résistance aux

antibiotiques sera utile dans le but d’une caractérisation plus fine de ces souches.
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ANNEXE 1 : Cycles de températures (d’aprés PATON et PATON, 1998)

ETAPES

TEMPERATURES

TEMPS

NOMBRE DE CYCLES

DENATURATION

95°

17

HYBRIDATION

65°

27

ELONGATION

72°

1’30

1a 10

DENATURATION

95°

la

HYBRIDATION

64°

2a

ELONGATION

72°

1’30

11

DENATURATION

95°

la

HYBRIDATION

63°

2a

ELONGATION

72°

1’30

12

DENATURATION

95°

17

HYBRIDATION

62°

27

ELONGATION

72°

1’30

13

DENATURATION

95°

17

HYBRIDATION

61°

27

ELONGATION

72°

1’30

14

DENATURATION

95°

17

HYBRIDATION

60°

27

ELONGATION

72°

1’30

15 & 25

DENATURATION

95°

17

HYBRIDATION

60°

27

ELONGATION

72°

1’36

26

DENATURATION

95°

17

HYBRIDATION

60°

27

ELONGATION

72°

1’42

27

DENATURATION

95°

17

HYBRIDATION

60°

27

ELONGATION

72°

1°48

28

DENATURATION

95°

19

HYBRIDATION

60°

27

ELONGATION

72°

1’54

29

DENATURATION

95°

17

HYBRIDATION

60°

27

ELONGATION

72°

27

30

DENATURATION

95°

17

HYBRIDATION

60°

27

ELONGATION

72°

2’6

31

DENATURATION

95°

17

HYBRIDATION

60°

29

ELONGATION

72°

2’12

32

DENATURATION

95°

19

HYBRIDATION

60°

29

ELONGATION

72°

2’18

33

DENATURATION

95°

19

HYBRIDATION

60°

29

34




ELONGATION 72° 224
DENATURATION 95° r
HYBRIDATION 60° 2
ELONGATION 72° 2’30

35




ANNEXE 2 : La proportion des souches résistantes

Famille Antibiotiques Codes Sites de
antibiotique testés prélevement
p-value
Abattoir | STEP
(n=40) (n=40)
B- lactames Céfotaxime CTX 0 (0) 0 (0) -
Amoxicilline 2 (5) 5 (12.5)
+acide AMC NS
clavulanicque
Ceftazidime CAZ 0 (0) 0 (0) -
Ampicilline AM 6 (15) | 17(42.5) <0.05
Céfalotine CF 2 (5) 5 (12.5) NS
Cefuroxime CXM 0 (0) 0 (0) -
Cefépime FEP 0 (0) 1(2.5) NS
Aminosides Gentamicine GEN 0(0) 0(0) -
Kanamycine KAN 1(25) [0(0) NS
Streptomycine STR 1(2.5) |9(225) <0.05
tétracyclines Tétracycline TE 1(2.5) |17(42.5) <0.005
Phénicoles Chloramphenicol C 0 (0) 1(2.5) NS
Sulfonamides Sulfonamides SSS 0 (0) 14 (35) <0.005
Trimethoprime TMP 1(2.5) |13(32.5) <0.005
Fluoroquinolones | Ciprofloxacine CIP 0(0) |1(25) NS
Quinolones Acide NA 0(0) |5(12.5) <0.05
nalidixique

La différence observee entre les sites de prélevement est calculée par y2-test of Ficher

(0=5%)

NS: pas de différence significative
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Résumé

Les E. coli enterohémorragiques (EHEC) sont considérés a I'neure actuelle comme des pathogenes émergents en
Santé Publique. Depuis 1982, ils ont souvent été incriminés lors d'épidémies de colites hémorragiques et de
Syndromes Hémolytiques et Urémiques (SHU). Les EHEC possédent un arsenal de facteurs de virulence dont la
liste et le réle exacts restent a déterminer. Les deux protéines majeures impliquées dans leur pouvoir pathogéne
sont d'une part I'intimine, codée par le gene eae et responsable de Iésions intestinales, et d'autre part les Shiga-
toxines codées par les génes stx1 ou stx2 et capables de provoquer la mort des cellules intestinales, vasculaires et
rénales. Le réservoir principal des EHEC est le tube digestif des bovins. En général, I’homme se contamine a la
suite d’ingestion de 1’eau ou des aliments contaminés.

Dans le but d’évaluer la prévalence et la dissémination des EHEC dans I’environnement, des prélévements
d’effluents ont été réalisés au niveau de la station d’épuration urbaine de Cambéréne (STEP) et a 1’abattoir de
de Dakar. Apres le dénombrement des E. coli par pétrifilm sélect E. coli, une collection de 540 souches d’E. coli
a été constituée dont 268 souches isolées de 1’abattoir, 183 souches de I’effluent brut de la STEP et 89 souches
de I’eau clarifiée de la STEP. Un criblage par PCR conventionnelle des génes de virulence (eae, stx1 et stx2)
associés aux EHEC a été effectué sur la collection. Par ailleurs, I’étude de 1’antibiorésistance par la méthode de
diffusion sur gélose a été réalisée sur 40 souches d’E.coli isolées de 1’abattoir et 40 souches isolées a la station

d’épuration urbaine.

Les résultats du dénombrement d'E. coli (UFC/mI) ont revélé que la charge en E. coli est deux fois plus élevée
dans Deffluent de 1’abattoir (3.10°UFC/ml) que dans I’effluent brut de la STEP (1.5 10°UFC/ml). En plus, au

niveau du rejet final de la STEP aucune souche d’E. coli n’a été détectée.

Parmi les 268 souches d’E. coli isolées de 1’abattoir, 4 (1.5%) souches portaient au moins un des génes eae, stx1
et stx2 dont 2 souches d’E. coli exprimaient le géne eae et 2 souches d’E. coli exprimaient en association les

genes stx1 et stx2.

L’étude de I’antibiorésistance montre que la STEP hébergeait un plus grand nombre de souches résistantes. Les
57.5% des souches isolées de la STEP étaient résistantes dont 60.8% a 4 antibiotiques. Le nombre de souches

résistantes au niveau de 1’abattoir était faible (17.5%) comparé a la STEP.

Pour une meilleure gestion du risque lié a la présence de souches d’E.coli potentiellement EHEC dans les
effluents d’abattoir de Dakar, il serait souhaitable de mettre en place un systeme de traitement des effluents

d’abattoir avant leur rejet dans le milieu extérieur.

Par ailleurs, nous reccomandons une utilisation plus raisonnée des antibiotiques en médecines humaine et

animale pour limiter la progression de la résistance de ces bactéries.
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