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RESUME

Les Arcobacter sont omniprésents dans I'environnement, on les retrouve dans l'eau
potable et salée, 'eau souterraine, les eaux de surface, les matiéres fécales d'origine animale et
humaines, les récoltes, les abattoirs et les usines de transformation des produits d’origine
animales.

Peu est connu sur leur mécanisme de pathogénicité et on commence graduellement a
comprendre leur persistance dans I'environnement. Cependant, leur persistance dans le sol a été
trés peu étudiée, car aucune méthode d'isolement standard n’existe pour ce type d’échantillon

pour les Arcobacter.

Nous avons développé une méthode rapide et efficace afin de détecter huit génes de
virulence hypothétiques chez des isolats Arcobacter provenant de matiéres fécales animales et
humaines. Les Arcobacter provenant de ce type de source ont une présence élevée de geénes de
virulence hypothétiques associés a I'adhésion a la cellule héte et de la motilité chez d’autres
especes, soit ciaB (91 %) et mviN (78 %). Les six autres génes ont tous été observés
individuellement chez les isolats Arcobacter provenant de matiéres fécales animales et humaines

en proportion plus faible.

Dans I'étude suivante, nous avons tenté d'élucider la persistance dans le sol des
Arcobacter naturellement retrouvés dans le fumier de porcs et de vaches laitiéres, soit deux types
de fumier abondamment utilisés en agriculture. Les Arcobacter naturellement retrouvés dans ces
deux types de fumier ont persisté au moins 49 jours dans le sol amendé avec ceux-ci et plus de
91 jours pour les Arcobacter provenant du fumier de vaches laitiéres. Ces résultats suggérent
que la source du fumier pourrait avoir un effet sur la persistance de ceux-ci. Donc, les Arcobacter
retrouvés dans les fumiers utilisés comme fertilisant persistent suffisamment longtemps dans le
sol, suite a I'épandage, leur permettant de contaminer les récoltes, les animaux de ferme et
I'humain par la consommation des récoltes.

De méme, nous avons déterminé la persistance d’Arcobacter butzleri, 'espéce la plus
dominante et associée le plus souvent aux infections humaines, dans un sol entreposé a deux
températures différentes. Cette espéce posséde également tous les génes de virulence
hypothétiques analysés dans cette étude. Les résultats montrent une persistance dans le sol de
plus de 42 jours & la température ambiante (20+ 1 °C) et plus de 105 jours a 4°C.



En somme, cette étude a démontré que les Arcobacter provenant de matieres fécales
d’origines animales variées et d’'origines humaines ont une présence évidente de plusieurs génes
de virulence hypothétiques et qu'ils ont la capacité de persister dans le sol pendant plusieurs
semaines voire plusieurs mois. De plus, la température semble avoir un impact majeur sur leur
capacité a persister dans le sol. Nous avons également déterminé que les Arcobacter
naturellement retrouvés dans différentes sources de fumiers persistent dans le sol pendant des
durées distinctes, donc la source pourrait avoir un effet sur la persistance de ceux-ci. Cette
persistance dans le sol pourrait contribuer a I'ubiquité des Arcobacter dans I'environnement.
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1 INTRODUCTION

L'utilisation de fumier d'origine animale comme fertilisant sur les terres agricoles
engendre un probléme au niveau de la santé publique. Des études ont prouvé que la
contamination des eaux de surface est directement reliée & I'épandage du fumier sur les terres
agricoles. Aprés de fortes pluies, le ruissellement du fumier contenant une multitude de
pathogénes achemine ceux-ci et les polluants chimiques vers les eaux de surface et les eaux
réservées aux activités récréatives (Doran et al.,, 1979, Pell, 1997). Le fumier, un réservoir
important de pathogénes comme Arcobacter (Wesley et al., 2000a, Wesley et al., 2000b), contient
de grandes quantités de bactéries capables de contaminer d’autres environnements comme le
sol, les recoltes, les bassins d’'eau, en plus d'infecter les animaux et les humains. Le sol pourrait
donc étre un intermédiaire de la contamination des bassins d’eau potable par les pathogénes
contenus dans le fumier. Afin de causer une contamination des eaux, les pathogénes doivent étre
capables de persister suffisamment longtemps entre chaque environnement. Plusieurs facteurs
biotiques et abiotiques peuvent influencer la survie des pathogénes dans I'environnement.

Plusieurs génes de virulence ont récemment été observés dans la séquence du génome
d'Arcobacter butzleri (Miller et al., 2007) et des amorces ont été décrites (Douidah et al., 2012)
permettant une évaluation plus approfondie de leur présence chez les espéces Arcobacter. Trés
peu est connu sur le mécanisme de pathogénicité des Arcobacter ainsi que le réle des génes de
virulences hypothétiques chez A. butzleri. Il n’est encore pas connu si ces génes de virulences
hypothétiques ont des réles similaires aux homologues retrouvés chez plusieurs autres espéces

bactériennes.

Les espéces Arcobacter sont des microorganismes fréquemment isolés du milieu
agricole. On les retrouve dans les matiéres fécales d’origine animales (Driessche et al., 2003,
Inglis et al., 2004) qui sont ensuite utilisées pour la production de fumier; ainsi que dans les usines
de transformation des produits animaux (Nieva-Echevarria et al., 2013, Shah et al., 2012) et les
abattoirs (Duffy et al., 2012, Ferreira et al., 2013a). D’ailleurs, leur présence dans I'environnement
et leur impact sur la santé sont parfois sous-estimés comparativement au genre Campylobacter
qui est beaucoup plus étudié. Seulement quelques études ont démontré leur persistance dans
I'eau salée et potable (Collado et al., 2010, Ertas et al., 2010, Moreno et al., 2004). Par contre,
trés peu d’études ont été entreprises sur la persistance dans le sol, un réservoir potentiel de
pathogeénes humains. La raison pourrait &tre le manque de méthodes d'isolement des Arcobacter
dans ce type d’échantillon. Le sol est une matrice beaucoup plus difficile a manipuler et trés



diversifiée en contenu. La grosseur des particules dans le sol est souvent un obstacle pour un
étalement direct sur milieu de culture. Donc, de nouvelles méthodes d’isolement des Arcobacter
sont nécessaires afin d'étudier leur persistance dans le sol et ainsi savoir si le sol est un réservoir
potentiel pour Arcobacter et déterminer les facteurs qui influencent cette persistance. Ces études
de persistance pourraient également permettre de conseiller les fermiers sur ['utilisation et
I'entreposage du fumier contenant des pathogénes comme Arcobacter sur leurs terres agricoles,
ainsi que de sensibiliser ceux-ci sur I'impact de I'utilisation du fumier d’origine animale sur la santé
publique.

1.1 Objectifs et hypothéses

L’hypothése initiale de cette étude était que les Arcobacter ne persisteraient que
quelques jours dans un sol agricole, car selon une étude sur la survie de Campylobacter jejuni
celle-ci a persisté que 5 jours dans un sol agricole (Brandl et al., 2004), Campylobacter jejuni
étant une espéce de la méme famille que les Arcobacter. Et que les isolats provenant de matiéres
fécales variées ont un potentiel de virulence par la présence de plusieurs génes de virulence
hypothétiques, car des études récentes ont prouvées que leur présence est élevée chez des
isolats Arcobacter provenant de cette source (Douidah et al, 2012, Karadas et al., 2013,
Tabatabaei et al., 2014). Les objectifs principaux sont de développer une méthode d'isolement et
de dénombrement des Arcobacter dans le sol afin d’analyser leur persistance sous différentes
conditions retrouvées dans le domaine de I'agriculture, ainsi que I'évaluation de la présence de
génes de virulences hypothétiques chez des isolats Arcobacter provenant de matiéres fécales
comme le fumier. Les objectifs spécifiques sont (1) I'évaluation de la présence de huit génes de
virulence hypothétiques chez des isolats Arcobacter isolés de matiéres fécales agricoles et
humaines par PCR multiplex développées dans notre laboratoire, (2) I'optimisation d'une
méthode du nombre le plus probable (NPP) pour I'isolement des Arcobacter provenant du sol
suivi de (3) I'évaluation de la persistance dans le sol de I'espéce la plus dominante dans
I'environnement, Arcobacter butzleri, a différentes températures ainsi que la persistance dans le
sol des Arcobacter naturellement retrouvés dans les fumiers agricoles en utilisant la méthode
NPP. L'évaluation de la présence des genes de virulence hypothétiques chez des isolats
Arcobacter provenant de matiéres fécales permettra d'évaluer la pathogénicité potentielle
d'isolats provenant de ces types d’échantillons dans les régions d'Ottawa (ON) et Sherbrooke
(QC). Le développement d’'une nouvelle méthode d'isolement des Arcobacter du sol permettra
une meilleure évaluation de I'occurrence des Arcobacter dans I'environnement. Les études de la



persistance des Arcobacter dans le sol permettront de démontrer leur capacité de survie dans
cet environnement et mieux comprendre le risque de f'utilisation de déchets organiques sur les
terres agricoles.






2 REVUE DE LITTERATURE

2.1 Origine et description générale des Arcobacter

Le genre Arcobacter a été défini en 1991 par le groupe de Vandamme (Vandamme et al.,
1991b) et les espéces de ce genre étaient préalablement classifiées comme des espéces du
genre Campylobacter. Ce genre provient de la classe des Epsilonproteobacteria, de I'ordre des
Campylobacterales et de la famille des Campylobacteraceae (Vandamme et al., 1991a). Ce sont
des microorganismes a Gram négatif, ayant une forme légérement courbée et motile grace a un
flagelle polaire (Figure 2.1). Les Arcobacter sont considérés comme étant aérotolérants, donc ils
ont la capacité de croitre en conditions aérobies, mais leur croissance optimale est dans une
atmosphére microaérophile. lls ont aussi I'habileté de croitre & 15°C contrairement au genre
Campylobacter de la méme famille, mais leur température de croissance optimale est 30°C pour

la majorité des espéces (Vandamme et al., 1991b).

Figure 2.1 Arcobacter butzleri sous microscope électronique a balayage sur filtre avec pores de
0,45 pm.

Source : (Manke et al., 1996)




2.2 Les espéces connues

Le genre Arcobacter contient actuellement 17 espéces publiées provenant de sources
variées, soit A. butzleri (Kiehlbauch et al., 1991), A. cryaerophilus (Neill et al., 1985), A. skirrowii
(Vandamme et al., 1992b), A. nitrofigilis (McClung et al., 1983), A. cibarius (Houf et al., 2005), A.
thereius (Houf et al., 2009), A. trophiarum (De Smet et al., 2011), A. defluvii (Collado et al.,
2011b), A. mytili (Collado et al., 2009), A. halophilus (Donachie et al., 2005), A. marinus (Kim et
al., 2010), A. molluscorum (Figueras et al., 2010), A. ellisii (Figueras et al., 2011), A. venerupis et
A. bivalviorum (Levican et al., 2012a), ainsi que A. cloacae et A. suis (Levican et al., 2013).
Quatre espéces sont actuellement considérées comme des pathogénes humains, soit A. butzleri,
A. cryaerophilus, A. skirrowii et A. cibarius, car elles ont été isolées de personnes ayant une
infection. Cependant, A. butzleri est de loin I'espéce la plus couramment associée aux infections

humaines et animales; elle est d’ailleurs I'espéce la plus étudiée.
2.3 Ou sont-ils et qu’est-ce qu’ils causent?

2.3.1 Chez les humains

Comme mentionné précédemment, les Arcobacter sont retrouvés autant chez les humains
que chez les animaux. Chez les humains, les selles de patients malades sont I'endroit ot on les
retrouve le plus souvent (Vandenberg et al., 2004). Les espéces A. butzleri et A. cryaerophilus
sont reconnues pour causer quelques cas de bactériémie (Hsueh et al., 1997, Lau et al., 2002,
On et al., 1995, Woo et al., 2001, Yan et al., 2000) et majoritairement de gastroentérites (Burnens
et al., 1992, Fernandez et al., 2004, Lerner et al., 1994, Tee et al., 1988, Wybo et al., 2004) avec
des crampes abdominales récurrentes (Lerner et al., 1994, Vandamme et al., 1992a). Par ailleurs,
A. skirrowii est seulement reconnu responsable de cas de diarrhées (Wybo et al., 2004). Ces trois
espéces et A. cibarius sont les seules identifiées jusqu’a maintenant comme pathogénes humains
(Mansfield et al., 2000).

2.3.2 Chez les animaux
Chez les animaux et leur environnement, on retrouve aussi A. butzleri, A. cryaerophilus et

A. skirrowii dans les féces d'animaux malades et en santé (Driessche et al., 2003, Driessche et
al., 2005, Ho et al.,, 2006, Van Driessche et al., 2004) et de feetus provenant d’avortements



spontanés (Houf et al., 2009, On et al., 2002). L'espéce Arcobacter cibarius ainsi que les trois
espéces mentionnées ci-dessus ont été retrouvées dans la viande animale comme les volailles
(Atabay et al., 1997, Atabay et al., 2003, Atabay et al., 2008, Atabay et al., 2006, Pentimalli et al.,
2009). Chez les animaux, les Arcobacter causent des mastites (Logan et al., 1982) et des cas de
diarrhées (Rice et al., 1999, Vandamme et al., 1992b). Les Arcobacter se retrouvent aussi chez
les animaux domestiques comme le chien (Houf et al., 2008), les chats (Fera et al., 2009) et
d’autres primates que 'homme (Higgins et al., 1999). Les especes suivantes sont également
retrouvées: A. thereius isolé de porcs et de canards (Houf et al., 2009); A. cibarius sur les viandes
de poulet a rétir (Atabay et al., 1997) et les effluents de porcherie (Chinivasagam et al., 2007); et
A. trophiarum retrouvé chez les porcs a I'engraissement (De Smet et al., 2011, Hume et al., 2001)
et le fumier d’origine animale (Vandamme et al., 1992b). Récemment, les espéces A. suis et A.
cloacae ont été récupérées des eaux usées et de la viande de porc (Levican et al., 2013).

2.3.3 Autres environnements

Dans I'environnement, on les retrouve également dans les eaux de surface (Stampi et al.,
1999), les eaux souterraines (Rice et al., 1999), I'eau potable (Assanta et al., 2002, Collado et
al., 2010, Jacob et al., 1993), I'eau de mer (Fera et al., 2004) et les eaux usées (Jacob et al.,
1998, Stampi ef al., 1999). En ce qui concerne les produits de consommation, la contamination
par les Arcobacter est présente sur les légumes (Hausdorf et al., 2008) et les ceufs de poule
(Lipman et al., 2008). On retrouve d'autres espéces en moins grande quantité chez certains
organismes marins comestibles comme les mollusques (A. molluscorum) (Figueras et al., 2010),
les mytiloides plus couramment appelées moules (A. ellisii et A. cloacae) (Figueras et al., 2011,
Levican et al., 2012b) et autres fruits de mer (A. venerupis, A. bivalvorium, A marinus) (Kim et al.,
2010, Levican et al., 2012a).

En d'autres mots, il est évident que les espéces Arcobacter sont un danger pour la santé
publique vu leur ubiquité dans I'environnement et leur caractére pathogéne. Cette ubiquité offre



a ce pathogene humain une grande étendue de possibilité d’infection. Derniérement, on les a
retrouvés dans des environnements nouveaux comme les récoltes et les environnements marins.
Que ce soit de la naissance de I'animal a I'abattoir ou de la semence a la récolte des légumes, la
contamination par Arcobacter est potentiellement présente. A ce jour, il n’existe toujours pas de
méthode d'isolement normalisée pour les Arcobacter et ceux-ci ne sont actuellement pas détectés
de maniére routiniére dans les hopitaux. Ces aspects contribuent fort probablement a leur sous-

estimation dans I'environnement (Wesley et al., 2000a).

De plus, il existe d’autres réservoirs potentiels qui n'ont toujours pas été étudiés en
profondeur, comme le sol ou les Arcobacter pourraient persister jusqu'a leur transfert vers les

récoltes ou les eaux de surface utilisées pour les activités récréatives.

2.4 Les génes de virulence chez les Arcobacter

La présence de génes de virulence contribue a la pathogénicité de certaines espéces
bactérienne. Certains génes de virulence conférent a la bactérie des fonctions qui lui permettent
de survivre dans des environnements moins favorables, par exemple la capacité d'étre motile ou
de former un biofilm. Quelques études récentes confirment la présence de génes de virulence
hypothétiques chez les espéces Arcobacter provenant de différentes sources . Avec la publication
du génome complet d’Arcobacter butzleri ATCC49616 (Miller et al., 2007), certains génes de
virulence potentiels ont été découverts a l'aide de I'analyse de sa séquence (Tableau 2.1). La
plupart sont suggéré d’'étre impliqués dans I'adhésion et I'invasion de la cellule héte chez d’autres
espéces. Selon I'étude de Miller en 2007, certains geénes de virulence hypothétiques chez
Arcobacter ont des homologues chez Campylobacter. Les génes de virulence hypothétiques
découverts chez A. butzleri sont les génes cadF, ciaB, ¢j1349, iroE, mviN, pldA, irgA, hecA, hecB
et tlyA. En 2012, Douidah et collégues (Douidah et al., 2012) ont généré des paires d’amorces
afin d'identifier neuf de ces génes et détecter leur présence par PCR chez plusieurs souches
références Arcobacter ainsi que des isolats provenant d’animaux et d’humains. Les génes cadF
(Konkel et al., 2005) et ¢j1349 (Monteville et al., 2003) sont des génes codant pour des protéines
de liaison de fibronectines qui facilitent 'adhérence entre cellules chez Campylobacter jejuni. Le
géne ciaB (Campylobacter invasive antigen B) (Konkel et al., 1999), qui possédent un role dans
I'invasion par l'internalisation de la bactérie dans la cellule héte, posséde aussi une similarité avec
le géne correspondant chez Arcobacter. Ce géne est d’ailleurs le plus présent dans I'étude de
Douidah, soit une présence de 92% chez tous les isolats étudiés. Le géne p/dA code pour une
phospholipase A de la membrane externe (Schmiel et al., 1999). Cette protéine hydrolyse les



liaisons ester acyle chez beaucoup de bactéries Gram négatif (Istivan et al., 2006) et posséde un
réle dans la lyse des érythrocytes chez Campylobacter coli (Grant et al., 1997). Ce géne posséde
60 et 58% de similarité avec Campylobacter curvus et Campylobacter fetus, respectivement avec
Arcobacter. L'hémolysine codée par le géne tlyA, initialement découvert chez Serpula
(Treponema) hyodysenteriae, est également responsable de la lyse des globules rouges (Muir et
al., 1992). Le géne irgA code pour un récepteur d'entérobactine de la membrane externe régulé
par le fer chez Vibrio cholera (Goldberg et al, 1990) et joue un réle important dans la
pathogenicité chez Escherichia coli (Bauer et al., 2002). Le géne mviN présent chez A. butzleri
posséde également un homologue chez E. coli (Inoue et al., 2008). Ce géne code pour un facteur
sigma qui regule I'expression de I'opéron flg responsable de la synthése du flagelle chez
Salmonella Typhimurium (Ohnishi et al., 1990). Les génes hecA et hecB sont couramment
retrouvés chez les pathogénes d’animaux et de plantes. La protéine HecA fait partie de la famille
des hémagglutinines filamenteuses et posséde une fonction d’agrégation et d’attachement, mais
est aussi impliquée dans la mort cellulaire des cellules épithéliales chez Erwinia chrysanthemi,
un pathogeéne de plante (Rojas et al., 2002). Le géne hecB code pour une protéine d’activation
de I'hémolysine chez E. chryssanthemi (Kim et al., 1998). Finalement le géne iroE code pour une
protéine estérase de sidérophores, une enzyme périplasmique (Zhu et al., 2005) retrouvée chez
les souches de E. coli uropathogénique (Bauer et al., 2002) qui a comme rdle de fixer le fer dans

la cellule et ainsi permettre l'infection de persister.

Douidah et al. (2012) (Douidah et al., 2012) ont démontré que le géne le plus prévalent
chez les Arcobacter environnementales est ciaB. Les génes irgA et hecA sont les moins
frequemment détectés chez les souches provenant des trois espéces, A. butzleri A.
cryaerophilus et A. skirrowii. Les mémes auteurs n'ont déterminé aucune corrélation entre
l'origine des souches Arcobacter et le profil de génes de virulence hypothétiques que celles-ci



possédent, ce qui rend lidentification des souches responsables des infections humaines plus
difficiles a cerner. De plus, la fonction qu'ont ces génes chez Arcobacter n'est pas encore
élucidée. Selon des études par Levican (Levican et al., 2013) et Karadas (Karadas et al., 2013),
les souches ayant plusieurs génes de virulence hypothétiques possédent un potentiel d’invasion
et d’adhésion plus élevé que les souches dépourvues de ceux-ci. L'étude de Levican a déterminé
que 10 des 16 espéces Arcobacter ont la capacité d'infecter certaines lignées cellulaires

humaines.

Tableau 2.1 Geénes de virulence hypothétiques chez Arcobacter spp.

Géne Amorces Longueur de Source
PPamplicon (pb)
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ciaB

cj1349

pldA

irgA

hecA

tiyA

mviN

hecB

iroe

ciaB-F
ciaB-R

¢j1349-F
¢j1349-R

pldA-F
pldA-R

irgA-F
irgA-R

hecA-F
hecA-R

tlyA-F
HiyA-R

mviN-F
mviN-R

hecB-F
hecB-R

ABO730F
ABO730R

284

659

293

437

537

230

294

528

415

Douidah et al. 2012

Douidah et al. 2012

Douidah et al. 2012

Douidah et al. 2012

Douidah et al. 2012

Douidah et al. 2012

Douidah et al. 2012

Douidah et al. 2012

Karadas et al. 2013

Ce tableau inclut tous les génes de virulence hypothétiques retrouvés chez les espéces Arcobacter dans
la littérature. Ces genes ne sont pas nécessairement les génes utilisés lors de cette étude.
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2.5 Facteurs qui influencent la persistance des microorganismes
dans I'’environnement

Plusieurs facteurs environnementaux influencent la survie d'une espéce dans son
environnement, entre autres des facteurs biotiques et abiotiques. Plusieurs études ont démontré
que ces facteurs influencent énormément la survie des pathogénes humains dans le sol. Les
facteurs biotiques sont les éléments de la microflore indigéne de Il'organisme, donc les
microorganismes qui sont déja dans son environnement. Les facteurs abiotiques représentent
I'ensemble des facteurs physicochimiques d’un environnement, soit les facteurs non vivants qui
ont un effet sur le vivant. Des éléments génétiques peuvent aussi étre un facteur, comme la
résistance aux antibiotiques, la diversité métabolique, la capacité d’étre dans un état viable non

cultivable et la capacité de former des biofilms.

2.5.1 Facteurs biotiques

Comme mentionné préalablement, les facteurs biotiques sont les éléments vivants qui ont
un effet sur le microorganisme dans son environnement, donc l'interaction du vivant sur le vivant.
Il existe deux types d'interactions, soit intraspécifique qui implique une interaction entre deux
organismes de la méme espéce ou interspécifique qui implique une interaction entre deux
organismes différents. Ce dernier inclut la prédation, la compétition pour les ressources
alimentaires, la symbiose, le mutualisme ou encore le parasitisme. Ces facteurs ont été peu
étudiés chez les Arcobacter; cependant chez Escherichia coli plusieurs de ces aspects ont été
étudiés. E. coli est une bactérie a Gram négatif qui fait partie de I'embranchement des
Protéobactéries et, tout comme le genre Arcobacter, peut causer des gastroentérites chez I'étre
humain. Une étude par Recorbet (Recorbet et al.,, 1992) dans des microcosmes de sols ont
démontré que la persistance d'une souche E. coli dans le sol est inversement reliée a la
population croissante d’'une amibe indigéne. En effet, de fagon simultanée, le nombre d’amibes
augmentait et le nombre d’E. coli diminuait, un phénoméne qui n’a pas eu lieu dans un sol avec
une microflore ne contenant aucune amibe. De plus, ils ont découvert que I'inoculation d’E. coli
dans un sol n'ayant pas de protozoaires, a eu un effet négatif sur la population finale d’E. coli ce
qui a indiqué que la compétition inter-espéces avait aussi eu lieu. Les bactéries sont également
susceptibles a la prédation des bactériophages, un phénomeéne étudié chez C. jejuni, E. coli et
Salmonella enterica serovar Typhimurium (Garcia et al., 2010, Recorbet et al., 1992, Scott et al.,
2007). Par contre, une souche de Campylobacter jejuni retrouvée chez les poulets posséde une
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résistance a certains bactériophages par le biais d'un réarrangement génétique (Scott et al.,
2007). Une etude par Rice et collégues (Rice et al., 1999), sur la survie d'Arcobacter butzleri dans
I'eau souterraine, a déterminé que sa survie était probablement due & une population faible de
protozoaire (prédateur) et & une diminution de la population microbienne réduisant la compétition
pour les nutriments disponibles dans I'eau (McLaughlin et al., 2010).

2.5.2 Facteurs abiotiques

Les facteurs abiotiques regroupent tous les éléments chimiques ou physiques de
I'environnement qui définissent un écosystéme. Un des facteurs les plus importants sur la
persistance d'un microorganisme est la température a laquelle il se retrouve. C'est d'ailleurs un
des aspects les plus étudiés chez les Arcobacter. De nombreuses études ont démontré qu'A.
butzleri est capable de survivre a des températures beaucoup plus basses que sa température
minimale de croissance de 15°C. D’ailleurs, celle-ci a été capable de survivre a 10°C et méme
5°C sur un milieu imitant la composition d'une carcasse de poulet (Kjeldgaard et al., 2009). Avec
un inoculum de 1 x 10° UFC/ ml incubé a 5°C, A. butzleri a survécu au-dela de 77 jours, soit 35
jours de plus que C. jejuni qui est la cause premiére de cas de gastroentérite mondiale chez
'humain. En 2008, Van Driessche (Van Driessche et al., 2008) a entrepris une expérience
semblable avec les espéces A. butzleri, A. cryaerophilus et A. skirrowii dans de I'eau potable, une
eau qui est frequemment utilisée dans les abattoirs de poulets et de porcs. La persistance dans
cette eau potable a été évaluée pour chaque espéce a 4, 7, 20, 52, 56 et 60°C. Ces températures
ont été choisies pour simuler les températures d’entreposage (4 et 7°C), la température ambiante
(20°C)ainsi que les températures brllantes (52°C) et rigoureuses (56 et 60°C) qui sont également
utilisées dans ces installations. Selon les résultats, toutes les espéces étudiées ont survécu plus
de 42 jours & 4°C, soit 98 jours pour A. butzleri, 56 jours pour A. cryaerophilus et 42 jours pour
A. skirrowii. A |la température de la piéce, A. butzleri a persisté beaucoup plus longtemps que les
deux autres especes, qui ont persisté 91 jours pour A. cryaerophilus et 21 jours pour A. skirrowi.
Cependant, & des températures plus élevées que la température de croissance optimale des
Arcobacter une baisse de son potentiel de survie a été observée. Le temps de survie est passé
de jours a des minutes, soit 30, 16 et 5 minutes & des températures de 52, 56 et 60°C,
respectivement pour A. butzleri. Des temps plus courts ont été observés chez A. cryaerophilus et
A. skirrowii. Sous des conditions de réfrigération, plusieurs souches de C. jejuni ont persisté
également entre 64 et 120 jours (Cools et al., 2003, Obiri-Danso et al., 2001). Dans de I'eau de
puits entreposée a 5°C, A. butzleri a survécu 16 jours (Rice et al., 1999). De plus, lorsque des
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cultures en phase exponentielle d’A. butzleri ont été exposées a des températures de réfrigération
(4°C) et de congélation (-20°C), il y a une réduction lente sur une étendue de 21 jours a 4°C
tandis qu'a -20°C, il y a eu une réduction rapide aprés 24 heures et a resté constante pendant 21
jours. Toutes ces études ont démontré que la température a un impact sur la survie des
Arcobacter dans différents environnements et que des températures plus basses semblent
augmenter la survie. Certaines études proposaient que ce phénomeéne peut-étre di & un

ralentissement du métabolisme de la bactérie a des températures froides (Jones et al., 2008).

Le pH de I'environnement est important pour la croissance et la survie des bactéries, car
les bactéries sont influencées par la concentration d’ions H* libres. Chez les bactéries, un pH
entre 6,0 et 8,0 est habituellement optimal. Selon une étude par D'Sa (D'sa et al., 2005), les
espéces A. butzleri et A. cryaerophilus possédent la capacité de survivre dans des pH allant de
5,5 a 8,0, comparativement a une étendue entre 6,5 et 7,5 pour Campylobacter (T.A. Roberts,
1996). Ce qui implique que les Arcobacter, sous les mémes conditions environnementales,
seraient peut-étre capables de survivre en présence d'espéces Campylobacter. Le pH a un effet
moindre sur la concentration en cellules viable chez Arcobacter butzleri que Arcobacter
cryaerophilus ce qui explique peut-étre le fait qu'on récupére moins souvent cette espéce dans
'environnement et dans la nourriture comme évoquée dans la littérature (D'sa et al., 2005). De
plus, le pH induit, chez certains microorganismes, la production de protéines de stress comme
démontré chez E. coli (Hickey et al., 1990) et Campylobacter jejuni (Wu et al., 1994) sous des
conditions alcalines qui pourraient étre impliqués dans la pathogénicité de ceux-ci.

Dans la méme étude de D'Sa en 2005, la tolérance des Arcobacter a différentes
concentrations de sel (NaCl) a été évaluée afin de déterminer son effet sur la persistance dans
Fenvironnement. Leur croissance n’a pas été influencée entre des concentrations de 3,0 et 3,5%
de NaCl, de plus certaines souches ont toléré une concentration de 5%. Chez Campylobacter,
on a observé plutét une concentration optimale de 0,5% de NaCl jusqu’a un maximum de 1,5%
(T.A. Roberts, 1996), ce qui suggére que les Arcobacter possédent une capacité plus élevée que
les Campylobacter de persister dans des écosystémes d’hypersalinité. Dailleurs, on retrouve des
espéces comme Arcobacter halophilus qui tolére des concentrations en NaCl entre 0,5-20%
(Donachie et al., 2005). Cette espéce est d’ailleurs un halophile obligatoire, donc incapable d’étre

cultivée sur un milieu qui n’est pas salin.

D’autres éléments peu étudiés qui influencent la persistance dans I'environnement sont la
lumiere du soleil, 'oxygeéne, les désinfectants et 'humidité. On sait que dans I'eau de mer les
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coliformes fécaux peuvent persister plusieurs jours en I'absence des rayons du soleil; cependant
lorsque la lumiére du soleil est présente, ils ne survivent que quelques heures. La lumiére solaire
est plutdét un élément mortel envers les microorganismes qu’un facteur de stress (Fujioka et al.,
1981). Dailleurs, les Campylobacter sont reconnus comme étant faiblement tolérants aux

températures et niveaux de radiation UV élevés (Obiri-Danso et al., 2001).

2.5.3 Facteurs génétiques

Plusieurs bactéries utilisent comme moyen de protection contre un environnement
défavorable la formation de biofilm (Flemming, 1993). La capacité de formation de biofilm permet
une protection par la sécrétion d'une matrice extracellulaire qui protége la communauté
bactérienne des éléments néfastes comme dans les abattoirs (Ho et al., 2008) et les installations
de transformation alimentaire. Des études ont méme démontré que les Arcobacter persistent sur
les outils utilisés dans ces environnements (Gude et al., 2005, Houf et al., 2002). Les bactéries
qui utilisent ce systeme de défense passent d’'un état planctonique a un état sessile. L'étude la
plus détaillée de ce phénoméne chez Arcobacter butzleri est de Kjeldgaard (Kjeldgaard et al.,
2009). L'étude a démontré que A. butzleri persistait dans les installations de transformation a
I'aide de la formation de biofilm qui leur permettait de survivre, et dans certains cas de proliférer
a des températures entre 10 et 37°C et pour différentes conditions atmosphériques. De plus, cette
étude a montré que A. butzleri a survécu plus longtemps que C. jejuni, un pathogéne considéré
plus dangereux pour la santé publique, durant I'entreposage a 5°C. Il est aussi connu que A.
butzleri s’attache avec facilité sur des surfaces comme l'acier inoxydable, le cuivre et le
polyéthylene (Assanta et al., 2002), des matériaux qu’'on retrouve souvent dans les installations
qui transforment les aliments et les abattoirs. Le transfert de matériels génétiques peut étre
favorise lorsque des microorganismes s’assemblent en biofilm (Molin et al., 2003).

Une bactérie peut aussi se transformer d’'un état cultivable a un état viable non cultivable
(VBNC) qui est aussi un systéeme de survie. En d’autres mots, elle demeure viable, par contre
elle ne se réplique pas ce qui explique le fait qu’elle ne produit pas de colonies sur un milieu de
culture (Oliver, 2005). Cet état est souvent induit par un stress quelconque, comme un
changement au niveau de la température d’incubation en dehors de I'étendu favorable a sa
croissance, de la concentration en oxygéne, d’'une concentration osmotique élevée, soit dans
Feau salée, ou encore dans 'absence de nutriments (Oliver, 2000). Ce systéme de survie était
suggéré chez Campylobacter (Cappelier et al., 1998, Chaveerach et al., 2003, Jones et al., 1991,
Obiri-Danso et al., 2001, Rollins et al., 1986) et A. butzleri (Fera et al., 2008). Chez C. jejuni, on
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a constaté que dans I'eau d'un étang, les bactéries se modifient dans un état VBNC entre 18 et
28 jours a 4°C (Jones et al., 1991). Cette étude a aussi démontré qu’'une fois dans cet état, une
infection pouvait quand méme apparaitre si cette eau était ingérée par des animaux; ils ne perdent
donc pas leur caractére infectieux. Plusieurs autres études sur les Arcobacter laissent supposer
que ceux-ci subissent I'état VBNC lorsque retrouvé dans certaines conditions, comme I'absence
de nutriments (Fera et al., 2008). L'étude de Fera en 2008 a démontré qu'Arcobacter butzleri
ATCC49616, une souche provenant de source humaine, se transforme dans un état VBNC en
condition de famine dans des microcosmes d’eau de mer a température ambiante et a 4°C, soit
aprés 14 et 20 jours respectivement. Par contre, selon cette méme étude, A. butzleri est resté
dans cet état plus de 270 jours aprés inoculation. Selon des études récentes, certaines bactéries
pathogénes ont conservé leur virulence méme dans un état VBNC, tel que les Vibrio (Baffone et
al., 2003), des pathogénes humains (Schmidt et al., 1979). Par contre, cela reste a étre déterminé

chez les Arcobacter.

L’acquisition d'une résistance a un antibiotique est un autre systéme utilisé par les
microorganismes de persister dans I'environnement si cet environnement contient I'antibiotique
en question (Sheldon Jr, 2005). Ce phénomeéne est de plus en plus observé dans les cas de
campylobactériose causée majoritairement par Campylobacter jejuni selon une étude en 2002 en
Angleterre et Pays de Galles (Frost et al., 2002). Les Campylobacter sont reconnus comme étant
résistants a certaines quinolones (Karmali et al., 1981), aminoglycosides (Lambert et al., 1985)
et béta-lactames (Karmali et al., 1981) ainsi que la tétracycline (Sagara et al., 1987). Il est évident
qu’'un microorganisme ayant plusieurs résistances posséde une meilleure chance de survie
puisque celui-ci n'est pas affecté par les antibiotiques utilisés pour combattre I'infection. Chez des
isolats d'A. butzleri, on a observé une multirésistance contenant plusieurs types d’antibiotiques
(Atabay et al., 2001, Houf et al., 2004, Kabeya et al., 2004) ce qui rend le traitement le plus
efficace difficile a choisir. Les espéces Arcobacter possédent une résistance a I'érythromycine et
la cyprofloxacine (Houf et al., 2004) qui sont des antibiotiques souvent conseillés lors d’'une

infection entérique chez I'humain.

Comparativement, aux génes de résistance aux antibiotiques, les génes de virulence offrent
un avantage direct dans le sens qu'ils conférent aux microorganismes un caractére pathogénique
et ainsi son habileté a causer une infection. Les génes de virulence, comme mentionnés
auparavant, conférent certains avantages a la bactérie en ce qui a trait a son efficacité a causer
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et maintenir une infection. Ces éléments sont généralement des protéines qui aident a
I'adhérence de la bactérie a la cellule héte, a la colonisation d’'une partie précise du corps humain
et a l'invasion par l'internalisation des pathogenes a l'intérieure de la cellule héte. D’autres vont
plutot inhiber le systéme immunitaire de I'hote afin de I'affaiblir et de faciliter I'entrée dans I'héte.
Des toxines peuvent étre aussi exprimées afin d’endommager la membrane cellulaire et
s'introduire plus aisément. Un microorganisme possédant un systéme de génes de virulence trés
developpé est beaucoup plus difficile a éliminer de I'environnement ot il se retrouve et donc, a la
possibilité de persister dans I'environnement. Chez les Arcobacter, on a observé beaucoup de
genes de virulence homologues aux espéces Campylobacter et la majorité d’entre eux possédent
un role dans I'adhérence, la colonisation ou l'invasion de ceux-ci dans la cellule héte (Miller et al.,
2007). L'étude des génes de virulence chez les espéces Arcobacter est un domaine encore peu
étudié.
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3 Matériels et méthodes

3.1 Souches bactériennes

Trois souches Arcobacter, Arcobacter butzleri ATCC49616, Arcobacter cryaerophilus
NCTC11885 et Arcobacter skirrowii LMG 6621, ont été sélectionnées au centre de ressource
biologique «American Type culture Collection» (ATCC), Manassas, Virginie, la «National
Collection of Type Cultures» (NCTC), Public Health England, Salisbury, Royaume-Uni et
«Laboratory for Microbiology BCCM/LMG Collection», Ghent University, Ghent, Belgique
respectivement. Les souches ont été cultivées sur le milieu solide m-AAM (modified agarised
Arcobacter medium) [24 g/l bouillon Arcobacter CM0965, 12 g/l Agar technical (Agar NO.3)
LP0013, 1 ampoule de supplément CAT (Céfoperazone, Amphotéricine B et Teicoplanine)
SR0174 et 4 % glucose] a partir d’'une culture congelée dans 30 % glycérol. Les cultures ont été
étalées et incubées a 30 °C pour 48 heures sous conditions microaérophiles (5 % CO2, 10 % Oz
et 85 % N;) dans des jarres anaérobiques. Ces conditions sont les conditions de croissance
optimales pour les Arcobacter. Ces trois souches ont été utilisées comme contréles positifs pour
toutes les réactions en chaine par polymérase (PCR) dans cette étude sauf mention contraire.

18



Tableau 3.1

Liste des amorces utilisées ainsi que les génes ciblés dans cette étude pour les PCR
multiplex et simplex.

| Sé de I’ Température Iéongueur
Eg;‘ il Géne cible Amorce (;c;u;r):ce ¢ amorce g’g;bridation I’:mplicon
(pb)
mPCR(A) B CaBF  TGGGCAGATGTGGATA
GAGCTTGGA
ciaBR  TAGTGCTGGTCGTCCC 284
ACATAAAG
Gj1349 Cj1349-F  CCAGAAATCACTGGCT 20
TTTGAG
Gj1349-R  GGGCATAAGTTAGATG 659
AGGTTCC
mPCR(B) tlyA tlyA-F 'CAAAGTCGAAACAAAG
CGACTG
yAR  TCCACCAGTGCTACTTC 230
CTATA
mviN mviN-F TGCACTTGTTGCAAAAC
GGTG
mviN-R  TGCTGATGGAGCTTTTA 20 294
CGCAAGC
hecB hecB-F  CTAAACTCTACAAATCG
TGC
hecB-R  CTTTTGAGTGTTGACCT 528
C
mPCR(C)  pldA pldA-F TTGACGAGACAATAAGT
GCAGC
pdAR  CGTCTTTATCTTTGCTT 293
TCAGGGA
irgA rgAF  TGCAGAGGATACTTGG
AGCGTAACT
irgA-R  GTATAACCCCATTGATG °2° 437
AGGAGCA
hecA hecAF  GTGGAAGTACAACGAT
AGCAGGCTC
hecAR  GTCTGTTTTAGTTGCTC 537
TGCACTC
PCR ARNr 165 PAF AGA GTT TGATCC TGG
universelle  (Bactérie) CTCAG
55 1500
pH-R AAG GAG GTG ATC
CAG CCG CA
mPCR ARNr 165 bulzF _ CCT GGA CTT GAC ATA
spécifique a (A. butzleri) GTAAGAATG A
Pespéce arco-R  CGT ATT CACCGTAGC  ©! 401

ATAGC
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ARNr 16S skir-F GGC GAT TTACTG GAA

(A. skirrowii) CACA
arcoR  CGT ATT CAC CGT AGC 641
ATA GC
ARNF 23S eyl-F TGC TGG AGC GGA
(A. TAG AAG TA
cryaerophilus)  ¢r2.R  AAC AAC CTA CGT CCT 257
TCG AC

Les amorces des mPCR(A), mPCR(B) et mPCR(C) proviennent de Douidah et a/. 2012. Les amorces de
la PCR universelle proviennent de Bruce et al. 1992 et de Houf et al. 2000 pour la mPCR qui permet

d’identifier les trois espéces Arcobacter.

3.2 Isolement, purification et extraction d’ADN des isolats Arcobacter
de matieres fécales

Les échantillons de matiéres fécales ont tous été prélevés dans la région d’Ottawa, Ontario
et Sherbrooke, Québec (Tableau 3.2). Chaque échantillon fécal liquide ou solide a été prélevé
sur la ferme de fagon stérile avec une spatule en acier inoxydable et une quantité suffisante a
I'analyse, soit au moins 100 mi ou 100 g, était transférée dans une bouteille en polytéréphtalate
d'éthyléne (PET) stérile de 1,0 litre. Les échantillons ont été transportés au laboratoire sur glace
et gardés sous réfrigération jusqu’a leur analyse. Chaque échantillon a été analysé pas plus de
24 heures apres son arrivée au laboratoire de fagon stérile dans une hotte a flux laminaire de
niveau de bioprotection de classe Il. Pour chaque échantillon, 1,0 g de matiére fécale a été diluée
dans 9 ml d’eau peptonée [15 g/l peptone CM0009] et diluée de fagon sérielle jusqu'a 106. Un
volume de 0,1 ml de chaque dilution a été ensuite étendu de fagon stérile avec un épandeur en
métal sur un milieu sélectif pour les Arcobacter, ASIA (Arcobacter selective isolation agar) [24 g/l
de bouillon Arcobacter CM0965, 12 g/l Agar technical (Agar No.3) LP0013 de Oxoid et les
suppléments suivants, cyloheximide (100 mg/l), amphotéricine B (10 mg/l), triméthoprime
(64 mgfl), 5-fluorouracil (100 mg/l), céfopérazone 16 mg/l) et novobiocine (32 mg/l) de Sigma-
Aldrich, St-Louis, MO (Houf et al., 2001)]. Les dilutions ont été étalées sur gélose ASIA en
duplicata. Les géloses ont été laissées a découvert un court moment afin de laisser la solution
pénétrer dans I'agar avant l'incubation. Les géloses ont été incubées a I'envers a 30 °C sous
conditions microaérophiles dans des jarres anaérobies (condition optimale de croissance). La
croissance bactérienne a été observée et le nombre de colonies a été dénombré chaque trois
jours jusqu’a un maximum de six jours. Tous les trois jours, quelques colonies de grosseurs et
morphologies différentes ont été purifiées sur un milieu m-AAM. Les géloses m-AAM (purification)
ont été par la suite incubées de 3 a 6 jours sous les mémes conditions optimales de croissance.
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Une fois que les colonies sur milieu m-AAM ont été visibles, une colonie a été mélangée
a 100 pl d’eau stérile et le tout a été bouilli a8 100 °C pendant 10 minutes a 'aide d’'un thermobloc.
L’ADN libéré a été utilisé pour I'identification de I'espéce Arcobacter par réaction en chaine de
polymérisation (PCR). Les échantillons d’ADN ont été congelés a -20 °C jusqu'a utilisation.

Pour chaque échantillon fécal, un poids sec a été déterminé en chauffant & 105 °C dans
une étuve un échantillon de 2-5 g pendant 24 h afin de déterminer le nombre de UFC/g de poids
sec. Un échantillon d’environ 40 g ou 40 ml a été également congelé dans une concentration
finale de 30 % glycérol afin de congeler un échantillon & -80 °C pour des analyses futures.
Finalement, un échantillon de 0,25 g a été congelé a -80 °C pour une extraction d’ADN totale

egalement pour des analyses futures.
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3.3 Caractérisation par PCR des isolats Arcobacter provenant de
matieres fécales

Chaque isolat a été caractérisé au niveau de I'espéce et par des amorces universelles
amplifiant une région de 'ARNr 16S ou 23S (Tableau 3.1). Les amorces universelles ont permis
de déterminer si les échantillons d’ADN contenaient des inhibiteurs de la polymérase PCR en
amplifiant une région de 1,5 kb de 'ARNr 16S a I'aide des amorces pA-F et pH-R (Bruce et al.,
1992) (Tableau 3.1). Pour l'identification au niveau de I'espéce, une PCR multiplex (mPCR) a été
utilisée qui permet de différencier entre trois especes du genre Arcobacter en amplifiant ’ARNr
16S ou 23S. Cette mPCR a été développée par (Houf et al., 2000) et permet d'identifier trois
especes, soit A. butzleri, A. cryaerophilus et A. skirrowii dans une méme réaction PCR. La
méthode de mPCR est congue sur la base d'une distinction des longueurs spécifiques des
amplicons par une électrophorése sur gel d’agarose. Les réactions PCR ont été préparées dans
un volume final de 25 pl composés de 5 pl de tampon 5X, 0,6 U de taqg polymérase (Fermentas),
0,4 uM des amorces pA-F, pH-R butz-F, skir-F, cry1-F et cry2-R ou arco-R (Tableau 3.1) ainsi
que 10 pl d’ADN (environ 1 ng). Le programme de la mPCR incluait 32 cycles contenant une
dénaturation (94 °C, 45 s), une hybridation des amorces (61 °C, 45 s) et une élongation (72 °C,
30 s) et un cycle d’extension finale (72 °C, 7 min) a l'aide d’'un MasterCycler d’Eppendorf. Le
programme de la PCR universelle incluait 30 cycles contenant une dénaturation (94 °C, 40 s),
une hybridation des amorces (55 °C, 1 min) et une élongation (72 °C, 2 min); et un cycle
d’extension finale (72°, 10 min). Un volume de 10 pl du produit d’amplification a été migré par
électrophorése sur gel d’'agarose 1,5 % dans du tampon 1X TAE (Tris-Acétate-EDTA) sous
tension de 120 V pour 60 minutes. Une échelle de poids moléculaire de 100 pb (GeneRuler 100bp
DNA ladder #SM0241, Fermentas) a été utilisée pour la mPCR et de 1 kb pour la PCR universelle
(GeneRuler 1 kb DNA ladder #5M0311, Fermentas). Les gels ont été visualisés sous lumiére UV
a l'aide du bromure d’éthidium et un transilluminateur UV Alphalmager (ProteinSimple).

Tableau 3.2 Type et origine des échantillons de matieres fécales échantillonnés durant la période
estivale 2010
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Type et source de I’échantillon n Origine

Porc

Féces 1 RNS

Réservoir secondaire 3 RNS

Réservoir primaire 2 RNS

36 Lennoxville

Vache laitiére

Feces 1 RNS

Réservoir primaire 2 RNS

33 Lennoxville

Poulet

Feces 3 RNS
Poulet et Porc

Féces 2 RNS
Humain

Fosse septique 13 RNS
Poney

Féces 2 RNS
Chévre

Féces 3 RNS
Canard

Féces 1 RNS
Chien

Feces 4 Ottawa Humane Society
Chat

Feces 4 Ottawa Humane Society
Chevreuil

Féces 1 RNS
Coyote

Féces 1 RNS
Castor

Féces 2 RNS
TOTAL 114

RNS: Bassin de la riviére de la Nation Sud
Lennoxville : Ferme expérimentale située a Lennoxville, Québec

Le nombre d’échantillons (n) est listé ainsi que 'origine géographique de I'échantillon.
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3.4 Optimisation et identification des génes de virulences
hypothétiques chez Arcobacter provenant de matiéres fécales

Plusieurs expeériences ont été effectuées afin de déterminer les meilleurs paramétres
permettant une détection efficace et rapide de génes de virulence hypothétiques chez Arcobacter
par PCR. Les amorces proviennent d’une étude par Douidah (Douidah et al., 2012). Les amorces
ont été congues a partir de la séquence du génome de la souche Arcobacter butzleri ATCC49616.
La specificité des amorces aux souches Arcobacter a été vérifiée par le séquengage d’au moins
un amplicon par géne par espéces Arcobacter. Les amorces ont été validées sur 30 souches
références Arcobacter et 319 souches environnementales A. butzleri, A. cryaerophilus et A.

skirrowi.
3.4.1 Programme de PCR

L'article de Douidah et collaborateurs (2012) présente deux programmes de PCR afin de
detecter les génes de virulence chez les Arcobacter. Les deux programmes PCR ont été essayés
avec nos ADN afin de déterminer si les produits PCR étaient adéquats et distincts I'un de I'autre
par électrophorése sur gel d'agarose. De plus, chaque programme a été testé avec tous les génes
pour déterminer si un programme PCR peut étre éliminé afin de diminuer la charge de travail. Le
mélange PCR est identique a la section 3.3. Les deux programmes PCR et les génes détectés
sont les suivants: 32 cycles de dénaturation (94 °C, 45 s), hybridation des amorces a 56 °C pour
45 s pour les paires d'amorces des génes ciaB, ¢j1349, hecA, mviN et irgA; et 55 °C pour 45 s
pour les paires d'amorces des génes hecB, cadF, pldA et tlyA, et une extension (72 °C, 45 s) et
finalement une élongation finale (72 °C, 3 min). Les réactions PCR ont été effectuées a I'aide du
MasterCycler d'Eppendorf et une échelle de poids moléculaire de 100 pb a été utilisée. Les
produits PCR ont été visualisés par électrophorése sur gel d’agarose 1,5 % avec du bromure
d’éthidium et un transilluminateur UV Alphalmager.

3.4.2 PCR multiplex et combinaison de génes de virulences
Différentes combinaisons de génes de virulences ont été analysées afin de créer des
protocoles de mPCR. Pour ce faire, les longueurs des fragments les plus adéquats ont été

choisies selon leur séparation par électrophorése sur gel d’agarose. La réaction PCR a été
effectuée dans un volume final de 25 pl contenant 0.2 uM de chaque amorce présentée dans le
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tableau 3.1, 5 pl de tampon 5X et 0,6 U de taq polymérase (Fermentas). Les paramétres de la
PCR étaient 32 cycles de dénaturation (94 °C, 45 s); hybridation des amorces (56 °C, 45 s); une
extension (72 °C, 45 s), suivie d'une élongation finale (72 °C, 3 min). Les produits de PCR ont été

visualiseés de la méme fagon que présentée dans la section précédente.

3.4.3 Optimisation des réactions PCR

Des suppléments ajoutés a la réaction PCR ont été testés avec I'ajout de diméthylsulfoxyde
(DMSO) avec une proportion de 5 % et I'ajout d’albumine sérique bovine (BSA) a une
concentration finale de 0,5 pg/ul. Ensuite, différente concentration d’amorces, soit des
concentrations finales de 0,4 uM et 0,2 pM, ont été analysées. Chaque paramétre a été testé
avec I'ADN des espéces A. butzleri et A. cibarius comme contrle positif, ainsi que 'ADN des
especes Campylobacter jejuni ATCC33291 et Helicobacter pylori NCTC11637 comme contrdle
negatif. Chacun des paramétres a été testé avec tous les genes de virulences hypothétiques. La
réaction PCR a été effectuée dans un volume final de 25 pl contenant 0,2 ou 0,4 uM de chaque
amorce, 5 pl de tampon 5X, 0,6 U de taq polymérase (Fermentas) et 0.5 ug/ul de BSA ou 5 %
DMSO. Les paramétres de la PCR étaient 32 cycles de dénaturation (94 °C, 45 s); hybridation
des amorces (56 °C, 45 s); une extension (72 °C, 45 s), suivie d’'une élongation finale (72 °C,

3 min).

3.4.4 Spécificité des amorces aux espéces Arcobacter

Un total de 15 espéces Arcobacter (Tableau 3.3) ainsi que 38 espéces provenant d'autres
genres bactériens (Tableau 3.4) ont été analysées avec les programmes PCR choisis et les
protocoles de mPCR optimisés afin de déterminer si les amorces étaient spécifiques au genre
Arcobacter. Si le résultat PCR avait démontré des produits non spécifiques pour certaines
espéces, les amorces correspondantes auraient été testées séparément sur cette espéce afin de

déterminer si le produit d’'amplification non spécifique provenait de la combinaison des amorces.

Tableau 3.3 Liste des espéces Arcobacter pour la validation de la spécificité des amorces pour
l'identification des génes de virulence chez les espéces Arcobacter.
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Nom de I'espéce Collection de la
culture et No

Arcobacter butzleri ATCC49616
Arcobacter bivalviorum LMG26124
Arcobacter nitrofigilis ATCC33309
Arcobacter molluscorum LMG25693
Arcobacter ellisii LMG26155
Arcobacter trophiarum LMG25534
Arcobacter marinus LMG25770
Arcobacter mytilii LMG24559
Arcobacter venerupis LMG26156
Arcobacter defluvii LMG25694
Arcobacter cibarius LMG21996
Arcobacter halophilus ATCC BAA-1022
Arcobacter thereius LMG24486
Arcobacter skirrowii LMG6621
Arcobacter cryaerophilus NCTC 11885

Ce tableau énumeére les espéces Arcobacter dont 'ADN génomique a été analysée avec toutes les paires
d’amorces pour la détection de huit génes de virulence hypothétiques chez Arcobacter, soit ciaB, ¢j1349,
tlyA, hecA, hecB, pldA, mviN et irgA. Quelques especes Arcobacter publiées dans la littérature depuis 2012

ne figurent pas dans cette liste, car TADN génomique n’était pas disponible dans le laboratoire.

Tableau 3.4 Liste des espéces pour la validation de la spécificité des amorces pour I'identification des
génes de virulence chez les Arcobacter.

Nom de 'espéce Collection de la culture et
No.
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Aeromonas bv. veronii ATCC35625
Aeromonas encheleia ATCC51929
Aeromonas veronii ATCC9071
Aeromonas trota ATCC49658
Aeromonas allosaccharophilia ATCC51208
Aeromonas jandaei ATCC49568
Aeromonas salmonicida CDC0434-84
Aeromonas bestiarum ATCC51108
Aeromonas eucrenophilia ATCC11163
Aeromonas popofii LMG17541
Aeromonas hydrophila ATCC13444
Aeromonas sobria CDC9538-76
Aeromonas schubertii ATCC43700
Aeromonascaviae ATCC15468
Aeromonas hydrophila ATCC23211
Aeromonas media CDC0435-84

Pseudomonas shigelloides
Escherichia coli 0157:H7
Escherichia coli O157:H7

Isolat environnemental*
Isolat environnemental*

Isolat environnemental*

Escherichia coli ATCC35218 (2)
Salmonella enterica subsp. houtenae ATCC29932
Salmonella enterica subsp. diarizonae ATCC12325
Salmonella enterica subsp. arizonae ATCC13314
Arcobacter skirrowii ATCC51132
Campylobacter jejuni subsp. doylei ATCC49349
Campylobacter jejuni subsp. jejuni ATCC29423
Campylobacter hyointestinalis ATCC35217
Campylobacter coli ATCC43136
Campylobacter helveticus ATCC51210
Campylobacter coli ATCCBAA-371
Campylobacter jejuni ATCC33291
Campylobacter jejuni ATCC33292
Campylobacter lari ATCC43675

*Isolat qui a été isolé d’'un échantillon environnemental

Le tableau de la page précédente énumére les espéces provenant d'autres genres bactériens
qu'Arcobacter dont 'ADN génomique a été analysé avec toutes les paires d’amorces pour la détection de
huit génes de virulence hypothétiques chez Arcobacter, soit ciaB, cj1349, tlyA, hecA, hecB, pldA, mviN et
irgA.
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3.4.5 Identification des génes de virulences chez des isolats Arcobacter provenant de
matiéres fécales

La présence des huit génes de virulence a été analysée chez des Arcobacter préalablement
isolés durant un projet de recherche de I'été 2010 comme étudiante stagiaire. Les trois protocoles
de mPCR ont été effectués dans un volume final de 25 pl dans des plaques de 96 puits. Chaque
puits contenait I'ADN d’'un isolat fécal. La réaction PCR contenait 0.2 uM de chaque amorce, 5
de tampon 5X, 0,6 U de taq polymérase (Fermentas) et 0.5 ug/ul de BSA. Les paramétres de la
PCR étaient 32 cycles de dénaturation (94 °C, 45 s); hybridation des amorces (56 °C, 45 s); une
extension (72 °C, 45 s) et suivie d’'une élongation finale (72 °C, 3 min). La présence des génes
de virulence a été identifiée en migrant les produits PCR par électrophorése sur gel agarose
1,5 % a 120 V pour 60 minutes avec une échelle de poids moléculaire de 100 pb (GeneRuler
100bp DNA ladder #SM0241, Fermentas). Les produits PCR ont été visualisés sous lumiére UV
d’'un Alphalmager.

3.5 Optimisation d’'une méthode du nombre le plus probable (NPP)
pour l'isolement et le dénombrement d’Arcobacter butzleri dans
le sol

Difféerentes expériences ont été effectuées afin de déterminer les meilleurs paramétres
permettant un isolement et un dénombrement des Arcobacter dans le sol basé sur la méthode
NPP de Chinivasagam (Chinivasagam et al., 2007). Cette méthode est basée sur une estimation
statistique par I'enregistrement de la croissance positive ou négative de dilutions d’'un méme
échantillon. Donc, aucun comptage direct n'est effectué pour cette méthode.

3.5.1 Milieux utilisés pour les dilutions sérielles

Deux milieux, le PBW (Phosphate buffered water) [42,5 mg I' KH:PO, et 420 mg I
MgCl».6H20 et ajusté a pH 7,0] et I'eau peptoné a 0,1 % ont été analysés pour la récupération
d’Arcobacter butzleri sur géloses ASIA. Une culture d’A. butzleri congelé a été étalée sur milieu
m-AAM et incubée sous conditions optimales de croissance pour 48 heures. Une colonie a été
transférée dans du bouillon AM [30 g I'' bouillon Arcobacter ajusté a pH 7,2 £ 0,2 a4 25 °C et le
supplément sélectif CAT (Céfopérazone, Amphotéricine B et Teicoplanine)] et incubée pendant
16 heures (D.O s0o nm de 0,4) a 30 °C sous conditions microaérophiles et ensuite diluée de fagon
sérielle dans les deux milieux respectifs. Un volume de 100 pl de dilutions sérielles (10" & 10°0)
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a été etalé sur gélose ASIA et incubé sous les conditions de croissance optimales. La
concentration en Arcobacter (UFC/ml) a ensuite été évaluée aprés 3 jours de croissance.

3.5.2 Détermination de la concentration d’Arcobacter dans le sol par la méthode du
nombre le plus probable (NPP)

Des microcosmes de sol ont été utilisés afin d’avoir un contrle sur les conditions
experimentales. Des microcosmes sont des écosystémes simplifiés et artificiels souvent utilisés
pour simuler les effets de microorganismes sur les écosystémes comme l'eau et le sol. Les
microcosmes de sol étaient composés d'une bouteille en Pyrex stérilisée de 1,0 L (1397-1L,
Corning) avec une ouverture trés large (69 mm) afin de permettre un échantillonnage plus
efficace. Une quantité de 250 g de sol agricole tamisé a 0.5 mm de la ferme expérimentale
d'Ottawa entreposé a 4 °C dans la noirceur a été ajoutée. Le pH du sol a été initialement
déterminé a 6,8 en mélangeant un ratio kg/l (sol/eau) 1:1 en triplicata. Le contenu en eau du sol
a eté evalué a 15 %. Les microcosmes de sol ont été préparés 24 heures avant les expériences
de persistance afin de tempérer et laisser le sol se tasser. Chaque microcosme contenait un tube
de polypropyléne stérile contenant 5,0 ml d’eau stérile et filtrée afin de conserver I'humidité a
I'intérieur du microcosme la plus constante possible. Les microcosmes de sol ont été ouverts de
fagon steérile tous les 2 a 3 jours afin de permettre un échange gazeux durant les expériences de

persistance.

Le dénombrement des Arcobacter dans les microcosmes de sol durant les expériences de
persistance a été évalué par une méthode du nombre le plus probable (Figure 3.1). Dix grammes
de sol ont été échantillonnés et mélangés a 90,0 ml de milieu PBW. Cette dilution a été mélangée
manuellement pendant 1 minute suivie par 30 s de sonication et ensuite mélangée a nouveau
pendant 1 min. Des dilutions sérielles dans 9,0 ml de PBW jusqu’a 108 ont ensuite été effectuées
en transférant 1,0 ml avec un embout de 1,0 ml coupé afin de transférer les particules de sols. Le
transfert des particules de sols était important, car les Arcobacter avaient peut-étre adhéré a
celles-ci. Entre chaque dilution, le contenu a été vortexé une minute a vitesse maximale, et 1,0 ml
ont été transférés dans 9,0 ml de bouillon JM (Johnson-Murano) [peptone spéciale (Oxoid L72)
(10 g I), extrait de levure (5 g I'"), extrait de beeuf (5 g I''), NaCl (4 g I''), phosphate de potassium
(monobasique) (1,5 g I'"), phosphate de sodium (dibasique) (3,5 g I'"), pyruvate de sodium (0,59
I"), thioglycolate de sodium (0,5 g I''), charbon (0,5 g I'"), sels biliaires No 3 (Oxoid L56) (2g"),
agar bactériologique (Oxoid L11) (2 g I') et les suppléments suivants, 5-fluorouracil (200 mg I')
et cefopérazone (32 mg I")] en triplicata. Les 24 tubes d’enrichissement ont été légérement
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vortexés pour homogénéiser le contenu et un tube controle de bouillon JM (contrle négatif) a
été incubé pour une durée de 48 heures dans une jarre anaérobie a 30 °C sans agitation sous
conditions microaérophiles. Différents temps d’incubation des tubes d’enrichissement ont été
préalablement vérifiés pour déterminer la croissance maximale des Arcobacter, soit 24, 48 et 72
heures d'incubation. Un échantillon de 1-2 g a été pesé et chauffé a 105 °C dans une étuve pour
24 heures afin de déterminer le pourcentage d’humidité dans le sol.

Dilution sénielle 10! 2107

9 ou 50 ml
10¢ FPBW

\. /l\ ENRICHISSEMENT

9 ml
boullen
M

ISOLEMENT Méme procédure pour les autres
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h
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Figure 3.1 Schématisation de la méthode NPP pour I'isolement et le dénombrement des Arcobacter
a partir d'un microcosme de sol.

Ce schéma déemontre la méthode du nombre le plus probable développée (NPP) pour l'isolement et le
dénombrement des Arcobacter dans un sol qui a été utilisée pour toutes les expériences de persistance
des Arcobacter dans le sol. ASIA: Arcobacter selective isolation agar, m-AAM: modified agarised
Arcobacter media, JM: Johnson-Murano, PBW: phosphate buffered water.

Apres l'incubation de 48 heures, 10 pl de chaque tube d’enrichissement ont été étalés sur
un milieu ASIA afin de sélectionner les Arcobacter spp. Les géloses ont été incubées 3 jours sous
conditions optimales de croissance. Deux colonies avec une morphologie semblable par géloses
ont été ensuite étalées sur un milieu m-AAM. Les géloses ont été incubées sous conditions
optimales de croissance. L’extraction de 'ADN a été effectuée de la méme fagon que mentionnée
dans la section 3.1. L'ADN a été analysé avec les protocoles de PCR mentionnées dans la
section 3.2 afin de déterminer 'espéce Arcobacter isolée. La concentration des Arcobacter dans
les expériences de persistance a été évaluée a l'aide du programme « MPN calculator » built 23
de Mike Curiale (Fig. 3.2).
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Figure 3.2 Interface du programme « MPN calculator » built 23 de Mike Curiale.

Le programme « MPN calculator » a été utilisé pour évaluer la concentration en NPP/g des Arcobacter
dans les microcosmes de sols. La quantité en gramme de sols dans chaque dilution doit étre insérée ainsi
que le nombre de réplicats par dilutions et le nombre de réplicats positifs pour la présence d'Arcobacter
validé par l'identification de I'espéce par PCR. Une valeur de < 0.3 NPP/g est apposée lorsque tous les

tubes sont négatifs.
3.6 Etude de persistance des Arcobacter dans un sol agricole

Des études de persistance dans le sol des Arcobacter ont été effectuées afin de
déterminer sa survie dans cette matrice trés complexe et ainsi évaluer son potentiel de

propagation dans I'environnement.
3.6.1 Persistance des Arcobacter indigéne du fumier dans un sol agricole

Deux fumiers d’origine animale provenant de sources différentes, soit d’'un élevage
porcin ou de vaches laitiéres, ont été choisis selon leurs concentrations en Arcobacter. Tous les
échantillons ont été regus moins de 24 heures aprés I'échantillonnage et gardés sur glace
pendant le transport au laboratoire. En tout, 8 échantillons de fumier bovin et 5 échantillons de
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fumier porcin ont été analysés par la méthode mentionnée dans la 3.2 afin d'évaluer leur
concentration en Arcobacter. Le contenu en eau a été déterminé par le séchage de 2-5 g de
matiéres fécales humides a une température de 105 °C pour 24 heures dans une étuve.

Les fumiers ont été mélangés avec 250 g de sol agricole (CEF_2009) en triplicata avec un
ratio de 10 % l/kg de sol. Des microcosmes de sols contenant également 250 g de sol agricole
ne contenant pas de fumier ont été utilisés comme contréle négatif. Ces contrdles ont plutét regu

une quantité égale de milieu PBW.

Au temps zéro, la concentration d’Arcobacter a été analysée avec la méthode NPP pour
chacun des microcosmes de sols ainsi que l'analyse du poids sec. Par la suite, I'isolement
Arcobacter butzleri a été évalué de fagon hebdomadaire utilisant la méthode NPP optimisée
(figure 3.1) de la section 3.5.2. Le poids sec a été analysé lors de chaque échantillonnage par le
séchage de 2-5 g de sol humide a une température de 105 °C pour 24 heures dans une étuve.
La présence des Arcobacter a été déterminée par les PCR mentionnées dans la section 3.2. Le
nombre de tubes d’'enrichissement positifs pour la croissance des Arcobacter sur ASIA et identifié
par PCR comme étant des Arcobacter a ensuite servi a déterminer la concentration en Arcobacter
(NPP/g ge sal) avec le programme «MPN calculator» (Figure 3.2).

3.6.2 Persistance d’Arcobacter butzleri dans un sol agricole a différentes température

La souche Arcobacter butzleri ATCC49616 a été inoculée dans 20 mi de bouillon AM pour
16 heures avec une agitation de 200 rpm jusqu’a I'obtention d'une D.O.00nm d’environ 0,4. La
concentration en A. butzleri a été évaluée sur gélose ASIA afin de calculer le nombre d’'UFC/mI
initiale. Pour ce faire, des volumes de 100 pl de dilutions sérielles de 10" & 10°® ont été inoculés
dans 900 pl de milieu PBW et incubés sous les conditions optimales de croissance pour les
Arcobacter. La culture bactérienne a été centrifugée a 8000 rpm pendant 5 minutes et dispersée
dans 20 ml de milieu PBW, centrifugée a nouveau afin d’éliminer les résidus du milieu de culture,
et finalement dispersée dans 20 ml de PBW. Cette culture a été utilisée afin d'inoculer six
microcosmes de sol contenant 250 g de sol agricole CEF_2009 pour obtenir une concentration
finale de 1 x 10® CFU/g. Trois microcosmes ont été entreposés a température ambiante (20 °C)
et les trois autres a 4 °C. Des microcosmes de sols ne contenant pas de culture Arcobacter
butzleri, mais plutét un volume égal de milieu PBW, ont aussi été préparés pour représenter les

contréles négatifs.
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Au temps zéro, la concentration d’Arcobacter a été analysée avec la méthode NPP pour
chacun des microcosmes de sols ainsi que I'analyse du poids sec. Par la suite, la concentration
d'Arcobacter butzleri a été évaluée de fagon hebdomadaire utilisant la méthode NPP optimisée
(Fig. 3.1) de la section 3.5.2. La présence d’A. butzleri a été déterminée par les méthodes PCR
mentionnées dans la section 3.2. Le nombre de tubes d’enrichissement positifs pour la croissance
d’Arcobacter butzleriidentifié par PCR a ensuite servi a déterminer la concentration en Arcobacter

butzleri (NPP/g) de sol avec le programme «MPN calculator»
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4 Résultats

41 Optimisation et détection des génes de virulences chez
Arcobacter

Une série de combinaisons d’amorces amplifiant les génes de virulence hypothétiques chez
Arcobacter ont été analysées avec I'espéce A. butzleri afin de déterminer quelles combinaisons
pouvaient produire des résultats clairs et précis par électrophorése sur gel d’agarose (Tableau 4.1
et Fig. 4.1). Trois mPCR ont été générées ayant chacune deux ou trois génes (en gras au
Tableau 4.1). Un géne a été délaissé, cadF, puisqu'aucune combinaison n’a abouti & un amplicon
suffisamment visible sur gel d'agarose. Aucun amplicon sur gel d'agarose n’a été observé pour
les autres especes représentant des contréles négatifs (Tableau 3.4). Les mPCR ont été
confirmées comme étant efficaces pour la détection des génes de virulence hypothétiques chez
les Arcobacter puisque les génes détectés chez les souches références Arcobacter (Tableau 3.3)
par les mPCR sont les mémes observés dans I'étude de Douidah (2012).

Tableau 4.1 Combinaison de genes de virulence testés durant I'optimisation des mPCR pour la
détection de génes de virulences chez Arcobacter.
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Combinaison Résultats sur Explication du

de génes gel d’agarose résultat
(+ ou—)
cadF - Amplicons trop
cf1349 faibles
tiyA + Amplicons clairs et
mviN visibles
pldA - Amplicon pldA clair,
hecB mais amplicon hecA
trés faible
pldA + Amplicons sont clairs
hecA et visibles
pldA + Amplicons sont clairs
irgA et visibles
tiyA + Amplicons clairs et
mviN visibles
hecB
cadF - Amplicons faibles
hecA
ciaB - Amplicons faibles
hecB
pldA - Amplicon ¢j1349 trés
irgA faible comparé aux
cf1349 deux autres qui sont
trés clairs
pldA + Amplicons sont
irgA clairs et visibles
hecA
ciaB + Amplicons clairs et
cj1349 visibles

Les résultats en gras sont les PCR multiplex qui ont été utilisées pour le restant de I'étude. Cette étape a
été effectuée avec I'espéce Arcobacter butzleri ATCC49616 seulement, car celle-ci contient tous les génes
de virulence hypothétiques.
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Figure 4.1

Amplicons des génes de virulence chez Arcobacter butzleri.

Les amplicons ont migré par électrophorése sur gel d’agarose 1,5 %. Dans les puits 2-9, ciaB, ¢j1349, tlyA, mviN, hecB, pldA, irgA et hecA. Les
PCR muiltiplex optimisées sont représentées dans les puits 11-13 ciaB et cj134; tlyA

, mviN et hecB ; pldA, irgA et hecA. Les puits 16-18 et 20-22
représentent des profils de génes de virulence différents chez des isolats provenant de

boues de réservoir septique. Les puits 1, 14 et 23 contiennent
une échelle de poids moléculaire de 100 pb (GeneRuler 100 pb, SM0241) et les puits 10, 15 et 19 n'ont pas de contenu.
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4.2 Présence de géne de virulence chez Arcobacter

Des échantillons de matiéres fécales ont tous été prélevés dans la région d’Ottawa, Ontario
et de Sherbrooke, Québec (Tableau 3.2). La majorité provient de fumier, mais aussi sous forme
d'excrements frais d’animaux de ferme. Les animaux de ferme ont été ciblés, car le fumier
d'origine animale et les excréments de ceux-ci contiennent beaucoup d’Arcobacter spp., donc un

potentiel danger pour la santé humaine via son utilisation dans I'agriculture.

Ces échantillons fécaux ont été étalés sur des géloses spécifiques pour lisolement d’'un
maximum d’isolats Arcobacter. Un total de 147 isolats Arcobacter préalablement identifiés par
une PCR spécifique au genre, développée lors d'un autre projet de maitrise dans le laboratoire
du Dr Lanthier, a été retenu pour cette étude. lls ont également été identifiés au niveau de
I'espéce par amplification PCR et dans certains cas par séquengage du géne de 'ARN 16S durant
des projets de recherches antérieurs. Parmi ceux-ci, 100 isolats appartiennent a A. butzleri, 42 a
A. cryaerophilus, 3 a A. skirrowii, 1 a A. defluvii et 1 a A. cibarius. Par la suite, ces isolats ont été
analysés par mPCR pour la présence de huit génes de virulences hypothétiques afin de
déterminer la pathogénicité potentielle de ceux-ci et possiblement déterminer les isolats les plus
pathogénes. Les résultats sont résumés dans les Figures 4.2, 4.3 et 4.4. Tous les amplicons
générés par les mPCR ont produit la taille des fragments attendue. Aucun isolat analysé ne
présentait tous les génes de virulence a I'étude. Cependant, les huit génes ont été observés de
facon individuelle chez les isolats A. butzleri. Chez les isolats A. cryaerophilus, les génes irgA et
hecA étaient absents, et les génes ¢j1349, tlyA, hecB, pldA, irgA et hecA étaient absents chez
tous les isolats A. skirrowii. Les génes ciaB et mviN ont été observé individuellement chez toutes
les espéces bactériennes (Fig. 4.3) a I'étude, mais pas chez toutes les sources (Fig. 4.4), soit la
chévre pour le géne mviN. Une proportion de 8 % (11/147) des isolats ne possédait aucun géne
de virulence hypothétique étudié dans cette étude, soit 7 isolats A. butzleri et 4 isolats A.
cryaerophilus. Tous les génes ont été observés individuellement chez les sources d’origine
humaine et de vaches laitiéres (Fig. 4.4). Le géne ciaB a été le plus souvent détecté avec une
présence dans 91 % (133/147) des isolats totaux (Fig. 4.2). Ce géne était également le plus
fréquent lorsqu’on regarde sa présence en fonction de I'espece (Fig. 4.3) ou de l'origine (Fig. 4.4)

de l'isolat.
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Figure 4.2 Distribution des huit génes de virulence hypothétiques chez les Arcobacter isolés.

Le nombre d'isolats positifs pour chaque géne est représenté en pourcentage (%) du nombre total d'isolats
Arcobacter (n=147).
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Figure 4.3 Présence de genes de virulence hypothétiques chez des isolats d’espéces Arcobacter
variées isolés de sources fécales.

Le nombre d'isolats positifs pour chaque géne est représenté en pourcentage (%) du nombre d’isolats
analysés pour chaque espéce Arcobacter isolée de source fécale. Chaque espece ainsi que le nombre (n)
d'isolats pour chacune est décrit dans la légende située sous la figure.

Dans notre étude, mviN a été le deuxiéme géne le plus souvent observé avec une
présence dans 78.2 % (115/147) des isolats Arcobacter. |l est, comme ciaB, un des deux génes
qui a été observé chez toutes les especes étudiées (Fig. 4.3). D’ailleurs 80 % (80/100) des A.
butzleri et 52 % (22/42) des A. cryaerophilus contenaient ces deux génes ensemble. De plus, il
est le deuxiéme plus important au niveau de I'espéce et de la source fécale également (Fig. 4.4
et 4.5). Les génes tlyA et pldA ont été retrouvés en proportion de 50 (74/147) et 45 % (66/147)
des isolats totaux, respectivement. La majorité provenait de I'espéce A. butzleri pour ces deux
génes. Dans 90 % des isolats Arcobacter provenant de matiéres fécales, les génes irgA et hecA
étaient absents. D'ailleurs, seulement 6 % (9/147) des isolats présentaient I'un ou I'autre. Ce sont
les deux génes qui ont été les moins observés dans cette étude (Fig.4.2).
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Le géne ¢j1349 n’'a été retrouvé que dans 16 % (24/147) des isolats Arcobacter. lls ont été
retrouvés chez I'espéce A. butzleri(21/24) et A. cryaerophilus (3/24). Ce géne n’a pas été observé
chez les autres espéces a I'étude qui possédaient des effectifs plus faibles. Finalement, le géne
hecB a été présent dans 10 % (15/147) des isolats & I'étude, soit le troisieme géne le moins
présent. Prés de la totalité des isolats positifs pour ce géne provenait de I'espéce A. butzleri
(14/15) et une souche A. cryaerophilus isolée du porc (1/15). Ce géne, tout comme le géne
¢j1349, n'a pas été observé chez les autres espéces a I'étude.
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4.3 Evaluation de la persistance dans un sol agricole des espéces
Arcobacter

4.3.1 Etude 1 : Persistance dans un sol agricole des Arcobacter spp. en fonction de la
source de fumier

La concentration d'Arcobacter (UFC/g ou UFC/ml) dans 12 fumiers a été préalablement
déterminée (Tableau 4.2) par la méthode détaillée a la section 3.2. Les concentrations
d’Arcobacter dans les fumiers qui en contenaient étaient de l'ordre de 102 4 10* UFC/g de poids
humide. Les fumiers F0349 et FO350 ont été choisis pour les expériences de persistance dans le
sol, car pour chaque source, porc et vache laitiére, la concentration en Arcobacter (UFC/g ge poids
sec) €fait la plus élevée et la consistance était la méme, soit un lisier (Tableau 4.2). La
concentration en Arcobacter dans le sol a été évaluée sur une durée de 14 semaines par la
méthode NPP présentée dans la section 3.5.2.

Les Arcobacter provenant de fumier de vache laitiére ont persisté plus de 91 jours dans un
sol agricole a la température ambiante. La concentration en Arcobacter a diminué graduellement
sous le seuil de détection, soit <0.3 MPN/g. Les Arcobacter provenant du fumier de porc ont
persisté beaucoup moins longtemps, soit 49 jours dans un sol agricole 4 la température ambiante
(Fig. 4.7). Un plateau a été observé entre les jours 14 & 28, soit une période de 14 jours ou la
concentration en Arcobacter est restée stable. Une diminution de prés de 60 fois jusqu’a
extinction entre les jours 49 et 63 a été observée au niveau de la concentration en Arcobacter. A.
butzleri a persisté au-dela de 49 jours; par contre au jour 42, A. cryaerophilus n’était plus présent
dans le sol contenant des Arcobacter du fumier de porc, car il n'était plus présent par PCR. Par
contre, les deux espéces ont été observées jusqu'a 91 jours dans le sol contenant les Arcobacter
provenant de fumier de vache laitiére. Aucun Arcobacter n'a été décelé dans les microcosmes
contréles négatifs durant I'étendue de I'étude. L’humidité du sol est restée constante entre 23 et
29 % durant toute I'étude pour les deux fumiers a I'étude.

De plus, les génes de virulence hypothétiques ont été analysés sur les isolats du jour O
apres inoculation des fumiers afin de déterminer s'il y a un potentiel de virulence au début de
I'expérience. Six des huit génes ont été observés chez les deux fumiers. Les génes irgA et hecA

n'étaient pas présent.
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4.3.2 Etude 2 : Persistance dans un sol agricole d’Arcobacter butzleri en fonction de la
température

Une culture d’Arcobacter butzleri ATCC49616 a été inoculée dans des microcosmes de sol.
La concentration en Arcobacter dans le sol a été évaluée sur une durée de 15 semaines par la
méthode NPP présentée dans la section 3.5.2. Ceux-ci ont été mis a la température a 20 °C et a
4 °C pour déterminer la persistance de la souche dans le sol. Ces températures ont été choisies
afin d'illustrer des températures de la saison estivale et les saisons plus froides. Les résulitats
montrent un déclin de la concentration en A. butzleri sur une période de 105 jours jusqu’'a
extinction. A. butzleri a persisté a température ambiante plus de 42 jours et plus de 105 jours a
une température de 4 °C. Aucune espéce Arcobacter n'a été décelée dans les microcosmes
contrdles négatifs durant I'étendue de I'étude. Aucune espéce autre qu'A. butzleri n'a été
récupéré des microcosmes inoculés. L’humidité du sol est restée constante entre 27 et 31 %
durant toute I'étude pour les deux températures a I'étude.
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Tableau 4.2 Evaluation de la concentration en Arcobacter de fumier porcin et de vache laitiére

No Endroit Source de Type UFC/ml Contenu
échantillon Iéchantillon d’échantillon ou UFCig en eau
fecal de poids (%)
sec
F0346 Sherbrooke Vaches Fumier solide  3,41x104 91
laitiéres
F0247 Sherbrooke Vaches Fumier solide  2.82x104 92
laitiéres
F0348 Sherbrooke Porcs Fumier solide Sous 95
limite de
détection
F0349 Sherbrooke Vaches Fumier 2.67x108 98
faitieres liquide
F0350 Sherbrooke Porcs Fumier 8.73x106 99
liquide
F0351 London Porcs Fumier solide  9,27x103 94
F0352 London Porcs Fumier solide  4,45x104 92
F0353 London Porcs Fumier 2,86x104 99
liquide
F0354 London Vaches Fumier solide Sous 86
laitieres limite de
détection
F0356 London Vaches Litire 5,27x104 99
laitieres
F0357 London Vaches Litiere 7,39x106 85
laitiéres

F0358 London Porcs Fumier solide  2,48x103 86

Ce tableau représente le numéro fécal assigné a I'échantillon, I'endroit échantilionné, la source fécale ainsi
que le type d'échantillon regu. La concentration en Arcobacter est représentée en UFC/ml ou UFC/g
dependant de la consistance de I'échantillon et prend en considération le poids sec de I'échantillon. Cette
évaluation a été effectuée afin de déterminer les échantillons nécessaires pour I'expérience de persistance
dans le sol des Arcobacter retrouvés dans le fumier. La limite de détection de cette méthode est de <100-
108 UFC/g de poids humide.
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Figure 4.6 Persistance dans un sol agricole de I'espéce Arcobacter butzleri a différentes températures

Les résultats sont présentés en moyenne de triplicata pour la concentration en Arcobacter butzleri (colonnes) ainsi que le pourcentage d’humidité
(points). La concentration en Arcobacter butzleri est présentée en logarithme et a été déterminée par la méthode NPP optimisée. Les deux
températures a 'étude étaient la température ambiante et 4 °C.
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5 Discussion

Le but de cette étude était de décrire la distribution de génes associés potentiellement a la
virulence des Arcobacter provenant de matiéres fécales d’animaux de ferme et de boues de
fosses septiques humaines. Pour ce faire, des mPCR ont été développées et validées afin de
détecter huit génes de virulence hypothétiques. Des analyses de persistance dans un sol agricole
de la souche reférence A. butzleri, une souche avec un potentiel de virulence par la présence de
neuf génes de virulence hypothétique, ainsi que des Arcobacter indigénes présents dans un
fumier de porc et un fumier de vache laitiére ont été effectuées afin de mieux comprendre leur
survie dans l'environnement. Il y a eu trés peu d'études sur le sujet de la persistance des
Arcobacter dans le sol, malgré leur présence dans le fumier (Wesley et al., 2000a) que I'on épand
sur les terres agricoles en trés grandes quantités. Les Arcobacter sont aussi présents dans les
eaux souterraines qui sont en contact direct avec le sol (Rice et al., 1999). C'est pourquoi le sujet

est important et doit étre plus approfondi.

5.1 Les Arcobacter provenant de matiéres fécales ont un potentiel de
virulence

Le meécanisme de pathogénicité des Arcobacter est encore méconnu aujourd’hui. Ce
pathogene n'est donc pas encore considéré comme un danger pour la santé humaine.
Cependant, plusieurs études indiquent que ceux-ci sont sous-estimés en ce qui a trait a leur
impact sur la santé publique. Quelques études ont démontré la présence de plusieurs facteurs de
virulence hypothétiques chez des Arcobacter provenant de différentes sources (Douidah et al,,
2012, Karadas et al., 2013, Levican et al., 2013, Tabatabaei et al., 2014) et méme leur potentiel
d'invasion et d’adhésion sur des cellules humaines (Karadas et al., 2013, Levican et al., 2013).
Cependant, la détection par PCR de plusieurs génes chez de nombreux isolats Arcobacter peut-
étre laborieuse et dispendieuse. L'utilisation de PCR multiplex devient alors un outil favorable
puisque plusieurs génes peuvent étre détectés dans une méme réaction PCR, ce qui épargne du
temps et est moins dispendieux. Trois mPCR ont été développées, contenant chacune deux ou
trois paires d'amorces, qui détectent en tout huit génes de virulence hypothétiques chez
Arcobacter (Tableau 3.1).

Au total 147 isolats Arcobacter provenant de matiéres fécales variées d’animaux de ferme
et de boues de fosses septiques humaines ont été isolés de cette étude et analysés pour la
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présence de huit génes de virulence hypothétiques chez Arcobacter. Le géne ciaB
(Campylobacter invasion antigen B) est associé a l'internalisation de la bactérie dans la cellule
hote (Konkel et al., 1999) chez Campylobacter jejuni. Campylobacter, un genre trés apparenté au
genre Arcobacter et I'espéce responsable de la majorité des cas de gastroentérites bactériennes
mondiales (Blaser et al., 1983, Sarkar et al., 2014). Dans notre étude, ce géne a été le plus
prévalent avec une présence dans 91 % (133/147) des isolats suivie par le géne mviN avec une
présence dans 78 % (115/147) des isolats. Dans une étude sur des isolats provenant du contenu
intestinal et de la vésicule biliaire de bovins, le géne ciaB a été détecté dans 30 % des isolats
Campylobacter (n=210) et était le deuxiéme moins important dans une série de dix génes de
virulence et production de cytotoxines (Acik et al., 2013). Ces résultats sont contraires a ce que
nous avons observé chez les isolats Arcobacter a Agriculture et Agroalimentaire Canada. Par
contre, certains des isolats de I'’étude de Acik (2013) provenaient de la vésicule biliaire, ce qui
pourrait laisser entendre que I'origine de I'échantillon aurait potentiellement un impact sur les
génes de virulences présents. Cependant, le géne ciaB est trés fréquent dans des isolats C. jejuni
provenant d’échantillons cliniques d’enfants du Brésil (Quetz et al., 2012). Dans les études de
Douidah (Douidah et al., 2012), Tabatabaei (Tabatabaei et al., 2014) et Karadas (Karadas et al.,
2013), les genes ciaB et mviN ont également été majoritaires dans une série d'espéces
Arcobacter. L'étude de Levican (Levican et al., 2013) a démontré aussi que le géne ciaB était

dominant dans une série d’espéces Arcobacter; le géne mviN n’a pas été étudié.

Les génes tlyA, pldA et ¢cj1349 ont été observé dans 50 % (74/147), 45 % (66/147) et 16 %
(24/147) des isolats Arcobacter dans notre étude. La plus grosse proportion a été retrouvée chez
les isolats d’A. butzleri suivis d’A. cryaerophilus. Ces trois génes n'étaient pas présents chez
I'espéce A. skirrowii qui est moins représentée en nombre d'isolats. Dans les études de Karadas,
Douidah et Tabatabaei, ces trois génes ont été observés dans 100 % des isolats Arcobacter
butzleri étudiés, ce qui n'est pas le cas dans notre étude. Chez les isolats A. butzleri, les génes
tlyA, pldA et cj1349 ont été présents dans 67 % (67/100), 59 % (59/100) et 21 % (21/100) des
isolats, respectivement. Ces résultats ne sont pas en accord avec les résultats des autres études.
Chez Campylobacter le géne pldA a été observé dans 39 % des isolats provenant de vaches
(Acik et al., 2013). Le géne pldA a potentiellement un réle dans l'invasion des cellules hote et
contribuerait grandement a la pathogénicité de ce microorganisme. La différence entre ces études
est la matrice étudiée. Dans notre cas, les isolats provenaient majoritairement d’échantillons
fécaux d’animaux de ferme et d’échantillon humain de réservoir septique. Tandis que Karadas
2013) et Tabatabaei (2014) ont analysé majoritairement des échantillons qui ont été en contact

avec des équipements d'usine de transformation, comme des viandes animales et des carcasses.
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Douidah (Douidah et al., 2012) a plutdt analysé des échantillons fécaux d’origine humaine ayant
une forte présence en géne de virulence hypothétiques. Ce résultat n'est pas surprenant dans
I'étude de Douidah (2012) puisque la séquence d’Arcobacter butzleri ATCC49616 a été utilisée
afin de développer des amorces pour la détection des génes de virulence hypothétiques et cette
souche provient d'un échantillon clinique d'origine humaine. De plus, les génes tlyA et pldA ont
été reconnus comme ayant un réle dans la lyse des érythrocytes chez Campylobacter coli (Grant
et al., 1997) ce qui pourrait expliquer leur présence accrue dans les échantillons de viandes qui
possedent beaucoup d'érythrocytes, tandis que les échantillons de matiére fécale n’en possédent
pas la plupart du temps. Dans notre étude, plusieurs échantillons provenaient de réservoirs de
fumier étant parfois en constante agitation, ce qui n’encourager pas 'adhérence d'Arcobacter aux
particules de fumier. D’ailleurs, aucun géne relié a I'adhérence ou la liaison aux cellules hotes
n'ont été prévalent dans notre étude, soit les génes ¢j1349, irgA et hecA.

Les génes hecB, hecA et irgA ont été observés par PCR dans 10 % (15/147), 6 % (9/147)
et 6 % (9/147) des isolats Arcobacter, respectivement. Ces trois génes ont été les moins
predominants dans la présente étude, ainsi que dans les études de Karadas et Douidah. Ces
génes ont principalement été détectés chez I'espéce A. butzleri d’origine humaine (Fig. 4.3 et
Fig. 4.4). Cependant, aucun isolat ne posséde les trois génes simultanément. Cette exclusivité a
I'espece A. butzleri a aussi été observée dans I'étude de Douidah chez les mémes génes. Ces
trois génes ont éteé retrouvés seulement dans quatre ou moins des neuf origines de la source
fécale (Fig. 4.4). L'étude de Douidah a démontré la présence des génes ciaB, ¢j1349, pldA, mviN
et tlyA chez tous les isolats A. butzleri ce qui n’a pas été observé dans notre étude. Ceci peut étre

di & un nombre d’isolats plus faible impliqué dans notre étude.

En conclusion, les génes ciaB et mviN semblent étre trés prévalents chez les espéces
Arcobacter, étant les deux génes les plus souvent présents dans toutes les études de la littérature,
incluant notre étude. Ces deux caractéristiques sont reconnues chez Arcobacter comme étant
des facteurs qui influencent leur potentiel d'initier une infection comme a démontré Karadas
(2013), ou les souches possédant ces génes envahissaient deux lignées cellulaires humaines.
L'espéce A. butzleri semble étre la souche ayant la présence de plus de génes de virulence entre
les trois espéces les plus souvent associées aux infections humaines, autant dans notre étude
que dans la littérature. Cependant, il faut prendre en compte le nombre d'isolats faible A. Skirrowii.
Par contre, la spécificité des amorces a A. butzleri peut étre en cause, car celles-ci ont été
developpées a partir du génome de la souche A. butzleri ATCC49616. Certains isolats A. butzleri
d'origine humaine (2/147) possedent sept des huit génes de virulence hypothétiques ce qui n'a
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pas été observé chez les autres espéces ni chez les autres origines de source fécale. Malgre le
nombre plus faible d'isolats d’origine humaine (n=23) comparativement au nombre d’isolats
provenant de vaches laitiéres (n=36) ou de porcs (n=63), le ratio d’isolats positifs (%) pour chacun
des génes de virulence a été toujours plus élevé chez les isolats d’origine humaine a I'exception
du géne ¢j1349 (Fig. 4.4). Ceci n'est pas surprenant puisque la souche référence A. butzleri
ATCC496167, qui posséde les huit génes de virulence, provient d'un échantillon fécal d’origine
humaine (Miller et al., 2007). |l semble y avoir une divergence entre nos résultats pour les génes
tlyA, pldA et ¢cj1349 et ceux documentés dans la littérature. Cependant, cela peut étre di a des
différences géographiques ou des différences au niveau de I'animal et de I'espéce. L'étude a
établi que certaines souches Arcobacter ne possédent aucuns génes de virulence, puisqu’aucun
géne de virulence n'a été observé chez 11 souches. Notre étude a démontré leur présence chez
des Arcobacter provenant d'une multitude de sources fécales de la région d'Ottawa, ON et de
Sherbrooke, QC.

5.2 Les Arcobacter indigénes du fumier persistent dans le sol

Il est connu que les Arcobacter sont présents dans les féces d’animaux de ferme, comme
les vaches laitiéres, le beeuf de boucherie et les porcs (Wesley et al., 2000a, Wesley et al., 2000b).
Ces matiéres fécales animales sont fréquemment entreposées dans des réservoirs pour
I'éventuelle production de fumier d’origine animale. Ce fumier est ensuite épandu sur les terres
agricoles afin de fertiliser les sols pour la croissance de produits congus pour la consommation. |l
est important de réduire la quantité de pathogénes présents dans les fumiers d’origines animales
avant I'application sur les terres agricoles afin de minimiser les chances d’infection reliée a la
consommation de produits agricoles. Cependant, des procédures ne sont pas toujours prises pour
ce faire et le fumier contenant parfois plusieurs pathogénes humains comme Campylobacter jejuni
(Bui et al., 2011), Escherichia coli O157 :H7 (Berry et al., 2013), Arcobacter butzleri (Wesley et
al., 2000a) et les espéces Listeria (Strawn et al., 2013) sont quand méme épandus sur les terres

agricoles.

Deux sources de fumiers, porcin et bovin, contenant naturellement des Arcobacter ont été
utilisées pour inoculer des microcosmes de sols afin d’évaluer leur persistance dans le sol. Les
résultats démontrent une persistance des Arcobacter d’au moins 49 jours dans le sol inoculé avec
du fumier de porc et 91 jours dans le sol inoculé avec du fumier de vache laitiére (Fig. 4.5). Malgré
le fait que la concentration initiale en Arcobacter viable (Tableau 4.2) avant l'inoculation dans le
sol était similaire dans chaque fumier, la concentration en Arcobacter récupérée au jour 0 dans
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le sol était plus élevée dans le sol amendé en fumier d’origine porcine que la concentration initiale.
Ce phénoméne a été observé dans une étude avec deux souches E. coli (Topp et al., 2003)
inoculées dans un sol amendé en fumier de porc également. Il est connu chez E. coli que sous
des conditions de famine prolongée elle acquiert des mutations lui permettant de mieux survivre
dans un environnement non favorable (Finkel et al., 1999). Ainsi, il est possible que les Arcobacter
ayant été dans un fumier entreposé sur une longue durée de temps soient capables de persister

dans le sol.

On connait que les pathogénes retrouvé dans certains fumiers sont capable d'y persister
longtemps. L'étude de Berry (2013) a observé une persistance de 42 jours d’Escherichia coli
0O157:H7 naturellement retrouvé dans le fumier de bovins ayant regu trés peu de traitement (Berry
et al., 2013). Une étude sur la survie de Campylobacter coli dans le fumier porcin indique une
persistance de seulement 6 jours a température ambiante (22°C) (Bui et al., 2011). D’autres
températures ont été évaluées dans cette étude, par contre les microcosmes de sol dans notre
étude ont tous été évalués a température ambiante afin d'éliminer le facteur température. En
comparaison avec nos résultats, il semble que les Arcobacter naturellement présents dans le
fumier ont une persistance semblable a E. coli, un autre pathogéne humain dans le fumier qui
persiste dans le sol (Bolton et al., 2011, Byappanahalli ef al., 1998, Franz et al., 2008, Ibekwe et
al., 2011b, Scott et al., 2006, Semenov et al., 2008, Vidovic et al., 2007) et contamine les produits
de consommation (Bezanson et al, 2012, Yang et al, 2012). En comparaison avec
Campylobacter, un pathogéne ayant une trés grande importance au niveau de son impact sur la
santé publique, la persistance des Arcobacter est beaucoup plus élevée. Cependant, la
température de croissance optimale chez les Campylobacter est de 37 °C & 42° (Thomas et al.,
1998) comparativement & 30 °C chez les Arcobacter, donc les Arcobacter ont peut-étre une
meilleure persistance aux températures plus froide. De plus, les Arcobacter ont la capacité de
croitre & 15 °C (Vandamme et al., 1991b).

Les espéces Campylobacter, ainsi que la souche E. coli 0157 et les espéces Salmonella,
naturellement retrouvées dans le fumier, persistent moins d’un mois dans du fumier solide selon
I'étude de Nicholson (2005). Cependant, elles ont toutes survécu au moins un mois suivant
I'application du fumier sur deux types de sols agricoles (Nicholson et al., 2005).
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5.3 Arcobacter butzleri survit longtemps dans le sol a température
froide

L'espéce la plus souvent isolée d’échantillons cliniques et environnementaux est A. butzleri
(Collado et al., 2011a). De plus, elle semble étre I'espéce ayant un plus grand potentiel de
virulence selon des études récentes (Douidah et al., 2012, Karadas et al., 2013, Tabatabaei et
al., 2014) et est I'espéce qui a survécu le plus longtemps dans notre étude précédente. Pour ces
raisons, nous avons analysé sa persistance dans le sol de fagon individuelle. La souche A. butzleri
ATCC496167 a été utilisée puisqu’elle est la plus étudiée et posséde neuf génes de virulence
hypothétiques. Nous avons également choisi deux températures dans lesquelles un sol de
surface pourrait étre; soit la température ambiante de 20+ 1°C ou 4 °C, des températures qui
pourraient correspondre a la saison estivale et une saison plus froide comme au printemps. De
plus, 4°C est la température d’entreposage de plusieurs éléments comme le fumier en hiver, les
carcasses d'animaux et les viandes animales, tandis que la température ambiante est la
température de manipulation des échantillons, soit la température du travail en laboratoire. Sur
une étendue de 105 jours, A. butzleri a persisté jusqu'a 42 jours a température ambiante et 105
jours a 4°C dans un sol agricole (Fig. 4.6). Il est connu que les Arcobacter peuvent croitre entre
15 et 39°C (Collado et al., 2011a, Hilton et al., 2001), donc il n’est pas surprenant qu’elles soient
capables de persister & température ambiante. Cependant, les Arcobacter ne croissent pas a 4°C,
mais I'étude de Hilton (2001) (Hilton et al., 2001) a prouvé qu’elles pouvaient survivre sous des
conditions d’entreposage dans un bouillon a cette température pour au moins 21 jours avec une
diminution graduelle. A cette température, nous avons observé une viabilité constante entre 21 et
49 jours. Cela a été observé dans I'étude de Hilton entre les jours 1 et 21, mais & une température
de -21°C. Dans une autre étude, A. butzleri a survécu 77 jours également dans un bouillon & 5
°C (Kjeldgaard et al., 2009). Il est certain que les bouillons de culture ne sont pas comparables a
du sol, mais les conditions d’incubations étaient les mémes que dans notre étude.

L'espéce Campylobacter coli, de la méme famille que Arcobacter, est capable de
persister plus de 24 jours dans un fumier de porc entreposé a 4°C comparativement a seulement
six jours & 22°C avec une concentration initiale de 1 x 10° UFC/ml (Bui et al., 2011). L'espéce
Arcobacter butzleri semblerait persister plus longtemps que C. coli, malgré une concentration
initiale plus faible, soit 1 x 108 UFC/ml. Par contre, les deux genres auraient une meilleure survie

a une température plus froide.
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Il'y a quelques études sur la persistance des Arcobacter dans I'eau. L'eau est souvent
en contact avec le sol comme lors de [irrigation des végétaux. Une étude a démontré que A.
butzleria persisté plus de 90 jours & 4, 7 et 20°C et pouvait survivre a des températures beaucoup
plus chaudes, soit 52, 56 et 60°C dans I'eau potable (Van Driessche et al., 2008). L'étude de Van
Driessche (2008) a aussi permis de déterminer qu'A. butzleri a survécu plus longtemps que les
deux autres espéces associées aux infectons humaines, soit A. cryaerophilus et A. skirrowii. Nos
résultats de persistance d'A. butzleri dans le sol sont surprenants. D'ailleurs, cette bactérie a
survécu beaucoup plus longtemps qu’anticipé. Cette persistance dans le sol de plus d'une
quarantaine de jours pourrait étre la raison pourquoi A. butzleri est 'espéce la plus fréquemment
isolée de I'environnement. Une étude par Korkonen a d'ailleurs analysé I'effet de la température
sur deux microorganismes, soit Campylobacter jejuni et Escherichia coli dans de I'eau de lac a
25 et 4°C. La température n'a pas semblé affecter la survie d’E. coli dans I'eau; par contre C.
Jejuni a survécu plus longtemps & 4°C, soit 14 jours comparativement a 7 jours a 25°C dans de
I'eau de lac non traitée. Ces chiffres sont beaucoup plus bas que ce que nous avons observé
avec A. butzleri dans le sol. D'ailleurs, les études de survie dans I'environnement chez les
espéces Campylobacter semblent toujours démontrer une faible survie comparativement a
Arcobacter ce qui montre encore une fois que les Arcobacter sont souvent sous-estimés

comparativement a Campylobacter.

Des facteurs biotiques comme la prédation par d'autres bactéries ou des protozoaires a
un impact sur la survie des microorganismes dans le sol. L'étude de Korhonen (1991) sur la survie
de C. jejuni et E. coli dans des microcosmes d’eau de lac non traitée et de I'eau de lac filtrée
(Korhonen et al., 1991) a démontré que la prédation peut étre une cause du déclin d’'une espeéce
bactérienne. L'é¢tude a montré que I'eau filtrée possédant moins de prédateurs et d’autres
bacteries a un effet positif sur la survie de C. jejuni et E. coli comparativement a une eau non
traitée. La prédation par les protozoaires a d'ailleurs un impact négatif sur la survie d'autres
microorganismes comme Salmonella enterica serovar Typhimurium dans un sol amendé en
fumier (Garcia et al., 2010). Par contre, la méme étude a démontré un impact positif sur la survie
de ce microorganisme dans le sol & une température froide (5°C). Dans notre cas, il est possible
qu'a 4°C il y ait beaucoup moins de prédation et ainsi moins de compétition pour les nutriments,
donc A. butzleri survit plus longtemps a cette température.

Des facteurs abiotiques peuvent avoir eu un effet sur la survie d’Arcobacter butzleri
ATCC 49616". L'espéce A. butzleri est reconnue comme étant capable d’étre dans un état viable,
mais non cultivable (Fera et al., 2008). Selon Fera, A. butzleri tombe dans cet état aprés 20 jours
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et 14 jours a 4°C et température ambiante, respectivement, dans des microcosmes d'eau de mer.
Les cellules non cultivables sont d'ailleurs restées viables pendant 270 jours aprés incubation
dans les microcosmes. Donc, il a une possibilité qu'A. butzleri utilise ce méme phénoméne dans
le sol, car comme I'étude de Fera (2008), le nombre de cellules cultivables a baissé plus
rapidement a température ambiante qu'a 4°C (Fig. 4.6).

Nous avons observé quelques fluctuations de semaine en semaine, ot la concentration
en Arcobacter butzleri a soudainement augmenté légérement. Une explication peut étre la
formation de biofilm sur les parois du microcosme. D'une semaine a une autre, le mélange des
microcosmes de sols est immobile et cela peut donner naissance a la formation de biofilms qui
est un autre moyen de survie dans I'environnement pour certains microorganismes. |l est déja
connu qu'Arcobacter butzleri forme des biofilms sur des surfaces en plastique, en verre et en
acier inoxydable (Cervenka et al., 2008) et dans les abattoirs (Ferreira et al., 2013b, Ho et al,,
2008). Les biofilms sont également reconnus comme étant la cause d’infections bactériennes
persistantes (Costerton et al., 1999).
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6 Conclusion

Cette étude a permis de valider une nouvelle méthode rapide et précise qui permet la
détection de huit génes de virulence hypothétiques chez les especes Arcobacter a I'aide de PCR
multiplex. Cette méthode a permis de valider la présence de genes de virulence hypothétiques
chez des isolats provenant majoritairement de fumier, de boues de fosses septiques humaines et
autres types de matiéres fécales animales utilisant trois réactions PCR au lieu de huit. Cette
nouvelle approche permet de minimiser considérablement les codits ainsi que le temps d’analyse.
Les résultats suggérent que les Arcobacter provenant de matiéres fécales animales variées qui
sont frequemment utilisées comme fertilisant pour les terres agricoles ont un potentiel de
virulence. Les souches Arcobacter de source humaine provenant de réservoirs septiques ont
d'ailleurs la présence de plusieurs génes de virulence soit sept des huit genes de virulence ont
éte identifiée chez certaines de ces souches. En réponse & I'épandage du fumier, ces pathogénes
se retrouvent dans le sol et persistent dans I'environnement soit grace a ces génes de virulence
ou autres facteurs génétiques ou environnementaux. Cependant, d’autres études doivent &tre
effectuées afin de comprendre si ces génes sont exprimés et comprendre leur réle dans le
mécanisme de pathogénicité des Arcobacter.

Ce projet a également permis de développer un protocole d'isolement permettant le
denombrement des Arcobacter dans le sol basé sur une méthode NPP préalablement décrite par
Chinivasagam (Chinivasagam et al., 2007). L’analyse dans le sol des Arcobacter est trés peu
etudiée puisque des méthodes d'isolement sont pratiquement inexistantes. La méthode
développée est composée de cinq étapes: I'échantillonnage, I'enrichissement, I'isolement des
Arcobacter, la purification des colonies et I'identification au niveau de I'espéce par amplification
PCR. Ce protocole nous a permis d’analyser la persistance dans le sol des especes Arcobacter
dans un sol agricole en laboratoire. Des microcosmes de sol ont été utilisés comme écosystéme
expérimental afin d’avoir un contrdle sur les conditions des études. Cette approche expérimentale
est unique chez les espéces Arcobacter. Par contre, c'est une approche qui a été utilisée pour
I'analyse d'autres microorganismes pathogénes dans le sol (Ibekwe et al., 2007, Ibekwe et al.,
2011a, Yamahara et al., 2012) ol des méthodes semblables ont été utilisées.

Il est évident que les résultats de persistance dans le sol confirment que des techniques
d'élimination des pathogénes naturellement retrouvés dans le fumier sont nécessaires avant
I'épandage sur les sols agricoles. Autrement, les Arcobacter ont une étendue de plus d’'un mois
pour contaminer d'autres environnements soit par I'entremise du péaturage ou du ruissellement
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des pathogénes causé par de fortes pluies vers les bassins d’eau. Les résultats ont illustré que
les Arcobacter naturellement retrouvés dans le fumier de différentes sources ont une persistance
dans le sol d’'une durée (en jour) différente L'espece la plus souvent associée aux infections
humaines ainsi que la souche ayant un plus grand potentiel de virulence avec la présence de huit
génes de virulence étudiés, soit la souche A. butzleri ATCC49616, persiste au moins 42 jours a
température ambiante et & 4°C. Nos données ont démontré que la température a un effet sur la
persistance d'A. butzleri dans le sol et que les Arcobacter naturellement retrouvés dans le fumier
provenant de sources différentes ont une persistance distincte. De plus amples études devront
étre effectuées afin de déterminer si c'est le cas chez les autres espéces et pour d'autres

températures également.
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