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Résumé

Escherichia coli entérohémorragique (EHEC) est une souche pathogene responsable des
infections intestinales séveéres. Sa capacité a causer des épidémies alimentaires et des

infections individuelles en fait un probleme de santé publique préoccupant.

Une étude moléculaire a été réalisée sur 20 souches d'Escherichia coli
entérohémorragique (EHEC) isolées a partir des prélevements urinaires. Les souches ont été
identifiées et caractérisées a l'aide des méthodes biochimiques et d'antibiogrammes standard.
La confirmation et l'identification des souches d'EHEC ont été réalisées sur la gélose sélective
Mac Conkey sorbitol (SMAC). Toutes les souches ont fait 1’objet pour ’extraction d’ADN
par technique chimique manuelle, ’ADN extrait a été utilis€¢ pour la PCR conventionnelle
pour la détection des génes de virulence (stx1?, stx2°, afa, eae®, iroN, ompT, cnfl et ipr2) et de
résistance aux antibiotiques (TEM, cmlA, tet(A), gnr, dfrAl et aac(3)I1 ). Les souches étudiées
ont présenté une forte résistance a I'Ampicilline (85%) et a I'Amoxicilline/Acide clavulanique
(60%), tandis que leur résistance aux Céphalosporines était plus faible (10% a 25%), ainsi
gu'a d'autres antibiotiques tels que la Gentamycine, azithromycine et Fosfomycine de (10% a
45%).

Les résultats de la PCR ont montreé la présence de la majorité des génes de résistance chez
la plupart des souches (TEM (85%), cmlA (70%), tet(A) et dfrAl (65%)). En revanche, les
genes de virulence étaient présents avec des proportion variées (eae® (10%), cnfl(25%), afa
(35%), iroN et stx1? (45%) tandis que I’ompT était présent a 100%). Selon les résultats de la
répartition des génes de virulence les souches ont été classées en 13 clades. Alors qu’en terme
de génes de résistance un clade dominant a 50% et six autres clades émergents avec des proportions
variées ont été obtenues. De plus, I'analyse des génes de virulence et de résistance a montré une grande
diversité génétique, regroupant les souches en 17 clades distincts. Cette diversité génétique,
principalement liée aux génes de virulence, suggére une variabilité potentielle dans les sources

d'infection et les niveaux de virulence de ces souches.

En conclusion La caractérisation moléculaire des souches d'EHEC permet d'élucider les
complications associées a l'infection et d'orienter les stratégies de traitement nécessaire pour

prévenir les épidémies et suivre les changements.

Mots clés: EHEC, Caractérisation moléculaire, PCR, Génes de virulence ,Génes de résistance



Abstract

Escherichia coli enterohemorrhagic (EHEC) is a pathogenic strain responsible for severe
intestinal infections. Its ability to cause foodborne outbreaks and individual infections makes

it a concerning public health issue.

A molecular study was conducted on 20 strains of EHEC isolated from urinary samples.
The strains were identified and characterized using standard biochemical methods and
antibiotic susceptibility testing. Confirmation and identification of EHEC strains were
performed on MacConkey sorbitol agar (SMAC). Manual chemical extraction was performed
on all strains for DNA extraction, which was then used for conventional PCR to detect
virulence genes (stx1?, stx2°, afa, eae®, iroN, ompT, cnfl, and ipr2) and antibiotic resistance
genes (TEM, cmlA, tet(A), gnr, dfrAl, and aac(3)Il). The studied strains showed high
resistance to Ampicillin (85%) and Amoxicillin/Clavulanic acid (60%), while their resistance
to cephalosporins ranged from 10% to 25%, as well as to other antibiotics such as

Gentamicin, Azithromycin, and Fosfomycin (10% to 45%).

PCR results revealed the presence of the majority of resistance genes in most strains
(TEM (85%), cmlA (70%), tet(A), and dfrAl (65%)). In contrast, virulence genes were present
with varying proportions (eae® (10%), cnfl (25%), afa (35%), iroN and stx1? (45%), while
ompT was present in 100% of the strains). Based on the distribution of virulence genes, the
strains were classified into 13 clades. Regarding resistance genes, a dominant clade with a
percentage of 50% and six other emerging clades with varying proportions were observed.
Furthermore, the analysis of virulence and antibiotic resistance genes revealed significant
genetic diversity, grouping the strains into 17 distinct clades. This genetic diversity, primarily
associated with virulence genes, suggests potential variability in infection sources and

virulence levels of these strains.

In conclusion, the molecular characterization of EHEC strains allows elucidation of
infection-associated complications and guides necessary treatment strategies to prevent

outbreaks and monitor changes.

Key words: EHEC, Molecular characterization, PCR, Virulence genes, Resistance genes
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Introduction

Escherichia coli entérohémorragique (EHEC), une souche pathogéne de la bactérie E. coli.
Cette bactérie est responsable d'environ 22 % des cas d'infections intestinales séveres et
hémorragiques dans le monde (Khanifar et al. 2019) tels que la diarrhée et la colite
hémorragique, qui peuvent évoluer vers le syndrome hémolytique et urémique. Ces
complications représentent un grave probléeme mondial de santé publique qui nécessite des
interventions de santé publique laborieuses et des mesures de contrdle de la sécurité pour lutter

contre les épidémies récurrentes dans le monde (Sanchez-Villamil, Tapia, and Torres 2019).

L'Escherichia coli entérohémorragique (EHEC) a été impliquée dans plusieurs épidémies
majeures a travers le monde, notamment I'épidémie marquée aux Etats-Unis en 1982
(Lemaignen et al. 2013) et celle au Japon en 1996, touchant plus de 9000 personnes (Loukiadis
et al. 2012). Ces évenements soulignent l'importance cruciale de mener des études
épidemiologiques approfondies afin de reéduire la prévalence de ces infections et de minimiser
leur impact sur la santé publique. En comprenant mieux les caractéristiques épidemiologiques
de 'EHEC, il est possible de mettre en place des mesures préventives et des stratégies de

contréle plus efficaces pour protéger la population contre cette infection grave.

Cependant, il existe peu d'études moléculaires mettant en évidence la caractérisation des
souches d'Escherichia coli entérohémorragiques, comme celle réalisée par (Salih et al. 2014)

sur des souches isolées a partir de viande bovine congelée.

L’objectif principale de cette recherche est de réaliser la caractérisation moléculaire des
souches d'EHEC isolées a partir des prélevements urinaires des patients dans la région de
Médéa. Cela comprendra l'identification des souches EHEC parmi les souches d’Escherichia
coli, l'analyse de la présence des genes de virulence spécifiques, ainsi que les génes de
résistance aux antibiotiques par la méthode de PCR conventionnelle afin d’examiner la diversité

génétique et les facteurs de virulence associés aux souches circulantes dans cette région.
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I/ Généralités

I.1. Généralité sur Escherichia coli et EHEC :

Escherichia coli a été isolée pour la premiere fois en 1884 a partir des féces de nouveau-
nés humains (Shumi Gebisa 2019) par le microbiologiste et pédiatre allemand Theodor
Escherich (Blount 2015).

La majorité des souches d’Escherichia coli sont des commensaux du tube digestif de
I’homme et des animaux mais peuvent évoluer en E. coli pathogenes en acquérant des facteurs
de virulence (Shumi Gebisa 2019) et provoquent des pathologies intestinales ou extra
intestinales (Gadou et al. 2019), les souches pathogenes peuvent étre classées en fonction des
sérogroupes, des mécanismes de pathogénicité, des symptdmes cliniques ou des facteurs de
virulence (Shumi Gebisa 2019).

E. coli enterohémorragique O157: H7 , une souche productrice de Shiga-toxine (STEC) est
I’un des principaux pathogeénes d’E. coli (Rani et al. 2021). Le premier isolement d’E. coli
0157: H7 aeu lieu en 1975 aux Etats-Unis chez une femme californienne souffrant de diarrhée
sanglante, tandis que le premier cas signalé chez le bétail était en Argentine en 1977, alors

qu’en 1982 elle a été identifiée en tant que pathogéne humain (Shumi Gebisa 2019).

Selon le Bergey's manual 2012 : E. coli est I’organisme infectieux le plus répandu dans la
famille des bactéries a Gram négatif (Shumi Gebisa 2019). Il s’agit d’un germe aéro-anaérobie
facultatif, non exigeant (culture facile sur milieu ordinaire), mésophile (température de
croissance 37°C), et neutrophiles qui se développent a un pH compris entre 5,5 et 8,5 avec un
optimum voisin de 7, non halophile (elle pousse en milieu de concentration en NaCl inférieure
a 0,2 M) (Khalfoune Asma, 2014). Ses colonies sur les milieux gelosés sont rondes, lisses, a
bords réguliers, de 2 a 3 mm de diameétre. Sur le milieu MacConkey, les colonies d'E. coli
lactose positif sont de forme plate en couleur rose rougeatre et ont un aspect sec, tandis que les
colonies lactose négatif sont incolores. Sur le milieu Hektoen, les colonies sont de couleur
saumon. Sur la gélose au sang, les colonies d'E. coli sont rondes, translucides, parfois
hémolytiques et non pigmentées (LADJAL and BAGHDADI 2021).

Escherichia coli entérohémorragique partage les mémes caracteres biochimiques avec les

autres E. Coli sauf le sorbitol et B-glucuronidase sont négatifs (SAVOYE 2011).
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L1.1. Caracteéres antigéniques :

Il existe quatre types d’antigénes chez E. coli, I’antigéne somatique O (antigéne de paroi)
qui correspond aux polyosides fixés sur les lipopolysaccharides (LPS) (Gadou et al. 2019), cet
antigéne est thermostable (Maiga 2006); I’antigéne capsulaire K qui groupe trois variétés
d’antigéne de surface: I’antigéne L d’enveloppe thermolabile qui posséde une activité
hémolytique et nécrotique, 1’antigéne A capsulaire thermostable, 1’antigéne B d’enveloppe ou
de surface qui est thermolabile (Maiga 2006); I’antigéne flagellaire H de nature protéique,
constitu¢ de flagelline et ’antigéne de surface F des fimbriae présents chez les souches ayant
des propriétés d'adhésion (Gadou et al. 2019).

L.1.2. Le pouvoir pathogene :

E. coli est le micro-organisme responsable de plusieurs pathologies également responsable
des infections nosocomiales, notamment des infections des plaies chirurgicales et des
bactériémies (Gadou et al. 2019). Les souches pathogenes d’E. coli sont nommés selon le
syndrome clinique qu’ils provoquent par exemple : E. coli diarrhéique (DEC) et parfois selon
I’hote cible comme E. coli pathogenes aviaires (APEC) (Shumi Gebisa 2019).

Il existe deux grands groupes des souches d’E. coli pathogénes en fonction du type
d’infection dont elles sont a I’origine : E. coli pathogénes intestinaux (IntEC) qui comprennent
six groupes pathogeénes ou pathovars et E. coli pathogeénes extra-intestinaux (ExPEC) (Tableau

I.1) (Gadou et al. 2019).

AEEC —  STEC |
EPEC
EHEC
EPEC = EHEC

alypiques atypiques

EPEC ¢ Eﬁp

! typiques

ypiques

pEAF

Figure I.1:Diagramme de Venn de la classification des E. coli pathogénes typiques (Ezhvin
2017).

Le tableau 1 ci-dessous représente quelques propriétés des souches pathogénes intestinaux

et extra intestinaux :
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Tableau I.1: propriétés des souches pathogeénes intestinaux et extra intestinaux.

E. coli pathogéne

ETEC
— Responsables de diarrhées infantiles et de diarrhée du voyageur.
Sécrétion d'entérotoxines thermolabiles et/ou thermostable
— Ils sont présents essentiellement dans la partie proximale de I’intestin gréle (Gambushe,

Zishiri, and El Zowalaty 2022).

EHEC
— Responsables du colite hémorragique(CH) avec une diarrhée sanglante et du SHU

(Gambushe et al. 2022).

IntEC — Souches productrices de Shiga toxine(posséde le géne stx) avec une forte adhérence a la
origine de surface de I'iléon distal du ceecum et du colon droit (Gadou et al. 2019).
syndromes EPEC
diarrheiqu — Responsables de diarrhées infantiles particuliérement chez les enfants <3 ans.
es (Gadou — lls ont la capacité a adhérer aux entérocytes de l'intestin gréle et induit des lésions
etal. histopathologiques qui sont caractérisés par I’effacement des microvillosités intestinales
2019). (SAVOYE 2011).
EAEC
— La cause d’une diarrhée aigue et persistante et un retard de croissance chez les enfants dans
les pays en voie de développement (Boisen et al. 2020).
EIEC
— Responsables de syndrome dysentérique proche de la shigellose.
— Elle des capacités a envahir les cellules épithéliales du colon (Farajzadeh-Sheikh et al. 2020).
DAEC
— Responsables de diarrhées et d’infections urinaires.
— lls sont caractérises par un phénotype d’adhésion diffuse assuré par 1’expression d’une
adhésine fimbriale et d’une protéine de membrane externe (SAVOYE 2011).
EXPEC UPEC
- origine — lls sont responsables de plus de 80% des infections urinaires chez I’homme.
d’infection — La cause de la majorité des bactériuries asymptomatiques, cystites et de pyélonéphrites

s du tractus
urinaire,

de
méningites
et de

(Gupta et al. 2021).

NMEC

— lls ont la capacité de survivre dans le sang et a envahir les méninges chez les enfants

provoguant des méningites.

— s ont un taux de mortalité élevé chez les nouveaux nés (10-30 %) (Wijetunge et al. 2015).
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septicémie
s(Gadou et
al. 2019).

APEC
Provoque diverses infections locales et systémiques chez les volailles comme les
péricardites, périhépatites.

Ces pathogenes sont responsables d’importantes pertes économiques au seins des

industries des volailles (Kathayat et al. 2021).

1.2. Escherichia coli entérohémorragique :

Escherichia coli entérohémorragique est un agent pathogéne d'origine alimentaire (Berger
et al. 2019) considéré comme un sous-type d'E. coli producteurs de shigatoxines (STEC)
(Govindarajan et al. 2020), qui colonise I'épithélium du colon humain et des ruminants (Wale
et al. 2021) et provoque des infections gastro-intestinales (GI) (Warr et al. 2019) avec environ
2,8 millions de cas dans le monde (Berger et al. 2019). EHEC a une dose infectieuse trés faible
(10 a 100) par rapport a dautres agents pathogenes intestinaux. Elle est la cause majeure de
diarrhées sanglantes, de colites hémorragiques (CH) et du syndrome hémolytique urémique
(SHU) (Bardiau M. 2005). EHEC est également associé a de nombreuses épidéemies d'origine

alimentaire dans les pays développes (Pakbin, Briick, and Rossen 2021).

Le sérotype EHEC O157:H7 est considéré comme l'un des principaux responsables du
syndrome hémolytique et urémique (SHU) en Europe et dans le monde (Bibbal et al. 2022). En
France, les cing sérotypes d'EHEC les plus frequemment associés aux épidémies et infections
humaines sont O157:H7, 0O26:H11, 0O103:H2, O111:H8 et 0145:H28. Ces souches,
communément appelées "EHEC du top 5" ou "EHEC typiques majeures™, possedent les génes
stx et eae (Ezhvin 2017). Les EHEC "atypiques”, tels que les sérogroupes 091 et 0104, dont
0104:H4 étant responsable de deux épidémies en Allemagne et en France en 2011 (Brugere et
al. 2012).

Les EHEC sont principalement transmis aux humains par l'ingestion d'aliments et d'eau
contaminés. Les épidémies a EHEC se produisent généralement par voie féco-orale, par
transmission de personne a personne, contact avec des animaux et consommation d'aliments
insuffisamment cuits tels que des produits de viande sous-cuits, de jus de pomme non
pasteurisé, de lait cru et méme de farine crue récemment identifiée comme source d'épidémies
a EHEC (Figure 1.2) (Pakbin et al. 2021). EHEC a une période d'incubation qui varie de 8 heures
a 16 jours, mais qui dure généralement de trois a quatre jours. Au cours de cette période, la
bactérie passe par plusieurs étapes d'infection, notamment I'adhésion aux cellules épithéliales

de I'n6te, la colonisation, la production et la libération de Shiga toxine. La bactérie doit
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initialement adhérer aux microvillosités ce qui induit I'expression des génes du TTSS situés sur
le LEE et entraine la synthése et I'assemblage des protéines TTSS. Les protéines effectrices
sont transportées a travers le canal TTSS et dans le cytoplasme de la cellule hote, ou elles
modifient les schémas normaux de transduction des signaux de la cellule héte pour faciliter

I'adhésion bactérienne (Eshetu Shumi Gebisa, Minda Asfaw Gerasu 2019).

Les E. coli entérohémorragiques (EHEC) provoquent une réorganisation du cytosquelette
de la cellule héte, entrainant la disparition des microvillosités. Les bactéries adhérent
superficiellement a la cellule héte, puis se fixent intimement gréce a I'intimine et son récepteur
specifiqgue Tir (translocated intimin receptor). L'intimine associé a Tir, provoque un
réarrangement plus important du cytosquelette de [I'héte, formant des piédestaux
caractéristiques de la lésion A/E. Les EHEC colonisent avec succes I'hdte en envahissant la
microflore intestinale normale et en libérant les Shiga toxines dans la lumiere intestinale
(Eshetu Shumi Gebisa, Minda Asfaw Gerasu 2019). Les Shiga-toxines produites endommagent
les vaisseaux sanguins du célon, provoquant une diarrhée hemorragique. Ces toxines peuvent
entrer dans la circulation sanguine, ciblant les cellules endothéliales des intestins, des reins et
du cerveau. Cela peut entrainer des leésions rénales et cérébrales, conduisant a long terme au
syndrome hémolytique et urémique (SHU) et au purpura thrombotique thrombocytopénique
(PTT) (Gouali et al. 2019).

Aliment (54%0)

/ Produits bovins-viande haché, lait \
o cru -laitue, épinard, pomme de terre Homme
Les bétail

(réservoir)

Eau (9%)

'\\\

Eau de puits, eau d'irrigation, Les T
D'une personne 2 l'autre

Transmission directe Les créches, Les piscines

/ Les fermiers /les ouvriers
Les bétail l

(réservoir)
Les animaux par contact ou par
consommation de viande

\ Animanx d'élevage- moutons,
chévres. /

Les animaux sauvages-oiseaux, cerf

Homme

Figure I.2: Schéma illustre la transmission et les différents réservoirs principaux d’EHEC O157:H7
(Gambushe et al. 2022).
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1.2.2. Les facteurs de virulence :
1.2.2.1.Les Shiga toxins :

Les Shiga toxines (Stx) sont les facteurs de virulence essentiels des EHEC (cette toxine est

détaillée dans la partie biologie moléculaire).

1.2.2.2.Le Locus d’attachement et d’effacement (LEE) :

La physiopathologie des EHEC implique leur colonisation du tube digestif, caractérisée
chez les EHEC typiques par la formation de 1ésions d'attachement-effacement (A/E) sur les
cellules intestinales. Ces lésions résultent de facteurs de virulence codés par des genes situés
sur un ilot de pathogénicité chromosomique appelé "Locus of Enterocyte Effacement" (PAI-
LEE), présent dans toutes les souches dEHEC (Mich¢le 2016). Le LEE est caractérisé par trois

régions majeures (Figure 1.3) :

1. Systéme de sécrétion de type III (TTSS) : qui a une structure complexe constituée de multiples

sous-unités, chacune étant composée d'environ 20 protéines bactériennes. Les protéines
structurelles constituent l'appareil TTSS, tandis que les protéines translocateurs ont pour role
de transférer un ensemble de protéines supplémentaires, appelées effecteurs, dans le cytoplasme
de la cellule hote. Ces effecteurs induisent des changements dans les cellules hotes, permettant
a l'agent pathogéne d'envahir, se multiplier et parfois de persister chroniquement dans I'hote.
L'appareil TTSS se compose de deux anneaux qui permettent un passage continu a travers les

membranes interne et externe, y compris la couche de peptidoglycane (Coburn et al. 2007).

host cell
membrane

EHEC IM
EHEC OM

Figure L.3: le locus d'attachement et d'effacement des entérocytes (LEE) des EHEC et le systéme de
sécrétion du type III (TTSS) qu'il code (Elizabeth A. Cameron, Vanessa Sperandio 2020).

Le LEE est constitué¢ de cinq opérons, LEE1-LEES, contenant tous les génes nécessaires a
l'appareil de sécrétion de type III. Le translocon EHEC T3SS est composé d'EspA qui forme

le filament, et d'EspB et d'EspD qui forment un pore dans la membrane de la cellule cible a
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travers lequel les protéines effectrices, telles que Tir, sont injectées dans les cellules hotes.
IM: membrane interne ; OM: membrane externe (Elizabeth A. Cameron, Vanessa Sperandio

2020).

2. Une région d’adhésion qui est I’intimine : Le géne eae, faisant partic du LEE, est un facteur de
virulence important car il code pour l'intimine, une protéine de la membrane externe qui permet
'adhésion étroite entre la bactérie et I'entérocyte. L'intimine existe sous plusieurs sous-types et
variants, dont certains sont spécifiques aux souches EHEC notamment vy et ¢, tandis que d'autres
sont retrouveés chez les EPEC ou des AEEC d’origine animale et non pathogenes pour 'homme.
Il semble que les diverses variants de l'intimine présentes dans les EHEC typiques et autres
AAEC ont un impact sur le tropisme cellulaire et la spécificité du site de colonisation de la
mugqueuse intestinale chez 1'hote (Michele 2016).

3. Plusieurs protéines secrétées (Esp): Les protéines sécrétées sont impliquées dans la

modification du signal de transduction au niveau de la cellule héte lors de la formation des
Iésions A/E. Les protéines Esp ne comportant pas de séquence signal, leur sécrétion a été

attribuée au systeme de sécrétion de type III (SAVOYE 2011) (Michele 2016).

1.2.2.3.Le plasmide de virulence des EHEC :

En plus des geénes stx et LEE présents sur le chromosome bactérien, d'autres facteurs, tels
que le plasmide de virulence pO157, pourraient jouer un réle dans la pathogénie des EHEC. Ce
plasmide est présent dans les souches d'E. coli O157: H7, ainsi que dans certaines souches O26:
H11 et d'autres STEC isolées chez les humains, et sa taille peut varier de 70 a 200 kb pour ces
sérotype. D'apres des recherches épidémiologiques, il existe une forte association entre la
présence du plasmide de virulence des EHEC et 'apparition du SHU chez les patients. Le
pO157 actuel est le résultat de I'intégration de fragments génétiques provenant de différentes
origines et évolutions dans un plasmide de type "F-like". Il contient 100 séquences ouvertes de
lecture (ORFs), dont 43 présentent des similitudes avec des protéines et des fonctions connues.
Parmi ces 100 ORFs, 35 protéines sont suspectées d'étre impliquées dans la pathogenése des
infections causées par les EHEC O157: H7, et 19 genes ont été caractérisés. Les génes les mieux
étudiés sont : le géne de l'entérohémolysine A (ehxA), d'une adhésine putative (toxB), de la
catalase peroxylase (katP), d'une sérine protéase (espP), d'un appareil du systéme de sécrétion
de type II (etp), d’un zinc métalloprotéase (stcE) et d'un fragment conservé eae (ecf) (Michele

2016).
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1.2.2.4.Entérohémolysine A (ehxA) :

L'entérohémolysine A, codée par le géne ehxA situé sur le plasmide ehxCABD est le facteur
de virulence initial identifié sur le pO157, présent dans la plupart des souches O157 : H7 et des
STEC non-O157. Cette cytotoxine de la famille des cytotoxines appelées « Repeats in ToXin »
(RTX) peut créer des pores et sa préservation chez divers sérotypes d'EHEC est bien
documentée. Son role précis reste incertain, mais il est suggéré que la lyse des érythrocytes par
l'entérohémolysine A libere de I'heme et de I'hémoglobine, pouvant servir de source de fer pour
la bactérie. Ainsi, cela pourrait favoriser la croissance d'E. coli O157:H7 et l'infection de I'hote
(Michele 2016).

1.2.2.5. Adhésine putative (toxB):

L'adhésine putative (toxB) joue un role dans l'adhésion d'E. coli O157: H7 a la cellule
épithéliale cible en stimulant la sécrétion des protéines codées par le TTSS (Ezhvin 2017).
1.2.2.6.Facteurs d’adhésion autres que ceux codés par le LEE :

Certaines souches LEE-négatives sont généralement non pathogeénes, mais certaines d'entre
elles, connues sous le nom d'EHEC atypiques, ont été associées a des cas de syndrome
hémolytique et urémique (SHU). Ces souches atypiques utilisent des facteurs d'adhésion
différents, tels que 1'adhésine Saa dans la souche STEC O113:H21 (98NK2), et l'adhésine AA
dans la STEC O111:H2, pour coloniser efficacement la muqueuse colique et causer le SHU
chez les patients concernés (Brugere et al. 2012) (Michele 2016). D'autres adhésines ont été
identifiées chez des souches EHEC typiques et atypiques, classées en adhésines fimbriaires et
non fimbriaires. L'adhésine Efal (non fimbriaire) est codée par le géne efal (« EHEC factor for

adherence »), qui appartient a un locus de 15 kb indépendant du LEE (Michele 2016).

1.2.2.7.Les « O Islands »:

Les STEC responsables d'épidémies et de SHU possedent des ilots de pathogénicité
spécifiques (O Islands) absents chez les E. coli non pathogenes. Les Ols ont été associés a des
épidémies et a des maladies graves. Selon I'étude de Shen et de ses collégues, la présence des
quatre Ols - OI-1, -47, -141 et -154 - est liée a la capacité de ces souches a coloniser les tractus

digestifs humains et animaux (Brugere et al. 2012).
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1/ Les antibiotiques :

II.1. L’antibiogramme :

L’antibiogramme consiste a prédire la sensibilité ou la résistance d’une bactérie a un ou
plusieurs antibiotiques dans un but essentiellement thérapeutique. 1l existe deux techniques de

réalisation d’un antibiogramme (Jehl, Chabaud, and Grillon 2015):

1. Ladiffusion en milieu gélosé ou « méthode des disques » : (cette technique est détaillée
par (Jehl et al. 2015)).

2. Ladilution en milieu liquide : sert a mesurer des CMI par des techniques de bandelettes

a gradient de concentration et a les comparer a des concentrations critiques. Elle s’agit

d’une méthode de référence (Jehl et al. 2015).

11.2. Définition des antibiotiques :

Agents antimicrobiens qui traitent ou préviennent les infections bactériennes ou celles
causées par des champignons pathogenes, ils n’ont pas d’activité sur les virus, ils sont d’origines
naturelles, semi- synthétiques ou synthétiques. Ils sont soit bactéricides c’est-a-dire tuent les
bactéries ou bactériostatiques qui inhibent leurs croissances et développements (Jafari
Ozumchelouei et al. 2020). Les antibiotiques sont classés en différents groupes selon leurs

propriétés physicochimiques et leurs modes d’action (Jafari Ozumchelouei et al. 2020).

I1.3. Classification des antibiotiques :

Les antibiotiques peuvent étre classés selon leur structure chimique, spectre d’action et
mode d’action (Ebimieowei Etebu 2016). Selon leur mode d’actions les antibiotiques sont

classés :

IL.3.1.  Antibiotiques inhibant la synthese de la paroi bactérienne :

IL.3.1.1. Les bétalactamines :

Les bétalactamines constituent la plus grande famille des antibiotiques possédant le noyau
béta lactame dans leur structures moléculaires, cette classe d’antibiotiques agit sur la synthese

de la paroi bactérienne qui conduit a la lyse et la mort bactérienne (Ibrahim et al. 2019).

a. Mécanisme d’action des p-lactamines :
Le peptidoglycane (PGN) est un composant essentiel de la paroi cellulaire bactérienne,
c’est un polymere composé de 1’Acide N-acétyle-muramique alternant avec le N-acétyle-
glucosamine. La synthése des peptidoglycanes est assurée par deux enzymes essentielles

Transpeptidase et D-alanine carboxypeptidase dites aussi protéines liant les pénicillines
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(PLP/PBP) a cause de leurs capacités a li¢ les pénicillines et les céphalosporines. La présence
d’une analogie structurale entre le noyau beta lactame et le substrat naturel des PLP favorise la
fixation des bétalactamines avec les PLP (Lima, Silva, et al. 2020). Une fois fix¢é, les
bétalactamines provoquent une déstructuration du peptidoglycane et la libération de l'acide

lipoteichoique qui mettent en jeu le systéme autolytique bactérien (Konaré 2018).

b. Classification des bétalactamines :

Les B-lactamines ont un effet bactéricide, elles sont considérés comme la famille
d’antibiotiques la plus développée et la plus utilisée dans la pratique clinique courante surtout
dans le traitement des infections dues aux Entérobactéries ( ZRARDI.2020) pour leur large
spectre antibactérien, leur faible toxicité et le vaste choix de molécules disponibles
(KANSAYE, 2020). selon leurs structure chimique ils sont répartie en trois grands groupes :
les dérivés de I'acide 6-amino-pénicillanique(les pénicillines et les carbapénemes), les dérivés

de l'acide 7-amino-céphalosporanique (les céphalosporines) et les monobactames (Tableau 11.1)

(Konaré, 2018).

Tableau II.1: Classification des pénicillines (Lima, Nascimento, et al. 2020) (Mohammedi

et ses dériveés

— Bénéthamine-benzylpénicilline
— Benzathine- benzyl pénicilline

2012).
pd
% Sous-groupe | DCI + voie d’administration Spectre d’activité
[
Parentérales : — Un spectre étroit.
— Benzyl Pénicilline (péni G) Actif sur Bactéries Gram + :
— Benzyl Pénicilline-procaine — Streptocoques béta-hémolytiques
Pénicilline G

(groupe A, B, G)
— Streptococcus pneumoniae

Orales : — Bacillus anthracis
— Phénoxy méthyle pénicilline (pénicilline V) Bactéries Gram- Neisseria
— Clométocilline (surtout le méningocoque).
P Parentérales : Staphylocoque producteur de
Pénicillines L s Lo
— Meéthicilline pénicillinase.
M (anti Orales : Staphylocoque MRSA-  (sensibles &
— Oxacilline

staphylococc

— Isoxazolyl-pénicillines :

I’Oxacilline)

iques) L . .
Cloxacilline, Dicloxacilline, Flucloxacilline.
Parentérales (.M, 1.V) et Orale : -Possédent un spectre large par apport aux
. — Aminopénicillines : premieres pénicillines.
Pénicillines a

large spectre

- Ampicilline
- Dérivés de I’ampicilline :
e Bacampicilline,Métampicillin
Pivampicilline,

-Active sur les bactéries Gram® non

productrices de betalactamases et Gram®

(N. gonorrhoeae, N. meningitidis, H.




Chapitre 11 : Les antibiotiques

Amoxicilline, Epicilline

influenzae, T. pallidum, Leptospira spp., E.

coli, Salmonella spp., Shigella spp. et

Proteus mirabilis).

Carboxy-pénicillines :
o Carbénicilline
o Ticarcilline

Pseudomonas aeruginosa.
Les espéces de Proteus résistants a

I’ampicilline.
Active contre Klebsiella, Serratia,
Shigella, Proteus  vulgaris,

Providencia rettgere...etc.
Inactifs sur la majorité des souches

de Staphylococcus aureus.

O

Parentérale:

Acyl-amino-peénicillines
pénicillines) :

e Azlocilline

e Mezlocilline

e Pipéracilline

(Uréido-

Spectre large par apport aux
Carboxyphenyl pénicillines.
Actifs sur Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella et quelques
especes Enterobacter.

Moins efficaces sur Escherichia coli,

Enterobacter et Salmonella.

Amidino- — Meécillinam — Actifs uniquement sur les bacilles
pénicillines —  Pivmécillinam a Gram-

— Pas d’action sur les Cocci a Gram+
Pénicillines — Ampicilline+Sulbactam — Bactéries & Gram- fermentaires
sulfones - — Pipéracilline +Tazobactam — Bactéries a Gram- oxydatifs

inhibiteurs de
B lactamases
utilisées en
association

avec une [

lactamine

Oxapénames
ou clavams

(acide
clavulanique
inhibiteurs de
B lactamases
utilisés  en
association
avec une [

lactamine)

Amoxicilline+Acide clavulanique
Ticarcilline + Acide clavulanigue

Bactéries a Gram-fermentaires
Bactéries a Gram- oxydatifs
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Carbapénem-
es

Parentérale :
— Imipéneme+ cilastatine
— Méropéneme
— Ertapénéme

— Bactéries & Gram y compris
Pseudomonas aeruginosa

Tableau I1.2: Classification des Céphalosporines et monobactames (Lima, Nascimento, et al.

2020).
DCI + voie Spectre d’activité
d’administration
Parentérales :
— Céfalotine
— Céfapirine . - . L. .
_ céfazoline — Actifs s_ur_les b_acterles_ Gram® et qu_elques bacterle_s G!ra}m
Orale - (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae et Proteus mirabilis).
— Céfalexine
— Céfadroxile
Parentérales : = Plus efficaces sur les bacteries Gram™
—  Céfuroxime — Céfuroxime est efficace sur une grande variété d’infection
— Céfprozile causées par des bactéries aérobies Gram® ou Gram’.
— Céfamondole — Inactifs sur Pseudomonas aeruginosa.
Orale :
— Cefaclore
— Loracarbef
— Céfprozile
Parentérales : — Actifs sur Pseudomonas aeruginosa.
— Céfotaxime — Actifs sur les bacilles entériques Gram'.
— Céftizoxime
—  Ceftriaxone
— Cefpirome
— Céfoperazone
Parentérales: — -Méme spectre d’action sur les Gram™ et un spectre élevé sur
— Céfepime les Gram® par apport les céphalosporines de 3™ génération.
— Actifs sur MMSA, Streptococcus spp., P. aeruginosa.
— Céfpirome
Parentérales: — Actifs sur les cocci Gram® (MRSA, MSSA, Streptococcus
— Céftaroline spp.)
— Ceftobiprole — Inactifs sur Acinetobacter baumanii et Stenotrophomonas
maltophilia.
Les monobactames
Noyau bCl+ vole Spectre d’activité
d’administration
Monobactame | Aztreonam — Spectre large sur. les bactéries aerobies Gram™ (ex:
Pseudomonas aeruginosa).
— Inactifs sur les Gram".

13
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I1.3.2.  Antibiotiques inhibant la synthése protéique
I1.3.2.1. Les aminoglycosides :

Les aminoglycosides sont des antibiotiques bactéricides a large spectre, d’origine naturelle
ou semi synthétique, ceux qui portent le suffixe « mycine » sont dérivés du genre Streptomyces
alors que les dérivés du genre Micromonospora portent le suffixe « micine ». sont utilisés pour
le traitement des infections bactériennes tels que celles causées par des staphylocoques.
Aujourd’hui les recherches sont focalisées sur la modification de leurs structures chimique
pour réduire la toxicité et la résistance contre ces antibiotiques antibiotiques (Hu et al. 2021)
(Germovsek, Barker, and Sharland 2017) (Jiang, Karasawa, and Steyger 2017).

Les aminoglycosides sont classés en trois catégories : les 2-déoxystreptamines
disubstituées en 4,5 (4,5-DDS), les 2-déoxystreptamines disubstituées en 4,6 (4,6-DDS) et les
aminoglycosides atypiques non substitues.Ces medicaments ciblent 'ARN 16S du ribosome au
niveau du site A et inhibent la synthese protéique en provoquant des erreurs de lecture ou en

empéchant la traduction des protéines (Hu et al. 2021) (Bolard 2019).

11.3.2.2. Les chloramphenicols :

Isolés a partir de Streptomyces venezuelae, sont des antibiotiques a large spectre,
bactériostatiques. Dans certains cas, ils présentent une activité bactéricide, notamment sur
Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae et Neisseria meningitidis. Les CAM sont
constituées d’un noyau p-nitrobenzene lié avec le radicale dichloroacetyl (Dinos et al. 2016) .
Les CAM inhibent la synthese protéique en empéchant la traduction, ils se lient avec I’ARNr
23s de la sous unité 50s du ribosome et empéchent la formation de la liaison peptidique ce qui
conduit a I’arrét de I’¢longation de la chaine peptidique, donc arrét de synthése protéique

(Tevyashova 2021).

11.3.2.3. Les Tetracyclines :

Le premier antibiotique de la famille des tétracyclines a été extrait a partir de Streptomyces
aureofaciens et a été nommé auréomycine. Les tétracyclines sont bien connues par un large
spectre d’activité et une large gamme d'utilisation contre les infections bactériennes causées par
des bactéries Gram négatives et Gram positives, des bactéries intracellulaires obligatoires et des

parasites protozoaires (Rusu and Buta 2021).
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Les tétracyclines sont des antibiotiques bactériostatiques (certaines études ont décrit leurs
effets bactéricides in vitro, notamment dans le cas de tigécycline) qui agissent sur la synthéese
protéique. Les tétracyclines se lient avec I’ARN ribosomal 16s de la sous-unité 30s du ribosome
et empéchent la pénétration de I’aminoacyl-tRNA dans le site A du ribosome et par conséquent
I’¢longation de la chaine polypeptidique est arrétée. Ainsi, la synthése des protéines est arrétée

(Rusu and Buta 2021).

77N
Tétracyclines

T
= = =

17 génération  2°Megénération 3™ génération

L | [ (]
v \/ vV
Naturel : Semisynthétique: Semisynthétique:
= Chlortétracycline = Doxycycline = Tigecycline
=  Oxytétracycline =  Minocycline, = Omadacycline

= Tétracycline = Lymecycline, = Sarecycline
=  Déméclocycline . Me':clocyclple. Sosthiatiie:

=  Meéthacycline SYRhetlque:

= Rolitétracycline = Eravacycline

Figure I1.1: Classification des tetracyclines (Rusu and Buta 2021).
I1.3.3.  Antibiotiques actifs sur les acides nucléiques
I1.3.3.1. Les Quinolones :

Les quinolones sont des antibiotiques a large spectre, d’origine synthétique, comprennent
quatre générations qui ont progressivement étendu le spectre antimicrobien et l'utilisation
clinique. Une bonne distribution a travers les différents tissus et organes avec des effets
indésirables réduits voir rares, rendent ces antibiotiques un bon choix pour le traitement des
infections causées par des bactéries Gram positives et Gram négatives (Millanao et al. 2021)

(Bush et al. 2020).

Les quinolones agissent sur les deux enzymes d'ADN bactérien gyrase et topoisomérase
I'V. Ainsi, en raison de la stabilisation du complexe enzyme-ADN, I'ADN est clivé. Selon la
concentration de I’antibiotique, la mort de la bactérie survient en deux fagons : Pour les faibles

concentrations, les quinolones bloquent la réplication et la transcription de I’ADN et pour les
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fortes concentrations (au-deld de la concentration minimale inhibitrice), lorsque I’ADN
topoisomérase est dissocié/ retiré, les deux brins de I’ADN restent libres, ce qui conduit a la
fragmentation du chromosome. En générale, I’ADN gyrase des bactéries Gram négatives est
plus susceptible d’étre inhibé que la topoisomérase IV, en revanche la topoisomérase IV des

bactéries Gram positives est plus susceptible d’étre inhibé que la gyrase (Rusu et al. 2021).

Les quinolones sont classées en quatre générations. La premiére génération comprend les
non-fluoroquinolones telles que 1'acide nalidixique, qui sont actives contre les bactéries gram-
négatives mais inactives contre les pseudomonas. Les trois autres générations regroupent les
fluoroquinolones, telles que la norfloxacine, appartenant a la deuxieéme génération, le
lévofloxacine de la troisieme génération et la moxifloxacine de la quatrieme génération. Ces

dernieres possedent une activité contre les Enterobacteriaceae (Rusu et al. 2021).

11.3.3.2. Triméthoprimes :

Les triméthoprimes sont des antibiotiques lipophiles d’origine synthétiques appartiennent
a la famille des diaminopyrimidines, ils sont administrés en association avec les sulfonamides
a fin d’avoir un effet synergique pour le traitement des infections bactériennes tels que les
infections urinaires (Koutsoumanis et al. 2021). Ces antibiotiques ont un large spectre sur les
bactéries Gram-positives et Gram-négatives (Enterobacterales, Pasteurella spp.,
Staphylococcus spp., Streptococcus pneumoniae.) et aussi sur plusieurs protozoaires tels que

Toxoplasma et coccidies (Koutsoumanis et al. 2021).

Les triméthoprimes inhibent la synthése de I’ADN par I’inhibition de dihydrofolate
réductase qui réduit le dihydrofolate en tétrahydrofolate cela bloque la synthése du folate qui
est un cofacteur essentiel dans la biosynthese de la thymidine et donc dans la synthése de ' ADN

et cela entraine une inhibition de la croissance bactérienne (Koutsoumanis et al. 2021).

11.4. Résistance acquise :

La résistance acquise se réfere a des souches bactériennes qui a l'origine, étaient sensibles
a un antibiotique spécifique mais qui ont acquis la capacité de résister a cet antibiotique
(YALCOUYE 2020) . Cette résistance est le résultat de modifications génétiques causées par
des mutations ou par l'acquisition de matériel génétique étranger a travers des processus tels
que la conjugaison, la transduction ou la transformation. La résistance chromosomique résulte
de mutations spontanées sur le chromosome de la bactérie, ce qui conduit a une résistance
spécifique a un antibiotique ou a une famille d'antibiotiques. Cette résistance est peu fréquente

et ne peut pas étre transférée a d'autres bactéries. La résistance extra chromosomique se produit




Chapitre 11 : Les antibiotiques

lorsque les bactéries acquierent de I'ADN étranger via des plasmides, des bactériophages ou des
transposons. Cela implique un transfert horizontal des genes de résistance, qui peut se produire
par la conjugaison (échange de matériel génétique entre bactéries), la transduction (transfert de

matériel génétique par des bactériophages) ou la transformation (Houda and Meriem 2019).

IL.5. Les béta-lactamases a spectre étendu (BLSE) :

Les béta-lactamases a spectre étendu (BLSE) sont des enzymes produites par certaines
bactéries qui ont la capacité d'hydrolyser les antibiotiques de la famille des bétalactamines tels
que la céfotaxime, la ceftriaxone, la ceftazidime et I'oxyiminomonobactam. En général, les
BLSE sont inhibées par I'acide clavulanique et le tazobactam. Elles se trouvent principalement
dans les bactéries Gram-négatives, notamment dans les entérobactéries et Pseudomonas
aeruginosa (Ghafourian et al. 2014). Cependant, bien que les BLSE présentent des propriétés
biochimiques communes en termes d'hydrolyse des antibiotiques béta-lactames a spectre élargi
et d'inhibition par ’acide clavulanique, les génes codant pour ces enzymes sont divers et
peuvent étre regroupés en plusieurs familles. Certaines de ces familles, comme les BLSE de
type TEM et SHV, présentent une forte similarité, avec des variants ne différant que par
quelques substitutions d'acides aminés. D'autres familles, telles que les BLSE de type CTX-M,

sont beaucoup plus génétiquement (Castanheir et al. 2021).

I1.5.1.  Les béta-lactamases de type TEM :

Les BLSE de type TEM sont des variantes de la béta-lactamase plasmidique originale,
TEM-1, qui a été découverte dans les années 1960. La premiére dérivée de TEM, TEM-2,
présente une seule substitution d'acide aminé, GIn39Lys, par rapport a TEM-1. Bien que ce
changement n‘ait pas altéré le profil des substrats de TEM-1, TEM-2 a été le précurseur de
nombreuses BLSE de type TEM. La premiére variante de type TEM a présenter le phénotype
BLSE était TEM-3, signalée en 1989. Jusqu'a présent, 243 variantes différentes de TEM ont été
décrites, bien que toutes ne soient pas des BLSE. Les substitutions d'acides aminés dans
I'enzyme TEM se produisent généralement a des positions spécifiques, et certaines nouvelles
variantes présentent des changements subtils dans leur profil de substrats. Par exemple, TEM-
184 capable d’hydrolyser plus efficacement 'aztréonam que la céftazidime ou la céfotaxime
(Castanheira, Simner, Bradford, et al. 2021). Les enzymes de type TEM sont devenues
actuellement plus rares tandis que les béta-lactamases de type CTX-M sont les plus répandues

dans le monde (Castanheira et al. 2021).
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III/  Biologie moléculaire :

II1.1. L’extraction de ’ADN :

L'extraction des acides nucléiques est une étape cruciale en biologie moléculaire pour
obtenir des échantillons d’ADN purs en vue d'analyses ultérieures. Le processus d'extraction
d'ADN comprend la rupture des membranes cellulaires et nucléaires, la séparation et la
purification de I'ADN des autres composants du lysat cellulaire, ainsi que la concentration et la
purification de I'ADN. Au fil du temps, différentes méthodes d'isolement d'ADN ont été
développées, mais la méthode au phénol-chloroforme est considérée comme la méthode de

référence (Dairawan and Preetha J 2020).

La technique de phénol-chloroforme repose sur [l'utilisation d'un mélange réactif
comprenant un tampon de lyse contenant du SDS (dodécylsulfate de sodium), du TE (tampon
Tris-EDTA) et de la protéinase K. Ce tampon de lyse joue un role essentiel dans la dissolution
des membranes cellulaires et de I'enveloppe nucléaire. En paralléle, le phénol, le chloroforme
et l'alcool sont utilisés pour separer 'ADN des autres composants cellulaires. Le phénol agit en
dénaturant et en précipitant les protéines, tandis que le chloroforme, en augmentant la densité
de la phase organique, empéche le phénol de passer dans la phase aqueuse. Par centrifugation,
I'échantillon forme une émulsion biphasique, permettant la séparation des phases organique et
aqueuse. L'ADN se trouve principalement dans la phase aqueuse, tandis que les protéines et les
autres composants cellulaires se trouvent dans la phase organique. La méthode de phénol-
chloroforme offre un rendement élevé en ADN et est relativement peu codteuse. Cependant,
elle présente certaines limitations importantes. La toxicité du phénol et du chloroforme
nécessite l'utilisation d'une hotte aspirante pour assurer la sécurité des manipulateurs. De plus,
les échantillons d'ADN extraits présentent une pureté supérieure a celle des autres méthodes
conventionnelles. Malgré ces limitations, la technique de phénol-chloroforme reste largement
utilisée en raison de son efficacité et de son colt abordable. Elle peut étre appliquée a différents
types d'échantillons tels que le sang, les cultures en suspension et les tissus homogénéisés, ce

qui en fait une méthode polyvalente pour I'extraction d'’ADN (Dairawan and Preetha J 2020).

II1.2. La réaction de polymérisation en chaine (PCR) :

La PCR, développée par Mullis en 1983, est une technique enzymatique in vitro qui
permet d'amplifier de maniere spécifique et en grande quantité des courts fragments de
séquences d'acides nucléiques (ADN ou ARN). Les produits de la PCR peuvent ensuite étre
analysés en les séparant par électrophorése sur un gel, ce qui permet leur visualisation et leur
identification (Bhanothu and Venkatesan 2019).

( 1
L 18 )
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Le principe fondamental de la PCR repose sur la réplication in vitro répétée du mateériel
génétique cellulaire cible, ou un fragment d'ADN peut étre amplifié de maniére exclusive a
l'aide de l'enzyme ADN polymérase dans un processus semi-conservateur. Cette enzyme
synthétise une séquence complémentaire d'’ADN en utilisant une amorce spécifique attachée a
I'un des brins d'ADN a des sites particuliers sélectionnés pour démarrer la synthése. Les
amorces permettent de cibler la séquence a amplifier et de produire des milliards de copies du
fragment d’ADN souhaité (Bhanothu and Venkatesan 2019). Un cycle de PCR se compose

généralement de trois étapes distinctes :

A. Dénaturation : L'échantillon d'ADN contenant la séquence cible est chauffé a une
température €levée, généralement (=95 °C). Cela permet de séparer les deux brins d'ADN,
formant ainsi des brins simples (Ahrberg, Manz, and Chung 2016).
B. Hybridation (ou annealing) : la température est diminuée pour cette étape (=56 °C)
pour permettre aux amorces (petits fragments d'ADN complémentaires a la séquence cible) de
se lier spécifiquement aux brins simples d'ADN (Ahrberg et al. 2016).
C. Elongation : Une enzyme appelée ADN polymérase qui est souvent dérivée
d'organismes thermophiles comme Thermus aquaticus se fixe au complexe. L'’ADN polymérase
synthétise un nouvel brin d’ADN en ajoutant des nucléotides complémentaires a la séquence
cible, en utilisant les amorces comme points de départ. Pour augmenter l'activité de la
polymérase, la température est augmentée pour cette étape, typiquement a environ 72°C
(Ahrberg et al. 2016).

Les trois étapes (dénaturation, hybridation et élongation) sont répétées plusieurs fois, pour

amplifier la séquence d’ADN cible de maniére exponentielle (Ahrberg et al. 2016).

IIL.2.1. Les composants du Mix PCR :

1.ADN matrice : Avant de procéder a la réaction de PCR, il est nécessaire d'extraire 'ADN a
partir de I'échantillon que I'on souhaite analyser. Cette extraction permet d'isoler 'ADN de
I'échantillon et de le purifier, de sorte que le fragment d’ADN cible soit présent dans un
échantillon utilisable pour la PCR (DEBAB and MADASSE 2020).

2.ADN polymérase : Le role de ’ADN polymérase est de copier les nucléotides d’ADN.
Lorsque I'enzyme se fixe a 'ADN simple brin, elle synthétise un nouveau brin d'’ADN qui est
complémentaire au brin d'origine. Toutefois, pour initier ce processus de synthese, les ADN
polymérases requiérent une courte région d’ADN double brin, connue sous le nom d'amorce
(DEBAB and MADASSE 2020).
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La Tag ADN polymérase obtenue a partir de Thermus aquaticus (Taq) est stable a des
températures élevées et nécessite des amplifications spécifiques, tandis que d'autres ADN
polymérases se dénaturent. De méme, les ADN polymérases thermostables sont divisés en deux
groupes : celles avec une activité d'exonucléase (correction des erreurs) de 3’ — 5, telles que
la Pyrococcus furiosus (Pfu) ADN polymérase, et celles sans fonctions de correction des
erreurs, comme la Tag ADN polymérase. Les ADN polymérases de correction des erreurs sont
plus précises que les ADN polymérases sans correction des erreurs en raison de leur activité
d'exonucléase 3' — 5, qui peut €liminer les nucléotides mal incorporés d'une chaine en

formation d'un fragment d'’ADN (Bhanothu and Venkatesan 2019).

3.Les amorces : a la fois sens et inverses, sont des courts oligonucléotides d'environ 17 a 30
paires de bases. Idéalement, elles doivent étre parfaitement complémentaires a la séquence cible
a analyser et avoir une composition globale de 50% de bases G et C. Il est important que ces
amorces ne s'hybrident pas entre elles (formation de diméres d'amorces) ou avec elles-mémes
(auto-hybridation), ni ne forment de boucles (structures en epingle). La présence de diméres
d'amorces parasites peut diminuer la sensibilité de la PCR (DEBAB and MADASSE 2020).

4.Les nucléotides dNTPs : Les nucléotides dNTPs (désoxyNucléotides-Triphosphates), tels
que le dGTP, le dATP, le dCTP et le dTTP, sont assemblés par I'enzyme Tag-polymérase et
formeront le brin d’ADN complémentaire (DEBAB and MADASSE 2020).

5.Le magnésium (Mg++) : est un cation essentiel dans la réaction de PCR car il agit comme
un cofacteur nécessaire au bon fonctionnement de I'enzyme polymérase. 11 joue un rdle crucial
dans l'incorporation des précurseurs de nucléotides lors de la synthese de I'ADN. Le magnésium
est généralement ajouté sous forme de chlorure de magnésium (MgCI2) dans la réaction de
PCR, et sa concentration doit étre soigneusement optimisée pour assurer une amplification
efficace et spécifique (DEBAB and MADASSE 2020).

Tous les composants mentionnés précedemment seront mélangés dans le méme tube
réactionnel (DEBAB and MADASSE 2020).

6.Le milieu réactionnel : Le milieu réactionnel de la PCR est composé de plusieurs éléments
essentiels : I'ADN a amplifier, les dANTPs (désoxynucléotides-Triphosphates), les deux amorces,
la Tag polymérase, un tampon et des ions magnésium (MgCl2). Ces deux derniers composants,
sont particulierement importants car ils déterminent le pH optimal et la concentration saline
nécessaire au bon fonctionnement de I'enzyme Taq polymérase (DEBAB and MADASSE
2020).
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1I1.3. Les génes de virulence :

I1I1.3.1. Géne STX:

Les génes Stx sont les principaux facteurs de virulence des Escherichia coli producteurs de
Shiga-toxine (STEC), et parmi lesquelles EHEC. L'expression de ces génes induit a la
production de Shiga-toxine et servent de marqueurs moléculaires pour détecter et identifier ces
agents pathogenes dans les aliments et les échantillons cliniques (Pakbin et al. 2020). Les génes
stx (Stx1 et Stx2) sont portés par des bactériophages tempérés (phages Stx). Ces phages sont des
virus a ADN double brin qui partagent une organisation génétique fonctionnelle similaire au
phage lambda, un des phages d’E. coli les mieux étudiés. Cependant, il existe des variations
importantes dans leur composition génétique et leur taille de génome, allant de 28,7 a 71,9 kb.
Ilssont classés en différentes familles de l'ordre Caudovirales en fonction de leur structure
morphologique. Par exemple, le phage stx2a 933W d'Escherichia coli O157:H7 appartient a la
famille des Podoviridae (Rodriguez-Rubio et al. 2021).

Les phages Stx ont un systeme de régulation commun comprenant les génes cro, cl, N et
Q, qui sont impliqués dans la regulation du phage pour entrer soit dans le cycle lysogénique ou
Iytique. Les genes stx sont situés entre le géne antiterminateur Q et la cassette de lyse (genes S,

R et Rz). lls sont contrdlés par le promoteur pR' (Figure 111.1) (Rodriguez-Rubio et al. 2021).

ty P Pr try Pr tg:

Figure III.1:  larégulation de I’expression de géne stx2 chez le bacteriophage 933W de la souche O157: H7
EDL933 (Rodriguez-Rubio et al. 2021).

La diversité de la région génomique entre les genes de l'antiterminateur Q et stx parmi les
phages Stx du méme sous-type peut influencer le niveau d’expression de Stx. Lorsqu'un
phage entre en cycle lysogénique, son ADN s'insere dans le chromosome d'Escherichia coli,
formant un prophage qui est transmis verticalement a la descendance bactérienne pendant
plusieurs générations cellulaires. La réponse SOS bactérienne est activée en présence de
conditions environnementales menacant la viabilité de la cellule bactérienne, telles qu'un pH
bas, la présence de fer, la présence (ou I'absence) d'ions ou d'autres agents endommageant

I'ADN, ce qui induit I'induction du prophage (Rodriguez-Rubio et al. 2021).

Aprés induction, les prophages sont excisés du chromosome et I'ADN virale se réplique de
fagon indépendante du chromosome bactérien sous forme d’élément extrachromosomique. Il a

été constaté que stx peut étre détecté dans un état extrachromosomique circulaire lorsque les
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éléments non chromosomiques sont analysés par Southern blot apres une PFGE d'ADN digéré
par S1 de souches STEC. Lors de la réplication, I’expression des protéines structurales des
phages et du Stx a lieu. Les composants structurels sont assemblés en nouvelles particules de
phage Stx, qui sont libérées de la cellule par 1’action des protéines lytiques de phage exprimée
a la fin du processus d’induction. Cela perturbe la cellule bactérienne hote, permettant la
libération et la propagation de la shigatoxine, principal facteur de virulence déterminant la
gravité et la létalité de I’infection STEC. La Shiga-toxine peut étre libérée par des vésicules de
la membrane externe (OMV) pour se protéger de la dégradation par les protéases. Les phages
stx sont également libérés, favorisant ainsi la dissémination et I'acquisition du géne stx par
d'autres cellules sensibles, contribuant a I'évolution des Escherichia coli producteurs de
shigatoxines (STEC) (Rodriguez-Rubio et al. 2021).

Geéne Stx1 :

Le géne stx1 code pour la toxine Stx 1 (Shiga-toxinel) qui posséde 99% d’identité avec la
toxine Stx de Shigella dysenteriae, de ce fait, Shiga-toxinel est neutralisable par les anticorps
Anti-Stx de Shigella dysenteriae. Ce géne est décomposé en 3 variants (stx1?, stx1¢et stx19)
(Bonanno 2016). Son expression est assurée par deux promoteurs indépendants : un promoteur
de phage tardif (pR') dépendant de I'induction phagique et permettant la libération de la toxine
par les phages médiés a la lyse cellulaire cellulaire (Rodriguez-Rubio et al. 2021), et un
promoteur intrinseque (psx1) et une séquence de liaison du régulateur d'absorption ferrique
(Fur). En présence de faibles concentrations de fer, la production de Shiga-toxinel est stimulée
mais la lyse cellulaire n'est pas induite, conduisant a une accumulation de la toxine dans les
cellules (Yano et al. 2023).

Geéne Stx2 :

Le géne stx2 est principalement porté par un bactériophage de la famille des Podoviridae,
bien que quelques rapports mentionnent sa présence dans des phages de la famille des
Myoviridae (Rodriguez-Rubio et al. 2021). Il code pour la toxine Stx2 (Shiga-toxine2), qui
possede 56% d’identité avec la toxine Stx de Shigella dysenteriae et donc il n’est pas
neutralisable par les anticorps Anti-Stx de Shigella dysenteriae. Ce géne est décomposé en sept
variants (stx22, stx2®, stx2°, stx29, stx2¢, stx2" et stx29) (Bonanno 2016). 1l posséde son propre
promoteur fonctionnel. Cependant, un promoteur plus puissant, équivalant au promoteur tardif
du génome du phage L. Le promoteur Pr joue un r6le prépondérant dans la transcription a haut
niveau de la toxine Stx2 (Figure 111.1) (Koitabashi et al. 2006).




Chapitre 111: Biologie moléculaire

II1.3.1.2. Les Shiga-toxines :

Les Shiga-toxines sont considérées comme le principal facteur de virulence des STEC.

Elles sont codées par les génes stx présents au sein du génome des bactériophages Stx (ou
phages Stx) (Bonanno 2016).

Les Shiga-toxines, parmi les toxines bactériennes les plus puissantes, sont codées par un
groupe de génes appelés stx (Pakbin et al. 2020) portés sur un opéron de 1230 pb. Ces toxines
appartiennent a la famille des toxines de type AB5 et sont constituées d'une sous-unité A codée
par le géne stxa et de cing sous-unités B codées par le géne stxb La sous-unité A, composée
d'une sous-unité Al contenant le site actif et d'un peptide A2 relié au pentameére de sous-unités
B, endommage le ribosome des cellules cibles et inhibe la synthése des protéines (Bonanno
2016) (Melton-celsa 2014). Le pentamére de sous-unites B (7,7 kDa par monomere) constitue
le domaine de liaison aux cellules endothéliales humaines (Bonanno 2016) en se liant au
récepteur cellulaire le globotriaosylcéramide Gb3 (Melton-celsa 2014), situés sur les cellules
endotheliales. Une fois internalisées par endocytose, les toxines subissent un transport
rétrograde a travers I'appareil de Golgi et le réticulum endoplasmique. La partie A de la toxine
est ensuite activee et penetre dans le cytoplasme, ou elle exerce son activité N-glycosidase sur
I'ARN ribosomique 28S, entrainant l'arrét de la synthése protéique et la mort cellulaire. Les
effets cytotoxiques et apoptotiques des toxines Stx ont été observés sur différents types
cellulaires, tandis que les sous-unités B pourraient induire la production de cytokines par les

cellules épithéliales intestinales (Bouvier 2011).

111.3.2. Géne eae :

Le gene eae est considéré comme le principal facteur de virulence majeur (BOUVIER
2011), situé dans 1'1lot de pathogénicit¢ LEE, d'une longueur d'environ 2 800 pb. Il existe au
moins 19 groupes de sous-types de gene eae, a savoira, f, 7, ¢, &z 1, 0,1, 1, K, A, 14, V, v, 0, T,
p et o, qui codent pour l'intimine, une protéine de 94 kDa impliquée dans la formation des
lésions d'attachement et d'effacement (A/E) (Hua et al. 2020) (BOUVIER 2011). Le N-terminal
de l'intimine est hautement conservé, tandis que le C-terminal, responsable de l'activité de
liaison cellulaire, présente une grande variabilité. Sur la base de cette différence, au moins 30
sous-types d'intimine ont été définis a savoir al, o2, a8, B1, B2, B3, v1, v2, €1, €2, €3, €4, &, z,
z3,m, 12,0, 1, 1,12, Kk, A, 1, v, 0,0, I, p et 6 (Yang et al. 2020). Il a été suggéré que les alleles
d'intimine sont responsables de la spécificité de I'hote et du tropisme tissulaire (Hua et al. 2020).

Plusieurs études ont montré l'association entre les sérotypes et des sous-types spécifiques
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d'intimines, par exemple, les sérotypes O157:H7 et O145:H28 sont associés au sous-type eae-
v1, tandis que O26:H11 est souvent porteur du sous-type eae-f1, O103:H2 et O121:H19 du
sous-type eae-g, et O111:H8 du sous-type eae-01 (Yang et al. 2020).

I11.3.2.1. Locus d’effacement de I’entérocyte (LEE) :

LEE ou le géne eae est porté est d’une taille de 35,5 kb composé de 41 geénes différents

(Figure II1.2) organisés en trois régions majeures :

1. Systéeme de sécrétion de type III (TTSS) codé par un groupe de gene (sepA a sepl) qui

exporte les molécules effectrices de virulence en les injectant dans la cellule hote (PATON

2008) (Michele 2016).

2. Une région d’adhésion qui est I’intimine codée par le gene eae et son récepteur de

translocation Tir :

e Gene eae : code pour l'intimin, une protéine de membrane externe (OMP) de 939 amino-
acides qui assure la fixation intime a l'entérocyte (PATON 2008).

eGene tir: code pour le co-récepteur spécifique de 1’intimine, Tir (Translocated Intimin
Receptor) qui a été auparavant appelée Hp90, une protéine de 78 kDa injectée dans le
cytoplasme de la cellule eucaryote grace au systeme de sécrétion de type III ou il est modifié
par des kinases. Tir s’ins€re ensuite dans la membrane cytoplasmique de I’entérocyte (PATON
2008) (BOUVIER 2011).

3. Plusieurs protéines sécrétées (Esp) codées par les genes esp. Les protéines sécrétées sont

impliguées dans la modification du signal de transduction au niveau de la cellule hote lors de

la formation des lésions A/E. Les protéines Esp ne comportant pas de séquence signal, leur

sécrétion a été attribuée au systéme de sécrétion de type III (BOUVIER 2011) (Michele 2016).
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IL.3.3. Géne cnfl :

Le gene cnfl est un géne trouvé dans certaines souches de la bactérie E.coli (Travaglione,
Fabbri, and Fiorentini 2008) et code pour une toxine appelée "Cytotoxic Necrotizing Factor 1"
(CNF1) (Tsoumtsa Meda et al. 2022). Ce gene est localisé sur le chromosome de la bactérie
(Alhadidi, Al-Qaysi, and Al-Halbosiy 2022), et il est principalement retrouvé dans des souches
pathogénes d'E. coli, notamment celles impliquées dans des infections intestinales ou extra-
intestinales telles que les infections des voies urinaires, la bactériémie et la méningite chez les
nouveau-nés (Fabbri and Bracci 2022). Ce géne est d’une taille de 3042 bp (Soltani et al. 2018)
et est codé au sein du méme Tlot de pathogénicité d'une hémolysine (HlyA) (Fabbri and Bracci
2022), il est étroitement associé a un opéron hlyCABD a travers une séquence intergénique
(igs) de 943 pb comprise entre les génes hlyD et cnfl (Landraud et al. 2003). CNF1 et HIyA
sont toujours Co-transcrits sous le méme régulateur coopérant pour favoriser la persistance des

bactéries pathogénes au cours de la bactériémie (Fabbri and Bracci 2022).

I11.3.3.1. Le facteur I de nécrose cytotoxique (Cytotoxic Necrotizing Factor (CNF1):

CNFL1 est un facteur de virulence bactérien (Wang and Kim 2013). Il a été décrit pour la
premiére fois en 1983 par Caprioli et ses collaborateurs comme une toxine capable de provoquer
une multi-nucléation "Cytotoxic" dans des cellules en culture et une nécrose de la peau de lapin
"Necrotizing". C’est une toxine protéique bactérienne a chaine unique de 115 kDa qui exerce
un contréle trés spécifique de l'activité Rho GTPase (Tantillo et al. 2018) (Alhadidi et al. 2022)
entrainant des altérations du cytosquelette et certains effets sur le cycle cellulaire avec une
macropinocytose, induisant un effet spécifique (CPE) connu sous le nom de mégalocytose,
provoquant la multi-nucléation et l'agrandissement de la cellule (Alhadidi et al. 2022). 1l est
composeé de trois domaines le domaine N-terminal, le domaine de translocation et le domaine

C-terminal, indispensables a son activité catalytique (Tantillo et al. 2018).

1I1.3.3.2. Mode d’action :

Le CNF1 se lie a des récepteurs spécifiques a la surface des cellules hotes et est internalisé
par endocytose pour étre libérée dans le cytosol. Une fois dans le cytosol, le CNF1 active
spécifiqguement les protéines Rho GTPases, Ces protéines jouent un rdle essentiel dans la
régulation de la dynamique du cytosquelette et dans divers processus cellulaires. Le CNF1
modifie chimiquement les Rho GTPases en catalysant leur désamination, c'est-a-dire la
conversion de l'acide glutamine en glutamate. Cette modification altére I'activité des Rho

GTPases. en activant et modifiant les Rho GTPases, le CNF1 provoque des altérations du
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cytosquelette cellulaire, cela peut entrainer des changements morphologiques, tels que des

altérations de la structure et de la fonction des filaments d'actine (Fabbri and Bracci 2022).

I11.3.4. Géneafa:

Les génes afa codent pour les adhésines afimbriales (Afas) exprimées par la souche
d'Escherichia coli associée a la diarrhée (Servin 2005). Ces protéines d'adhésion facilitent

I'attachement des E. coli pathogénes aux tissus de I'héte (Julie-Hélene 2014).

Ils sont codés par un groupe de cinqg genes, a savoir afaC, afaB, afaD, afak et afaA, d'une
longueur totale de 6,7 kb, parmi eux, afaB, afaC et afaE sont responsables de I'expression de
I'adhésine et de son attachement aux cellules épithéliales (Figurelll.3). AfaB est la principale
protéine structurale, tandis que AfaC est le précurseur de la protéine MRHA (hémagglutination
résistante au mannose), qui permet l'agglutination des érythrocytes sans étre inhibée par la
présence de D-mannose mais elle dépend de la présence de la protéine AFA-I (Aleksandrowicz
et al. 2021). Le géne afakE présente une grande hétérogénéité, conduisant a la production

d'adhésines ayant des antigenes distincts (Le Bouguénec and Servin 2006).

Il existe quatre operons differents (afa-1, afa-2, afa-3 et afa-4) qui codent pour les
adhésines Afa-1, Afa-1l, Afa-1ll et Afa-IV respectivement (Aleksandrowicz et al.
2021). L'analyse des genes afa-3 a révélé que les opérons de la famille afa se composent de six
genes (afaA a afaF) organisés en deux unités transcriptionnelles distinctes. La premiére unité
comprend les genes afaA a afak, tandis que la deuxiéme unité comprend le géne afaF (Le

Bouguénec and Servin 2006).

afaBC PCR
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- afall type PCR
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at the bacterial surface Afimbrial Thin fimbrial

Figure IIL.3: Organisation génétique et structurelle des groupes de génes afa (Le Bouguénec and
Servin 2006)

L.3.5. Géne ompT :

Le géne ompT est présent chez pres de 90% d’E.coli uropathogéne cliniquement isolées,

est largement exprimé parmi les genes de virulence impliqués dans les infections urinaires.

( 1
L 26 )
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OmpT, une protéine de la membrane externe, a été identifiée comme un facteur de
virulence majeur chez la plupart des Escherichia coli uropathogenes (UPEC). Elle appartient a
la famille des protéases omptine présentes dans certaines bactéries Gram-négative. OmpT est
une protéase aspartique localisée sur la membrane externe d'Escherichia coli (He et al. 2015).
Bien qu'il n'y ait pas de substrats naturels rapportés pour OmpT, les observations de son activité
sur les protéines recombinantes suggérent son implication potentielle dans la maturation des
protéines sécrétées. Cependant, il n'est pas clair si OmpT peut faciliter une infection bactérienne
en jouant un réle similaire dans la dégradation des peptides ou des protéines antimicrobiennes
dérivées de I'hdte lors des interactions pathogenes entre Escherichia coli et les cellules
épithéliales urinaires (Hui et al. 2010). OmpT joue un role multifactoriel dans la pathogenése
des infections urinaires, notamment en augmentant I'adhérence et l'invasion bactériennes, en
favorisant la formation de bactéries intracellulaires communautaires (IBCs) et en stimulant la

production de cytokines pro-inflammatoires (He et al. 2015).

1I1.4. Les génes de résistance aux antibiotiques :

II1.4.1. Geéne tet(A):

Plus de quarante génes acquis sont responsables de la résistance a la tétracycline, en
utilisant divers mécanismes pour neutraliser I'effet de I'antibiotique. Le géne de résistance a la
tétracycline a d’abord été identifié par sa capacité a conférer une résistance a E. coli. Ces genes
codent pour des pompes a efflux, une inactivation enzymatique ou des genes de protection

ribosomique (Perewari et al 2022).

La résistance aux tétracyclines est principalement médiée par la protéine TetA, qui est
intégrée dans la membrane cytoplasmique des bactéries. Cette protéine est codée par le géne
tet(A) et sa régulation se fait généralement au niveau de la transcription par le répresseur TetR,
qui est sensible aux tétracyclines et est codé par le gene tet(R). En I'absence de I’antibiotique
tétracycline, le répresseur se lie aux séquences tetOl et tetO2, ce qui entraine l'arrét de la
transcription des genes tet(A) et tet(R). Une fois que la tétracycline pénetre dans la cellule, elle
se lie au répresseur avec une forte affinité. Cela induit un changement de sa conformation et
entraine sa dissociation de tetO, permettant ainsi I'expression du géne tet(A)(Hillen and Berens
1994). La protéine TetA doit étre exprimée avant que la concentration intracytoplasmique de
tétracycline n'atteigne un niveau suffisant pour inhiber la traduction. Pour cela, il est nécessaire
d'avoir une forte affinité de TetR pour tetO et tétracycline afin de maintenir un faible niveau
d'expression basal de tet(A), ainsi qu'une expression élevée et a court terme de TetA pour réduire

initialement la concentration interne de tétracycline (Hillen and Berens 1994).
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111.4.2. Géne TEM :

Le gene TEM est responsable de la production d'une enzyme appelée béta-lactamase de
type TEM, qui confere une résistance aux béta-lactamines. Ces enzymes ont été initialement
isolées en 1965 a partir d'une souche d'E. coli provenant d'un patient nommé Temoneira, a
Atheénes, en Grece, d'ou leur nom TEM (Ur Rahman et al. 2018).

Les béta-lactamases TEM appartiennent a la classe A des béta-lactamases et sont capables
d'hydrolyser les pénicillines et les céphalosporines de premiere génération, telles que la
céphaloridine. Elles sont fortement inhibées par I'acide clavulanique et les tazobactams. Selon
un rapport publié en 2005, 138 types de béta-lactamases TEM ont été décrits, souvent médies
par des plasmides. Ces variantes sont derivées de mutations dans les génes TEM classiques
(TEM-1 et TEM-2), qui impliquent des substitutions d'un ou plusieurs acides aminés autour du
site actif (Ur Rahman et al. 2018).

I11.4.2.1. Mode d’action des B-lactamases :

Les B-lactamases de classe A utilisent des résidus d'acides aminés spécifiques dans leur site
actif pour faciliter la liaison, la formation d'acyl-enzyme et la libération du I’antibiotique.
Certains résidus clés, tels que Ser70, Ser130, Asn132, Glul66, Asn170, jouent un role crucial
dans ces processus. Par exemple, Ser70 agit comme un "agent nucléophile” en attaquant le
groupement carbonyle de 1'anneau B-lactame des B-lactamines, tandis que Glu166 agit en tant
que base générale en activant une molécule d'eau qui participe a la réaction. Des interactions
entre certains acides aminés comme Asnl70 et Glul66, aident a positionner les résidus pour
faciliter la réaction (Palzkill 2018).

Ces résidus essentiels sont nécessaires pour la catalyse de tous les types d'antibiotiques p-
lactamines. Des mutations affectant ces positions réduisent l'activité catalytique. Cependant,
des mutations sur d'autres résidus, en particulier ceux situés dans une structure appelée boucle
omeéga, peuvent augmenter l'efficacité de I'enzyme pour hydrolyser certains types spécifiques

d'antibiotiques B-lactamines, tels que les oxyimino-céphalosporines (Palzkill 2018).

111.4.3. Géne gnr:

Bien que la résistance aux quinolones soit généralement le résultat de mutations
chromosomiques (Wang, Sahm, et al. 2006) par deux principaux mécanismes, soit par
modification des cibles des quinolones par des substitutions d'acides aminés dans les régions
déterminantes de résistance aux quinolones de I'ADN gyrase (gyrA et gyrB) et des sous-unités

de I'ADN topoisomérase 1V (parC et parE), ce qui entraine une modification de la cible (Pakzad




Chapitre 111: Biologie moléculaire

et al. 2011)(Rezazadeh, Baghchesaraei, and Peymani 2016), soit par une diminution de la
concentration intracellulaire due a I'imperméabilité de la membrane ou a la surexpression des
systemes de pompe a efflux(Pakzad et al. 2011), des études récentes indiquent que la résistance
aux quinolones peut également étre médiée par des plasmides(Wang, Tran, et al. 2006). Les
génes (gnr) médiatisent la résistance aux quinolones a médiation plasmidique en codant pour
des protéines appartenant a la famille des répétitions pentapeptidiques, qui protegent 'ADN
gyrase et la topoisomérase IV contre les composes quinolones (Rezazadeh et al. 2016). Ce géne

est porté par les intégrons de classe 1 de la famille In4 (Jeong et al. 2005).

Environ 100 variants de genes qnr ont été décrits principalement chez les
Enterobacteriaceae, et regroupés en 5 familles distinctes : gnrA, gnrB, gnrC, gnrD et gnrS
(Salah, Fortune Djimabi, Soubeiga et al. 2019). Les trois principaux groupes de déterminants
gnr sont gnrA, gnrB et gnrS. Le premier gene de résistance aux quinolones a médiation
plasmidique (gnrA) a été identifié dans une souche clinique de Klebsiella pneumoniae isolée en
Alabama en 1998. Les deux autres déterminants de qnr (qnrB et gnrS) ont par la suite été
observés chez d'autres especes d'entérobactéries dont E. coli, Enterobacter spp., Salmonella

spp. et Klebsiella pneumoniae (Rezazadeh et al. 2016).

QnrA confere une résistance aux quinolones telles que I'acide nalidixique et augmente les
CMI des fluoroquinolones jusqu'a 32 fois dans Escherichia coli. De plus, il favorise la selection
de déterminants de résistance aux quinolones codés par les chromosomes qui conferent une
résistance supplémentaire aux fluoroquinolones. Les déterminants de la résistance, QnrB
(QnrB1 a QnrB6) et QnrS (QnrS1 et QnrS2) partageant respectivement 41 % et 60 % d'identité

d'acides aminés avec QnrA (Pakzad et al. 2011).

111.4.4. Gene dfrAl :

Le géne dfrAl code pour une dihydrofolate réductase (DHFR) qui présente une résistance
élevée au triméthoprime, conférant une augmentation de la résistance de 1000 fois chez E. coli.
Il est le plus répandu parmi les genes dfr extrachromosomiques, présent dans 38 % des souches
porteuses de ces génes, et est souvent associé a des intégrons de type | et 1l (Lombardo et al.
2016).
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IV/  Epidémiologie

1V.1. Epidémiologie

Les Escherichia coli entérohémorragiques (EHEC) sont d'importants pathogénes d'origine
alimentaire ayant un réservoir bovin. Pendant plusieurs années, la recherche et Ila
réglementation ont porté sur le sérogroupe EHEC le plus souvent associé a une maladie
humaine grave, 'IEHEC 0157 (Liesel J. Schneider 2017) responsable des diarrhées , des colites
hémorragiques (HC) et du syndrome hémolytique urémique(SHU) (Barka and Mebrouk 2014).

Selon (Lemaignen et al. 2013) , environ 73 000 infections a E. coli 0157 :H7 surviennent

chaque année aux Etats-Unis, entrainant 2170 hospitalisations et 61 déces.

La diarrhée sanglante représente le symptéme initial d'une infection potentielle a EHEC.
Des etudes ont montré que la prévalence des EHEC était d'environ 1 % a partir de coprocultures
effectuées pour des diarrhées de toutes sortes, et de 3.5 % pour les diarrhées sanglantes. Le
sérotype O157 est le plus courant, représentant environ 50 % des cas. Chez les patients atteints
d'une infection a E. coli non 0157, un épisode de diarrhée sanglante est retrouvé chez 53 % a
77 % des patients, tandis que pour les E. coli du sérogroupe O157 ce taux est de 67 % a 91 %.
4 a9 % des cas sporadiques de diarrhées a EHEC se compliquent de SHU qui est consideré
comme la complication la plus sévere d'infection par EHEC, allant jusqu’a 20 % dans les formes
épidéemiques (Lemaignen et al. 2013). Le SHU est en effet la principale cause d’insuffisance
rénale aigue chez I’enfant de moins de 3 ans. La 1étalité varie de 3 a 5 % et plus d’un tiers des

malades conservent des sequelles rénales a long terme (Brugére et al. 2012).

Le taux d'incidence global du syndrome hémolytique et urémique (SHU) est estimé a deux
cas pour 100 000 patients-années, mais il atteint un pic chez les patients de moins de cing ans
avec un taux de 6.1 cas pour 100 000 patients-années, représentant environ la moitié des cas de
SHU post-diarrhéique. Entre 35 et 60 % des patients nécessitent une transfusion de culots
globulaires, tandis que 50 a 60 % ont besoin d'une dialyse pendant la phase aigué de la maladie,
et 12 % nécessitent une épuration extra-rénale chronique. En conséquence, le SHU post-
infectieux est la principale cause de dialyse chez les enfants aux Etats-Unis (Lemaignen et al.
2013).

IV.1.1. Europe:
Selon (Brugere et al. 2012) et d'aprés les données épidémiologiques mondiales, un grand
nombre de sérotypes d'EHEC (plus de 200) sont liés a des symptomes cliniques graves chez

I'étre humain, tels que la colite hémorragique ou le SHU. Bien que le sérotype O157:H7 soit le
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plus fréquent (64 % des cas de SHU en Europe entre 2002 et 2006), seuls quelques sérotypes
ont été regulierement impliqués dans des épidémies. La figure 1.1 montre quelques épidémies
d'EHEC en Europe survenues entre 2006 et 2011.
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Figure 1V.1: Epidémies a EHEC survenues depuis 2006 en Europe et publiées dans la littérature
internationale (Brugére et al. 2012).

IV.2. Les génes de virulence :

IV.2.1. Génes Stx1? et stx2?:
IV.2.1.1. Europe :

L’¢étude réalisée sur 272 souches (isolées entre janvier 1996 et septembre 2012 a partir des
selles de patients atteints de SHU, de diarrhée sanglante ou de diarrhée non sanglante)
d’Escherichia coli entérohémorragique O26 dans 7 pays européens ( Allemagne, Autriche,
Italie, la République tcheéque, Belgique, Le Royaume-Uni, Slovaquie) a montrées que 107 des

souches (39.3%) possedent le géne stx/“ (Bielaszewska et al. 2013).

a. Espagne:

Une étude menée en Espagne entre 1980 et 1999 a examiné 171 souches de STEC O157
provenant de différentes régions géographiques d'Espagne. Ces souches ont été isolées a partir
de diverses sources y compris 171 isolats (82 isolats bovins, 67 isolats humain, 12 isolats ovins,
10 isolats de produits de beeuf cru). Les souches ont été analysées par la méthode PCR, révélant
que 3 (2%) des souches contenaient des genes stx1, 104 (61%) possédaient des genes stx2, et
64 (37%) possédaient a la fois les genes stx1 et stx2, alors que le géne eae® était absent dans

toutes les souches (0%) (Tableau I'V.1) (Mora et al. 2004).
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Une étude menée en Espagne a examiné 13 souches d’EHEC (O157 H:7, 026 H :11 ,
0103 H:2) isolées a partir de viande de beeuf hachée collectée dans 30 magasins locaux de la
ville Lugo entre 1995 et 2003 a partir un total de 785 échantillons. Les souches ont été analysées
par la méthode PCR, et les résultats ont montré que 11 souches présentaient le géne stx/ et 7
possédaient le géne stx2 tandis que 5 avaient les deux geénes a la fois (Tableau I'V.1) (Mora,

Blanco, et al. 2007) .

Un total de 514 isolats de STEC provenant de bovins diarrhéiques et sains en Espagne a
été caractérisés dans cette étude. Parmi eux, 111 étaient des E. coli entérohémorragiques de
différents sérotypes (026:H11, O103:H2, O157:H7). Les souches d'EHEC ont été examinées
par PCR multiplex pour détecter la présence des genes de virulence stx/ et stx2. Les résultats
ont montré que 65 (58,56 %) des souches possédaient le géne stx/, 80 (72,07 %) possédaient le
gene stx2 et 34 (30,63 %) possédaient les deux génes simultanément (Tableau IV.1) (M. Blanco
et al. 2004).

Une étude menée en Espagne entre 1992—1999 a portée sur 141 souches (soit 20%) d'E.coli
0157 :H7 isolées a partir d'un échantillonnage total de 722 isolats d’E.coli productrice de Shiga
toxines STEC. Parmi ces souches, 47 provenaient d'isolats humains, 82 provenaient d'isolats
bovins, 7 provenaient de viande de beeuf et 5 provenaient d'isolats ovins. Les souches ont été
analysées par la méthode de la PCR et les résultats ont montré que 3 (2%) souches présentaient
le génes stx1, 82 (58%) possédaient des génes stx2, et 56 (40%) possédaient a la fois les génes
stx1 et stx2 (Tableau I'V.1) (Mora et al. 2004).

b. Italie :

Une étude réalisée en Italie, entre décembre 2001 et janvier 2003 a examiné 88 souches
d'E. coli O157 :H7 isolées a partir de 12 (27%) des 45 veaux examinés. Les souches dEHEC
ont été examinées par PCR multiplex pour détecter la présence des génes de virulence stx/ et
stx2. Les résultats ont montré que 48 souches (soit 54.5%) portaient le geéne stx2, 37 souches
(soit 42.04%) ne présentaient aucun des deux genes et trois souches (soit 3.4%) possédaient a

la fois stx/ et stx2 (Tableau I'V.1) (Alonso et al. 2007).

¢. Turquie :
Une étude menée dans I'est de la Turquie (Malatya et Elazig) a porté sur 10 souches d'E.coli
0157 isolées a partir des selles de patients souffrant de diarrhée, sur un total de 367 échantillons.

Les souches ont été testées par PCR multiplex, et les résultats ont révélé que aucune de ces
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souches (0%) ne possédait les genes stx/ et stx2 (Tableau IV.1) (Kalin, Ongor, and Cetinkaya
2012).

La réaction de PCR multiplex réalisée par (Kalin et al. 2012) sur 5 souches d’E.coli O157
isolées a partir des échantillons d'organes internes (foie et caccum) de poulets de chair
sé¢lectionnés au hasard (n = 1 000) d'un 4ge moyen de 43 jours prélevés chaque semaine dans
trois abattoirs des provinces de Malatya et d'Elazig, situés dans l'est de la Turquie entre
septembre 2009 et avril 2010 , a révelé I'absence des genes stx/ et stx2 dans ces souches (0%)

(Tableau IV.1) (Kalin et al. 2012).

80 échantillons de viande hachée ont été prélevés chez des bouchers, des restaurants et des
restaurants de viande grillée dans la province d'Elazig (Turquie) entre décembre 2009 et
novembre 2010, dans le but d'isoler E. coli O157 et d'étudier la présence de génes de Shiga
toxine (stx/ et stx2) par PCR. Sur ces 80 échantillons, seulement 6 (7,5 %) ont été identifiés
comme ¢tant des E. coli O157 :H7. Le geéne stx] a été détecté dans un seul isolat et stx2 dans
trois des isolats. Un isolat présentait a la fois stx/ et stx2, tandis que trois des isolats ne

présentaient aucun des deux génes (Tableau IV.1) (Kalin and Ongér 2014).

IV.2.1.2. Afrique :
a. Algérie :

Un total de 756 échantillons de viande bovine congelée importée de différentes pays
(Uruguay, Brésil, Argentine, Irlande, Australie et Nouvelle-Z¢élande) ont été analysés afin de
détecter la présence d'E. coli O157 :H7 et d'identifier les génes de virulence stx/ et stx2 par
PCR. Les résultats ont montré que seules cinq souches étaient identifiées comme étant des
EHEC O157 :H7, soit un taux de prévalence de 0,66 %. Parmi ces 5 souches, une seule possédait
le gene stx/ tandis que toutes les souches possédaient le gene stx2. De plus, une seule souche

avait les deux génes simultanément et 4 souches possédaient le géne eae“ (Tableau IV.1) (Salih

et al. 2014).

b. Nigeria :

Une étude menée a Ado-Ekiti au Nigeria entre janvier 2010 et décembre 2011 a examiné
13 souches (soit 4,1 %) d'E. coli O157 isolées a partir de bétails et 8 souches (soit 2,5 %) a
partir de poulets locaux, a partir d'un échantillonnage total de 722 échantillons fécaux provenant
de diverses sources. les souches ont été analysées par la méthode de la PCR et les résultats ont

montrés que 13 souches (soit 61,9%) d'E. coli O157 isolées a partir des bétails présentaient le
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gene stx/ alors que le géne eae était absent (0 %) (Tableau IV.1) (Oluyege and Famurewa

2015).

IV.2.1.3. Amérique :
a. Pérou:

Une étude menée a Lima Métropolitaine (Pérou) entre octobre 2000 et février 2001 a
examiné 50 (12.3%) souches d’EHEC isolées a partir 407 échantillons alimentaires dont (23 a
partir 102 beeuf hachés, 15 a partir 102 viandes de beeuf, 8 a partir 102 fromages a pate molle
et 4 a partir 101 légumes frais). parmi les 50 souches, 35 souches ont été analysées par la
méthode de la PCR au niveau de Laboratoire de Référence de E.coli (LREC) et les résultats
ont montré que 33 souches ont les genes stx dont 28 (80% ) possédaient le géne stx2, 5 souches
(14%) 1solées a partir du fromage ont les deux genes simultanément et aucune de ces souches

(0%) ne possédait les genes eae (Tableau I'V.1) (Mora et al. 2007).

b. Argentine :

Une étude menée en Argentine en 2004 a examiné 14 souches d’EHEC O157 H:7, 026
H:11, O103 H:2 a partir des selles de bovins diarrhéiques et sains (131) et de produits de viande
bovine (hamburgers et viande hachée) (22) a partir d’un total de 153 souches productrices des
Shiga toxines . les souches ont été analysées par PCR révélant que 7 souches possédaient le
gene stx/ tandis qu’il est absent chez les7 autres souches et que 8 souches présentaient le géne

stx2 tandis qu’une seul souches avait les deux geénes a la fois (Tableau IV.1) (Miguel Blanco et

al. 2004).

IV.2.1.4. Asie:
a. Japan:

Une étude réalisée dans la région de Kanto-Koshinetsu au Japon entre mai et octobre 1998
a examiné 16 souches d'EHEC a partir de 358 échantillons de selles prélevés sur des bovins
laitiers (87 veaux de moins de 5 mois, 88 génisses de 5 a 12 mois et 183 vaches) dans 78 fermes.
Les souches ont été analysées par PCR, et les résultats ont révélé que 2 souches (12,5 %)

présentaient le géne stx2 (Tableau IV.1) (Kobayashi et al. 2003).

b. Iran:
Une étude menée en Iran entre aolt 2010 et mai 2011 a examiné quatre souches d'E. coli
O157 isolées a partir d'un total de 201 échantillons. Parmi ces échantillons, une souche

provenait de 37 (soit 2,7%) de bceuf haché, deux souches provenaient de 50 (soit 4,0%)
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¢chantillons de beurre traditionnel, et une souche provenait de 50 (soit 2,0%) échantillons de
créeme traditionnelle. Les souches ont ¢été analysées a l'aide de la méthode de la PCR, et les
résultats ont révélé¢ que toutes les souches d'E. coli O157 présentaient le géne eae‘ (Tableau

IV.1) (E. Rahimi 2012).

Tableau IV.1: Epidémiologie des genes stx1, stx2 et eae® en différents pays.

Pays | Année Source de | Type de | Nombre | Gene Référe
préleveme | prélevem | d’EHEC nce
nt ent stx1 | stx2 | StxLetstx2 | eae

EUROPE
m | 1980-1999 | Humains 171 3/171( 104/171 64/171 0% (Mora et
@ Bovins / 2%) (61%) (37%) al.
g ovins 2004)
Z | 1995-2003 Viande de | 13/785 11/13 7/13 5/13 (Mora,
i beeuf (84.61%) | (53.84%) | (38.46%) , | Blanco,
hachée et al
2007)
2003 Bovins 111/514 65/111 80/111 34/111 (M.
diarrhéique / (58,56 %) | (72,07 %) | (30,63 %) / Blanco
s et sains et al
2004)
1992-1999 | Humains / 47 0% 28 (60%) | 19 (40%) / (Mora
et al
Bovins 82 2 (2%) 46 (56%) | 34 (41%) / 2004)
Viande de 7 1 (14%) 3 (43%) 3 (43%) /
beeuf
Ovins 5 0% 5(100%) | 0% /
Totale 1417722 | 3 (2%) 82 (58%) | 56 (40%) /
— | décembre Veaux 88 3/88 (3.4%) | 48/88(54. | 3/88 (3.4%) (Alonso
2 | 2001 et 5%) et al
® | janvier / / 2007)
2003
m | Septembre | Poulets de | Foie 1/1000 (0%) (0%) (0%) (Kalin
= | 2009 - avril | chair (0.1 %) et al
& | 2010 2012)
) Caecum | 4/1000 (0%) (0%) (0%)
= (0.4 %)
3 /
s Totale 5/1000 | (0%) (0%) (0%)
(0.5%)
Homme selles 10/367 (0%) (0%) (0%)
(2.7 %)
décembre viande 6/80(7,5 | 1/6 3/6 1/6 (Kalin
2009 - / hachée %) / and
novembre Ongor
2010, 2014)
Afrique
( ]
L 3 )
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Un total de 18 isolats d'E. coli O157 ont été isolées a partir d'échantillons de viande de
différentes sources collectées de maniére aléatoire dans diverses régions de la province
d'Ispahan, en Iran. Les échantillons comprenaient de la viande bovine (n = 40), ovine (n = 20),
de chamelle (n = 30), de poulet (n = 60) et de dinde (n = 30). Les 18 souches ont ensuite été
soumises a une analyse par PCR afin de détecter la présence des gene de virulence cnfl et afa
et les résultats ont révélé que 61,6 % des souches isolées a partir des différents types

d'échantillons présentaient le géne cnfl et afa (Mandana Lotfi, Hassan Momtaz 2021).

Sur les 110 échantillons d'urine prélevés a partir des patients présentant des symptomes
d'infection urinaire a Sanandaj, a l'ouest de I'lran, entre juillet et septembre 2015, 7 souches (6,4

%) ont été identifiées comme étant des E.coli entérohémorragiques (EHEC). Ces 7 souches

36

'

> | 2014 viande 5/756 1/5 5/5 1/5 4 (Salih et
=) bovine (0,66 %) (80%) | al.
= congelée 2014)
— | janvier Bétails Selles 13/722 13/21 0/21(0%) | 0/21(0%) 0% (Oluyeg
g | 2010- (4,1 %) (61,9%) e and
5 | décembre Famure
2011 poulets 8/722 (2,5 | 0/21(0%) 0/21(0%) | 0/21(0%) wa
locaux %) 2015)
Amérique
o | octobre Bovin Viande 50/407 5/35 28 /35 5/35 0% (Mora,
3 | 2000- (12.3%) | (14%) (80%) (14%) Leon, et
€ | février 2001 | Fromage Fromage | 35/50 al.
a pate | (70%) 2007)
Légumes molle ont  été
analysées
Légumes | par PCR
frais
o 3 | 2004 Bovins Viande 14/153 7114 8/14 1/14 (Miguel
‘c‘: (9.15%) (50%) (57.14 %) | (7.14%) Blanco
=] / et al
= 2004)
Asie
o | Mai - (Kobay
§ octobre Bovins Selles 16/358 / 2/16 / / ashi et
S5 | 1998 (4.47%) (12,5 %) al.
2003)
= | Aolt 2010 - 100% | (Rahimi
£ | Mai 2011 / / 4/201 / / / et al
2012)
IV.2.2. Les genes cnf1 et afa :
IV.2.2.1. Asie:
a. Iran:
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d'EHEC ont été analysées par PCR, et les résultats de I'étude indiquent que seulement 2 souches

possedent les génes de virulence cnfl et afa (Derakhshan et al. 2019).

IV.3. Geénelpr2 :

IV.3.1.1. Europe :
a. Allemagne :

6 souches d’EHEC isolées provenant de divers source et pays (2 a partir des humain ( Brazil
et Allemagne), 1 de bétail (Allemagne), 1 chameau(Allemagne), 2 veau( Suisse, Allemagne))
ont été analysées par PCR multiplexe , les résultats révelent que seule la souches provenant de

veau en suisse posseéde le gene ipr2 (Ewers et al. 2005).

IV.4. Les génes de résistance aux antibiotiques :

IV4.1. TEM:
IV.4.1.1. Afrique :

a. Egypt:

Une étude réalisée a Mansoura, en Egypte, en octobre 2015, a examiné 4 souches d'EHEC
(28,5%) parmi les 14 souches d'E.coli isolés a partir de 120 échantillons de viande de poulet
congelée. Les souches ont été analysées par PCR multiplex, et les résultats ont montré qu'une
seule souche d'EHEC portait le géne TEM (Younis et al. 2017).

Un total de 150 échantillons de différents types, comprenant du lait cru, du fromage
Kareish, de I'eau, de l'alimentation, des écouvillons de pis et des écouvillons rectaux, ont eté
isolés a partir de 25 buffles laitiers domestiques élevés dans différentes localités du gouvernorat
de Dakahlia en Egypte entre décembre 2020 et juillet 2021 afin de caractériser la population
bactérienne et le géne de résistance TEM par la méthode de la PCR multiplex. Les résultats ont
révélé que parmi les 28 souches d'E. coli identifiées, 11 souches ont été identifiées comme étant
des EHEC soit 39,28% et toutes les souches d'EHEC identifiées (100%) présentaient le gene de
résistance TEM (Elafify et al. 2022).

Une étude menée en Egypte en 2022 a examiné 9 souches d'EHEC (30%) parmi les 30
souches d'E. coli isolées a partir du lait de vaches et de buffles atteints de mammite, de viandes
bovines, de viandes de buffles et de viandes de poulet. Les souches ont été soumises a une
analyse par PCR multiplex afin de détecter le géne de résistance TEM. Les résultats ont révélé

que 2 souches étaient porteuses du gene TEM (Ashmony et al. 2022).
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IV.4.1.2. Asie:
a. Jordanie :

Une étude menée au nord de Jordanie entre avril 2014 et juin 2015 a examiné 57 souches
d’EHEC isolées a partir 407 échantillon fécal dont 100 échantillons a partir de ’homme et 307
animaux. Les souches ont été analysées par la PCR multiplex pour caractériser le géne TEM.
les résultats ont révélé que 19 isolats (33.33%) présentent le gene de résistance TEM (Tarazi et
al. 2021).

IV.4.2. CmlA, qnr, dfrAl, tet(A) :

Plusieurs études ont été menées dans différents pays, notamment en Iran et en Egypte, a
différentes périodes, dans le but d'identifier les souches d'EHEC et de caracteriser les différents
genes de résistance (CmlA, gnr, dfrAl et tet(A)), par la technique de PCR. Les résultats obtenus

sont récapitulés dans le tableau V.2 ci-dessous :

Tableau IV.1: Epidémiologie des génes cmlA, tet(A), dfrAl, gnr dans differents pays.

Asie
D
- > ® o EE s =z Les génes de résistance Rezeeren
5| 3 5 2288 E2i¢
@ 3 = mIA | Tet(A) | DfrAl Qnr | (Momtaz
38 Qe Farzan
2010-2011 | 35 Anesses 424 lait cru 14/102 4/14 7114 12/14 14 et al.
98 Brebis 295 produits | (13.72%) | 28.57% | 50% | 85.71% | 100% 2012)
110 Vache laitiers
52
Bufflonnes
85 chevres
2010-2011 | Poulets 422 échantillons | 31/146 14/31 | 14/31 | 17/31 | 18/31 | (Momtaz
de viande 37.80% | 45.16% | 45.16% | 54.38% | 58.06% | and
Jamshidi
- 2012)
g |2011-2012 | Vaches 268 échantillons | 11/73 2/11 6/11 5/11 6/11 (Momtaz
atteintes de de lait cru 15.06% | 18.2% |54.5% |45.5% |54.5% | etal.
mammite 2012)
2015 70 vaches 458 échantillons | 36/458 1/36 22/36 | 11/36 | 15/36 | (Mashak
68 moutons de viande 7.86% 2.7% 41.66% | 2018)
60 chévres 61.11% | 30.55%
60 chameaux
80 poulets
60 dindes
60 cailles
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2018 200 19/200 1/19 11/19 | 12/19 |10/19 | (Karimp
Hamburgers 9.50% 5.26% | 57.89% | 63.15% | 52.63% | our et al.
2019)
m | 2019 100 échantillons | 1/100 / 1/1 / / (Younis,
S de lait 100% Hassan,
e}
@ and
Mohame
d 2021)
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v/ Matériels et méthodes

V.1. Problématique et objectif :

Les infections & Escherichia coli entérohémorragique (EHEC) sont une préoccupation
majeure de santé publique en raison de la gravité des symptdmes cliniques qu'elles peuvent
provoquer. Cette étude vise a réaliser une caractérisation moléculaire des souches d'EHEC en
détectant la présence des genes de résistance aux antibiotiques, ce qui constitue un défi pour

leur traitement, ainsi que les genes de virulence impliqués dans leur pouvoir pathogeéne.

V.2. Type et période d’étude :

I1s'agissait d'une étude exhaustive menée du 1* février au 18 mai 2023, au cours de laquelle

la collecte des souches a été réalisée entre le 4 décembre 2022 et le 8 mars 2023.

V.3. Cadre d’étude :

Cette étude vise a réaliser la caractérisation moléculaire des souches d'E. coli
entérohémorragique afin de rechercher les genes de virulence et de résistance aux
antibiotiques. Les souches ont été isolées et identifiées par les méthodes biochimiques au

laboratoire d'analyses Zitouni, Chiffa et EPSP a Médéa, a partir d‘échantillons d'urine.

V.4. Critéres d'inclusion :

Les patients inclus dans cette étude ont été diagnostiqués positivement par une
infection due a E. coli entérohémorragique, tous les groupes d’age ont été inclus ainsi que

les 2 genres.

V.5. Matériels et méthodes :

V.5.1.  Les souches étudiées :
Cette étude a été effectuée sur les 20 souches identifiées en tant que Escherichia coli
entérohémorragiques. Notre travail a été effectué au niveau du laboratoire de microbiologie de

la faculté des sciences de la nature et de la vie (Université de Yahia Farés a Médéa).

V.5.2. Repiquage sur milieu MacConkey sorbitol (SMAC) :

Afin d’identifier le pathovare EHEC, 190 souches d’Escherichia coli ont été repiquées sur
le milieu MacConkey sorbitol par ensemencement en stries serrées et incubées dans 1’étuve

pendant 24h a 37°C.
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Apres 24h la lecture des résultats a été réalisée, les colonies incolores avec un virage de
couleur du milieu vers le jaune sont sorbitol négatif et donc la souche ensemencée s’agit
d’Escherichia coli entérohémorragique (EHEC) (FigureV.1), tandis que les colonies roses sans
virage de couleur du milieu sont sorbitol positif et donc ne sont pas entérohémorragique
(FigureV.1). Parmi les 190 souches d’E. coli ensemencées, 3 souches ont été sorbitol négatif
(EHEC) (les autres 17 souches EHEC analysées dans cette étude ont été conservées

préalablement).

Figure V.1: colonies d’EHEC sur milieu MacConkey (milieu jaune et colonies incolores ou beiges (EHEC)
et (milieu rose a rougeatre et colonies rose (E. coli non entérohémorragique) (photo originale 2023).

V.5.3. Conservation des souches :

Les souches d’EHEC ont été conservés dans un milieu de conservation préalablement

préparé (dans un Eppendorf de 1,5 ml mettre 0,5 ml de glycérol avec 0,5 ml de milieu BHIB).

Deux a trois colonies bien isolées ont été mis dans I’Eppendorf et elles ont ét¢ mélangées

avec un vortex jusqu’a I’homogénéisation complete et conservées a -20°C.

V.5.4. Enrichissement :

L’enrichissement des souches a été effectué¢ 48 heures avant le jour d'extraction d'ADN

bactérien dans le milieu BHIB.

Quelques gouttes ont été introduites a ’aide d’une anse de platine a partir de la culture
conservée préalablement dans un tube a essai contenant 5ml du milieu BHIB et ont été

mélangées a 1’aide d’un vortex puis incubés dans 1’étuve a 37°C pendant 24h.
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Figure V.2: Enrichissement des souches d’EHEC dans le milieu BHIB (photo originale 2023).
V.5.5. Ensemencement sur milieu Hektoen :
La suspension bactérienne obtenue a partir des milieux d'enrichissement a été ensemencée
sur le milieu Hektoen a l'aide d'une anse de platine, puis incubée a 37°C pendant 24 heures.
Pour les souches qui n'ont pas montré de croissance sur le milieu Hektoen, le milieu GN a été

utilisé comme alternative.

Figure V.3: Repiquage des souches sur milieu Hektoen (Photo originale 2023).
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V.5.6. Biologie moléculaire :
V.5.6.1. Extraction d’ADN :
a. Préparations des milieux pour ’extraction d’ADN :

e Milieu LB (Luria-Bertani):

Pour un seul échantillon, 0.017 g de NaCl, 0.0075 g d’extrait de levure et 0.015 g de
tryptone ont été dissous dans 1.5 ml d’eau distillé, ensuite, ils ont ét¢ mélangés a 1’aide d’un
agitateur magnétique jusqu’a I’ébullition. Pour assurer la stérilité de la préparation, celle-Ci a

été soumise a un cycle d'autoclave de 20 minutes (MacWilliams and Liao 2016).

Tableau V.1: Préparation pour 1L du milieu LB.

Pour un litre de milieu LB
Composant Grammage
NaCl 11.7 g
Extrait de levure 75¢
Tryptone 159
Eau distillé 1L

Figure V.4:  Préparation du milieu LB (Luria-Bertani) (photo originale 2023).

e Lysis buffer (tampon de lyse) :

Cette préparation a été réalisé sous une hotte chimique. Pour 100 ml de lysis buffer , 93.4
ml de TE buffer a été introduite dans un flacon avec 6 ml de SDS10% et 600 pl de protéinase
K (20 mg mi-1)(He 2011).
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e SDS 10% (pour 100ml):

Sous une hotte spécifique, une quantité¢ de 10 g de la poudre SDS a été ajouté dans un
flacon contenant 80ml d’eau distillé (soyez prudent lorsque vous peser la SDS pour éviter
I’inhalation parce que c’est une poudre fine) et mélangée par un agitateur magnétique a 60°C
jusqu’a I’homogénéisation (ne mélanger pas trop vite car la solution bouillonnera trop), ensuite,

la solution a été complétée a 100 ml en utilisant I’eau distillé. La solution n’a pas été autoclavée

(Anon 2023).

Tableau V.2: composants pour SDS 10%.

Réactif Masse /volume Concentration finale
SDS 10g 10%
Eau distillé Jusqu’a 100ml

e EDTA (PH=8):

Afin de préparer 100 ml d'EDTA a une concentration de 0,5 M et un pH de 8, 18.61 g de
sel disodique EDTA ont été placés dans un flacon de 100 ml et 80 ml d'eau distillée ont été
ajoutés. Ensuite la preparation a été placé sur un agitateur magnétique (le sel EDTA ne se
dissoudra pas avant d'atteindre le pH 8). Des pastilles d'hydroxyde de sodium NaOH ont été
ajoutées a la solution pour dissoudre le sel, en ajoutant quelques pastilles a la fois et en attendant
gu'elles soient complétement dissoutes avant d'en ajouter d'autres (I’évolution de PH a été suivie
par un PH metre). Une fois complétement dissous, la solution a été complétée a 100 ml en
ajoutant I’eau distillé. Pour la stérilisation, la préparation a été soumise a un cycle d'autoclave

de 20 minutes (Anon 2023).

Tableau V.3: composants pour la preparation d'EDTA.

Réactifs Masse / volume | Concentration finale
EDTA sel disodique dihydraté 18.61 g 05M
Eau distillé 80 ml
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o Tris-Cl:

Dans un flacon de 100 ml, une quantité de 12,11 g de Tris a été introduite, suivie de 1'ajout
de 80 ml d'eau distillée. La préparation a été placée sur un agitateur magnétique, puis une
solution concentrée d'acide chlorhydrique a été ajoutée lentement a I'aide d'une pipette pasteur
pour réduire le pH a 8. Le pH a été surveillé en temps réel a l'aide d'un pH-métre, en veillant a
ne pas ajouter trop d'acide en une seule fois, car cela pourrait entrainer une baisse rapide du pH.
Une fois que le pH atteint &, la solution a été complétée avec de 1'eau distillée pour atteindre un
volume final de 100 ml. Pour assurer la stérilité de la préparation, celle-ci a été soumise a un

cycle d'autoclave de 20 minutes (Anon 2023).

Figure V.1:Préparation de Tris-Cl (photo originale 2023).

Tableau V.4: composants pour la préparation de Tris-CL

Réactifs Masse / volume Concentration finale
Tris-base 12.11g 1M
Eau distillé Jusqu’a 100ml

e Phénol:

Pour la préparation du phénol, il est essentiel de prendre des précautions en portant un

masque de protection respiratoire et des gants.

Sous une hotte chimique, un bécher contenant 100 ml d'eau distillée a été placé sur un
agitateur magnétique. Des cristaux de phénol ont été ajoutés soigneusement jusqu'a saturation
de la solution. Ensuite, la solution a été transférée dans un flacon hermétiquement fermé et

laissée a reposer pendant une heure jusqu'a ce que le phénol se liquéfie et que les phases se
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séparent (Figure V.6). Le surnageant a été éliminé, et le résidu a été conservé a température

ambiante.

Figure V.6: phénol (photo originale 2023).
e TE buffer (PH=8) (tampon Tris-EDTA) :

Pour 100ml de TE bufter, 1 ml de 1M Tris-Cl (PH=8) a été¢ mis dans un flacon en verre
avec 0.2 ml de 0.5M EDTA (PH=S), ensuite, 98.8 ml d’eau distillé ont été ajouté et la
préparation a ¢té mélangée en inversant le flacon. Pour la stérilisation, le tampon a été passé

dans I’autoclave pendant 20 min et conservé a température ambiante (Anon 2023).

Tableau V.5: composants pour la préparation du TE buffer (tampon Tris-EDTA).

Réactifs Volume Concentration finale
1M Tris-Cl (PH=8) 1mil 10 mM
0.5M EDTA (PH=8) 0.2 ml 1 mM
Eau distillé 98.8 ml

b. Protocole d’Extraction d’ADN :

Toutes les étapes d’extraction d’ADN ont été effectuées sous une hotte microbiologique
décontaminée préalablement par les radiations ultra-violet (UV) pendant 20 minutes.

L’extraction d’ADN a été réalisée selon le protocole des Etats unies détaillé par (He 2011)
(modifie).

Trois colonies isolées a partir de la culture sur milieu Hektoen a I'aide d'une anse de platine
stérile ont été suspendu dans un tube incurvé de 2 ml contenant 1.5 ml de milieu LB, bien
mélangeées par un vortex, puis les tubes ont été incubés dans un bain-marie sec pendant une nuit
a 37°C (Figure V.7/A).

Aprés une nuit d'incubation, les tubes ont été centrifugés pendant 5 minutes a 12 000 tours
/min. Le culot (Figure V.7.B) a été récupéré et remet en suspension avec 600 pl de Lysis Buffer

puis mélangé par un vortex. Les tubes ont été incubés dans le bain marie sec a 37 °C pendant
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une heure. Un volume de 600 pul du phénol/chloroforme (1 :1) a été ajouté aux tubes aprés
I’incubation et les phases ont été bien mélangées en inversant le tube (le vortex n’était pas utilisé
afin de ne pas endommager I’ADN.), par la suite, les tubes ont été centrifugés pendant 8 min a

12 000 tours /min.

Apres centrifugation, ’apparition d’une couche protéique blanche dans I’interface
phénol/chloroforme (FigureV.7.C). Un volume de 1 ml de la phase aqueuse supérieure a été
transféré soigneusement dans un nouveau tube a 1’aide d’une micropipette sans toucher la
couche blanche. Pour éliminer le phénol, un volume de 600 ul de chloroforme a été ajouté et
mélangé en inversant le tube, les tubes ont été centrifugés a 12 000 tours /min pendant 8 min,
ensuite la couche aqueuse (FigureV.7.D) a été transférer dans un tube Eppendorf de 1.5 ml et
un volume de 2.5 & 3 d’Ethanol absolu conservé préalablement & -20°C a été ajouté afin de
précipiter I’ADN, par la suite, les tubes ont été incubés a -20°C pendant 1h 30min, apres ils
ont été centrifugés a 12 000 tours /min a 4°C pendant 18 minutes. Le culot d’ADN a été rincé
avec 1ml d’éthanol 70% et centrifugé pendant 5 minutes a 12 000 tours /min, le surnageant a
été éliminé soigneusement et ’ADN a été séché dans le bain-marie sec a 37°C et il a été remet

en suspension avec 350 ul de TE buffer (tampon Tris-EDTA). La suspension finale a été

conservée a -20°C.

Figure V.7:  les étapes d'extraction d'AND (photo originale 2023).
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Schéma récapitulative : organigramme de démarche de I’extraction d’ADN :

23,
N
o

1.5 ml de milieu LB + 3 colonies
EHEC incubés dans un bain marrie
sec pendant une nuit a 37°C.

2 3
Centrifuger pendant 5 min a Jeter le maximum de surnageant
12 000 tours /min > | sans détruire le culot

5 4

Rendre en suspension le culot
<«——— | avec 600ul de lysis buffer et
mélanger par un vortex.

Incuber les tubes dans un bain
marrie sec pendant 1h a 37°C.

6
7
Ajouter 690 pl phenql/chloroforme Centrifuger & température
(1:1) et me}\anger enrln’\{ers.ant le ’ ambiante pendant 8min a 12 000
tube jusqu’a homogénéisation. tours /min.
NB : N'utiliser pas le vortex afin NB : Toutes les rotations sont
de ne pas endommager I’ADN réalisées a température ambiante sauf

indication contraire

8 9
Apparition d’une couche aqueuse ] | Transférer 1ml de la phase aqueuse
blanche a I’interface phénol/chloroforme J supérieure dans un nouveau tube.

11 l 10

Centrifuger a 12 000 tours Ajouter 600 pl de chloroforme
/min pendant 8min. < pour éliminer le phénol et

meélanger en inversant le tube.
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13
12

Ajouter 2 a 3 volumes d’éthanol
absolue froid conserveé
préalablement a -20°C.

Transférer la couche aqueuse
dans un nouveau tube. >

y

15 X 14

Centrifuger a 12 000 tours Incuber les tubes a -20°C
/min a 4°C pendant 18 min. pendant 1h30min.

A

17 16

Jeter le surnageant et rincer le
— culot d’ADN avec 1 ml
d’éthanol 70%.

Centrifuger a 12000 tours /min
pendant 5 min.

18
19

Jeter le surnageant et sécher
le culot a 37 °C dans le bain
marie sec.

Remettre I’ADN en
suspension avec 350 ul de TE
buffer.

A
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1.1.1. Reconstitution des amorces :

Apres une centrifugation d'une minute des tubes contenant les amorces, un volume d'eau
RNase DNase Free (x pl) correspondant a la quantité en nmol indiquée sur les tubes a été ajouté
(sans toucher les parois du tube ni aspirer ou refouler). Les tubes ont ensuite été laissés a
température ambiante pendant 10 minutes avant d'étre homogénéisés par un vortex. Par la suite,

une dilution de 1/50°™ a été effectuée afin d’obtenir une solution fille a 20 uM.

1.1.2. Réaction de polymérisation en chaine (PCR) :

La reaction de PCR a été réalisée en utilisant 2 melanges réactionnels différents. La
détection des génes stx1?, stx2®, iroN, ipr2, cnfl, TEM, tet(A), gnr, cmlA et dfrAl a été effectuée
dans un mélange réactionnel de 20 pl contenant 0.133 pl de HOT FIREPoI®, 2 pl de Buffer B1,
2 pul MgClz, 0.2 pl ANTP, 0.6 ul d’amorce sens, 0.6ul d’amorce anti-sens, 9.47 pl d’eau
Ultrapure™, 5 ul d’ADN a amplifié. La détection des génes eae®, afa, ompT et aac(3)1l a été
effectuée dans un mélange réactionnel de 25 pl contenant 0.62 pL de la Taq polymérase, 5 pl
de complet buffer, 0.5 ul ANTP, 0.75 pl d’amorce sens, 0.75ul d’amorce anti-sens, 12.38 pl
d’cau Ultrapure™ et 5 ul d’ADN a amplifié. Les amorces utilisées dans cette réaction ainsi que

les températures de fusion utilisées pour chague amorce sont présentées dans (Tableau V.6).

Le meélange réactionnel a été versé dans des barrettes a PCR (FigureV.8. B), ensuite, ils ont
été placés dans le thermocycleur (Figure V.8.A) pour I’amplification, et ce dernier a été réglé

selon le protocole suivant :

La premiére étape consistait en une denaturation initiale a une température de 95°C
pendant 15 minutes. Ensuite, les étapes de dénaturation (95°C pendant 30 secondes),
d'hybridation (a une température de fusion spécifiqgue Tm, pendant 30 secondes) et d'élongation
(a 72°C pendant 1 minute par kilobase) ont été répétees 40 fois pour effectuer un total de 40
cycles d'amplification. Apreés les 40 cycles, une étape d'élongation finale a été réalisée a 72°C

pendant 5 minutes pour garantir une complete extension des amplicons. Ces cycles répétés
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permettent une amplification exponentielle de la séquence d'ADN cible, aboutissant a une

quantité suffisante d'amplicons pour la détection et I'analyse ultérieures.

Figure V.8:A: thermocycleur. B: Barrettes contenant le melange reactional (photo originale 2023).

Tableau V.6 : Amorces utilisées en PCR et températures de fusion correspondantes.

E i Trm( Référen
Gene Primer Oligonucléotide séquence (5'-3") S?Zgzgi)r; 8( ces
stx1? | VT1-A | (F) CGCTGAATGTCATTCGCTCTGC(R) (Salih et
VT1-B | CGTGGTATAGCTACTGTCACC 302 64 . gu. |
14
stx2® | yT2-A | (F) CTTCGGTATCCTATTCCCGG (Kobaya
VT2-B (R) CTGCTGTGACAGTGACAAAACGC 513 62 Sgiogt:gl-
afa afal | (F) GCTGGGCAGCAAACTGATAACTCTC 250 63 (Mand et
afa2 (R) CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG al. 2021)
eae | EAE-1 (F) GAGAATGAAATAGAAGTCGT (Salih et
EAE-2 | (R) GCGGTATCTTTCGCGTAATCGCC s 60 , 31-4 )
iroN | IRONE (F) AAGTCAAAGCAGGGGTTGCCCG (R) Motionn
C-F GACGCCGACATTAAGACGCAG ‘ig fuag‘s
IRONE 665 60
C-R
cnfl (F) AAGATGGAGTTTCCTATGCAGGAG (Manda
oL (R) TGGAGTTTCCTATGCAGGAG 408 6 “ga';‘;;fr:
cnf2 Momtaz
2021)
ipr2 | Irp2-F | (F) AAGGATTCGCTGTTACCGGAC (R) (Ewers
Irp2-R | AACTCCTGATACAGGTGGC 413 60 Ze(t) gé-)
ompT | ompT-F | (F) ATCTAGCCGAAGAAGGAGGC -— - Motionn
ée dans
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ompT-R (R) CCCGGGTCATAGTGTTCATC le tube

Beta- (F) CATTTCCGTGTCGCCCTTATTC(R) (Ashmo

lacta TEM ny et al.
o CGTTCATCCATAGTTGCCTGAC 800 60.2 2022)

Chlor (F) CCGCCACGGTGTTGTTGTTATC(R) (Momta
amph | cmIA zand

enico CACCTTGCCTGCCCATCATTAG 698 55 Jamshid
| i 2012)

Tetra (F) GGTTCACTCGAACGACGTCA (Momta
cycli z and

YU A | (R) CTGTCCGACAAGTTGCATGA 577 62 | i

i 2012)

Quin (F) GGGTATGGATATTATTGATAAAG(R) (Momta
olone | gnr | CTAATCCGGCAGCACTATTTA 670 55 | 2and

S Jamshid

i 2012)

Trim (F) GGAGTGCCAAAGGTGAACAGC(R) (Momta
ethop | dfrAl | GAGGCGAAGTCTTGGGTAAAAAC 367 55 | zand

rim Jamshid

i 2012)

Amin 2ac(3) (F) ACTGTGATGGGATACGCGTC® (R) (Momta
oglyc z and

oside I CTCCGTCAGCGTTTCAGCTA 237 62 Jamshid
s i 2012)

V.5.6.2. Electrophorése du produit de PCR :

a. Préparations pour I’électrophorése :

e Préparation du TBE 0.5%:

1litre d’eau distillé stérile a été introduit dans un bécher stérile et 5.4 g de tris base, 2.75 g

d’acide borique et 2 ml d’EDTA ont été ajoutés, apres la préparation a été mélangée a 1’aide

d’un agitateur magnétique jusqu’a homogénéisation.

Préparation du gel d’agarose (grand gel) :

Pour préparer un gel d’agarose de 1.5%, 3 g de la poudre d’agarose ont été introduit d’abord

dans un flacon en verre stérile de 200 ml et 200 ml du tampon TBE 0,5% y ont été ajoutés. La

préparation a été portée ensuite au micro-onde sans bouchon pendant 3min pour fondre le gel

et obtenir un mélange homogene. Sous une hotte microbiologique le mélange a été versé dans

deux flacons de 50 ml et 1 pl de Gel Stain a été ajouté a chaque flacon, enfin, le gel a été coulé

dans un support contenant des peignes et a été laissé sous la hotte a température ambiante

pendant 15-20 min pour la polymérisation.
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b. L’électrophorése :

Le gel d'agarose préparé précédemment a été immergé dans la cuve d'électrophorese
contenant une quantité suffisante de tampon TBE (FigureV.9). Dans le premier puit du gel 2.5ul
de poids moléculaire (Ladder) ont été ajoutée, ensuite, 6 ul du produit de PCR ont été mélangé
avec 2ul de Bleu de charge (Loading buffer) afin de donner un poids a I’ADN. Ce mélangé a

été versé dans le 2™ puit et ainsi de suite pour les autres échantillons.

La séparation des produits de PCR a été réalisée par électrophorése a une tension de 135V

pendant 20 minutes. Par la suite, la visualisation des bandes d'ADN a été effectuée a I'aide d'un

Trans illuminateur UV (Figure V.9).

Figure V.9:¢lectrophorése sur gel d'agarose et Visualisatién des résultats (photo originale2023).
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V.6. Résultats

V.6.1.  Répartition des résultats d’infection par Escherichia coli
entérohémorragique selon I’age et le sexe

Figure représente la distribution des cas d’infection par EHEC selon 1’age et le sexe dans la
région de Médéa.
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Figure V.10: A. Distribution globale des souches d’EHEC selon le sexe B. Répartition des résultats
d’infection par EHEC selon le sexe et 1’age.

Ces résultats indiquent que l'infection par EHEC est plus fréquente chez les femmes, qui

représentent environ 70% des cas.

Selon I’histogramme, les classes d’age sont reparties entre 0 et 95 ans avec un intervalle de
5 ans. Les classes de 0 a 5 ans et de 15 a 20 ans sont dominées par le sexe masculin, le taux
d’infection est de 10% et 5% respectivement. En revanche, une prédominance féminine est
enregistrée dans la classe [20-25ans[ soit 15%, ainsi que dans les groupes d'age [25-30ans[, [35-
40ans[, [50-55ans][, [60-70ans[ et [90-95ans[ qui présentent tous une proportion d’infection de
5%. Pour le reste aucun cas d’infection par EHEC n’a été enregistré chez les deux sexes a
I’exception des catégories [40-45[et [75-80[qui présentent un faible pourcentage d’infection
soit 5%.

En récapitulant, La répartition d’infection par EHEC chez les enfants, est plus fréquente

pour le sexe masculin cependant le taux d’infection chez les adultes est dominé par les femmes.
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V.6.2.  Résultats d’antibiogrammes :

Les résultats de chaque antibiotique testé sur les souches étudiées selon les criteres
résistance, sensibilité et intermédiaire des patients dans le cadre des infections urinaires par

EHEC sont représentés dans les figures v.11 et v.12 :

Beta-lactamines
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Figure V.11: Profil de résistance d’EHEC vis-a-vis les Beta-lactamines.

Les résultats obtenus révelent une différence significative de résistance et de sensibilité des
souches d'EHEC vis-a-vis les différents antibiotiques de la famille des béta-lactamines. On
observe un taux elevé de sensibilité a la Céfazoline, Céfotaxime, Céftazidine et Céfuroxime,
variant entre 75% et 90%, suivi d'une sensibilité totale a I''mipénéme. En revanche, 45% des
souches présentent une faible sensibilité a I'Ampicilline et a I'Amoxicilline/Acide clavulanigue.
De plus, un taux élevé de résistance est observé envers I’ Ampicilline et I'Amoxicilline/Acide
clavulanique, tandis que les souches étudiées présentent une faible résistance a la Céfazoline,

Céfotaxime, Céftazidine et Céfuroxime.
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Figure V.12: Figure 1: Profil de résistance d’EHEC aux différents antibiotiques
L'analyse de la sensibilité des souches d'EHEC aux antibiotiques a révélé des taux de
sensibilité élevés compris entre 60% et 90% pour la plupart des antibiotiques, a I'exception de
la Fosfomycine qui présente un taux de sensibilité moyen de 50%. En revanche, les souches

montrent une proportion faible a modérée de résistance a ces antibiotiques.

V.6.3. Biologie moléculaire

Les résultats obtenus par la réaction de la polymérisation en chaine pour la détection des
genes de virulences et de résistance ainsi que la séparation et la visualisation par électrophorése
sont représentés par les figures (V.13), (V.14), (V.15), (V.16), (V.17), (V.18) et (V.19) ci-
dessous :
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Figure V.1:  Répartition des génes de résistance aux antibiotiques chez EHEC.

Figure V.2: Résultat de I'électrophorése du geéne dfir4 1 (photo originale 2023).
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Figure V.3: Résultat de 1'électrophorése du géne TEM (photo originale 2023).

Figure V.4:  Résultat e l'électrphorése du géne tet(A) (photo originale 2023).

Cette ¢étude révele la présence de la majorité des genes de résistance, notamment TEM,
cmlA, tet(A) et dfrAl, avec un pourcentage ¢élevé compris entre 65% et 85%. Parmi ces génes,
TEM se caractérise par le taux de présence le plus ¢levé. En revanche, 1’absence des génes gnr

et aac(3)II dans toutes les souches étudiées.
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V.6.3.2. Génes de virulence :

Genes de virulence

100 100 100
100 90
75
80
65
L]
55 55
g 60
£ 45 a5
a — 35 —
§ 40 pnd
o 25
20 10
stxla stx2b afa eaec iroN cnfl ipr2 ompT

M Présent Absent

Figure V.17: Répartition des genes de virulence chez EHEC.
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Figure V.18: Résultat de 1'¢lectrophorése du géne ompT (photo originale 2023).
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Figure V.19: Résultat de 1'électrophorése du geéne afa (photo originale 2023).

D’aprés I’histogramme, on observe 1’absence des génes stx2” et ipr2 dans toutes les souches
¢tudiées, tandis que la présence du géne ompT est de 100%. La présence des genes stx1“, afa,
iroN et cnf1 est observée avec des proportions variables, allant de 25% a 45%. En revanche, le

gene eae‘ a une faible fréquence de présence, soit 10%.

V.6.3.3. Répartition des souches en différents clades selon la diversité génétique :

Les tableaux (V.7), (V.8) et (V.9) présentent les variations génétiques et le regroupement

en clades de la population bactérienne EHEC étudiée.

Tableau V.7: Diversité génétique des geénes de virulence et de resistance.

Souche |stx1® | stx2® |afa|eae | iroN | cnfl |ipr2 | ompT | TEM | cmiA | tet(A) | gnr | dfrAl | aac(3)Il | clade
11| + - - - - o - i i i - i - 1
16 - - - - + | - + + - -
15| + - - | - + + - + + + + - + - 2
3| + - + | - - + - + + + + - + - 3
10| + - + | - - + | - + + + + - + -
2| + - + - - - - + + + + - + - 4
1| + - + | - - - - + + + - - + - S
18| - - -+ - - : + + + + - + - 6
19| - - -]+ - - : + + + - - + - 7
17| - - - - + - : + + + + - + - 8
5 - - + | - + - - + + + + £ + £ 9
6| - - + - + - - + + + + - + -
20| - - - - - - - + + o - - o - 10
4| - - - - - - - + + o - - - - 11
8| - - + | - - - - + + - - - - - 12
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70 + - - - - - - + - - o - - - 13
14| + - - - + - - + + - i - - - 14
13| - - - - + - - + + - - - - - 15

9| - - - - s - - + - - " - - - 16
12 - - - - + - - + - - - - - - 17

+ : Présence du géne - : Absence du géne
En termes de génes de virulence et de résistance aux antibiotiques une vaste diversité
génétique a permis de regrouper les 20 souches étudiées en 17 clades. Parmi lesquels 3 clades
(1, 3 et 9) comprennent 2 souches, et chacun des autres clades est représenté par une seule
souche.
Tableau V.8: Diversité génétique des genes de virulence.

Souche stx14 stx2? afa eae‘ iroN cnfl ipr2 ompT Clades
11 + - - - - + - + 1
16 + - - - - + - +
15 + - - - + + - + 2
3 + - + - - o - + 3
10 aF = “F - - 4L _ 4
2 4 - 4 - - - - + 4
1 + = + = = = = +
18 - - - o - - - + 5
19 - - - + - - - +
17 = = = = 4 - - S 6
5 - - 4 - 4 - - 4 7
6 - - 4 - 4 - = +
20 - - - - 4 - - 4 8
4 - - - - - - - + 9
8 - - 4 - - - - + 10
7 T i - - - - - + 11
14 4 = = = + - - + 12
13 - - - - + = = + 13
9 - - - - - - - +
12 - - - - + - - +

+ : Présence du gene - : Absence du gene

Les souches étudiées dans cette recherche représentent une grande diversité génétique en
termes de geénes de virulence, et ont été regroupées en plusieurs clades. Au total, 13 clades
différents ont été identifiés, parmi lesquels le clade 13 qui se distingue par sa variété et regroupe
trois souches. Les clades 1, 3, 4, 5 et 7 sont également présents avec deux souches chacun. De

plus, chaque autre souche a été attribuée a un clade distinct.
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Tableau V.9:

diversité génétique des genes de resistance.

Souche

TEM

cmlA

tet(4)

dfrAl

aac(3)11

Clade

Pourcentage

+

+

+

o R I o e e e N

50%

A A A A A R R B B

o o e e e B o o S e

15%

I S A N e s e

10%

10%

5%

+ [+

5%

N[O\ -

5%

+ : Présence du gene

- : Absence du gene

Les souches examinées ont été classées en 7 clades en fonction des similarités de présence

et d’absence des genes de résistance. Le clade le plus vaste est le clade 1, qui comprend 50%

des souches, suivi du clade 2 qui contient 3 souches. Les clades 3 et 4 regroupent chacun 2

souches, tandis que les 3 autres clades sont représentés par une seule souche chacun.
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V.6.3.4. Comparaison des résultats génotypique et phénotypique :

Les tableaux ci-dessous présentent la comparaison entre les résultats phénotypique des
souches obtenus par antibiogramme et génotypique obtenus par PCR.

Tableau V.10: Résultats du phénotype de résistance vis-a-vis les bétalactamines et le

génotype (gene TEM).

Génotype

Phénotype

Souche

TEM

Ampicilline

clavulanique

Amoxicilline/Acide

Céfazoline

céfotaxime

Céftazidine

Imipéneme

céfuroxime

Présent

R

R

R

R

S

R

Présent

Présent

Présent

Présent

Présent

Absent

Présent

OO N |OT D WIN|F-

Absent

[EY
o

Présent

-
[N

Présent

[E=N
N

Absent

[N
w

Présent

[
N

Présent

[N
(62}

Présent

[y
[op}

Présent

[y
\l

Présent

-
o

Présent

[E=N
©

Présent

||| O|AO|AOAO|0|D|N|T|V|ZT(ZT|Z0(70(3(23

TN NILINONILITONDINVBINVIOONHITOOV|TNVW

—NUVILInnIvILInImInInInminmimn|AO|Iniwm

NI NILININILIAOONIBVIVIOOIOBVBIBVInN|ITOI0nVOV

N
o

Présent

ND

NI DADADOD NNV NVWKVAOADADAD00N

ND

S

NIAONINVIOVIBVILINITOVINOIOBIODIONOINIO0ND0N|AD

NONULINIONILILIVINILILIIBLILIOInOInmn O,

Z
O

R : Résistante

S : Sensible

I : Intermédiaire

ND : Non déterminée

La majorité des souches analysées qui possedent le gene de résistance aux bétalactamines

(TEM), sont résistantes aux pénicillines (I'ampicilline et I'amoxicilline/acide clavulanigue).

Cependant, certaines incohérences sont observées, ou lI'on constate la sensibilité des souches

malgré la présence du géne, ou la résistance des bactéries malgré son absence. En ce qui

concerne les céphalosporines, la majorité des souches sont sensibles, méme si le géne TEM est

présent.

(
l63

'




Résultats

Tableau V.11: Résultats du phénotype de résistance vis-a-vis les quinolones et les
aminoglycoside et le génotype.

Geénotype Phénotype | Génotype |Phénotype
Souche aac(3)!l Gentamycine | gnr Acide nalidixique
1 Absent R Absent R
2 Absent S Absent R
3 Absent S Absent S
4 Absent R Absent R
5 Absent S Absent S
6 Absent S Absent S
7 Absent S Absent S
8 Absent S Absent S
9 Absent S Absent S
10 Absent S Absent R
11 Absent S Absent S
12 Absent S Absent S
13 Absent S Absent S
14 Absent S Absent S
15 Absent S Absent S
16 Absent S Absent S
17 Absent S Absent S
18 Absent S Absent R
19 Absent S Absent S
20 Absent S Absent ND

R : Résistante S :Sensible |:Intermédiaire  ND : Non déterminée

En comparant les résultats phénotypiques de l'antibiogramme pour les antibiotiques
Gentamicine de la famille des Aminoglycosides et I’Acide nalidixique de la famille des
Quinolones avec les résultats génotypique pour les génes aac(3)II et gnr, on observe que la
plupart des souches sensibles a ces antibiotiques ne possedent pas les génes de résistance
correspondants. Cependant, certains cas présentent des incohérences entre les phénotypes et les
génotypes, ou I'on constate la sensibilité des souches malgré la présence des genes de résistance,

ou le contraire.
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Dans cette étude, une investigation sur les souches d’Escherichia coli entérohémorragique
circulantes ainsi que la détection des genes de virulence et de résistance aux antibiotiques par
PCR chez les souches d'Escherichia coli entérohémorragique (EHEC) isolées a partir des
préléevements urinaires de la population de Médéa a été mise en évidence. Notre travail a analysé
un total de 20 souches d'EHEC.

Les résultats de cette étude ont révélé un taux de 1,57% d'EHEC (trois souches ont été
identifiées en tant quUEHEC parmi 190 E.coli collectés entre le 4 décembre 2022 et le 8 mars
2023). En revanche, une proportion de 18% d'EHEC avait été enregistrée entre mars et mai
2022 (parmi 100 souches d'E.coli, 18 souches avaient été identifiées comme étant des EHEC)
(BENKORTB and BENBRIH 2022). Ces résultats sont proches a ceux obtenus en Est de la
Turquie qui ont marqués une prévalence de 2.7% d’EHEC isolée a partir des selles de ’homme
(Kalin et al. 2012). Par ailleurs en Espagne les études menees par (Mora et al. 2004) et (Mora
et al. 2004) ont révéles un taux de 39,18% et 33,33% respectivement, ces résultats pourrait étre
liés au niveau de vie en raison que les épidémies a EHEC surviennent principalement dans les

pays a niveau de vie elevé (Lemaignen et al. 2013).

Pour ce qui concerne la répartition des résultats d'infection par EHEC selon le sexe et I'age,
les résultats indiquent une prévalence plus élevée de l'infection par EHEC chez les femmes,
représentant environ 70% des cas. De plus, les résultats montrent une repartition différente des
infections selon les groupes d'age et le sexe. Les femmes présentent une prédominance dans
plusieurs tranches d'age, notamment de 20 a 95 ans. Cela suggére que des facteurs spécifiques
liés a I'age et au sexe peuvent influencer la susceptibilité aux infections urinaires. Parmi ces
facteurs, on trouve Les différences biologiques, comme I'anatomie de I'appareil urinaire, joue
un role dans les infections urinaires. L'urétre chez les hommes agit comme une barriére contre
les bactéries, grace a son sphincter et a sa longueur plus importante. Chez les femmes,
I'anatomie du petit bassin, avec la proximité de I'anus, du vagin et la brieveté de l'urétre, favorise
les infections urinaires (Stéphanie VORKAUFER 2011), les différences hormonales entre les
deux sexes, telles que la ménopause et la grossesse chez les femmes, entrainent des
changements physiologiques, des fluctuations hormonales et une diminution des défenses
immunitaires. Ces modifications rendent le corps, en particulier la flore vaginale, plus
vulnérable aux infections virales et bactériennes. Ce déséquilibre peut conduire au
développement d'infections vaginales qui, dans certains cas, peuvent se propager vers l'urétre,

entrainant ainsi une infection urinaire (Samiya, Sabrina, and ATTI 2020).
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De plus, Les enfants de sexe masculin sont plus touchés dans la classe d'age de 0 a 5 ans
(’enfant infecté dans cette classe d’age est de 18 mois) et cela pourrait étre due qu’il n’est pas
encore circoncis, et il semble considérablement que la circoncision réduise l'incidence des

infections urinaires au cours des premiers mois de vie (Solomon 2001).

Cependant, il est important de noter que les pourcentages d'infection dans la plupart des
groupes d'age sont relativement faibles, allant de 5% a 15%. Cela indique que l'infection par
EHEC ne représente qu'une petite proportion de la population dans chaque groupe d'age, ce qui
souligne l'importance des mesures de prévention et de contrdle pour réduire la propagation de

I'infection.

Pour ce qui est la répartitions des souches selon I’antibiosensibilité, les souches étudi¢es
présentent une variabilité significative de la résistance et de la sensibilite a differents
antibiotiques de la famille des bétalactamines. Les souches présentent une sensibilité élevée
entre 75% et 90% a certains antibiotiques tels que la Céfazoline, la Céfotaxime, la Céftazidine
et la Céfuroxime, tandis que la résistance est plus marquée envers I'Amoxicilline/Acide
clavulanique et I' Ampicilline soit 60% et 85% respectivement. En Espagne I’¢tude réalisée par
(Mora et al. 2005) a montre une sensibilité totale envers Amoxicilline /Acide clavulanique,
Céfazoline, la Céfotaxime, la Céftazidine, la Céfuroxime, et imipénéme et faible résistance vis-
a-vis I’Ampicilline tandis que en Mangolie (Yandag et al. 2023) 50% des souches EHEC

¢taient résistantes a I’ Ampicilline et 16.7% étaient résistantes a la Céftazidine.

L'étude portant sur la sensibilité des souches d'EHEC a différents antibiotiques autres que
bétalactamines a révélé des taux élevés de sensibilité (60% a 90%) pour la plupart des
antibiotiques testés, a I'exception de la Fosfomycine qui a montré une sensibilité moyenne. Les
souches présentent une proportion faible & modérée de résistance a ces antibiotiques. Ces
résultats soulignent I’efficacité potentielle de ces antibiotiques dans le traitement des infections
a EHEC. En Espagne, I'étude menée par (Mora et al. 2005) a montré une sensibilité de 100%
envers la Gentamycine et de 98% vis-a-vis I’ Acide nalidixique, en revanche 1’étude menée en
Mangolie par (Yandag et al. 2023) a révelé une résistance de 16.7% a la Gentamycine et de

50% aux Triméthoprime + sulfaméthoxazole.

Concernant les résultats de la PCR pour détecter les génes de résistance aux antibiotiques,
I'étude révele une forte présence des genes de résistance TEM, cmlA, tet(A) et dfrAl, avec un
pourcentage élevé de 65% a 85%. En revanche, les genes gnr et aac(3)Il sont absents dans

toutes les souches étudiées.
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Les résultats de la PRC montrent que le géne de résistance TEM est largement répandu
parmi les souches analysées, avec une présence observée chez 85% des souches. Ces résultats
sont cohérents avec d'autres études menées en Egypte, ou toutes les souches examinées dans
certaines régions, comme Dakahlia en Egypte (Elafify et al. 2022) étaient porteuses du géne
TEM. Cependant, il est intéressant de noter qu'une étude menée a Mansoura en Egypte par
(Younis et al. 2017) a montré une proportion plus faible de souches possédant ce géne, soit
25%. Ces variations régionales peuvent étre dues a des facteurs tels que la diversité génétique
des souches, les pratiques d'utilisation des antibiotiques et les profils de résistance spécifiques
a chaque région. De plus, une étude menée en Jordanie (Tarazi et al. 2021) a également rapporté
une proportion de 33,33% de souches porteuses du gene TEM. Bien que cette proportion soit
intermédiaire par rapport aux autres études mentionnées, elle indique également une présence

significative de ce géne dans la région étudiée.

En outre, les résultats ont révélé 1’absence totale du géne gnr et aac(3)Il1 dans les souches
analysées. Cependant, des études menées dans differentes régions de I'lran ont détecté la
présence variable du gene gnr allant de 41,66% a 100% (Mashak 2018) (Momtaz and Jamshidi
2012) (Momtaz, Safarpoor Dehkordi, et al. 2012).

Les genes dfrAl et cmlA ont été présent dans 65% et 70% des souches étudiées
respectivement. Comparativement, dans les souches étudiées dans une autres étude en Iran
(Karimpour et al. 2019), les taux de présence étaient de 63.15% et 5.26% pour les genes dfrAl
et cmlA respectivement. Le géne tet(A) présente un taux de présence de 65% alors qu’en Egypte

un taux de présence de 100% a étée marqué par (Younis et al. 2021).

Concernant les résultats de la PCR pour détecter les genes de virulence d’EHEC montrent
que seulement 9/20 souches (soit 45%) possédent le géne stx1?, alors que le géne stx2® était
absent dans les 20 souches étudiées. Ces résultats sont proche de ceux obtenus au Nigeria par
(Oluyege and Famurewa 2015) oU le géne stx2® était absent & 100%. En revanche, I'étude menée
par (Salih et al. 2014) dans la wilaya de Tlemcen sur divers échantillons de viande de beeuf
provenant de différents pays étrangers. Ils ont Trouvé que le géne stx1? était présent chez 20%
des souches étudiées, tandis que le géne stx2® était présent & 100%. Cette disparité pourrait étre
attribuée aux différentes souches qui circulent dans la richesse animalier des pays a partir

desquels la viande était importée.

Cependant le géne eae® qui code pour I’intimine qui provoque la diarrhée (et encourage les

colites hemorragiques) chez I'étre humain par une capacité d’attachement et d'effacement (A/E)
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(Kalin and Ongor 2014) était présent avec un faible pourcentage de 10% ce qui signifie que la
majorités des souches étudiées sont des souches atypiques (les souches qui ne possédent pas le
géne eae). Ces résultats contredisent avec celui obtenues par (Rahimi et al. 2012) qui ont

trouvés que 100% des souches possédaient le gene eae’.

Les résultats de cette étude ont montré une présence du géne cnfl et afa a un taux de 25%et
35% respectivement, ces faibles proportions pourraient étre la conséquence que le gene cnfl est
I’un des déterminants de virulence les plus répandus et presque exclusivement fermés au
phylogroupe B2 d'E. coli qui comprend E. coli pathogéne extra-intestinal (EXPEC) (Alhadidi
et al. 2022) et il est exprimé avec une prévalence plus élevée dans les souches d'E. coli
uropathogénes (UPEC) que dans les autres E. coli pathogénes (Landraud et al. 2003), aussi pour
le géne afa qui code pour la protéine caractéristique des souches uropathogénes
(Aleksandrowicz et al. 2021). Ces résultats different de I'étude menée par (Mandana Lotfi,
Hassan Momtaz 2021) en Iran, qui a révélé un taux de présence élevé de 61,6% pour ces genes,
par contre, une autre étude dans le méme pays réalisée par (Derakhshan et al. 2019) a montré

un taux de 28,57% pour les deux genes.

Le gene ompt qui code pour une protéine extra membranaire était détecté chez toutes les

souches d'EHEC analyseées et le géne iroN était détecté chez 45 % des souches.

Le gene ipr2 était absent dans les 20 souches analysées, alors que , une étude en Allemagne
a rapporteé que seulement 1 souche d'EHEC provenant de veau en suisse possede le gene ipr2
(Ewers et al. 2005).

La distribution des genes de virulence et de résistance au sein des souches d'EHEC étudiées
révele une diversité génétique importante. Les souches ont été regroupées en 13 clades
différents en fonction des génes de virulence, ce qui suggere une grande variabilité génétique.
En revanche, pour les genes de résistance, les souches ont été regroupées en 7 clades avec un
seul clade dominant et les six autres considérés comme émergents, indiquant une diversité
relativement moins prononcée. Cette diversité pourrait étre due aux mutations et la sélection
naturelle, qui contribuent a la formation de variations génétiques au sein de la population
bactérienne. En résumé, la diversité génétique des souches d'EHEC étudiées est principalement
attribuable aux genes de virulence, ce qui suggere une variabilité dans les sources d'infection et

de virulence de ces souches.

En comparant les résultats phénotypiques et génotypiques, on trouve que la majorité des

souches possédant le géne TEM sont résistantes a 1’Ampicilline a 1’exception de certaines
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souches qui présentent une résistance envers I’ Ampicilline, Céfazoline et Amoxicilline/Acide
clavulanique bien que le géne TEM est absent, cela pourrait étre expliqué par la capacité des
bactéries Gram-négative de développer des mutations au niveau des proteines de la membrane
externe, telles que les porines. Ces mutations leur permettent d'éviter I'un des mécanismes de
passage de l'antibiotique a travers la membrane externe, ce qui empéche l'antibiotique
d'atteindre le site actif (PBP). Par ailleurs, les bactéries peuvent produire des pompes a efflux
qui sont capables d'éliminer les antibiotiques du périplasme et de les transporter hors des
cellules bactériennes. Ainsi, ces mécanismes combinés contribuent & la résistance des bactéries
Gram-négatives envers les antibiotiques (Pimenta, Fernandes, and Moreira 2020). De plus, la
possibilité de présence du géne SHV responsable aussi de la résistance a I’ Ampicilline (Jubeh,
Breijyeh, and Karaman 2020) pourrait étre a 1’origine de cette incohérence. La sensibilité de
certaines souches vis-a-vis 1’ Ampicilline alors que le géne TEM est présent pourrait étre due a

des mutations dans ce gene.

En outre, la sensibilité envers I’ Amoxicilline/acide clavulanique est due a I’inhibition des
beta-lactamases codés par le gene TEM par I’ Acide clavulanique. Cependant, il est important
de noter que le géne TEM code pour une enzyme de type TEM capable d’hydrolysée les
pénicillines et les céphalosporines de 1% génération, mais en cas des mutations ce géne confére
une résistance envers les céphalosporines de 3™ génération (Jubeh et al. 2020), ce qui explique
la résistance de certaines souches étudiées vis-a-vis les céphalosporines de 3™ génération

(céfotaxime et céftazidine).

D’apres les résultats génotypiques et phénotypiques, on observe une incohérence entre ces
deux résultats du fait que certaines souches qui ne possédent pas le géne gnr ont présentées une
résistance vis-a-vis 1’Acide nalidixique. Cette incohérence pourrait étre expliqué du fait que la
résistance aux quinolones résulte généralement de mutations chromosomiques (Wang, Tran, et
al. 2006) ou bien I’utilisation d’autres mécanismes de résistance tels que des modifications des
genes de I'ADN gyrase (gyrA) et/ou de la topoisomérase 1V (parC), ou une diminution de la
concentration intracellulaire due a lI'imperméabilité de la membrane ou a la surexpression des

systemes de pompe a efflux (Pakzad et al. 2011).
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Escherichia coli entérohémorragique (EHEC) est une souche pathogéne d'Escherichia coli
responsable de nombreuses infections gastro-intestinales dans le monde entier. Les infections a
EHEC représentent un probléme de santé publique majeur en raison de leur capacité a causer
des symptdmes séveres et des complications potentiellement mortelles.

Les résultats de notre étude permettent de fournir quelques données sur le profil de
résistance d’EHEC ainsi que les souches circulantes dans la région de Médéa en termes des
génes de virulence et de résistance aux antibiotiques. Ces résultats ont montré que l'infection
par Escherichia coli entérohémorragique présente une prévalence plus élevée chez les femmes,
environ 70% des cas. Une différence significative de résistance a été observée chez les souches
d'EHEC vis-a-vis des antibiotiques de la famille des béta-lactamines, allant de 10% a 95%.
Cependant, une faible résistance a été constatée envers des antibiotiques autres que les béta-
lactamines tels que la gentamycine, l'azithromycine et I'Acide nalidixique variant de 10% a
25%.

L'analyse moléculaire des génes de resistance a révelé des taux éleves de présence des
genes TEM, cmlA, tet(A) et dfrAl, variant entre 65% et 85%. En ce qui concerne les genes de
virulence, certains présentaient des taux de présence faibles a modeérés, tels que eae®, cnfl, afa,

iroN et stx1?, variant entre 10% et 45% contrairement au gene ompT qui un taux de 100%.

Cette diversité genétique a permis de classifier les souches d'EHEC étudiées en 17 clades

distincts, démontrant la variabilité au niveau moléculaire de ces souches.

La caractérisation moléculaire des souches d'EHEC isolées a partir de prélevements
cliniques offre des informations cruciales sur leur diversité génétique, leurs profils de virulence
et leur résistance aux antibiotiques. Des études futures devraient se concentrer sur 1’évaluation
des facteurs de virulence en se concentrant sur des genes spécifiques de virulence ce qui permet
a identifier les souches les plus pathogénes et a mieux prédire les complications potentielles
telles que le syndrome hémolytique et urémique. De plus, ’analyse de la résistance aux
antibiotiques dans les souches EHEC permettrait de mieux comprendre I'évolution de la
résistance et d'identifier de nouveaux marqueurs de résistance émergents. Cela contribuerait a
guider les stratégies de traitement et a lutter contre la propagation de la résistance aux
antibiotiques. La surveillance épidémiologique continue a long terme des souches d'EHEC
isolées a partir de prélevements cliniques est essentielle pour détecter rapidement les
changements dans la diversité génétique et les profils de virulence. Cela permettrait de prévenir

les épidémies et de mettre en place des mesures de prévention efficaces.
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