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RESUME

Escherichia coli producteurs de Shiga-toxines (STEC) sont des agents pathogénes
alimentaires susceptibles de provoquer des maladies graves chez I’homme. Les bovins, en tant
que porteurs asymptomatiques, constituent le réservoir principal de cet agent pathogéne. La
contamination de I’homme se fait généralement par I’ingestion de produits alimentaires
contaminés dérivés de bovins, parmi lesquels le lait et les produits laitiers.

Dans la présente étude, nous apportons notre contribution dans la caractérisation moléculaire
des shigatoxines dans les laits d’¢élevages bovins laitiers de la wilaya de Blida (Algérie).
L’¢étude a porté sur 117 échantillons de lait de tank collectés dans différentes laiteries au
niveau de la wilaya de Blida. La présence de STEC a été mise en évidence par la recherche
des genes stx et le géne eae par PCR (Polymerase Chain Reaction).

Les résultats ont permis de mettre en évidence la présence des géenes stx dans un seul
échantillon de lait (soit un taux de 0,85%) sur le total des échantillons analysés et la présence
du gene eae dans 6 échantillons de lait (soit un taux de 5,12%) sur le total des échantillons
analyseés.

Il est a noter que 1’échantillon positif pour le géne stx porte un profil génétique stx1- / stx2+ et
les échantillons positifs pour le géne eae portent le profil génétique stx-/ eae+.

Sur la base des résultats obtenus, nous pouvons dire qu’il faut prendre les mesures d’hygieéne
nécessaire au niveau de différentes exploitations pour éviter la dissémination des bactéries
dans les étables, les mamelles et lors de la traite et par conséquent la contamination

accidentelle du lait.

Mots -clés : STEC, lait, produits laitiers, géne stx, géne eae, PCR.



ABSTRACT

Escherichia coli producing of Shiga-toxins (STEC) are food disease-causing agents likely to
cause serious diseases at the man. The cattle, as asymptomatic carries, constitute the principal
tank of this pathogen agent.

The contamination of the man is generally done by the ingestion of contaminated food
substances derived from cattle, among which milk and dairy products.

In the present study, we make our contribution in the molecular characterization of the
shigatoxines in milks of dairy bovine breedings of the wilaya of Blida (Algeria).

The study looked at 117 samples of milk of tank collected in various dairies on the level of
the wilaya of Blida. The presence of STEC has been highlighted by their search of stx genes
and eae gene by PCR (Polymerase Chain Reaction).

The results were used to highlight the presence of stx genes in only one milk sample (either a
rate of 0.85%) on the total of the analyzed samples and the presence of eae gene in 6 samples
of milk (or a rate of 5.12%) on the total of the analyzed samples.

It should be noted that the positive sample for stx gene carries a genetic profile
stx1-/stx2+ and the positive samples for eae gene carries the genetic profile stx-/eae+.

On the basis as of got results, we can say that it is necessary to take the measurements of
hygiene necessary to the level various exploitations to avoid the dissemination of the bacteria
in the cattle sheds, the udders and at the time of the draft and consequently the accidental
contamination of milk.

Key —word: STEC, milk, dairy products, stx genes, eae gene, PCR.
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INTRODUCTION

Les Escherichia coli producteurs de Shiga-toxines (STEC) sont considérés comme 1’un des
plus importants groupes de pathogenes émergents. Elles se caractérisent par la production de
toxines "shiga like toxins" (Stx) en raison de I'nomologie des sequences, la similarité
d'activité biologique et les réactions antigéniques croisées observees entre la principale
cytotoxine extracellulaire de Shigella dysenteriae sérotype 1 et la toxine Stx1 d’E. Coli
(O'Brien et al., 1982; Calderwood et al.,1987). Parmi les animaux d’élevage, les bovins
représentent le principal réservoir en STEC.

Les STEC sont responsables de toxi-infections d’origine alimentaire qui se traduisent par des
diarrhées mais aussi par des syndromes plus graves pour ’homme comme le syndrome
hémolytique urémique pouvant provoquer la mort. D’une fagon générale, les aliments plus
particulierement a risque sont les denrées d’origine animale et les produits contaminés par des
feces animales et consommeés crus ou peu cuits. Le lait et les produits laitiers apparaissent
moins impliqués, mais plusieurs épidémies dues a leur consommation ont cependant été
décrites dans le monde depuis 1983 (Afssa, 2003). En France, des fromages au lait cru ont été
a ’origine d’un foyer rapporté en 1992 (Casenave et al., 1993).

En Algérie, quoique peu de travaux portent sur le sujet, la présence des STEC chez le bovin
de la wilaya de Blida a déja été mise en évidence dans les féces avec un taux de portage
individuel de 30,5% (Gassem, 2012). Devant le risque que présente ce portage dans la région
a vocation laitiére a travers la contamination du lait de tank, la présente étude est une réelle
contribution par la recherche des STEC dans le lait d’élevages et la caractérisation

moléculaire des genes (stx1, stx2, eae) au moyen de la technique de PCR.



CHAPITRE |

TAXONOMIE DES SHIGA-TOXINE ESCHERICHIA COLI (STEC).

I.1. Caractéres généraux

Esherichia Coli est un colibacille découvert par Theodor Escherich en 1885, elle est
commensale de la flore digestive de I’homme et qui peut étre trés pathogeéne. Son pouvoir
pathogene est du a ’acquisition des génes de virulence étrangers apportés par des plasmides
ou des transposons, ¢’est une espece naturellement sensible aux antibiotiques mais qui devient
de plus en plus résistance.

Le genre Escherichia appartient a la famille des enterobacteriaceae. Ce sont des bacilles a
gram négatif, aéro-anaérobies facultatifs qui peuvent fermenter les nitrates et qui ne possedent
pas d’oxydase (le Minor et al, 1990). Le genre Escherichia regroupe cing espéces : E.Battae,
E.Coli, E.Fergusonii, E.Hermanii, et E.Vulneris. Chaque espece d’Escherichia posséde des

caracteres biochimiques spécifiques, qui permettent de les différencier (Grimont 1987)
I.2. Classification d’Escherichia coli responsable des troubles intestinaux

Le pouvoir pathogene d’Escherichia coli chez I'hnomme se traduit par des infections
intestinales ou extra intestinales comme les infections de l'arbre urinaire, suppurations
diverses, méningites et septicémies. (Cooke, 1985 ; Pohl, 1993 ; Lior, 1994 ; Sussman, 1997 ;
Wray et al, 1997). Pour les infections intestinales, les médecins utilisent une classification qui
est basée sur la pathogénie des syndromes diarrhéiques et qui comprend 6groupes (Cf.

figurel) :

> Les E. coli Entérotoxinogénes (ETEC) :

Se caractérisent par un syndrome diarrhéique du nourrisson dans les pays en voie de
développement. lls sont aussi responsables de la « diarrhée des voyageurs » ou turista qui se
manifeste par une diarrhée (adulte et enfant). Ces diarrhées sont dues a la sécrétion des
toxines thermostables (ST) et/ou thermolabiles (LT) (Levine, 1987). Les ETEC colonisent
essentiellement la partie proximale de ’intestin gréle, grace aux facteurs de colonisation qui

sont des adhésions fimbriaires (Cassels et Wolf, 1995).

» Les E. coli Entéropathogenes (EPEC) :
Ils sont responsables de gastro-entérites chez les enfants de moins de trois ans. Lors

d’infections, des lésions histopathologiques particulieres apparaissent appelées lésions



d’attachements et d’effacements (Iésions A/E) (Andrade et al, 1989). Ce phénomene est
caractérisé par I’effacement des microvillosités intestinales et par I’adhérence intime entre les
bactéries et la membrane cytoplasmique des entérocytes. Le gene eae est a ’origine de ces

I¢ésions avec d’autres génes (Jerse et al, 1990).

> Les E.coli entéroaggrégatifs (EAEC) :

Ce groupe entraine un retard de croissance, des infections urinaires et des diarrhées
persistantes, dans différents pays du monde (Amieva, 2005). Les E.coli entéroaggrégatifs se
caractérise par une adhésion agrégative entrainant des nécroses au pole apicale des villosités
accompagnées par un cedéeme inflammatoire et hémorragique de la sous-muqueuse .ils
produisent une entérotoxine thermostable (EASTI) et une entérotoxine thermolabile (Kapper
et al, 2004)

> Les E. coli entéroinvasifs (EIEC) :

IIs sont phylogénétiquement proches de shigella spp (Brenner et al, 1973), et leur mécanisme
d’invasion de 1’épithélium intestinal est similaire. Le syndrome dysentérique caractérise ce
groupe et qui se manifeste par une forte fiévre, des crampes abdominales et des nausées
accompagnées d’une diarrhée aqueuse qui évolue rapidement en une dysenterie (selles

contenant du sang et du mucus)

> Les E. coli & adhésion diffuse (DAEC) :

Ce genre d’E. coli cause des diarrhées et des infections urinaires, ces diarrhées pouvant étre
aqueuse et contenir du mucus, chez les jeunes enfants, en particulier entre 1 et 5 ans.
L’adhésion diffuse est ’origine d’une adhésion fimbriaire (75% des DAEC produisent
I’adhésine fimbriaire). Cette adhésine se lie a une protéine de surface des entérocytes de
I’intestin gréle. Les DAEC induisent un effet cytopathique caractérisé par le développement

de longues extensions entourant les cellules bactériennes (Cookson et al, 1996).

» Les E. coli entérohémorragiques (EHEC) :

Les Escherichia coli entérohémorragiques (EHEC) provoquent des pathologies allant de
simples diarrhées a des colites hémorragiques (CH), Voire a un Syndrome Hémolytique et
Urémique (SHU) chez I’enfant ou & un Purpura Thrombotique Thrombocytopénique (PTT)
chez I’adulte, pouvant conduire parfois a la mort (Riley et al., 1983). Un grand nombre de
sérotype d’EHEC est capable de produire des 1ésions de type A/E au niveau du colon. E. coli
entérohémorragiques se caractérisent par la production de toxines Stx1/Stx2 codees par les
génes stx, qui pénétrent dans la circulation sanguine et provoquent des atteintes extra-

intestinales potentiellement mortelles. (Konowalchuk et al., 1977)
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Figure 01 : Pathogénies associées aux 6 classes d’E.Coli responsables de diarrhées (Nataro et
Kaper, 1998).

1.3. Evolution des STEC :
1.3.1. Origine des EHEC

L’évolution de la pathogénie chez E. coli est le résultat de I’arrivée d’éléments génétiques
mobiles codant pour divers facteurs de virulence. Toutefois, la rétention et I’expression de ces
facteurs de virulence dépendent étroitement du fond génétique de la cellule bactérienne dans

laquelle ils ont été introduits. (Montet, 2009).

Parmi plusieurs hypothéses posées concernant I’évolution des EHEC. La plus probable serait
que les EHEC soient un groupe de clones dérivant des E. coli Entéropathogénes (EPEC)
(Whittam et al, 1993). L’émergence des EHEC serait consécutive a 1’acquisition par transfert
horizontal de génes de virulence (stx1, stx2, eae et ehx) localisés sur des éléments mobiles. les
génes stxl et stx2 sont situés sur des prophages, le gene eae (intimine) sur un Tlot de
pathogénicite LEE et le gene ehxA et katP (enterohémolysine-EHEC, KatP) sur le plasmide
pO157. Ainsi I’acquisition de genes StX par deux clones EPEC aurait conduit a I’émergence de
deux lignées majeures de EHEC: EHEC-1, constituée de souches 0157, et EHEC-2,
constituée de souches 026 et O111 (Sperandio et al, 1998 ; Wieler et al, 1997).



1.3.2. Origine du clone 0157 :H7

Selon Feng et al, (1998) I’apparition du clone O157 :H7 est basé sur une succession des
événements génétiques qui auraient eu lieu chez ’ancétre génétiquement le plus proches du
clone 0157 :H7 des EHEC, le O55 :H7 des EPEC (B-glucuronidase positive et fermentant le
sorbitol) (Cf. figure2)

Le clone O157:H7 aurait émergé a partir d’un ancétre possédant 1’Tlot de pathogénicité LEE,
il y a au moins trente mille ans, via I’acquisition du géne stx2 par transduction avec un phage ;
il en a résulté I’émergence d’un clone O55:H7 stx2-positif. Ensuite, ce clone aurait acquis un
plasmide codant des hémolysines et la région rfb (nécessaire a la synthése de 1’antigéne
0157) et plus récemment un gene phagique codant la Shiga-toxine 1 (stx1). Ce clone aurait
perdu plus récemment la capacité a fermenter le sorbitol et a produire une activité¢ B-
glucuronidase fonctionnelle, suite & une mutation T—G en position 92 du géne uidA (Park et
al, 2001). Ce clone aurait également acquis le plasmide de virulence pO157 (genes ehxA et
katP) donnant naissance au clone O157:H7 "sorbitol —" de répartition mondiale (Feng et al,
1998 ; Reid et al, 2000).

Souches EPEC

GUD + SOR +

i

Phage stx2 Région rfb

E.coli O157:H7
GUD+ SOR+

E.coli O55:H7
GUD+ SOR+

E.coli O55:H7

_ _

GUD+ SOR+

stx2

st

= Perte de la fermentation

Phage stxl l du sorbitol

E.coli O157:H7

GUD+ SOR-

stx2 sixl

Uid A i = Perte de I"activité
B-glucuronidasique

E.coli O157:H7
GUD- SOR-

six2 six1

Figure 02: Modele hypothétique de I’émergence d’E. Coli O157:H7 a partir d’une souche de
sérotype O55:H7 (Feng et al, 1998). GUD+ : activité B-glucuronidase fonctionelle ; SOR+ :

fermentation du sorbitol.



CHAPITRE I

LES FACTEURS DE VIRULENCE DES STEC

I1.1. Les Shiga-toxines

Les souches STEC se caractérisent par la production de cytotoxines inhibant in vitro les
cellules Vero (cellule rénale du singe vert d’Afrique) en stoppant de fagon irréversible leur
multiplication. Ces toxines sont regroupées sous le terme de Shiga-toxines (Stx) ou Shiga-like
toxines (Slt) étant donné leurs homologies avec la toxine de Shigella dysenteriae de type 1
(Strockbine et al, 1988 ; O'Brien et al, 1982).

11.1.1. Structure des toxines Stx1 et Stx2 :

Toutes les souches STEC se caractérisent par la production de Shiga-toxines (Stx). Les
Shigatoxines sont des hétéropolymeéres de 70 kDa formés d’une sous-unité A de 33 kDa et de
5 sous-unités B de 7,7 kDa. Ces toxines ressemblent par leurs structures et leurs fonctions a la
toxine de Shigella dysenteriae de type 1 (Gannon et al, 1990). La sous-unité A posséde une
activité de type Nglycosidase qui permet ’arrét de la synthése protéique de la cellule cible
infectée. Les deux sous unités A et B sont codées par un opéron d’environ 1230 pb
généralement porté par un bactériophage de type 2 -like.

Cet opéron est constitué d’un cistron proximal codant la sous-unité A et d’un cistron distal,

séparé du précédent par 12 a 15 nucléotides, codant la sous unité B.
11.1.2. Les genes stx1, stx2 et leurs variants

Les Shiga-toxines comportent deux grandes classes : les toxines Stx1, qui sont neutralisables
par les anticorps anti-Shiga-toxine de Shigella dysenteriae 1, et les toxines Stx2 qui ne le sont
pas (Strockbine et al, 1986; Calderwood et al, 1996). Stx1 et Stx2 possédent respectivement
99 % et 56 % d’homologie vis a vis de la séquence en acides aminés de la toxine de type 1 de
Shigella dysenteriae (Strockbine et al, 1988). La notion de groupe est liée a I’existence de
nombreux variants de ces deux types de toxines, principalement pour le groupe Stx2. Plus
d'une vingtaine de variants de Stx ont en effet été isoles a ce jour (Hussein and Sakuma 2005).
Depuis la premiere description des Shiga-toxines, un nombre conséquent de variants
génétiques des toxines Stx1 et Stx2 ont été décrits (Beutin et al, 2007). Les variants des génes
stx1 (stx1c, stx1d) sont trés proches dans leurs sequences et spécificités d'héte, contrairement

aux principaux variants de stx2 (stx2c, stx2d, stx2e, stx2f) (Orth and Wurzner 2006) qui



présentent, au niveau de leurs séquences nucléotidiques respectives, 99,7%, 94,9%, 94% et
63,4% d’homologie pour la sous-unité A et 95,2%, 86,6%, 79% et 75,4% pour la sous-unité
B, avec les génes des sous-unités de Stx2 correspondantes (Friedrich et al. 2002).

Stx1 et stx2 ont les mémes caracteres biochimiques et le méme mécanisme d’action, mais on
peut les distingué par leurs propriétés immunologiques. Cependant, les toxines Stx1 et Stx2
ne semblent pas traverser de la méme fagon la barriére de 1’épithélium intestinal (Hurley et al,
1999). Des études (Wadolkowski et al, 1990 ; Lindgren et al, 1993) ont montré que Stx2
serait 1000 fois plus cytotoxique sur les cellules endothéliales rénales humaines que la toxine
Stx1 (Louise et Obrig, 1995). Ces résultats corroborent les données épidémiologiques
indiquant que les souches responsables des troubles les plus sévéres chez I’homme, comme

les souches de sérotype O157:H7, produisent Stx2 (Boerlin, 1999).
11.1.3. Le mécanisme d’action des toxines Stx

Lors d’une premiére étape, la toxine se fixe a la membrane cytoplasmique de la cellule cible :
les sous-unités B, assemblées en anneau, se lient & un recepteur glycolipidique, le globotriosyl
céramide Gb3 (Lingwood et al, 1987). La toxine est ensuite internalisée par un mécanisme
d’endocytose et subit un transport rétrograde a travers I’appareil de Golgi, puis le réticulum
endoplasmique. La sous unité A est alors scindeée en deux parties Al et A2 par réduction d’un
pont disulfure. La partie Al ainsi activée exerce son activité N-glycosidase sur I’ARN
ribosomique 28S et bloque la sous-unité 60S du ribosome (Lea et al, 1999), conduisant a un
arrét des synthéses protéiques et par conséquent a la mort cellulaire (Figure 3). Les récepteurs
Gb3 se trouvent a la surface des cellules épithéliales de la microcirculation sanguine,
notamment au niveau rénal et cérébral (AFSSA, 2003).

Une étude utilisant un systéme de culture d’organe in vitro a démontré que I'épithélium
intestinal de I’homme pourrait étre affecté par la toxine Stx2 en l'absence de récepteur Gb3

(Schiller et al, 2004)
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Les STEC possédent sur leur chromosome des bactériophages portant les genes stxA et B. La toxine comporte 1
sous-unité A et 5 sous-unités B. Apres fixation de la toxine sur le récepteur Gb3 a la surface des cellules
eucaryotes, internalisation, transport rétrograde et translocation, ’activité N- glycosidase de la sous-unité Al sur
I’ARN 28S entraine une inhibition totale des synthéses protéiques et donc la mort de la cellule.

Figure 03 : Mécanisme d'action des Shiga-toxines (adapté de Pradel, 2001).

11.2. Les facteurs d’adhésion

Les facteurs d’adhésion semblent €tre des ¢léments majeurs de la pathogénie. Les principaux
mécanismes d’adhésion décrits chez les entérobactéries font appel a des fimbriae, des
protéines de membrane externe et des lipopolysaccharides (Wagner et Hensel, 2011).

Les entérocytes subissent des lésions spécifiques dites lésions d’attachement-effacement
(A/E) qui se limitent au colon et au caecum, et qui en résulte de la colonisation du tube
digestif par certaines souches STEC (Donnenberg et al, 1993). Les lésions A/E, d’abord
décrites chez les EPEC, se caractérisent par un effacement des microvillosités des cellules de
I’épithélium intestinal. Cet effacement est dii a une dépolymérisation des filaments d’actine

constitutifs des microvillosites (Ismaili et al, 1995). Il s’en suit une accumulation et une



repolymérisation d’actine pour former un piédestal sur lequel les bactéries viennent se lier de
facon étroite. Les lésions provoquées par le mécanisme de résorption des microvillosités
intestinales seraient a I’origine des symptdmes diarrhéiques observés lors des infections.
Contrairement aux EPEC qui colonisent I’intestin gréle, 1’adhésion des STEC se limite a

1’épithélium folliculaire des plaques de Peyer (Phillips et Frankel, 2000).
11.3. Les facteurs plasmidiques

Le plasmide des STEC est de 90Kb, il porte différents facteurs de virulence.
L’entérohémolysine E-hlyA a été mise en évidence chez les STEC en 1988 (Beutin et al,
1988). C’est une toxine qui forme des pores dans la membrane cytoplasmique apreés son
insertion dans la membrane, engendrant ainsi une lyse osmotique des cellules (Soloaga et al,
1999). Elle permettrait notamment de stimuler le développement des cellules bactériennes
grace au fer libéré suite a la lyse des hématies.

D’autres facteurs plasmidiques comme la sérine protéase EspP, la catalase peroxydase
périplasmique KatP, des toxines de type Clostridium difficile-like (Burland et al, 1998) sont
impliqués dans la pathogénie des STEC. Par ailleurs, le géne astA codant I’entérotoxine Eastl
a été identifié chez de nombreuses souches STEC et cette toxine pourrait jouer un role dans

I’induction de la phase initiale de diarrhée aqueuse.



CHAPITRE 111

DONNEES EPIDIMIOLOGIQUE DES STEC

I11.1. EPIDEMIOLOGIE ANIMALE, ENVIRONNEMENTALE ET ALIMENTAIRE
I11.1.1. Portage animal
a. Chez les bovins

Les bovins sont considérés comme le principal réservoir de STEC (Whipp et al, 1994). Les
taux de prévalence en STEC chez les bovins en élevages sont trés élevés et ces bactéries
paraissent omniprésentes dans la population bovine. D’aprés certaines études, les tests sur
feces de bovins dans différentes fermes du monde montrent des prévalences trés variables : de
0,2 a 48,8% pour le sérotype O157:H7 et de 0,4 a 74% pour les non-O157 (Hussein and
Sakuma, 2005).

Les souches de STEC isolées dans ces différentes études appartenaient a différents
sérogroupes, certains d’entre eux étant connus pour étre pathogénes pour ’homme. Il a pu
étre montré que des troupeaux préalablement négatifs pour E.coli O157:H7 devenaient
positifs. Inversement, des cheptels positifs pour cette méme bactérie devenaient négatifs trois
mois aprés (Zhao et a.l, 1995). Ces résultats suggerent que I’infection des cheptels a E.coli
O157:H7 est transitoire et qu’elle nécessite donc I’examen de nombreux animaux sur une
période assez longue. D’une maniére générale, le portage sain est transitoire (inférieur a 3
mois) mais a I’échelle du troupeau, I’excrétion peut durer plusieurs années avec un pic en éte.
Ce portage concerne plus les animaux jeunes que les animaux ages (Wells et al, 1991). Les
bovins laitiers sont plus susceptibles d’étre porteurs excréteurs de STEC que les bovins de

boucherie (Sekiya, 1997).
b. Chez d’autres espéeces animales

Le portage fécal en STEC des moutons et des chévres, a fait I’objet de nombreux travaux. Des
chiffres élevés de contamination ont pu étre rapportés (Beutin et al., 1993 ; Randall et al.,
1997). Les sérotypes les plus répondu lors de ces études sont: O91: NM, 0128 :H2 et
0146 :H21 (Zhang et al., 2002) .

Les STEC O157 ont été isolés chez d’autres animaux domestiques comme les chevaux, les
chiens, les lapins domestiques, les liévres. Il n’est pas encore bien établi si ces animaux sont

des hotes réels ou de simples vecteurs (contaminés aprés contact) pour ces microorganismes.



Les porcs ne sont pas considérés comme des réservoirs potentiels des STEC pathogenes pour
I’homme. Le portage fécal des porcs testés au niveau des abattoirs varie de 0,2% a 2% en

Europe, Japon et aux Etats-Unis et de 8 & 10% en Amérique du Sud (Caprioli et al, 2005).
111.1.2. Dans ’environnement

La contamination fécale est la principale source de contamination de I’environnement et
I’apport régulier de STEC a travers les féces des animaux est en partie responsable de la
persistance de ces pathogenes dans 1’environnement. En effet, I’épandage de fumiers ou de
lisiers (a des fins de fertilisation des sols) peut étre un vecteur important de contamination du
sol, des cultures et des eaux (profondes ou de surface) et ainsi présenter un risque potentiel de
contamination de I’animal et de I’lhomme. Les STEC semblent pouvoir survivre et conserver
leur capacité de virulence (production de Stx1 et/ou Stx2) aprés survie pendant plusieurs
semaines dans I’environnement de la ferme (abreuvoir, fumier et lisier) (Wang et al., 1996 ;
Fremaux et al., 2007a), dans les sols (Fenlon et al., 2000) et dans les eaux (Wang et Doyle,

1998). Cette réelle capacité de survie augmente le pouvoir de virulence des STEC.
111.1.3. Dans les filieres agro-alimentaires

La contamination des aliments est la plupart du temps liée a une contamination fécale. Elle
peut avoir lieu a I’abattoir lorsque I’hygiéne de ’abattage n’est pas maitrisée. Elle peut étre
liée a une mauvaise hygiene de la traite. Enfin, les végétaux peuvent étre contaminés par des
effluents tels que les substances d’épandages ou de I’ecau contaminée par des déjections
animales (Savoye, 2011). Les études épidémiologiques ont montré que les aliments le plus
souvent impliqués dans les épidémies a STEC étaient la viande de beeuf insuffisamment cuite

et les fromages au lait cru (Mailles et al., 2006).
a. Contamination de la filiere lait et produits laitiers

De nombreuses études se sont intéressées a la présence des STEC dans les produits laitiers
(Baylis, 2009). En Angleterre, en 1993, E. coli O157:H7 est isolé pour la premiére fois de lait
non pasteurisé (Chapman et al., 1993). La voie de contamination du lait actuellement retenue
est celle de la contamination a partir des matieres fécales de bovins lors de la traite.
Néanmoins, une étude menée in vitro a montré I’envahissement des cultures épithéliales
mammaires par E. coli O157:H7 (Matthews et al., 1997). Ces résultats suggerent 1’existence
possible d’une voie de contamination du lait avant la traite.

Concernant la prévalence de E. coli O157:H7 ou d’autres STEC dans les laits et produits

laitiers, trés peu de résultats sont disponibles. 1l faut, cependant, souligner la difficulté de



mettre en évidence des bactéries pathogénes peu nombreuses dans les laits de mélange, due au
facteur de dilution.

Les laits crus et les fromages ont tout de méme entrainé une dizaine d’épidémies mettant en
cause E.coli O157:H7, mais aussi des STEC non-O157:H7, bien que ces types d’aliments
semblent peu contaminés (Casenave et al., 1993; Deschenes et al., 1996; Allerberger et al.,
2001). Outre la prévalence de contamination des produits laitiers, on peut alors également
s’interroger sur la survie ou la croissance des STEC dans ces produits. Des E.coli O157:H7
inoculés dans du lait pasteurisé et non pasteurisé peuvent survivre pendant 28 jours a 5°C,
leur nombre augmente a 8 et 15°C et la croissance est maximale a 15°C (Wang et al., 1997).
Mabher et al. (2001) ont montré que E.coli O157:H7 était capable de survivre a tous les stades
de fabrication de fromages au lait cru, notamment a pate molle, et ce, pendant plus de 70
jours. Enfin, les résultats d’une étude sur du lactosérum pasteurisé et non pasteurisé indique
que E.coli O157:H7 est retrouvée dans le lactosérum non pasteurisé sur une période
supérieure a 3 semaines pendant le stockage. Cette durée peut-étre plus longue dans le petit
lait pasteurisé, la contamination ayant eu lieu aprés la pasteurisation (Marek et al., 2004). Il
apparait donc que de bonnes pratiques d’hygiéne lors de la traite ne suffisent pas a elles seules
pour assurer une sécurité optimale pour le consommateur de fromage. Le tableau | présente
des données générales quant aux fréquences observées de produits laitiers contaminés par des
STEC dans différents pays.

La consommation de lait cru (vache ou chévre) a été associée a plusieurs cas de pathologies
en Europe et en Amérique du Nord. La plupart de ces épidémies ont été provoquées par des
souches de sérotype O157:H7, mais d’autres souches de sérotypes, moins fréquents, ont eux
aussi été pointés du doigt. Il s’agit des sérotypes 022 :H8, O110 :H-, O80 :H- ou encore une
souche appartenant au sérogroupe O145. La consommation de fromage a base de lait cru de

vache ou de chévre a elle aussi été impliquée dans des cas épidémiques (Miszczycha.2013).
111.2. EPIDIMIOLOGIE HUMAINE
111.2.1. Principaux modes de transmission

A T’heure actuelle, les 4 principales voies d’infection a EHEC sont 1’ingestion d’aliments, la
transmission hydrique (eau de boisson ou de baignade), la transmission interhumaine et le
contact avec les animaux de ferme et leur environnement. La Figure 04 présente les flux

potentiels des STEC entre le réservoir animal et I’homme.
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Figure 04: Flux potentiels des STEC. Les fleches indiguent les flux potentiels des STEC

entre le réservoir animal et I’homme (AFSSA, 2003).
a. Transmission alimentaire

Un grand nombre des infections a E. coli O157:H7 a été relié épidémiologiquement a la
consommation de denrées animales (Vernozy-Rozand et Montet, 2001). La viande de beeuf
constitue la source majeure de contamination suite principalement a une cuisson insuffisante
(Roberts et al., 1995). La viande d’autres animaux de boucherie ou de volailles a également
été mis en cause (Martin et al., 1994; Orskov et al., 1987; Griffin et Tauxe, 1991; Doyle,
1991; Paton et al., 1996). De méme, des produits végétaux contaminés et des produits laitiers
ont été a I’origine d’épidémies (Morgan et al., 1993; Cieslak et al., 1993; Ackers et al.,1998;
Miller et Kaspar, 1994). Pour certains aliments, I’hypothése d’une contamination croisée avec
de la viande de bceuf ou par I'utilisation d’ustensiles contaminés a été avancée. On peut
également citer une contamination par simple contact avec les aliments (Morgan et al.,.1988).

b. Transmission inter-humaine

Le portage sain humain de STEC existe (Silvestro et al., 2004) mais semble rare et transitoire
(Stephan et Untermann, 1999). Cependant, la contamination de personne par contact avec les
malades est bien plus frequente que le portage sain. En effet, des cas de transmission de
personne a personne, par contact rapproché avec une ou des personnes ayant eu de la diarrhée,
a eté observée en milieu familial (Vaillant et Espi¢, 2002). Cette transmission est d’autant

plus importante que I’hygiéne générale et plus particulierement celle des mains est



insuffisante et que les contacts sont étroits. De ce fait, la contamination oro-fécale est une
réelle préoccupation dans les creches ou les divers centres de soins (hdpitaux, maisons de
retraites...) (Belongia et al., 1993). les centres de soins journaliers (Reida et al., 1994) et aussi

dans les centres pénitenciers (CDC, 2012).
c. Transmission hydrique

Les épidémies d’origine hydrique sont généralement associées a la consommation d’eau de
boisson ou a I’ingestion accidentelle d’eau lors de baignades. La consommation d’eau de
puits, d’eau de source privée et d’eau de distribution non traitées a été a 1’origine de cas isolés
d’infections (Chalmers et al., 2000; Jackson et al., 1998) et d’épidémies a E. coli 0157
(Holme, 2003 ; Mannix et al., 2007).

d. Transmission par contact avec les animaux de ferme et leur environnement

La contamination se fait généralement par contact direct avec les animaux de ferme et/ou
leurs déjections. Le taux de porteurs sains est d’ailleurs plus élevé dans la population en
contact permanent avec les animaux (Crump et al., 2002). La contamination par les déjections
des animaux a pu étre largement documentée lors d’épidémies survenues au cours de festivals
ou de campements d’adolescents (Varma et al. 2003; Durso et al. 2005). Dans ces cas de
transmission directe a partir de I’animal, la maladie peut tout autant s’exprimer sous forme

sporadique que sous une forme épidémique (Caprioli et al., 2005).
111.2.2. PATHOLOGIE HUMAINE

Les STEC sont a I’origine de symptdmes cliniques variés : diarrhée non sanglante, colite
hémorragique, syndrome hémolytique et urémique (SHU), les personnes les plus sensibles
sont les enfants de moins de 3 ans et les personnes agées de plus de 65 ans ou purpura
thrombotique thrombocytopénique (PTT) chez ’adulte (Tarr, 1995). Le SHU et le PTT sont
considérés comme un ensemble de manifestations de microangiopathie thrombotique. Ces
affections ont en commun des Iésions des cellules endothéliales de la microcirculation, suivies
d'un gonflement cellulaire, d'adhérence plaquettaire et de thrombose. Les manifestations sont
déterminees par le lit vasculaire le plus atteint : celui des reins dans le SHU, celui du cerveau
dans le PTT. Ces deux affections sont caractérisées par une microangiopathie sévére, ainsi

que par une réduction marquée du taux des plaquettes et du taux d’hémoglobine (afssa, 2013).
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IV. PARTIE EXPERIMENTALE

La présente étude a porté sur la caractérisation moléculaire des Escherichia coli productrices
de Shigatoxines dans le lait de tank, par la caractérisation des génes de virulence stx1, stx2 et

€ae.

IV.1. MATERIEL ET METHODES

Cadre de I’étude

L’étude s’est déroulée durant la période de février 2013 a mai 2014. Les prelevements ont été
traité au laboratoire de recherche « ECOQUAPA » de la faculté des sciences de la nature et de
la vie de 'université de Blida 1. La caractérisation moléculaire a été réalisé au laboratoire
« Grippes et virus respiratoires » de I’institut pasteur d’Algérie (IPA), Annexe Sidi Fred;j

(Alger).
1V.1.1. MATERIEL
IV.1.1.1. Prélevements

La présente étude a porté sur 117 échantillons de lait de tank appartenant aux élevages de
bovins de la wilaya de Blida.

Les prélevements ont été effectués avec la participation du service de collecte du lait cru de
vache pour les laiteries de la région d’¢étude.

La distribution des prélevements selon la localité sont rapportés dans le tableau ci-dessous.

Tableau | : Répartition des prélevements par laiteries.

Laiteries Localités Nombre de prélevements
Laiterie 1 Ouled Yaich 16

Laiterie 2 Beni Mared 21

Laiterie 3 Boufarik 12

Laiterie 4 Beni Tamou 9

Laiterie 5 Guerouaou 19

Laiterie 6 Chiffa 40

Total 6 117

IV.1.1.2. Matériel non biologique



a. Kit d’extraction d’ADN

Nous avons utilis¢ le kit d’extraction d’ADN « InstaGene™ Matrix 20ml » (BIO-RAD)

b. Amorces

Figure 05: Kit d’extraction d’ADN (photo originale).

Pour la mise en évidence de la séquence nucléotidique conservée des génes stxl & stx2 et

pour la recherche des genes stx1 et stx2 séparément ainsi que le gene eae, nous avons utilisé

les amorces produites par Eurogentec (France) rapportées dans le tableau.

Tableau Il : Amorces oligonucléotidiques utilisées dans la réaction de PCR.

Facteurs de Code , s Poids du -
virulence | primer Séquence (5°-3') produit (bp) References
VT1-1 | TTAGACTTCTCGACTGCAAAG Woodward et al. 1992
stx1 530 N
VT1-2 | TGTTGTACGAAATCCCCTCTG Padola et al., 2004
VT2-1 | TGGGTTTTTCTTCGGTATC Woodward et al.. 1992
Stx2 807 X
VT2-2 | GACATTCTGGACTCTCTT Padola et al., 2004
eae B52 AGG CTT CGT CAC AGT TG 570 Fremaux et al., 2006 :
B53 | CCA TCG TCA CCA GAG GA Reid et al., 1999
c. Kit PCR :

Nous avons utilisé le kit Go Taq® Flexi DNA Polymerase (Promega) qui comporte les

réactifs suivants :
e 5X Green or Colorless Go Tag® Flexi Buffer

e MgCI2, 25mM
e dNTP (10mM)



e Taq polymérase (5U/pul)

d. Petit matériel et équipements de laboratoire
e Petit matériel

Nous avons utilisé les équipements du laboratoire de microbiologie et de biologie
moléculaire. Tout le matériel et les équipements utilisés dans le présent travail sont rapportés

en annexe (Cf. annexe 1)
o Thermocycleur :

Nous avons utilisé le thermocycleur « techne TC-312 » pour la réalisation de la PCR.

=l

Figure 06 : Thermocycleur Techne TC-312 (photo originale)

o Dispositif d’électrophorése :

Nous avons utilisé le dispositif d’électrophorése comportant une cuve horizontale avec
support pour gel et peignes de marque FICHERBRAND et un générateur de courant
électrique de marque CONSORT.
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Figure 07 : Dispositif d’électrophorése (photo originale)

o Dispositif de visualisation de migration sur gel :

Nous avons utilisé le dispositif de visualisation de migration sur gel de type « Gel
Documentation system XR (BIO-RAD) ».

Gel doc

|mp| i e papier
thermique (SONY)

Figure 08 : dispositif de visualisation de migration (photo originale).



IV.1.2. METHODES

Notre étude expérimentale a comporté trois étapes, a savoir : le traitement des prélévements
de lait, ’extraction d’ADN et I’analyse par PCR.

1. Traitement des prélevements de lait
e Centrifuger 50 ml de lait de tank a 6000 rpm pendant 10min
e Laver le culot obtenu avec du PBS a pH7,4 et reprendre cette opération deux fois de
suite puis ajouter 20ml de TSB au culot et enrichir le milieu a 37°C pendant 24h.
e Prendre 1ml du milieu d’enrichissement, centrifuger a 6000 rpm pendant 10mn et

congeler pour extraction

2. Extraction de PADN

L’extraction de I’ADN a été réalisée sous hotte a flux laminaire dans un box dédi¢ a
I’extraction sur les recommandations du protocole du Kit InstaGene™Matrix a partir du culot
de centrifugation.
o Additionner 200ul d’Insta Gene Matrix au culot bactérien et incuber a 56°c pendant
30 min (Cf.photo 2 figure 09).
o Vortexer a grande vitesse pendant 10 sec et placer le tube a 100°c pendant 8 min
(Cf.photos 3 et 4, figure 09).
o Vortexer a grande vitesse pendant 10 sec et centrifuger a 12000 rpm pendant 3 mn.

o Utiliser 20ul du surnageant résultant pour 50ul de PCR et stoker le reste a -20°c.

Figure 09 : Les étapes d’extraction de I’ADN (photos originales)



Contrdle de qualité des ADN extraits :

Le contrdle de la qualité¢ des ADN extraits a été réalisé par ¢lectrophorese sur gel d’agarose a
1% comme suit :

e Préparation du gel d’agarose :

Préparer un gel d’agarose a 1% dans du TAE x1 (Tris-Acetate-EDTA) :

©)

Préparer le support de coulage en obturant de facon étanche avec un ruban adhésif les
2 cotés ouverts de ce support ; disposer dans les encoches les peignes permettant de
créer les puits de dépdt des ADN.

Peser 1 g d'agarose et mettez-le dans un Erlenmeyer de 250 ml.

Ajouter 100 ml de TAE.

M¢élanger et faire bouillir dans un four a micro ondes jusqu’a ce que la solution soit
limpide.

Laisser refroidir le liquide jusqu’a pouvoir toucher le récipient sans se bruler.

Verser 1’agarose dans la cuve préparée et laisser solidifier le gel

Retirer le ruban adhésif.

Figure 10: Préparation du gel d’agarose (photo originale).

Préparation de la cuve a électrophorese :

Placer le gel (toujours sur son support) dans la cuve a électrophorése, les puits
disposés coté cathode.

Remplir la cuve avec le tampon TAE jusqu’a ce que le gel soit recouvert de quelques
mm de tampon.

Retirer alors délicatement et bien verticalement les peignes.



Figure 11 : Le retrait des peignes (photo originale).

e Dépodt des échantillons :

o Déposer 5ul de MT additionné de 2ul de tampon de chargement (TC) et 15ul de
chaque échantillon a analyser additionné de 2l de tampon dans les puits
correspondants.

o Fermer la cuve.

o Brancher la cuve au générateur de courant.

o Appliquer une tension de 100V correspondant a environ 1h de migration.

o Couper ’alimentation quand le colorant a parcouru la distance requise.

o Débrancher le générateur de la cuve.

o Introduire le gel sans support dans un bain de BET a 10 mg/ml pendant 20 min.

Figure 12 : Dépot des échantillons (photo originale).
e Lecture:
Egoutter le gel et le disposer dans I"automate Gel Doc qui permet de le visualiser et le
photographier. Dans cet appareil, le gel est éclairé sous ultraviolets afin d’observer les bandes
d’ADN fluorescentes. La révélation se fait graice au BET qui devient fluorescent avec une

couleur rouge-orangée lorsqu’il est exposé a des rayonnements ultraviolets. Le gel peut étre



alors visualisé et photographié avec un appareil photo numérique. L’interprétation des

résultats est faite grice a la comparaison avec 1’échelle de marqueur de taille moléculaire

(MT).

3. Analyse par PCR :

Pour la réalisation de la PCR nous avons travaillé dans un box dédié a la préparation du Mix

sous hotte PCR HEPA/UV3.

Chaque échantillon analysé par PCR a été traité comme suit :

= Deéposer dans chaque céne Eppendorf 10 ul 5x Green or Colorless Go tag Flexi
Buffer (1x) ,3ul de Mgcl2 (1.5mM), 1ul de dANTP (0.2mM), 1ul de ’amorce 1
(0.4uM), 13.7ul d’eau distillé stérile, 0.3ul de taq polymérase (Go taq DNA

polymerase) (5U/ul), soit 40ul du Mix et rajouter :

= 20ul d’ADN de chaque échantillon a analyser pour un volume final de 50pl.
=  5ul d’ADN de la souche de référence EDL933 et 15ul d’eau distillé stérile pour le

controle positif.

= 10ul d’eau distillée pour le controle négatif.

Le Mix ayant servi aux réactions de PCR a été préparé a la concentration finale comme

rapporté dans le tableau.lll

Tableau I11: Concentrations et volumes des réactifs utilisés dans la PCR

Réactifs

Volume final (ul)

Concentration Finale

5X Green or Colorless Go Tagq® Flexi
Buffer'
MgCly, 25mM*
dNTP (10mM)
Amorce amont (20uM)
Amorce en aval (20uM)
Taq polymerase (5u/ul)
ADN

Eau distillée stérile qsp

10
2-8

0,25

50

1X
1,0-4,0 mM
0,2mM pour chaque dNTP
0,1-1,0uM
0,1-1,0uM
1,25u
<0,5ug/50ul




L'amplification a été réalisée selon le programme suivant : 1 cycle de dénaturation a 94° C

pendant 3min ; 35 cycles [(dénaturation & 94°C pendant 90 sec), (hybridation a 59°C pendant
90 sec) et (¢longation a 72°C pendant Smin)], suivi d’un (1) cycle d’¢élongation finale a 72°C

pendant 5min.

Les échantillons analysés pour la recherche du géne stx1, stx2 et eae.



IV.2. RESULTATS
L’extraction d’ADN a partir des culots de lait a permis I’obtention de 117 éluats (ADN).
1. Qualité des ADN extraits :

Le contrdle de la qualité des ADN extraits est représenté par les profils électrophorétiques

obtenus sur la photographie du gel rapporté en figure 13.

RS ) 1] 12 13 .14°15

MT : marqueur de taille ; de 2 a 15 : échantillons analysés
Figure 13 : Photo du gel de contr6le de la qualité (14 échantillons d’ADN extraits + MT)
(photo originale).

Les profils électrophorétiques obtenus sont révélateurs de la bonne qualité des ADN extraits.



2. Recherche du gene stx1 :
Nous rapportons sur la photographie du gel d’électrophorése (figure 14), les profils
électrophorétiques obtenus sur les produits de PCR correspondant a la recherche du géne stx1.

1000pb
500pb 530pb
PM T- 85 66 67 68 69 70 71 772 73 74
YR EeEeEs 0 o
1000pb

500pb '
-

PM : marqueur de taille ; T-: témoin négatif ; T+(EDL933) : témoin positif; Toutes les autres lignes portant
correspondent aux échantillons négatifs (absence de géne stx1).

Figure 14: Photo du gel d’électrophorése de deux séries de produits PCR pour la recherche de
la séquence du gene stx1 (photo originale).

Les profils électrophorétiques correspondant a la migration des produits PCR montrent :

e La présence d’une bande a 530 pb chez le témoin positif (EDL933, ligne 12 de la
premiere série) et I’absence de bande chez le témoin négatif (eau distillée, ligne 2 de la
deuxiéme série).

e [’absence de bande a 530 pb dans les produits PCR de tous les échantillons analysés

témoignant de 1’absence du géne stx1.



3. Recherche du géne stx2 :
Nous rapportons sur la photographie du gel d’électrophorese (figure 15), les profils

électrophoreétiques obtenus sur les produits de PCR correspondant a la recherche du gene stx2.

800pb _
500pb
200pb

MT : marqueur de taille ; T- : témoin négatif ; EDL933 : témoin positif ; Les lignes portant les numéros 2, 3, 5,
10, 11, 12, 13, 17, 18 correspondent aux échantillons négatifs alors que la ligne portant le n° 21 correspond a
I’échantillon positif (présence de géne stx2).

Figure 15: Photo du gel d’¢électrophorése de deux séries de produits PCR pour la recherche de
la séquence de géne stx2 (Photo originale).

Les profils électrophorétiques correspondant a la migration des produits PCR montrent :

e La présence d’une bande a 807 pb chez le témoin positif (EDL933, ligne 13 de la
premiere série) et I’absence de bande chez le témoin négatif (eau distillée, ligne 12 de la
premiére série).

e La présence d'une bande a 807 pb dans un seul produit PCR correspondant a
I’échantillon portant identification n° 21 (ligne 13) témoignant de la présence du gene
stx2.



4. Recherche du gene eae :
Nous rapportons sur la photographie du gel d’électrophorése (figure 16), les profils
électrophoreétiques obtenus sur les produits de PCR correspondant a la recherche du géne eae.

1000pb
1000pb
500pb 570pb

PM : marqueur de taille ; T- : témoin négatif ; T : témoin positif (EDL933) ; La ligne portant le numéro 42 de
la premiere série et la ligne portant le numéro 45 de la deuxiéme série correspondent aux échantillons positifs
(présence du gene eae).

Figurel6 : Photo du gel d’électrophorése de deux séries de produits PCR pour la recherche de

la séquence du géne eae (photo original)

Les profils électrophoreétiques correspondant a la migration des produits PCR montrent :

e La présence d’'une bande a 570 pb chez le témoin positif (EDL933, ligne 7 de la
deuxieme série) et I’absence de bande chez le témoin négatif (eau distillée, dernicre ligne
de la premiére série).

e La présence d’une bande a 570 pb dans les produits PCR des échantillons analysés
portant n° identification 42 de la premiére série et 45 de la deuxiéme série témoignant de

la présence du géne eae.



Les résultats de la recherche des génes stx1, stx2 et eae sont rapportés dans le tableau VI.

Tableau VI: Résultats de la recherche des génes stx1, stx2 et eae

Laits analyses Geénes de virulence
(n=117) stx1 Stx2 Eae
Laits positifs 00 01 06
% 00 0,85 5,12

Il en ressort ce qui suit :
e L’absence du géne stx1 dans tous les échantillons analysés.

e La présence du géne stx2 dans un (1) seul échantillon, soit un taux de 0,85%.

e Laprésence du gene eae dans six (6) échantillons, soit un taux de 5,12%.

Le traitement des résultats obtenus par rapport au profil génétique (pathotype) est rapporté
dans le tableau suivant :

Tableau V: Profils génétiques des souches d’Escherichia coli isolées de féces

Facteurs de virulence Souches
Pathotype stx1 stx2 Eae N %
+ - - 0 0
+ - + 0 0
STEC - + - 01 0,85
- + 0 0
+ + 0 0
+ + - 0 0
EPEC - - + 06 5,12

EPEC : Enteropathogen Escherichia coli ; STEC : shigatoxin Escherichia coli.
Au total, nous avons obtenu deux (02) pathotypes :

e Le premier, révélateur de la présence d’Escherichia coli Shigatoxines portant le géne

stx2 seul.

e Le second, révélateur de la présence d’Escherichia coli Enteropthogéne portant le

gene eae seul,



IV.3.DISCUSSION

1. La recherche des génes de virulence stx1, stx2 et eae dans les 117 échantillons de lait
d’¢élevages a révélé un taux de contamination de STEC (stxl et/ou stx2) de 0,85% sur
I’ensemble des échantillons analysés. L’échantillon positif a révélé la présence du geéne Stx2

seul.

Trés peu de données sont disponibles sur la contamination des laits et produits laitiers par
Escherichia coli shigatoxines. Cette situation semble trouver une explication par rapport a la
difficulté de mettre en évidence des bactéries pathogénes peu nombreuses dans les laits de
mélange, due au facteur de dilution (Afssa., 2003). Cependant, le lait et les produits laitiers
ont été a I’origine de différents foyers épidémiques a STEC dans le monde. (Guh et al., 2010.
Anses, 2010).

La voie de contamination du lait actuellement retenue est celle de la contamination a partir
des matieres fécales de bovins lors de la traite. (hussein et al,. 2005). Néanmoins, une étude in
vitro a montré I’envahissement des cultures épithéliales mammaires par E.Coli 0157 :H7
(Matthews et al., 1997). Ces résultats suggérent I’existence possible d’une source mammaire

de contamination du lait (Lira et al., 2004;. Matthews et al., 1997;. Stephan et al., 1999).

Plusieurs études ont évalué la prévalence de E. Coli O157H7 ou d’autres STEC dans les laits
et produits laitiers (Klie H et al., 1997 ,Vernozy-Rosand C et al.,2002). En Europe les travaux
de Trevisani et al, (2014) sur le lait de tank et les filtres a lait ont montré respectivement que
12.5% et 30.2% des échantillons sont positifs pour stxlet/ou stx2. Une autre étude qui a été
réalisé en France a montré que 21% des échantillons de lait analysés portait le gene stx1 et/ou
stx2 (Madic et al., 2009) tandis qu’en Allemagne aucun échantillon de lait n’était positif pour
STEC (Messelhdusser et al., 2008).

Dans les autres régions du monde la prévalence de STEC dans le lait est de 17.47% en Iran
(Mohammadi et al, 2013), 3.2% en USA (Cobbold et al,. 2008), une autre étude réalisé par
Kessel et al, (2011) sur le lait de tank et les filtres a lait a révélé respectivement que 15.2% et
51% des échantillons sont positifs pour stx1 et/ou stx2. Cette différence dans les résultats peut
étre du a plusieurs facteurs comme la location géographique, la saison, le nombre d’animaux

dans la ferme, I’hygiéne et les méthodes de détection utilisées (Mohammadi, 2013).

Selon Boerlin et al., (1999) les souches EHEC produisant des Stx2 sont davantage associées
au risque de développer un SHU que les souches productrices de Stx1. Cette hypothese se

trouve confortée par Siegler et al., (2003) qui rapportent que les Stx2 sont 1000 fois plus



toxiques que les Stx1 sur des cellules endothéliales rénales humaines en culture et davantage

associées a 1’apparition de SHU chez des singes de laboratoire

Dans la présente étude, le portage seul du géne stx2 de notre échantillon positif ne suffit pas
pour le considérer comme pathogéne car il ne porte pas le géne eae et le pouvoir pathogéne
des STEC est correlé au nombre de facteurs de virulence ou la présence du gene eae est

considérée comme essentielle (Afssa, 2003)

2. La présence du géne eae a été mise en évidence dans 5.2% des échantillons de lait analysés,

ce qui révele la présence des EPEC dans les laits d’¢élevages.

Sur la base des résultats obtenus dans 1’étude réalisée par I’institut de veille sanitaire frangais
en 2007 qui montre que la souche 026 :H11, isolée des selles des enfants présentant un SHU
dd a la consommation de camembert, porte un profil de virulence stx-/eae+, nous pouvons
dire que le portage du géne eae en 1’absence du géne stx dans nos échantillons positifs

n’exclut pas leur pathogénicité .

Cependant, il est a noter que la mauvaise qualité hygiénique du lait a été rapportée dans de
nombreuses études dans la méme région. Selon Baazize et al., (2006), la contamination des
lait de mélange par les coliformes a été estimé a 80,13% et par la bactérie Escherichia Coli a
17.8%. On peut considérer que la contamination fécale indirecte est vraisemblablement la
voie majeure de la contamination des laits. A partir de ces données nous pouvons dire que la
contamination des laits par les E. coli shigatoxine est probable. En effet selon Gassem (2012),
le portage de STEC dans les féces de vaches laitiéres est de 30.5% dans les élevages bovins

laitiers de la méme région d’étude.



IV.4. CONCLUSION

Cette étude a permis de mettre en évidence la présence des STEC dans les échantillons de lait

d’¢élevages bovins laitiers de la wilaya de Blida.

En effet, le lait et les produits laitiers sont a 1’origine de différents foyers épidémiques a STEC
a travers le monde. Actuellement, la voie de contamination du lait retenue est celle a partir des

matiéres fécales de bovins lors de la traite.

D’aprés nos résultats, la contamination fécale indirecte est vraisemblablement la voie majeure

de contamination du lait.

En Algérie il faut prendre les mesures d’hygiéne nécessaire au niveau de différentes
exploitations qui permettent d’éviter la dissémination des bactéries dans les étables, les

mamelles et lors de la traite pour éviter la contamination accidentelle du lait.
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ANNEXE 1
Matériels de laboratoire
Le petit matériel
Matériels de prélevement :
Boites stériles de 60ml étiquetées
Laboratoire de microbiologie :

Centrifugeuse

Vortex

Autoclave
Bec-bunsen

Four pasteur
Réfrigérateur a 4°C
Conggélateur a 20°C
Agitateur magnétique
Barreau magnétique
Portoirs

Boites stériles de 60ml
Gants

Tubes stériles de 15ml

Réactifs :

Phospahte Buffered Saline (PBS) a pH=7.4
Trypto-caséine Soja (TSB)

InstaGene™ Matrix 20ml

Laboratoire de virus et grippe respiratoire
Gants

Eppendorfs de 2ml et 1.5ml.

Hotte PCR HEPA/UV3

Hotte a flux laminaire-MSC advantage ™
Centrifugeuse a éppendorf

Micropipettes réglables (2-20ul, 20 a 200ul, 200a1000pl).
Embouts de 10,100 et 1000ul

Tubes de 0.2 et 0.5ml

Réfrigérateur a +4°C.

Congélateur a -20°C

Vortex

Bain marie

Portoirs

Ethanol

Eau distillé stérile

Gaze hydrophiles

Alcool

Agarose

Elenmeyer

TAE1x (Tampon Tri-acétate EDTA)



Tableau des résultats

ANNEXEQ02

Date de laiterie Nbre de Commune Résultat de la PCR
prélevements vache L
stxl | stx2 | eae
| 17.02.2013 | Laiterie 1 7 Blida - - -
2 17.02.2013 | Laiterie 1 7 Oued el- - - -
alayag
3 17.02.2013 | Laiterie 1 11 Ain-roumana - - -
4 17.02.2013 | Laiterie 1 36 Beni tamou - - -
5 17.02.2013 | Laiterie 1 14 Oued el-alayag | - - -
.6 17.02.2013 | Laiterie 1 17 Cheraga - - -
v 17.02.2013 | Laiterie 1 8 Cheffa - - -
.8 17.02.2013 Laiterie 1 14 Ain roumana - - +
9 17.02.2013 | Laiterie 1 5 larbaa - - -
10 17.02.2013 Laiterie 1 14 Ain roumana - - -
A1 17.02.2013 | Laiterie 1 10 Oued el-alayag | - - -
12 17.02.2013 | Laiterie 1 65 Tipaza - - +
(hadjout)
13 17.02.2013 | Laiterie 1 3 Cheraga - + -
14 17.02.2013 | Laiterie 1 8 Beni tamou - - -
A5 04.03.2013 Laiterie2 NI Beni tamou - - -
16 04.03.2013 | Laiterie2 22 Cheffa - - -
A7 04.03.2013 | Laiterie2 5 Cheffa - - -
.18 04.03.2013 | Laiterie2 9 Mouzaia - - -
19 04.03.2013 | Laiterie2 12 Mouzaia - - -
.20 04.03.2013 | Laiterie2 9 Ain roumana - - -
21 04.03.2013 | Laiterie2 15 Mouzaia - - -
22 04.03.2013 | Laiterie2 14 Mouzaia - - -
23 04.03.2013 | Laiterie2 15 Cheffa - - -
24 06.03.2013 | Laiterie2 54 Larbaa - - -
25 06.03.2013 | Laiterie2 4 Ouled yaich - - +
.26 06.03.2013 | Laiterie2 14 Eucalyptus - - -
27 06.03.2013 | Laiterie2 12 Eucalyptus - - -
.28 06.03.2013 | Laiteire2 12 Larbaa - - +
.29 14.03.2013 | Laiterie2 17 Beni mered - - -
.30 14.03.2013 | laiterie2 10 Beni tamou - - -
31 17.03.2013 | Laiterie2 Blida - - -
32 17.03.2013 | Laiterie2 Cheffa - - -
.33 17.03.2013 | Laiteire2 Blida - - -




34 17.03.2013 | Laiterie2 8 Blida

.35 17.03.2013 | Laiterie2 13 Blida

.36 14.04.2013 | Laiterie3 2 Boufarik
37 14.04.2013 | Laiterie3 6 Boufarik
.38 14.04.2013 | Laiterie3 5 Boufarik
.39 14.04.2013 | Laiteire3 9 Boufarik
40 14.04.2013 | Laiterie3 1 Boufarik
41 14.04.2013 | Laiterie3 6 Boufarik
42 14.04.2013 Laiterie3 2 Boufarik
43 14.04.2013 Laiterie3 4 Boufarik
44 14.04.2013 Laiterie3 9 Boufarik
45 14.04.2013 Laiterie3 7 Boufarik
46 14.04.2013 Laiterie3 3 Boufarik
47 14.04.2013 Laiterie3 3 Boufarik
A48 14.04.2013 Laiteriel 8 Oued el-alayag
49 14.04.2013 Laiteriel NI Oued el-alayag
.50 02.06.2013 Laiteried 17 Zéralda
51 02.06.2013 Laiteried 7 Blida

52 02.06.2013 Laiteried 9 Blida

53 02.06.2013 Laiteried 52 Zéralda
.54 02.06.2013 Laiteried 6 Blida

.55 02.06.2013 Laiteried 5 Blida

.56 02.06.2013 Laiteried 15 Htatba
57 02.06.2013 Laiteried 17 Koléa

.58 02.06.2013 Laiteried 7 Blida

.59 16.06.2013 Laiterie5 NI Guerwaw
.60 16.06.2013 Laiterie5 NI Guerwaw
.61 16.06.2013 Laiterie5 NI Guerwaw
.62 16.06.2013 Laiterie5 NI Guerwaw
.63 16.06.2013 Laiterie5 NI Guerwaw
.64 16.06.2013 Laiterie5 NI Guerwaw
.65 16.06.2013 Laiterie5 NI Guerwaw
.66 16.06.2013 Laiterie5 NI Guerwaw
.67 16.06.2013 Laiterie5 NI Guerwaw
.68 23.06.2013 Laiterie6 18 Cheffa
.69 23.06.2013 Laiterie6 7 Cheffa
.70 23.06.2013 Laiterie6 22 Cheffa
71 23.06.2013 Laiterie6 5 Cheffa
12 23.06.2013 Laiterie6 19 Cheffa
73 23.06.2013 Laiterie6 24 Cheffa
14 23.06.2013 Laiterie6 5 Cheffa
15 23.06.2013 Laiterie6 11 Cheffa




16 23.06.2013 Laiterie6 10 Cheffa

A7 23.06.2013 Laiterie6 18 Cheffa

.18 26.06.2013 Laiterie5 NI Beni tamou
.79 26.06.2013 Laiterie5 NI Beni tamou
.80 26.06.2013 Laiterie5 NI Beni tamou
81 26.06.2013 Laiterie5 NI Beni tamou
.82 26.06.2013 Laiterie5 NI Beni tamou
.83 26.06.2013 Laiterie5 NI Ben saleh
.84 26.06.2013 Laiterie5 NI Ben saleh
.85 26.06.2013 Laiterie5 NI Ben saleh
.86 26.06.2013 Laiterie5 NI Ben saleh
.87 26.06.2013 Laiterie5 NI Ben saleh
.88 26.06.2013 Laiterie6 NI Cheffa

.89 26.06.2013 Laiterie6 NI Cheffa

.90 26.06.2013 Laiterie6 NI Cheffa

91 26.06.2013 Laiterie6 NI Cheffa

.92 26.06.2013 Laiterie6 NI Cheffa

.93 26.06.2013 Laiterie6 NI Cheffa

.94 26.06.2013 Laiterie6 NI Cheffa

.95 26.06.2013 Laiterie6 NI Cheffa

.96 26.06.2013 Laiterie6 NI Cheffa

.97 26.06.2013 Laiterie6 NI Cheffa

.98 30.06.2013 Laiterie6 NI Cheffa

.99 30.06.2013 Laiterie6 NI Cheffa
.100 30.06.2013 Laiterie6 NI Cheffa
101 30.06.2013 Laiterie6 NI Cheffa
102 30.06.2013 Laiterie6 NI Cheffa
103 30.06.2013 Laiterie6 NI Cheffa
104 30.06.2013 Laiterie6 NI Cheffa
.105 30.06.2013 Laiterie6 NI Cheffa
.106 30.06.2013 Laiterie6 NI Cheffa
107 30.06.2013 Laiterie6 NI Cheffa
.108 03.07.2013 Laiterie6 NI Cheffa
.109 03.07.2013 Laiterie6 NI Cheffa
110 03.07.2013 Laiterie6 NI Cheffa
11 03.07.2013 Laiterie6 NI Cheffa
112 03.07.2013 Laiterie6 NI Cheffa
113 03.07.2013 Laiterie6 NI Cheffa
114 03.07.2013 Laiterie6 NI Cheffa
115 03.07.2013 Laiterie6 NI Cheffa
116 03.07.2013 Laiterie6 NI Cheffa
117 03.07.2013 Laiterie6 NI Cheffa
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