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RESUME

La systématique microbienne permet la classification des bactéries en associant celles-ci a un
genre et une espece. La caractérisation et l'identification de nouvelles espéces bactériennes sont
d’'une grande importance clinique puisqu’elles permettent d'observer le réle par rapport aux risques a
la santé humaine et animale, mais aussi d'évaluer les traitements possibles si celles-ci causent des
infections ou des maladies. Cette tache peut devenir difficile lorsque I'espéce provient d'un milieu
extréme ou encore pour des bactéries fastidieuses dans leurs exigences de croissance. |l n’existe pas
une analyse directe afin d’identifier une nouvelle espéce bactérienne et donc une approche
polyphasique est nécessaire (Prakash et al.,, 2007, Vandamme et al., 1992b). Ce type d’approche
permet d'obtenir des résultats d'une panoplie d’analyses différentes permettant alors une vue

d’ensemble de la taxonomie de la bactérie.

Il existe plusieurs communautés bactériennes capables de survivre dans les eaux de surface
ainsi que dans la matiere fécale humaine et animale. Certaines bactéries font normalement partie de
la flore intestinale de certains animaux et de I'humain, comme E. coli. Cependant, lorsqu’une bactérie
pathogéne s'introduit, alors celle-ci peut causer des infections et des maladies. La contamination
fécale des eaux de surface se fait par le ruissellement des matiéres fécales animales lors de fortes
pluies et donc une simple ingestion lors d’'une baignade peut causer une infection chez I'humain. La
riviere Nation sud (RNS) située en Ontario (Canada) est un bassin versant avec plus de 60%
d'activités agricoles et elle est donc un lieu idéal pour faire une étude sur I'effet de la contamination
bactérienne provenant de I'agriculture sur les eaux de surface. Le genre bactérien observé dans cette
etude est Arcobacter. Ce genre est retrouvé dans les eaux de surface et aussi chez les animaux de
ferme, sauvages et domestiques. Des échantillonnages d’eaux de surface de la RNS ainsi que de
diverses matiéres fécales dans les environs de la RNS ont permis d'évaluer la prévalence
d’Arcobacter dans cette région. En ce sens, une collection d’isolats Arcobacter fut établie a partir
d’échantillons provenant de ce bassin et conservés a AAC.

L’hypothése principale de ce mémoire est que de nouvelles espéces du genre Arcobacter se
retrouvent dans la collection d'isolats fécaux d’AAC. L'objectif a été de caractériser ces especes a
l'aide de I'approche polyphasique visant la caractérisation morphologique, phénotypique et génétique.
Deux nouvelles espéces Arcobacter ont été découvertes dans cette collection. Le séquengage de
'ARNr 16S et des génes cpn60, rpoB et gyrB ainsi que le séquengage du génome ont été faits chez
ces deux espéces. Des tests biochimiques, enzymatiques et de tolérance ont permis d'évaluer les
conditions de croissance des bactéries. Pour compléter, le développement de méthodes moléculaires
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a permis l'identification de ces nouvelles espéces. Les noms proposés pour ces deux nouvelles
especes sont Arcobacter lanthierii et Arcobacter septicus.
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1 INTRODUCTION

La caractérisation et l'identification bactérienne sont essentielles de nos jours afin d’obtenir
des diagnostics de maniére adéquate et définitive. Certaines bactéries sont pathogénes pour 'humain
et les animaux, donc peuvent causer des maladies graves ainsi que des infections. Leur identification
rapide est devenue primordiale afin de minimiser les risques de propagation et d’épidémie. L'étude
des différentes caractéristiques des bactéries permet alors d’anticiper leur capacité de causer des
maladies ou des infections et d’en déterminer le traitement. L'identification bactérienne est utilisée
dans plusieurs domaines, soit la médecine légale, les investigations criminelles et les études

environnementales pour en nommer quelques-uns.

Plusieurs défis sont reliés a la caractérisation et I'identification bactérienne, car les bactéries
sont constamment en évolution et s’adaptent souvent a leur environnement. La méthode traditionnelle
afin de caractériser une bactérie est l'identification phénotypique qui utilise des méthodes de culture
ainsi que des analyses biochimiques et enzymatiques. Cependant, cette méthode peut seulement étre
utilisée avec des microorganismes cultivables in vitro, ce qui n'est pas le cas pour certaines bactéries,
comme celles qui habitent dans des conditions extrémes qui ne peuvent pas étre simulées en
laboratoire. Il est trés difficile de prendre seulement un profil phénotypique afin de classer un
microorganisme dans un genre bactérien puisqu’il se peut qu'un certain profil n’existe pas encore ou

que deux espéces n'appartenant pas au méme genre aient le méme profil phénotypique.

Afin d’améliorer la caractérisation et l'identification bactérienne, les méthodes moléculaires
sont devenues beaucoup plus populaires. Comparativement a la méthode traditionnelle, utilisant
seulement la réaction de la bactérie a certaines analyses dans des conditions spécifiques, les
méthodes moléculaires permettent d'utiliser le génome de la bactérie. En utilisant I'ADN, il est

possible d’observer beaucoup plus la discrimination bactérienne entre deux espéces.

Les espéces appartenant au genre Arcobacter ont initialement été classées dans le genre
Campylobacter comme étant des «Campylobacter aérotolérants». Cependant, en 1991, le groupe de
Vandamme a créé un nouveau genre bactérien pour ceux-ci, soit Arcobacter. Etant donné
qu'Arcobacter partage la famille des Epsilonprotéobactérie avec Campylobacter et Helicobacter et que
plusieurs espéces de ces deux autres familles sont connues comme étant des pathogénes causant de
graves infections gastro-intestinales, il n'est pas surprenant que certaines espéces du genre
Arcobacter causent aussi ce type d'infections. Les gastro-entérites sont des infections inflammatoires
trés graves du systéme digestif causant beaucoup de problémes dans les hdpitaux. Afin de diminuer
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la propagation rapide de ce genre d'infections, lidentification rapide de I'agent responsable est
primordiale. En diminuant la propagation, les codts reliés au traitement de l'infection diminuent aussi
puisqu'un traitement rapide peut étre immédiatement administré; ce qui limite la transmission de

I'infection aux autres patients.

Les espéces Arcobacter sont des bactéries sous-estimées, car elles causent des infections
graves chez les humains, mais aussi les animaux. Ce genre bactérien est a la hausse avec plus d’'une
dizaine de nouvelles espéces décrites depuis 2009. L’'omniprésence des espéces Arcobacter peut
étre due & la présence de génes de virulence et de résistance aux antibiotiques étant communément
utilisés. Des cas de gastro-entérites chez les humains ainsi que des problémes de reproduction, des
mastites et des cas d'avortements chez les animaux ont été reportés. Les animaux de ferme,
domestiques et sauvages sont réguliérement en contact avec les humains, soit dans les abattoirs, les
fermes et & la maison. Des espéces Arcobacter ont été isolées du porc, de la vache, des poulets et
méme des carcasses d'animaux. Ceci augmente alors le risque de transmission entre humains et
animaux et il est donc nécessaire, sans dire essentiel, de comprendre et identifier autant les

Arcobacter isolés des humains que des animaux.

Avec un nombre croissant d'espéces caractérisées dans les 10 derniéres années ainsi que la
présence de génes de virulence et de résistance aux antibiotiques, I'identification et la caractérisation

de nouvelles especes Arcobacter sont trés importantes.

L'hypothése de ce mémoire de recherche est que de nouvelles espéces Arcobacter allaient
étre découvertes dans la collection d'isolats fécaux d’Agriculture et Agroalimentaire Canada (AAC). Le
principal objectif était de faire la caractérisation génomique et phénotypique des nouvelles espéces
découvertes. Les sous objectifs étaient de faire le séquengage de I'ARNr 16S, de trois génes de
ménage et finalement de séquencer et d'analyser le génome de ces especes. Des tests
phénotypiques utilisant des galeries API, des tests de croissance sur différents milieux et sous
différentes conditions, I'analyse de résistance aux antibiotiques, I'analyse des acides gras ainsi que
plusieurs autres analyses permettant la caractérisation de nouvelles espéces ont été faites. De plus,
des méthodes moléculaires ont été développées et validées pour lidentification subséquente de ces

nouvelles espéces.

14



2 REVUE DE LITTERATURE

2.1 Taxonomie des Arcobacter

Le genre Arcobacter, de la classe des Epsilonproteobacteria, a été introduit en 1991 par le
groupe de Vandamme (Vandamme et al., 1991b) afin de discriminer ces bactéries & Gram négatif en
forme de batonnet légérement courbé par rapport aux espéces du genre Campylobacter (Smibert,
1974). Les espéces Campylobacter nitrofigilis (Mcclung et al., 1983) et Campylobacter cryaerophila
(Neill et al., 1985) ont ainsi été transférées au genre Arcobacter avec A. nitrofigilis comme espéce
type du genre. Les genres Campylobacter, Arcobacter, Helicobacter, Wolinella et "Flexispira"
constituaient initialement la superfamille a ARNr VI. Par contre, plusieurs caractéristiques communes
entre le genre Arcobacter et Campylobacter permettaient de les différencier des autres membres de
cette famille et donc la famille Campylobacteraceae a aussi été introduite en 1991 afin d'inclure les
genres Arcobacter et Campylobacter dans la méme famille (Vandamme et al., 1991a). Les espéces
du genre Arcobacter sont mobiles a l'aide d'un seul flagelle polaire (Figure 2.1). Leurs conditions de
croissance optimale sont en milieu microaérophile (3 a 10% O3), a I'exception de la plus récente
espéce publiée, soit Arcobacter anaerophilus pouvant croitre en conditions anaérobies obligatoires.
Leurs températures de croissance varient entre 15 et 37°C avec la présence d’acides organiques ou
aminés comme source de carbone. Il n’y a pas de croissance a 42°C et en présence de 1% glycine.
Une croissance est également absente en présence de 0.1% de chlorure de 2,3,5-
triphenyltétrazolium. La majorité des especes posséde I'oxydase et la catalase et ont la capacité de
faire la réduction du nitrate. Par contre, elles sont incapables de faire I'hydrolyse de I'hippurate, de
I'esculine, du sang et de I'amidon, et la liquéfaction de la gélatine. Les Arcobacter sont inaptes a la
production d'indoles, ainsi qu'a I'oxydation et la fermentation des hydrates de carbone (Vandamme et
al., 1991b).

Les espéces Arcobacter ont été isolées d’'une variété de sources, et il existe présentement 18
espéces décrites dans la littérature. Les premiéres especes isolées sont A. nitrofigilis (Mcclung et al.,
1983) provenant de racines de la plante de marais salés Spartina alterniflora et A. cryaerophilus (Neill
et al., 1985) isolé de diverses sources, soit des féces, de tractus reproductifs et de foetus d’avortement
de plusieurs animaux de ferme ainsi que du lait de vaches laitiéres ayant une mastite. Plusieurs ont
eté isolées de sources environnementales : A. halophilus, de lagon hypersaline (Donachie et al.,
2005); A. mytili (Collado et al., 2009a), A. molluscorum (Figueras et al., 2011a), A. ellisii (Figueras et
al., 2011b), A. bivalviorum et A. venerupis (Levican et al., 2012), de crustacés; A. marinus, d’étoile de
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mer et d'eau de mer (Kim et al., 2010); A. defluvii (Collado et al., 2011b) et A. cloacae (Levican et al.,
2013), des eaux usées. Les autres espéces proviennent de sources animales ou humaines : A.
butzleri, de féces humaines (Kiehlbauch et al., 1991); A. skirrowii (Vandamme et al., 1992b) et A.
thereius (Houf et al., 2009), de féces animales; A. cibarius (Houf et al., 2005) ainsi que A. suis
(Levican et al., 2013), de carcasses animales; A. trophiarum (De Smet et al, 2011b), de porcs
engraissés et recemment A. anaerophilus, d’'un sédiment estuarien (Sasi Jyothsna et al., 2013).
Plusieurs études sur la prévalence des espéces Arcobacter ont démontré aussi leur omniprésence
dans plusieurs domaines. Dans le domaine de I'agriculture, les espéces Arcobacter sont retrouvées
chez les boeufs de boucherie et les vaches laitiéres (Golla et al., 2002), les poulets (Atabay et al.,
1998b, Atanassova et al., 2008, Lipman et al., 2008), les porcs (De Smet et al., 2011a, Suarez et al.,
1997), d'avortements d’animaux de ferme (De Oliveira et al., 1997, On et al., 2002, Schroeder-Tucker
et al., 1996) et les bisons (Piva et al., 2013). Les espéces Arcobacter sont aussi présentes au niveau
de la transformation alimentaire du poulet (Harvey et al., 1999, Houf et al., 2002, Son et al., 2007b),
de la dinde (Andersen et al., 2007), du boeuf emballé et congelé (Balamurugan et al., 2013), et méme
dans les épinards (Hausdorf et al., 2013) et la laitue (Gonzalez et al., 2011). De nombreuses études
ont evalué la prévalence d'Arcobacter dans des usines de traitement des eaux usées, qui était
probablement causée par une contamination fécale humaine. La présence d'Arcobacter peut étre
associée directement a l'usine (Collado et al., 2010, Jacob et al., 1998, Stampi et al., 1999, Stampi et
al, 1993), & la tuyauterie (Assanta et al., 2002) ou simplement a I'eau potable (Ertas et al., 2010,
Jacob et al., 1993, Jacob et al., 1998), et plus récemment méme & des sédiments (Sasi Jyothsna et
al,, 2013). L'ubiquité de ce genre bactérien est trés bien représentée par la variété de régions du
monde ou il se retrouve, soit au Niger (Adesiji et al., 2011, Amisu et al., 2003), au Danemark (Atabay
et al.,, 2006), en ltalie (Fera et al., 2009, Stampi et al., 1993), en Allemagne (Jacob et al., 1993), en
Antarctique (Teixeira et al., 2010), en Belgique (Van Driessche et al., 2007), en Espagne (Vilar ef al.,
2010), en Turquie (Atabay et al., 2003, Aydin et al., 2007), au Japon (Kabeya et al., 2004), en Corée
(Lee et al., 2010) ainsi qu'en République tcheque (Pejchalova et al., 2008).
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Figure 2.1 Arcobacter butzleri, image prise par microscopie électronique a balayage (MEB).

2.2 Génomique des Arcobacters

Jusqu’a maintenant, seulement deux génomes du genre Arcobacter ont été totalement
sequences, soit la souche humaine d'A. butzleri RM4018 (Miller et al., 2007) et I'espéce type du genre
Arcobacter, A. nitrofigilis DSM 72997 (Pati et al., 2010). Le génome d'A. butzleri est de 2.34 Mb et
contient 2 259 séquences codantes; 1 011 protéines prédites ont été attribuées a une fonction
specifique, 505 avaient seulement un réle général et 743 avaient une fonction inconnue. Selon cette
etude, plusieurs génes ont un role dans le métabolisme du soufre; le reste étant généralement pour la
croissance et la survie de la bactérie (Miller et al., 2007). Le génome d'A. nitrofigilis, quant a lui, est de
3,19 Mb et contient 3 224 génes prédits. La grande majorité de ces génes, 3 154 d’entre eux, codent
pour les protéines dont 72,1% ont une fonction hypothétique. La différence de taille du génome entre
A. butzleri (2.34 Mb) et A. nitrofigilis (3.19 Mb) pourrait étre causée par une adaptation d’'A. nitrofigilis
a son environnement au lieu d’'un héte (Collado et al., 2011a). Le génome d’autres souches a aussi
été séquencé, comme la souche bovine d'Arcobacter butzleri qui a montré une trés grande
divergence des locus impliqués dans la perception de stimuli de I'environnement et de la survie
comparée & la souche humaine RM4018 (Sloane et al., 2009). Des résultats préliminaires du génome
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d’A. halophilus LA31BT confirment qu'il y a des génes communs avec A. butzleri (RM4018); par contre
cette espéce a aussi des génes uniques qui pourraient expliquer la capacité a celle-ci de s'adapter a
de grandes concentrations de sels (Wesley et al., 2010).

La figure 2.2 illustre la relation phylogénétique du géne de I'ARNr 16S des espéces
actuellement décrites (Levican et al., 2013). Les espéces Arcobacter ont entre 91 a plus de 99%
d’homologie entre elles dans leurs séquences de 'ARNr 16S; A. cloacae et A. ellisii ayant 99,6% de
similarité (Levican et al.,, 2013). Ceci rend la discrimination de celles-ci de plus en plus difficile. La
méthode de classification bactérienne utilisant le géne de '’ARNr 16S, introduit en 1977 (Fox et al.,
1977), semble étre de moins en moins un bon outil discriminatoire lors de la comparaison d’espéce du
méme genre (Fox et al.,, 1992, Woo et al., 2008). D’autres génes conservés, appelés géenes de
ménage codant pour des protéines exprimées de maniére constante dans la cellule, sont maintenant
utilisés afin de remplacer 'ARNr 16S comme outil de classification. Ces génes de ménage sont
principalement hsp60 (cpn60) (Goh et al., 1996, Hill et al., 2004), gyrB (Dauga, 2002, Kasai et al.,
1998) et rpoB (Mollet et al., 1997). Ces génes sont également utilisés comme outil de comparaison
aux analyses de phylogénie de 'ARNr 16S avec les espéces Arcobacter réecemment publiées (Collado
et al., 2009a, Collado et al., 2011b, De Smet et al., 2011b, Figueras et al., 2011a).
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Figure 2.2 Relation phylogénétique du géne de I’ARNr 16S (1401 bp) des espéces Arcobacter présentement
décrites.

Arbre phylogénétique de Maximum Parcimonie, Bootstrap d’une valeur de 270% avec 1000 réplications est présenté
aux nceuds. L’espéce Arcobacter anaerophilus n’est pas présente dans cet arbre phylogénétique.
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2.3 Importance clinique
2.3.1 Arcobacter chez les humains

L'espece Campylobacter cryaerophila (A. cryaerophilus) a été la premiére espéce isolée d’'un
spécimen humain (Tee et al., 1988). Depuis, plusieurs espéces Arcobacter ont été retrouvées chez
les humains (Vandenberg et al., 2004), surtout A. butzleri, étant la 4° espéce bactérienne, précédée
par C. jejuni subsp. jejuni, C. coli et C. upsaliensis, la plus souvent isolée parmi 67 599 spécimens
fécaux dans cette étude. Les espéces A. skirrowii, A. cryaerophilus et A. butzleri ont été initialement
considérees des pathogeénes émergents potentiels (Mansfield et al., 2000, Phillips, 2001). La
pathogénicité de ces espéces est souvent reliée aux maladies gastroentériques (Jiang et al., 2010,
Lee et al., 2012, Prouzet-Mauléon et al., 2006). Selon I'espéce, différents symptémes peuvent étre
observes. Les complications communes aux infections causées par A. butzleri sont principalement
des gastroentérites avec une diarrhée liquide et persistante (Lerner et al., 1994, Prouzet-Mauléon et
al., 2006) ainsi que des crampes abdominales (Vandamme et al., 1992a). Les espéces A. butzleri et
A. cryaerophilus ont été aussi associées a des cas de bactériémies chez les nouveau-nés (On et al.,
1995), les victimes d'un accident de voiture (Woo et al., 2001), les patients avec une appendicite
gangreneuse aigue (Lau et al., 2002) et un patient souffrant d'une cirrhose (Yan et al., 2000).
L'espece A. cryaerophilus est également associé a des diarrhées chroniques (Wybo et al., 2004). Les
especes Arcobacter sont souvent associées a la diarrhée du voyageur dans plusieurs études (De La
Cabada Bauche et al., 2011, Dupont, 2009, Hill et al., 2010, Jiang et al., 2010, Mandisodza et al.,
2012). Des espéces Arcobacter ont aussi été isolées de selles humaines de gens asymptomatiques
(Houf et al., 2007, Samie et al., 2007, Vandenberg et al., 2004).
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2.3.2 Arcobacter chez les animaux

Les espéces Arcobacter sont considérées comme étant des agents zoonotiques (Ho et al.,
20064, Villalobos et al., 2013), ce qui leur permet de transférer d’héte, soit d’humain & animal ou vice-
versa. Les animaux sont alors une source importante de contamination chez les humains par contact
avec les animaux de ferme, domestiques et sauvages. Les complications importantes chez les
animaux sont des avortements, des mastites ainsi que des diarrhées. Des cas de mastites ont été
documentés (Logan et al., 1982) chez un troupeau de vaches laitieres ol la présence d'un
Campylobacter-aérotolérant (Arcobacter) dans les échantillons de lait a été détectée. Des espéces
Arcobacter, soit 5 souches d’A. cryaerophilus et une souche d'A. butzleri, ont été isolées 3 partir de 32
échantillons de lait provenant d'une ferme de vaches laitieres ayant des mastites au Brésil (Pianta et
al., 2007). Les Arcobacter peuvent aussi causer des problémes de reproduction (De Oliveira et al.,
1997) et des avortements (De Oliveira et al., 1997, Neill et al., 1979, On et al., 2002) chez les animaux
de ferme, principalement chez les porcs. L'espéce A. cryaerophilus est le plus souvent associée aux
avortements chez des animaux (De Oliveira et al., 1997, On et al., 2003). Comme chez les humains,
les Arcobacter peuvent étre isolées d’animaux ayant des diarrhées, mais aussi chez des moutons et
bovins ayant des colites hémorragiques (Ho et al., 2006a, Vandamme et al., 1992b). Dans certains
cas, visant souvent les poulets (Atabay et al., 1997, Atabay et al., 2006), la présence d’Arcobacter ne
semble pas étre associée a une infection ou une maladie quelconque. Certaines études vont jusqu’a
conclure qu'Arcobacter est naturellement présent chez le poulet (Ho et al., 2008a, Lipman et al., 2008)
et méme le porc (Ho et al., 2006b). Le genre Arcobacter peut aussi étre retrouvé chez des espéces
exotiques en santeé (Stirling et al., 2008, Wesley et al., 2003) et des primates non humains (Anderson
et al., 1993, Higgins et al., 1999). Normalement, les espéces Arcobacter sont strictement retrouvées
chez les mammiféres, et seulement une étude indique la présence d’'A. cryaerophilus chez une truite
arc-en-ciel (Yildiz et al., 2006). Dans cette derniére étude, la bactérie aurait causé la mort du poisson

en causant des dommages a ses organes.

2.3.3 Facteurs de virulence et pathogénicité

Seulement quelques études ont été publiées concernant les facteurs de virulence chez les
especes Arcobacter. Conséquemment, le role de ces facteurs et le mécanisme de pathogénicité ne
sont pas treés bien élucidés jusqu'a maintenant. Cependant, il existe plusieurs études sur leur capacité
d’adhésion, d'invasion et de cytotoxicité chez de nombreuses lignées cellulaires. La toxicité et
I'adhérence sont les effets les plus documentés. Une étude en 2008 a démontré le rle du géne flaA
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dans la motilit¢ d'A. butzleri (Ho et al., 2008b). Normalement, les flagellines flaA et flaB sont
adjacentes et donc accomplissent ensemble le processus de motilité bactérienne chez les
Epsilonproteobactérie. Par contre, dans le cas d’Arcobacter, seulement le géne flaA est nécessaire,
ce qui les distinguent du genre Campylobacter et Helicobacter. De plus, il y a une faible homologie
entre les flagellines parmi les espéces du genre Arcobacter, ce qui permet de mieux discriminer les
especes de ce genre (Ho et al., 2008b). Malgré le fait que flaA est impliqué dans la motilité d’A.
butzleri, il n'a pas été démontré que ce géne est impliqué dans la colonisation de lintestin. Le
séquengage du génome complet d’A. butzleri a permis de déterminer les génes potentiellement
impliqués dans la virulence de la bactérie. Des homologues des génes codant pour des protéines de
liaison a la fibronectine cadF et ¢j1349, de la protéine d'invasion CiaB, ainsi que de virulence MviN, de
la phospholipase PIdA et de 'némolysine TIyA ont été retrouvés chez la souche A. butzleri RM4018.
De plus, deux autres déterminants de virulence ont été découverts, soit irgA et hecAB (Miller ef al.,
2007). Ces mémes génes ont été utilisés dans une autre étude en 2012 sur les génes de virulence
hypothétiques chez Arcobacter (Douidah et al., 2012). De plus récents résultats ont démontré que les
genes mentionnés ci-haut, avec I'ajout de I'enzyme périplasmique IroE impliquée dans I'acquisition du
fer, ont éteé identifiés par PCR chez 52 souches d’A. butzleri (Karadas et al., 2013). Le réle spécifique
et I'expression de ces génes de virulence hypothétiques chez les espéces Arcobacter ne sont pas
encore connus; cependant, ces résultats soulignent leur potentiel de causer des infections et des
maladies humaines et animales. Une cytotoxine présente chez Campylobacter, «cytolethal-distending
toxin» (CDT), n’est pas présente chez Arcobacter (Miller et al., 2007). Ces résultats concordent avec
des résultats obtenus dans une autre étude ol cette cytotoxine n'a pas été retrouvée chez des
souches d'A. cryaerophilus et d'A. butzleri (Villarruel-Lépez et al., 2003). Bref, les génes impliqués
dans la cytotoxicité des espéces Arcobacter sont toujours inconnus. Des études ont initialement
decouvert qu'A. butzleri avait la capacité de causer des effets cytotoxiques a l'aide de tests in vitro
dans des cellules humaines et animales. Une invasion des cellules n'a jamais été documentée; par
contre, une cytotoxicité etait apparente parmi les souches utilisées (Musmanno et al, 1997).
Certaines etudes ont su démontrer un apergu de leur mécanisme d'infection, surtout par rapport aux
cellules epithéliales de l'intestin (Blcker et al., 2009, Carbone et al., 2003, Fernandez et al., 1995, Ho
et al., 2007). Des recherches ont montré que les Arcobacter sont présents dans les hépitaux (Minaeva
et al., 2006b). Une étude réalisée en 1995 a tenté d'élucider le mécanisme de pathogénicité d'A.
cryaerophilus. Les résultats ont démontré que cette espéce a été assimilée aux cellules Hep-2; ce qui
a produit une accumulation de fluide et d’électrolytes dans le lumen du rat indiquant la présence de
substances toxiques (Fernandez et al., 1995). L'induction de I'expression de linterleukine-8 pro-
inflammatoire (IL-8) est un facteur de virulence important chez Helicobacter pylori et Campylobacter,
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mais également chez les bactéries A. butzleri, A. cryaerophilus, A. skirrowii et A. cibarius (Ho et al.,
2007). Le mécanisme de virulence d'Arcobacter est illustré par la figure 2.3 (Collado et al., 2011a).
Dans une autre étude, I'espece A. cibarius a démontré la plus grande habileté d'invasion de cellules
humaines de type Caco-2 et porcine IPI-2I. Par contre, seulement I'espéce A. cryaerophilus a été
capable d’intégrer les cellules épithéliales de l'intestin. De plus, les huit souches d’'Arcobacter ont
toutes adhéré aux deux types de cellules et ont induit la production de IL-8; démontrant une réponse
immunitaire (Ho et al,, 2007). Une étude sur I'espeéce A. butzleri a aussi illustré son effet sur les
cellules épithéliales de I'intestin en démontrant que celle-ci induit des dysfonctions au niveau de la
barriere épithéliale en changeant les protéines des jonctions serrées et causant ainsi I'apoptose
(Bucker et al., 2009). Malgré son omniprésence, le genre Arcobacter semble étre sous-estimé par
rapport a la santé humaine (Ho et al., 2006a, Hoi et al., 2008, Minaeva et al., 2006b, Prouzet-Mauléon
et al., 2006).
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Figure 2.3 Mécanisme de virulence observé chez Arcobacter dans différentes lignées cellulaires (Collado et

al., 2011a).
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2.3.4 Résistance aux antibiotiques

La résistance et la susceptibilité aux antibiotiques chez Arcobacter ont été évaluées par
différentes méthodes, soit par le Etest, la dilution d’agar, la diffusion de disque sur agar ou encore par
la microdilution; il n'existe donc pas de méthode normalisée. Certains milieux sélectifs pour
Arcobacter comprennent des antibiotiques qui peuvent inhiber la croissance d'espéces spécifiques.
Houf a confirmé en 2001 que trois espéces, A. butzleri, A. cryaerophilus et A. skirrowii, sont
susceptible a la colistine et a la rifampine. Par contre, aucune inhibition de croissance n’a été
remarquée chez ces trois espéces avec les antibiotiques suivants: 5-fluorouracile, novobiocine,
triméthoprime, vancomycine et téicoplanine (Houf et al., 2001b). Une étude déterminant la résistance
chez 39 souches d'A. butzleri a 23 agents antimicrobiens utilisés contre des maladies infectieuses
chez les humains et les animaux a démontré que toutes les souches étaient résistantes aux
antibiotiques suivants: aztréonam, sodium de céfuroxime, céfalotine, orbenine, oxacilline, pénicilline G
et trimethoprime/sulfaméthoxazole (Atabay et al., 2001). Les résultats du séquengage du génome
complet d'A.butzleri RM4018 sont en accord, en partie, avec les résultats de cette derniére étude. La
souche d’A. butzleri RM4018 est résistante a 42 des 65 antibiotiques évalués. Une résistance a été
observee avec tous les macrolides et les sulfamides testés, ainsi que pour tous les antibiotiques de
type R-lactame a I'exception de la céphalosporine ceftazidime. La souche RM4018 est résistante a
certaines quinolones, soit I'acide nalidixique, l'acide oxolinique, le chloramphénicol et le 5-
fluorouracile. Certains génes spécifiques ont été associés a la résistance aux antibiotiques, comme le
gene cat permettant une résistance au chloramphénicol (Miller et al., 2007). Dans d'autres cas, une
simple mutation d'un géne peut engendrer une résistance. Par exemple Abdelbaqi et collégues ont
trouveé chez deux souches d’'A. butzleri et une d'A. cryaerophilus une mutation Thr—lle & I'acide aminé
85 du gene gyrA permettant alors & ces souches une résistance a la ciprofloxacine (Abdelbagqi et al.,
2007b). Fera et coll. en 2003 ont démontré que des isolats d'A. butzleri et d’A. cryaerophilus avaient
une grande résistance aux pénicillines, aux macrolides, au chloramphénicol, a la triméthoprime et la
vancomycine (Fera et al., 2003). Une étude de comparaison entre des espéces affiliées aux genres
Arcobacter et Campylobacter isolées de carcasses de poulet a conclu que leur résistance aux
antibiotiques était trés similaire. Les deux genres partagent une résistance élevée a la clindamycine,
I'azithromycine et I'acide nalidixique (Son et al., 2007a). De plus récentes expériences ont suggéré
I'utilisation de la gentamicine, la streptomycine et la tétracycline (Abay et al., 2012) ainsi que
I'enrofloxacine (Shah et al., 2013) comme antibiotiques afin de traiter les infections causées par

Arcobacter autant chez les humains que chez les animaux.
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2.4 NModes de transmission

Comme la majorité des infections bactérienne, il est important d’isoler la personne infectée afin
de ne pas propager linfection de personne-a-personne. La contamination de personne-a-personne
est un mode de transmission commun chez le genre Arcobacter étant donné qu'il est reconnu comme
un agent nosocomial (Minaeva et al., 2006b). Lors d'une épidémie par A. butzleri dans une garderie
en ltalie en 1983, les délais de temps trés court entre chaque cas d'infection suggérent une
transmission de personne-a-personne (Vandamme et al., 1992a). Le premier cas d'infection néonatale
par A. butzleri en 1995, impliquant un nouveau-né avec une bactériémie, est un autre exemple de
transmission de personne-a-personne. La mére n'avait pas d'infection avant l'accouchement

suggeérant alors une transmission in utéro (On et al., 1995).

La majorité des espéces Arcobacter ont été isolées de sources animales ou aquatiques, ce qui
suggere que leurs principales routes de transmission sont I'eau et les animaux. L'eau peut étre une
source de contamination pour les humains et les animaux. Les espéces Arcobacter ont été retrouvées
dans plusieurs types de réservoirs d'eau, soit les rivieres (Collado et al., 2010, Mukherjee et al.,
2013), les lacs (Lee et al., 2012, Maugeri et al., 2000), la mer (Donachie et al., 2005, Fera et al., 2004,
Kim et al., 2010, Maugeri et al., 2005) et I'eau souterraine (Fong et al., 2007, Rice et al., 1999).
Seulement les espéces A. marinus et A. halophilus proviennent naturellement des eaux
environnementales (Donachie et al., 2005, Kim et al.,, 2010). La contamination par les effluents de
ferme (Chinivasagam et al., 2007) ainsi que par les matiéres fécales du bétail (Van Driessche et al.,
2003) pourrait expliquer la contamination des eaux. La présence d’'Arcobacter dans I'eau a déja été
reliée a une contamination fécale, suggérant qu'il peut étre un indicateur de la pollution fécale dans
l'eau (Collado et al., 2008). Il a déja été prouvé que la baignade peut causer une infection gastro-
intestinale par lingestion de I'eau ou par contact seulement (Soller et al., 2010). Les Arcobacter
peuvent aussi infecter leur héte via la baignade (Lee et al., 2012) ou par l'ingestion d’eau potable
(Ertas et al.,, 2010, Jacob et al., 1993). Les Arcobacter ont aussi été souvent reliés aux usines de
traitements des eaux usées (Mclellan et al., 2010, Stampi et al., 1993). Leur présence dans celles-ci
est probablement due au fait qu'Arcobacter a la capacité d’adhérer et former des biofilms sur la
tuyauterie (Assanta et al., 2002). Cependant, le traitement des eaux usées dans les usines a prouvé
étre efficace, car les espéces A. butzleri et A. cryaerophilus n'étaient plus présentes a la fin du
traitement (Collado et al., 2010). Les effets du chlore (Moreno et al.,, 2004) et d’autres produits, soit
différents acides, herbes et épices (Cervenka et al., 2004, Cervenka et al., 2006), sur la persistance
d’A. butzleri dans I'environnement ont été documentés; les résultats ont démontré une inhibition de la
croissance. Bref, I'eau est un réservoir et une source de contamination pour les humains et les
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animaux par I'entremise de résistance aux changements de température et a la présence de matiére
organique dans l'eau. A. butzleri est I'espéce clinique la plus alarmante et la plus persistante aux
changements de température (Van Driessche et al., 2008). Ceci démontre que le genre bactérien

Arcobacter est un risque pour la santé publique grace a sa survie dans les eaux environnementales.

Comme discuté dans la section 2.3 de ce mémoire, les Arcobacter peuvent étre présents dans
les aliments a travers les différents procédés de transformation. En 2009, un article a compilé les
résultats de 15 études sur la présence d’'Arcobacter dans différents produits de source animale. Les
Arcobacter etaient le plus souvent retrouvés dans les palourdes, suivi du poulet, du porc, du
mollusque et du canard. Aucune espéce Arcobacter n'a été retrouvée dans les huitres, les crevettes
congelées ou les saucisses (Collado et al., 2009b). La majorité des études sur la contamination des
aliments provenant de source animale étaient sur les produits du poulet (Gude et al., 2005), du porc
(Van Driessche et al., 2007), du boeuf (Hamill et al., 2008) et du lait (Scullion et al., 2006). Des
espéces Arcobacter sont de plus en plus isolées des fruits de mer. Plusieurs des derniéres espéces
caractérisees proviennent de fruits de mer, soit A. mytili, A. molluscorum, A. ellisii, A. bivalviorum, A.
venerupis et A. cloacae. Les Arcobacter ne sont pas seulement présents chez les animaux, mais
aussi chez les légumes. Une étude sur la contamination de la laitue fraiche a conclu que 10 des 50
échantillons contenaient des espéces Arcobacter (Gonzalez et al., 2011). Etant donné que les fruits
de mer et les légumes sont souvent mangés crus, ceci peut causer un risque élevé de contamination
seulement par ingestion de ces aliments. C'est pour ces raisons qu'Arcobacter fait maintenant partie
du « Microbiological testing in food safety management » (Icmsf, 2002) et devient de plus en plus un
risque pour les animaux et les aliments provenant de source animale (Shah et al., 2011).

Les espéces Arcobacter peuvent aussi étre retrouvées chez les animaux domestiques et
sauvages, et causer des infections par contact avec les humains et autres animaux. Elles ont été
isolés de chats en santé et malades dans 78,8% des cas dans une étude par Fera ef coll. (Fera et al.,
2009), mais seulement 3,3% des cas reportés par Fernandez (Fernandez et al., 2007). Toutefois,
dans une autre étude, aucune espéce Arcobacter n'a été isolée de chats, mais certaines ont été
retrouvés chez quelques chiens (Houf et al.,, 2008). Il a également été reporté qu’'Arcobacter était
présent chez les oies domestiques qui pourraient étre la cause de leur dissémination (Atabay et al.,
2008). Quelques études ont mentionné la présence d’Arcobacter chez certains animaux sauvages.
Les ratons laveurs (Procyon lotor) ont des especes Arcobacter dans leurs intestins, et seraient une
source de contamination étant donné leur cohabitation avec les humains en milieu urbain (Hamir et
al., 2004). La présence d'Arcobacter chez les animaux exotiques et non domestiques a été observée
chez la tortue Galapagos, les rhinocéros blancs et noirs, la gazelle, le nandou, et I'alpaga (Wesley et
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al., 2003). Les infections par Arcobacter peuvent également se transmettre d’animal 4 animal souvent
par l'intermédiaire du systéme reproducteur, comme dans le cas des truies, ol la transmission de la
bactérie a leur progéniture s'est faite lors de la mise bas en raison la présence d’Arcobacter dans le
rectum et le liquide amniotique des méres (Ho et al., 2006b).

2.5 Meéthodes d’isolement et d’identification

2.5.1 lIsolement

Aucune méthode normalisée n'existe jusqu'a maintenant pour isoler Arcobacter. Par contre,
les premiers Arcobacter ont été isolés a partir d'une variété de sources sur un milieu Ellingheusen-
McCullough-Johnson-Harris (EMJH) Leptospira (Ellis et al., 1977). La méthode la plus communément
utilisee est l'utilisation d’un bouillon d’enrichissement avec I'ajout de trois antibiotiques, soit le
céfoperazone, 'amphotéricine B et le téicoplanine (supplément CAT). Une incubation dans ce milieu
est suivie d’'une filtration passive du bouillon sur un filtre de 0.45 ym afin d’incuber ce filtre sur un
milieu solide de sang (Atabay ef al., 1997, Atabay et al., 1998a). Le milieu Johnson-Murano (JM)
(Johnson et al., 1999a, Johnson et al, 1999b) a aussi été proposé en utilisant également du
céfoperazone, mais avec l'ajout de Iantibiotique 5-fluorouracile comme suppléments sélectifs
permettant ainsi I'inhibition des bactéries hétérotrophes. Une bonne croissance d’Arcobacter a été
obtenue avec le milieu JM avec une inhibition accrue des autres bactéries. D’autres études de
comparaison de milieux ont aussi prouvé que lisolement sur milieu JM est le plus efficace pour la
croissance des Arcobacter provenant de viande en vente sur le marché (Hamill et al., 2008, Ohlendorf
et al., 2002). Le milieu mCCDA (modified charcoal cefoperazone deoxycholate agar) est normalement
utilisé afin d'isoler Campylobacter, mais dans certain cas il peut étre combiné avec un milieu liquide
sélectif afin d’isoler efficacement Arcobacter (Merga et al., 2011). De plus, certaines études ont
demontré que l'utilisation du milieu mCCDA seulement semble augmenter le taux de récupération
d’'Arcobacter (Scullion et al., 2004). A I'aide d’une étude de résistance aux antibiotiques conduite par
Houf et coll. (Houf et al, 2001a), un nouveau milieu contenant cinq antibiotiques, soit le 5-
fluorouracile, la novobiocine, 'amphotéricine B, le céfopérazone et la triméthoprime, dans un bouillon
ainsi que dans un milieu solide est devenu trés populaire. Seul ce milieu a été validé afin d’isoler des
Arcobacter de feces humaines (Houf et al., 2007). Ce milieu a été modifié légérement avec I'ajout du
cycloheximide et en augmentant la concentration de novobiocine afin de permetire la croissance
d’Arcobacter provenant de matiére fécale animale (Van Driessche et al., 2003). Un milieu
d'enrichissement liquide et solide sélectif pour Arcobacter sous conditions aérobies & 24°C a permis a
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I'équipe de Boer d’effectuer la croissance d’'Arcobacter provenant de viande en vente sur le marcheé
(De Boer et al.,, 1996). L’isolement de celui-ci se fait dans les conditions microaérophiles a 30°C
(Vandamme et al.,, 1991b). Selon la source, différents milieux peuvent étre utilisés et ceci rend le
consensus pour I'application d’'une méthode standard plus difficile. Les difficultés les plus rapportées
sont l'inhibition de certaines especes lors de ['utilisation de différents antibiotiques et la croissance

d’autres especes bactériennes non désirées.

2.5.2 Méthodes d’identification phénotypique

Concernant la croissance, les Arcobacter peuvent étre différenciés de Campylobacter grace a
leur capacité de croitre en présence d’oxygene et a des températures plus basses, soit entre 15°C et
37°C. lls ne croissent pas a 42°C contrairement a Campylobacter (On, 2001). Morphologiquement,
ces deux genres bactériens peuvent étre trés similaires. lls sont tous deux Gram négatif, en forme de
batonnet spiral, mobile a I'aide d’'un flagelle polaire ou bipolaire (Neill et al., 1979, Vandamme et al.,
1991a, Vandamme et al., 1991b). Des tests phénotypiques et biochimiques peuvent étre utilisés afin
de discriminer les espéces du genre Arcobacter (On et al., 1996). Avec un nombre accru d'espéces
caractérisées, ces tests deviennent de moins en moins efficaces pour identifier les différentes
especes. Le tableau 2.1 résume les tests phénotypiques et biochimiques utiles ainsi que le résultat

attendu pour chaque espéce publiée jusqu’a maintenant (Levican et al., 2013).
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Tableau 2.1 Résultats de tests phénotypiques et biochimiques de toutes les espéces Arcobacter*

Caractéristiques 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Motilité + o+ o+ + o+ o+ o+ + o+ o+ o+ + o+ o+ 4+ 4+
Croissance sur/dans conditions
37°C aérobie + - V() V) o+ o+ - + - + + o+ o+ -
37°C microaérobie + - - VR O+ o+ o+ + . - + o+ 4+ 4+ o+
42°C microaérobie - - - - V- - -+ -+ o+ o+
0.5% (WvNaCl + +  + + +  + + - + o+ + o+ o+ o+ o+ o+ o+
4% (w/v)NaCl - - + - - + - + - + - - + - + +
1% (wliv) glycine - - - - - - - + + + V) - - - - +
0.05% safranine + - - + 4+ o+ o+ - - + V) o+ o+ - - - ND
0.1% sodium deoxycholate + + V() V(+) + + + - + V) - + +  + o+ - N.D.
1% (w/v) oxgall + - - + V(+) + + - + - + + + - - - N.D.
0.04% TIC - - - + 4+ VO V) - - V() - + - - - - N.D.
0.01% TTC + + - + + + + - - + - + + + - - N.D
Milicu minimal V(+) + - - + - + - - + - - + - + - N.D.
MacConkey +  + - V() o+ - + - + V) - V) + + VH - + N.D
CCbA + - -+ o+ 4+ V) - - V) - + + - + - 4+ ND
Résistance 2
Céfopérazone 64 mg/L - - - + o+ o+ o+ - - + - + V) o+ - - - -
Activité enzymatique
Catalase + + + + V&) + V- - + + - + + + + + o+ -
Uréase - - + - - - - - - - - - + - V) - + -
Réduction du nitrate + + +  + + + -  + + + + -  + + + - o+ 4+

Hydrolyse Indoxyl Acétate + + + + + + + + - + 4+ o+ o+ - + o+ o+ o+
* Tableau adapté selon résultats obtenus par Levican (Levican et al., 2013) et Jyothsna (Sasi Jyothsna et al., 2013)

Taxon : 1, Arcobacter cloacae (n=2) (Levican et al., 2013); 2, Arcobacter suis (n=1) (Levican et al., 2013); 3, A.
nitrofigilis (n=4) (Mcclung et al., 1983); 4, A. cryaerophilus (n=19) (Neill et al., 1985); 5, A. butzleri (n=12) (Kiehibauch
et al., 1991); 6, A. skirrowii (n=9) (Vandamme et al., 1992b); 7, A. cibarius (n=15) (Houf et al., 2005); 8, A. halophilus
{n=1) (Donachie et al., 2005); 9, A. mytili (n=3) (Collado et al., 2009a); 10, A. thereius (n=8) (Houf et al., 2009); 11, A.
marinus (n=1) (Kim et al., 2010); 12, A. trophiarum (n=11) (De Smet et al., 2011b); 13, A. defluvii (n=8) (Collado et al.,
2011b); 14, A. molluscorum (n=3) (Figueras et al., 2011a); 15, A. ellisii (n=3) (Figueras et al., 2011b); 16, A.
bivalviorum (n=3) (Levican et al., 2012); 17, A. venerupis (n=1) (Levican et al., 2012); 18, A. anaerophilus (n=1) (Sasi
Jyothsna et al., 2013).

2.5.3 Méthodes d’identification moléculaires

L'identification par la méthode phénotypique n’est souvent pas suffisante pour identifier
l'espece, et a démontré sa grande variabilité dans le tableau 2.1. Des méthodes de génétiques
moleculaires peuvent permettre une meilleure identification. Une des premiéres méthodes publiées
pour la discrimination des espéces Arcobacter a été la PCR multiplex (mPCR) par Houf et coll. en
2000 permettant une discrimination entre les espéces A. butzleri, A. skirrowii et A. cryaerophilus; les
espéces les plus communément retrouvées dans I'environnement, selon leur géne de 'ARNr 16S et
23S (Houf et al., 2000). Cette approche est toujours utilisée, cependant elle amplifie également le
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géne de 'ARNr 16S des especes Arcobacter nouvellement décrites depuis la publication de cette
méthode (Collado et al., 2009a, Figueras et al, 2011a, Houf et al., 2009). Une autre méthode de
mPCR publiée en 2010 a permis de discriminer, selon le géne de 'ARNr 23S et le géne gyrB, cing
espéces Arcobacter retrouvées chez les mammiféres et les humains, soient A. butzleri, A. skirrowii, A.
cryaerophilus, A. cibarius ainsi qu'A. thereius (Douidah et al., 2010). Comme la mPCR de Houf, celle-
ci produit des amplicons pour certaines espéces récemment publiées (Collado et al., 2011b, Levican
et al, 2013). En 1999, la méthode de PCR-RFLP du géne codant pour I'ARNr 16S a permis la
discrimination des genres Arcobacter, Helicobacter et Campylobacter en générant des profils de
digestions spécifiques a chaque genre (Marshall et al., 1999). Cependant, en 2008, une nouvelle
méthode PCR-RFLP impliquant aussi le géne codant pour 'ARN 16S et I'enzyme de restriction Msel a
permis la discrimination au niveau des espéeces connues a ce moment (Figueras et al., 2008). Cette
méme méthode a été modifiée plus tard afin d’inclure les nouvelles espéces publiées aprés 2008
(Figueras et al., 2012). L'utilisation de sondes capables de s’hybrider & 'ADN des espéces du genre
Arcobacter a été validée en 1995 avec une méthode dot blot (Wesley et al., 1995). De plus, une
méthode utilisant une PCR combinée a une analyse ELISA a prouvé étre capable de quantifier
rapidement Arcobacter présent dans la viande de poulet (AntoliN et al., 2001). D'autres méthodes
moléculaires, toutefois moins utilisées, incluent la PCR en temps réel (Abdelbaqi et al, 20073,
Brightwell ef al., 2007), ainsi que la PCR-DGGE (Petersen et al., 2007). Cependant, ces méthodes ne
permettent pas lidentification de toutes les especes décrites. Seulement la méthode PCR-RFLP de
Figueras a permis la discrimination de toutes les 17 espéces publiées avant 2012 et ceci a partir des
séquences du géne de 'ARNr 16S. A l'aide de I'enzyme de restriction Msel, seulement 10 des 17
espeéces ont un profil de restrictions différent. La séquence de 'ARNr 16S des espéces restants a été
digérée avec Mnll et/ou Bfal afin d’obtenir 17 profils de restrictions différents (Figueras et al., 2012).

2.5.4 Méthodes d’identification par génotypage

Les méthodes de génotypage utilisent les différences, parfois minimes, entre les génomes des
especes afin de les différencier. Une des méthodes de génotypage les plus communément utilisées
dans les descriptions récentes de nouvelles espéces Arcobacter (Collado et al., 2009a, Collado et al.,
2011b, Figueras et al., 2011a, Figueras et al., 2011b, Levican et al., 2012) est la technique ERIC-PCR
(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus) (Sharples et al., 1990). Cette méthode de PCR
utilise des séquences a palindromes imparfaits d’environ 127 pb retrouvées en plusieurs copies dans
le génome des bactéries entériques. Elle a été utilisée en 2007 afin de déterminer la différence au
niveau de la souche d’'une méme espéce et les résultats ont montré 13 profils distincts d’ADN parmi
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92 isolats d’A. butzleri (Aydin et al., 2007). La méthode concurrente a celle de 'ERIC-PCR est celle
d’AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism) (Vos et al., 1995), ou les polymorphismes dans
I'ADN sont détectés afin de faire du sous-typage des espéces. Une comparaison des deux méthodes
a eteé faite avec la nouvelle espéce A. trophiarum, et 10 profils AFLP ont été générés tandis que
seulement quatre génotypes ont été générés par la méthode ERIC-PCR (De Smet et al., 2011b). La
technique de MLST (MultiLocus Sequence Typing) utilise la séquence partielle de plusieurs génes de
ménage (multilocus), et a ainsi permis la discrimination de souches appartenant & cinq espéces du
genre Arcobacter (A. butzleri, A. cryaerophilus, A. skirrowii, A. cibarius et A. thereius) a 'aide de sept
génes et 374 souches. De plus, un site a été depuis établi afin d'y obtenir les séquences des amorces
et les conditions de séquengage pour les espéces Arcobacter (http://pubmist.org/arcobacter/) (Miller et

al., 2009). Plusieurs génes de ménages sont également utilisés comme méthode de discrimination
entre les espéces. Les génes cpn60 (hsp60) (Hill et al., 2006), gyrA (Abdelbaqi et al., 2007b), gyrB
(Dauga, 2002, Kasai et al., 1998) et rpoB (Mollet et al., 1997) sont les plus communément retrouvés
dans la littérature pour la caractérisation de nouvelles espéces ou bien dans des méthodes de
discrimination d'une espéce parmi les autres étant donné que 'ARNr 16S semble ne plus étre aussi
efficace (Fox et al., 1992, Woo et al., 2008).

Les espéces Arcobacter sont présentes dans une grande variété d’environnements. De plus,
leur présence chez les animaux et les humains cause des inquiétudes par rapport au risque a la santé
humaine puisque leur pathogénicité est trés bien documentée. Dans le domaine de I'agriculture, les
gens sont constamment en contact avec les animaux et donc la contamination est un aspect trés
important. La découverte et la caractérisation ardue de nouvelles espéces Arcobacter sont alors
nécessaires afin de mieux comprendre le risque potentiel envers les humains et animaux; et méme
pour les produits de consommation. L'objectif principal du projet était de caractériser de maniére
morphologique, phénotypique et génétique deux nouvelles espéces découvertes dans des matieres

fécales provenant d’humains et d’animaux de ferme.
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3 MATERIELS ET METHODES

3.1  Souches bactériennes

Les souches références d’Arcobacter ont été commandées d’ATCC (Manassas, USA), de la
collection BCCM/LMG (Bruxelles, Belgique) ainsi que du Laboratoire National de Microbiologie
(Winnipeg, Manitoba). Le tableau 3.1 résume les souches bactériennes avec leur source et la

compagnie d'ou elles proviennent.

Tableau 3.1 Souches bactériennes utilisées dans cette étude
Espéce Souche Compagnie
A. nitrofigilis ATCC 33309 ATCC
A. halophilus ATCC BAA-1022 ~
A. skirrowii LMG 6621
A. cibarius LMG 21996
A. mytili LMG 24559
A. thereius LMG 24486
A. defluvii LMG 25694
A. molluscorum LMG 25693 BCCM/LMG
A. marinus LMG 25770
A. trophiarum LMG 25534
A. ellisii LMG 26155
A. bivalviorum LMG 26154
A. venerupis LMG 26156
A. cryaerophilus NCTC 11885 Laboratoire National de Microbiologie
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3.2 Isolement et identification d’Arcobacter provenant de matiére fécale

3.2.1 Collection d’échantillons fécaux

Le numéro d'identification et I'origine des souches bactériennes retenues de la collection
d'isolats fécaux spécifiquement utilisées dans cette étude ont été compilés dans le tableau 3.2. Les

informations ont été classifiées selon le type d’animal et la source.

Tableau 3.2 Sources des souches bactériennes utilisées dans cette étude (n=10)

~ Source

[ No.desouche |
AF1028 |
AF1033
AF1078
AF1058
AF1429

~ AF1430 |

'AF1431 | Réservoir fumier de cochon femelie
AF1440
AF1441 |
 AF1581 'Réservoir fumier de vache

| Echantillon fécal humain (fosse septique)

3.2.2 Isolement d’Arcobacter des échantillons fécaux

Lors d'un projet ultérieur effectué entre les années 2008 et 2010 par des étudiants COOP, des
échantillons provenant de diverses sources fécales ont été utilisés afin d'y isoler des bactéries du
genre Arcobacter. Des échantillons de 1g de matiére fécale ont été dilués (10"') dans 9 ml d’eau
peptonée (PW) contenant (par litre) 10 g de bactopeptone et 5g de NaCl (VWR). Des dilutions
sérielles allant de 102 a 10 ont été effectuées en ajoutant 100 pl de la dilution 10" & 900 pl d'eau
peptonée et ainsi de suite. Ensuite, 100 pl de chacune de ces dilutions ont été étalés directement (DP)
sur un milieu ASIA (Arcobacter selective isolation media) contenant (par litre) 12 g de bouillon
Arcobacter, 6 g d’agar no.3 et des suppléments d’antibiotiques décrits par Houf (Houf et al., 2001b)
incluant (par litre) 100 mg de 5-fluorouracile, 10 mg d’amphotéricine B, 16 mg de céfopérazone,
32 mg de novobiocine, 64 mg de triméthoprime et 100 mg de cycloheximide (Sigma). Cette étape a
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éte suivie par la purification des colonies provenant du milieu ASIA sur un milieu m-AAM (modified
agarised Arcobacter media) comprenant (par litre) du bouillon Arcobacter, 6 g d’agar no.3, 5 mg de
phénol rouge, 2509 de glucose et un supplément sélectif (CAT) contenant (par litre) 8 mg de
cefopérazone, 10 mg d’amphotéricine B ainsi que 4 mg de téicoplanine. Deux colonies de chaque
morphologie différente ayant une couleur beige a blanche et translucide ont été prises du milieu de
purification décrit précédemment. Toute incubation, soit du milieu ASIA et m-AAM, ont été effectuée a
30°C en conditions microaérophiles dans une jarre anaérobie et la croissance sur gélose a été vérifice
aprés 3 a 6 jours d’incubation.

3.2.3 Extraction d’ADN et préservation des isolats Arcobacter hypothétiques

L'’ADN d’une seule colonie bactérienne a été extrait dans 100 pl d’eau sans nucléase a 100°C
pendant 10 minutes pour ensuite étre entreposé a -20°C pour des analyses de génotypage
ultérieures. Afin de préserver les isolats Arcobacter hypothétiques, une seule colonie a été inoculée
dans un bouillon AM (Arcobacter media), comportant (par litre) 12 g de bouillon Arcobacter et le
supplément CAT mentionné ci-dessus. Ce milieu a été incubé & 30°C dans une boite avec un sachet
permettant un environnement microaérophile et une agitation de 200 RPM pendant 16 a 24 h. Les
isolats ont ensuite été préservés dans un ratio 1 :1 de bouillon AM et de glycérol 30 % (v/v) a -80°C.
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Tableau 3.3

3.2.4 Identification des espéces Arcobacter de la collection fécale d’AAC

Liste des amorces utilisées dans cette étude
Nom de la Géne et espéce Amorces Séquence de I'amorce Température Longueur de
PCR cible (5a3) d'hybridation | “amolicon
) (pb)
mPCR ARNr 23S ButR TCC TGA TAC AAG ATA ATT
spécifique a (A. butzleri) GTACG
'espéce - 2061
Douidah et ArcoF GCY AGA GGA AGA GAA ATC
coll. 2010 AA
ARNr 23S SkiR TCA GGA TAC CAT TAA AGT
(A. skirrowii) TATTGA TG
ArcoF GCY AGA GGA AGA GAA ATC 1e8
AA
gyrA GyrasR CCA ACA ATA TTT CCA GTY
(A. TTT GGT
cryaerophilus)
ryaerop GyrasF AGA ACA TCA CTA AAT GAG 58 395
TTCTCT
ARNr 23S CibR CGA ACA GGA TTC TCA CCT
(A. cibarius) GT
ArcoF GCY AGA GGA AGA GAA ATC 125
AA
ARNr 23S TherR GCA ACC TCT TTG GCT TAC
(A. thereius) GAA
ArcoF GCY AGA GGA AGA GAA ATC 1590
AA
PCR ARNr 16S PA-F AGA GTT TGA TCC TGG CTC
universelle (Bactéries) AG
{Bruce et al., 55 1500
1992) pH-R AAG GAG GTG ATC CAG CCG
CA
mPCR ARNr 168 butz-F CCT GGA CTT GAC ATA GTA
spécifique a (A. butzleri) AGA ATG A
I'espéce 401
Houf et coll. arco-R CGT ATT CAC CGT AGC ATA
2000 GC
—
ARNr 168 skir-F GGC GAT TTA CTG GAA CAC
(A. skirrowii) A
61 641
arco-R CGT ATT CAC CGT AGC ATA
GC
ARNr 23S cryi-F TGC TGG AGC GGA TAG AAG
(A. TA
cryaerophilus)
cry2R AAC AAC CTA CGT CCT TCG 257
AC
PCR gyrB ArcGB-F ACW GGH GAT GAY GTW
spécifique au | (Arcobacter AGAG
genre spp.
(congues ) ArcGB-R2 | GCT TGR WAW ACT CTA TCT 52 395
dans cette ctwce
étude)
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Tableau 3.4

L’ADN congelé a -20°C a été utilisé afin d’identifier les isolats correspondant potentiellement a
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Liste des amorces utilisées dans cette étude (suite)
Nomdela | Géneetespéce | Amorces “Séquence de Famorce | Température L de
PCR cible (52a3) dhybridation | pamolicon
e (pb)
| mPCR T gyB 1anG3-F CAG CTT TAT GTG AAG TTG T
spécifique a (A. lanthierii) TAGC
nouvelles - 461
espéces lanG4-R TGC CTT TTT AGC AGC TTC
(congues TC
d | _ I
A sepR5-F | GCT CCA GGA AGT ACA AAA 60
(A. septicus) GTAG
sepR6-R | AGG CTA GCA GCT ACT CCC 151
PCR | gyB gyrB-Arc-7F | GTT TAY CAY TTT GAA GGT ]
spécifique au | (Arcobacter GG
genre spp.) L |
(congues gyrB-Arc- CTA GAT TTT TCA ACA TTT 45 722
dans cette 14R AAA AT
étude) n ]
PCR cpn60 H729 CGC CAG GGT TTT CCC AGT
spécifique au | (Arcobacter CAC GAC GALl Il GCI GGI GAY
genre spp.) A GGIACIACIAC ] 46 555
(congues H730 AGC GGA TAA CAA TTT CAC
dans cette ACA GGA YKI YKI TCI CCR AAI
étude) CCIGGIGCYTT
PCR poB CamrpoB-L CCA ATT TAT GGA TCA AAC
spécifique au | (Arcobacter
genre spp.) I _
(congues RpoB-R GTT GCA TGT TNG NAC CCA 46 524
dans cette T
étude) | -
PCR ARNr 16S Arco-1 AGA GAT TAG CCT GTA TTG
spécifique au | (Arcobacter TATC
genre spp.) L
(congues Arco-Il TAG CAT CCC CGC TTC GAA 56 1223
dans cette TGA
étude) o L | =

des espéces Arcobacter. Dans le laboratoire de microbiologie environnementale du Dr Lanthier a
AAC, la méthode de PCR établie par Houf et coll. (2000) a été utilisée pour identifier et discriminer les
trois espéces Arcobacter les plus communes, soit A. butzleri, A. cryaerophilus et A. skirrowii, & partir
de leurs genes de I'ARNr 16S et 23S. Une PCR universelle, permettant I'amplification du géne de
'ARNr 16S de toutes les bactéries, a aussi été effectuée en paralléle afin d’évaluer la qualité et la
quantité de I'ADN. Les réactions de PCR ont été préparées dans un volume final de 25 yl comprenant
de I'eau sans nucléase, 5 pl de tampon 5X (80 mM Tris-HCI, 0.1 % Triton X-100, 20 mM (NH4)SO4, 2
mM MgClz, 0.2 mM dNTPs), 0.6 U de Taq polymérase (Fermentas), 0.4 uM des amorces BUTZ,
SKIR, CRY1et CRY2 et 0.8 uM de 'amorce ARCO pour la mPCR et les amorces pA-F et pH-R pour la
PCR universelle (Tableau 3.3), ainsi que 10 pl de I'extrait d’ADN. Le programme mPCR impliquait 32
cycles avec les étapes suivantes : dénaturation (94 °C, 45 s), hybridation des amorces (61°C, 45 s) et



élongation (72°C, 30s), et un cycle d'extension finale (72°C, 7 min) a l'aide d'un MasterCycler
d’Eppendorf. Le programme de la PCR universelle était de 30 cycles avec les étapes suivantes :
dénaturation (94°C, 40 s), hybridation des amorces (55°C, 1 min) et élongation (72°C, 2 min), et un
cycle d'extension final (72°C, 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 (40 mM Tris-Acétate, 1 mM EDTA
0.5 M (pH 8.0)) avec un voltage de 120 V. Avec la mPCR de Houf, des fragments de 401 pb, 257 pb
et 641 pb ont été obtenus respectivement pour A. butzleri, A. cryaerophilus et A. skirrowii. Pour la
PCR universelle, un fragment de 1.5 kb a été observé lorsqu'il y avait présence d’ADN amplifiable.

3.3 Caractérisation microbiologique

3.3.1 Condition de croissance et morphologie

Etant donné que les espéces Arcobacter provenant de sources fécales ont initialement été
isolées sur milieu ASIA, ce milieu a été utilisé comme milieu de base pour la caractérisation
phénotypique. La morphologie bactérienne a été observée sur milieu de croissance m-AAM et ASIA.
Une coloration de Gram a été effectuée a I'aide d’'une trousse commerciale en suivant les instructions
recommandées par le manufacturier (Fisher Scientific). Une étude de croissance a différentes
températures et en présence ou absence d’oxygéne a été effectuée afin de déterminer les conditions
optimales de croissance des nouvelles espéces. Les températures 25°C, 30°C, 37°C et 42°C en
conditions microaérophiles ainsi que 30°C en conditions aérobies et anaérobies ont été choisies. La
forme et les dimensions des bactéries ont été visualisées par microscopie électronique a balayage et
en transmission avec l'aide du Dr Kaleb et la technicienne Denise Chabot de I'unité de microscopie
électronique a AAC. Les dimensions des bactéries ont été effectuées avec le programme ImagedJ a

partir des images de microscopie électronique.

3.4 Résistance aux antibiotiques

L'analyse de la résistance aux antibiotiques a été faite a partir d'une technique de dilution sur
agar décrite par Fera (Fera et al., 2004). Une colonie isolée de chaque isolat Arcobacter a été incubée
en conditions microaérophiles & 30°C avec une agitation de 250 RPM pour 16 h dans du bouillon AM
dans une plaque de 96 puits afin d’'obtenir une préculture des isolats a testés. Cette plaque a ensuite
été répliquée en inoculant 10 pl de chaque puits de la culture dans le bouillon AM avec 90 pl de
bouillon Mueller-Hinton (MH) dans une nouvelle plaque de 96 puits. Cette plague a été incubée
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pendant trois jours en conditions optimales de croissance. Aprés cette incubation, un volume de 10 pl
de chaque puits a été ajouté a 200 pl d’'une solution de 0,02 % Tween-20. Aprés avoir mélangé la
suspension bactérienne dans la solution de Tween-20, cette plaque de 96 puits a été répliquée sur un
milieu solide de Mueller-Hinton Il (MHII) contenant une concentration des 8 antibiotiques testés a
l'aide d'un "96-floating-pin-replicator" capable de transférer 5 pl. Un total de 8 antibiotiques a été testé
avec trois concentrations différentes, soit a la valeur seuil de sensibilité, intermédiaire et de
résistance, résumée dans le tableau 3.5. Ces concentrations ont été obtenues dans le rapport PICRA
de 2004 (Canada, 2004). Les plaques MHII ont été incubées en conditions optimales de croissance
et la croissance a été examinée aprés trois jours. La présence de croissance a été considérée un

résultat positif.

Tableau 3.5 Concentrations des antibiotiques utilisés
T Concentration (mg/L)
Antibiotique — —
Sensibilité Intermédiaire Résistance

Azithromycine 4 8 16
Chioramphénicol 16 32 64
Ciprofloxacine 2 4 8
Clindamycine 4 8 16
Erythromycine 16 32 64
Gentamicine 4 8 16
Acide Nalidixique 32 64 128
Tétracycline 8 16 32

Légende :

Sensibilité = moitié de la valeur seuil;

Intermédiaire = valeur seuiil;

Résistance = 2 fois valeur seuil.
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3.5 Caractérisation biochimique et enzymatique

Toutes les analyses ont été faites en triplicata et pour les analyses nécessitant une croissance
initiale, l'inoculum a été pris de la croissance sur un milieu m-AAM au lieu du milieu ASIA afin de
minimiser les coldts. De plus, toutes les espéces Arcobacter disponibles dans le laboratoire du Dr
Lanthier ont été testées en paralléle afin de faire une comparaison. Un milieu solide MacConkey
(Oxoid) a été utilisé afin d'observer la fermentation du lactose et un milieu de sang Columbia (Oxoid) a
été utilisé pour vérifier 'hémolyse alpha du sang. Un test d'oxydase a été fait & partir de bandes de
détection de I'oxydase du cytochrome en suivant les étapes recommandées par le manufacturier
(Sigma CAT# 40560). L'analyse de I'hydrolyse de l'acétate indoxyl afin de déterminer la présence
d'une activité acétate estérase a été testée a l'aide de bandes indoxyl en suivant le protocole

recommandé par le manufacturier (Sigma CAT# 04739).

3.5.1 Galeries API

Les galeries API utilisées étaient APl 20E et APl Campy de Biomérieux. Les galeries ont été
inoculées et les résultats ont été observés selon le protocole du manufacturier (Biomérieux).
L'inoculum a été préparé a partir de quelques colonies dispersées dans de I'eau stérile afin que le
milieu de croissance n'ait pas une influence sur le résultat. Les galeries ont été incubées a 30°C en
conditions miroaérophiles pendant 24 h jusqu'a 48 h. Les contréles recommandés par Biomérieux ont

été utilisés.
3.6 Caractérisation génétique

3.6.1 Séquencage de I’ARNr 16S et analyse phylogénétique

Parmi les isolats de la collection fécale d’AAC, 125 isolats ont été sélectionnés aléatoirement
et le séquengage du géne de I'’ARNr 16S a été effectué sur ceux-ci. Le séquengage a été fait par le
service de séquengage dans le laboratoire du Dr André Lévesque a AAC. Les échantillons envoyés
au service de séquengage ont été préparées dans le laboratoire du Dr Lanthier. Dans un volume final
de 15 pl, une réaction de PCR contenait de I'eau sans nucléase, 1X tampon Titanium Taq (0,5 mM
MgClz, 0,1 mM dNTPs), 0,08 mM des amorces universelles pA-F et pH-R (Tableau 3.3), 0,50X par
10 pl de Taq polymérase Titanium et 0,1 ng/réaction d’ADN. Le programme de PCR pour cette
réaction est le méme que celui mentionné plus haut avec les amorces universelles pA-F et pH-R
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(Tableau 3.3). Afin de vérifier la pureté de 'ADN amplifié, le produit d’amplification a été observé par
électrophorése sur gel d’agarose 1,5 % dans du tampon 1X TAE avec un voltage de 120 V. Avec ce
protocole, la purification du produit d’amplification n’a pas été nécessaire et donc la préparation des
séquences a été faite immédiatement aprés I'amplification du fragment désiré. Par la suite, pour
chaque réaction de séquencage, 8,5 pl d'un master mix (eau sans-nucléase, 20 % tréhalose, tampon
5X de séquengage, mélange Big Dye terminator) fourni par le laboratoire du Dr Lévesque, 0,5 pl de
'amorce sens ou antisens diluées a 3,2 uM et 1 pl d’ADN purifié ont été mélangés. Dans le cas du
séquengage de 'ARNr 16S, deux autres amorces internes, 907-R et 530-F, ont été ajoutées afin de
maximiser les chances d'obtenir une séquence de 1,5 kb compléte. Ces réactions ont ensuite été
amplifiées dans le MasterCycler d’'Eppendorf avec le programme suivant : 29 cycles de dénaturation
(94 °C, 10 s), hybridation des amorces (50 °C, 5 s) et élongation (60 °C, 4 min). Par la suite, le service
de séquengage a obtenu ces séquences par électrophorése capillaire (ABI Prism 3130XL). Une fois
les quatre séquences individuelles obtenues avec les quatre amorces différentes, celles-ci ont été
alignées ensemble & l'aide du programme SeqMan de DNAStar Lasergene (version 10). Les
séquences ont été éditées manuellement dans SegMan pour ensuite étre alignées avec des
séquences d’espéces Arcobacter connues ainsi que d'autres séquences inconnues avec le
programme MegAlign ou MEGA 5.0. Un arbre phylogénétique a ensuite été généré a l'aide du
programme MEGA 5.0, ot la position phylogénétique a été obtenue par rapport aux espéces connues.
A partir des résultats de séquencage et des analyses phylogénétiques, 10 souches démontrant
potentiellement une appartenance a de nouvelles espéces Arcobacter ont été évaluées davantage.

3.6.2 Séquencage des génes de ménage

En suivant le méme protocole de séquengage mentionné plus haut, les génes gyrB, cpn60 et
rpoB ont été séquenceés. Les amorces utilisées étaient les suivantes : gyrB-7F/gyrB-14R (Collado et
al., 2011b), H729/H730 (Hill et al., 2006), et CamrpoB-L/rpoB-R (Neill et al., 1979) respectivement
pour le géne gyrB, cpn60 et rpoB (Tableau 3.4). Ceux-ci ont généré des fragments de 722 pb, 524 pb
et 555 pb respectivement. Des analyses phylogénétiques ont aussi été réalisées sur ces séquences
en suivant la méme procédure que pour le géne de 'ARNr 168S.

3.6.3 Détection des nouvelles espéces avec méthodes connues

Afin de confirmer davantage la découverte de nouvelles espéces, 'ADN de celles-ci a été testé
avec des methodes moléculaires communes de détection des espéces Arcobacter. Premiérement, la
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vérification du genre Arcobacter a été faite a 'aide des amorces Arco-l et Arco-ll (Tableau 3.4). Les
réactions de cette PCR ont été préparées dans un volume final de 25 ul comprenant de I'eau sans
nucléase, 5 pl de tampon 5X, 0,6 U de Taq polymérase, 0,4 uM des amorces Arco-l et Arco-Il ainsi
que 10 pl d’ADN. Le programme PCR contenait 30 cycles avec les étapes suivantes : dénaturation
(94 °C, 1 min), hybridation des amorces (56°C, 1 min) et élongation (72°C, 1 min), et un cycle
d’extension finale (72°C, 7 min) a l'aide d’un MasterCycler d’Eppendorf. Une autre de ces méthodes
qui ont été utilisées est celle de Houf et coll. (2000), détaillée dans la section 3.2.4. de ce mémaoire.
Ensuite la méthode décrite par Douidah et coll. (2010) permettant de discriminer A. butzleri, A.
cryaerophilus, A. skirrowii, A. cibarius et A. thereius a été testée. Les réactions de cette mPCR ont été
préparées dans un volume final de 25 pl comprenant de I'eau sans nucléase, 5 pl de tampon 5X , 0.6
U de Taq polymérase, 0,4 uM des amorces ButR, SkiR, CibR, TherR, ArcoF, GyrasR et GyrasF
(Tableau 3.3) ainsi que 10 pyl d’ADN. Le programme mPCR contenait 30 cycles avec les étapes
suivantes : dénaturation (94°C, 45 s), hybridation des amorces (58°C, 45 s) et élongation (72°C,
2 min), et un cycle d’extension finale (72°C, 5 min) a 'aide d’'un MasterCycler d’Eppendorf. 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 avec un voltage de 120 V.

3.6.4 Séquengage du génome la technologie lllumina

Etant donné leur forte croissance sur milieu solide, 'ADN des nouvelles espéces ont été
extraits d’'une croissance sur milieu m-AAM en conditions optimales. L'ADN pour le séquengage du
génome complet a été extrait a I'aide de la trousse commerciale «UltraClean® Tissue & Cells DNA
Isolation» (CAT # 12334-50) de Mo-bio Laboratories. La technologie utilisée a été lllumina HiSeq avec
la chimie TrueSeq V3 capable de produire 25-40 Gb de données par lignes. Les réactions de
séquengage ont été effectuées sur un FlowCell contenant 8 lignes. Une fois les données de
séquengage obtenues, des membres du département de bioinformatique d’AAC ont assemblé le
génome avec l'aide de leur étudiant postdoctoral Dr Adam Zaky. L'assemblage du génome complet
est toujours en cours et certains détails sont toujours confidentiels, cependant une annonce du
génome a été publiée en avril 2014 dans le journal «Genome Announcements» de la Société

Américaine de la Microbiologie.
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3.7 Autres analyses
3.7.1 Analyses des acides gras méthyles esters (FAMEs)

L'analyse des acides gras a été effectuée par I'équipe du Dr Michael Arts d’Environnement
Canada (EC) selon la méthode décrite dans l'article de Chao et coll. Les culots bactériens ont été
préparés en centrifugeant une suspension bactérienne dans du bouillon AM incubée pendant 24 h. Le
surnageant a ensuite été enlevé et les culots ont été envoyés sur de la glace séche a EC (Burlington,
Ontario). Les culots ont été lyophilisés pendant 24 h a -62 °C avant I'extraction des acides gras.
L'extraction a été amorcée avec une saponification dans 1 ml d’hydroxyde de sodium (3,75 mol/L)
dans un ratio de 1:1 méthanol/eau & 80°C pour 30 minutes. Cette étape a été suivie par la
transestérification (méthylation) avec 2 ml d'acide hydrochlorique 10 % dans du méthanol & 80 °C
pendant 10 minutes. La séparation des phases a été effectuée a laide de 1,5ml de 1:1
hexane/méthyle éther tert-butyle et un lavage avec 3 ml d’hydroxyde de sodium 0,3 mol/L. L’extraction

a ensuite été terminée avec l'ajout d’'une extraction avec 1 ml d’hexane.

Les acides gras méthyles esters (FAMEs) ont été analysés dans un chromatographe a phase
gazeuse avec un détecteur d'ionisation de flamme (GC-FID) Varian CP-3800. Une colonne de 5 %
silicone méthyle phénylé fusionnée a une colonne capillaire de silice a été utilisée afin de séparer les
acides gras méthyles esters. Les programmations du four ont été les suivantes : 50°C pour 0,5 min,
puis une augmentation 8 170°C a un taux de 35°C/min, ensuite a 225°C a 4°C/min, et finalement a
310°C a 60°C/min et pour 1,15 min. Les paramétres pour le chromatographe a phase gazeuse ont été
0,5 pl de volume d'injection, 1,0 ratio fractionné, et 1,0 ml/min de flux constant d’hélium. Les standards
bactériens d’'acide éther méthylique (Sigma CAT# 47080-U) avec I'ajout du standard 21 :0 (Sigma
CAT# H3265) ont été utilisés pour lidentification et quantification. Des pics additionnels ont été
identifies grédce aux standards FAME de Matreya LLC: 3-hydroxydécanoate (CAT# 1728), 3-
hydroxyhexadécanoate (CAT# 1262), méthyle hexadécanoate (CAT# 1614), acide cis-11-
octadecenoique (CAT# 1266), acide frans-11-octadecenoique (CAT# 1262), et acide cis-9,10-
méthyleneoctadecanoique (CAT# 1822). Une courbe d’étalonnage linéaire & quatre points a été
construite avec un mélange des standards d’acides gras méthyles esters bactériens et 21 :0 afin de
quantifier les pics de chaque échantillon. Toutes les données du chromatographe & phase gazeuse
ont été évaluées avec le programme Galaxie™ de Varian (version 1.9.3). Les données ont été
reportées en %mol d'acide gras total. Toutes les souches d'A. septicus et A. lanthierii ainsi qu'un
contréle positif du genre Arcobacter, soit A. cibarius ont été envoyées a E C. Les contrbles négatifs E.

coli et P. aeruginosa ont été utilisés lors de I'analyse a EC.
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3.8 Développement de méthodes d’identification

3.8.1 Conception des amorces

Des amorces spécifiques aux deux nouvelles espéces Arcobacter ont été générées a l'aide
des alignements des séquences des génes 'ARNr 16S et des génes de ménage. Avec le programme
MegAlign, des régions variables et conservées ont été recherchées. Par la suite, les amorces
potentielles ont été proposées a l'aide du programme OligoAnalyzer de DNA IDT Technologies. Ces
analyses consistaient a veérifier la présence de formation de dimére et d'épingle dans la séquence elle-
méme ou entre les amorces sens et antisens. La température d’hybridation (Tm) ainsi que le
pourcentage G+C ont été aussi vérifiés. La recherche d’amorces ayant plus de 20 nucléotides, un
contenu en GC de plus de 40% ainsi qu'un Tm de plus de 50°C a été favorisée. Lorsque des amorces
adéquates ont été trouvées, elles ont été commandées directement sur le site de la compagnie IDT
DNA Technologies pour ensuite étre vérifiées avec les souches référence d’espéces Arcobacter.

3.8.2 Identification des deux nouvelles espéces

Six paires d'amorces a partir des séquences des génes de ménage ont ét¢ congues afin
d’identifier les deux nouvelles espéces Arcobacter. Aprés validation avec les souches de références
Arcobacter et 42 autres genres et espéces bactériennes, seulement trois paires d’amorces n'ont pas
donné une amplification croisée avec d’autres espéces. Un PCR multiplex a été mis au point a 'aide
de deux paires d'amorces permettant une bonne résolution et distinction des fragments sur gel
d'agarose 1,5 %. Les amorces lanG3-F et lanG4-R (Tableau 3.4) ont permis I'amplification d’un
fragment de 461 pb du géne gyrB de I'espéce A. lanthierii tandis que les amorces sepR5-F et sepR6-
R (Tableau 3.4) amplifiaient un fragment de 151 pb du géne rpoB d'A. septicus. Les réactions de cette
mPCR ont eté préparées dans un volume final de 25 pl comprenant de I'eau sans nucléase, 5 pl de
tampon 5X, 0,6 U de Taq polymérase, 0,1 uM des amorces lanG3-F, lanG4-R, sepR5-F et sepR6-R
ainsi que 10 pl d'ADN. Le programme de PCR optimisé contenait 30 cycles avec les étapes
suivantes : dénaturation (94°C, 30 s), hybridation des amorces (60°C, 30 s) et élongation (72°C, 30 s),
et un cycle d'extension finale (72°C, 5 min) & l'aide d'un MasterCycler d’Eppendorf. 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 avec un voltage de 120 V.
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3.8.3 Discrimination des nouvelles espéces parmi les espéces Arcobacter connues

Des amorces specifiques au genre Arcobacter ont été congues a partir des séquences du
géne de 'ARNr 16S et du géne gyrB car leurs séquences contenaient le plus de régions conservées.
Une paire d'amorce a été créée et validée avec les nouvelles espéces, 15 espéces références
Arcobacter disponibles dans le laboratoire du Dr Lanthier et 42 autres genres et espéces
bactériennes. Les amorces ArcGB-F et ArcGB-R2 (Tableau 3.3) ont permis d’amplifier un fragment de
395 pb du géne gyrB de toutes les espéces Arcobacter. Les réactions de cette PCR ont été préparées
dans un volume final de 25 pl comprenant de I'eau sans nucléase, 2,5 pl de tampon Titanium 10X,
0.25 pl de TaqTitanium 50X, 0,1 mM de dNTPs, 0,08 uM des amorces ArcGB-F et ArcGB-R2 ainsi
que 10 pl d'ADN. Le programme de PCR optimisé contenait 35 cycles avec les étapes suivantes :
dénaturation (94°C, 30 s), hybridation des amorces (52°C, 20 s) et élongation (72°C, 30 s), et un cycle
d'extension finale (72°C, 7 min) a l'aide d’un MasterCycler d’'Eppendorf. L'endonucléase Alul a ensuite
été ajoutée & 10 pl du produit de PCR en suivant les instructions du manufacturier (Fisher
Scientifique) et ce mélange a ensuite été digéré pendant 24 h. Le résultat a été visualisé a I'aide d’une
électrophorése sur gel de 4% d’'agarose TopVision LE GQ (CAT# R0491) dans du tampon TAE 1X
pendant 3,5ha 100 V.
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4 RESULTATS

4.1 Analyses phylogénétiques du géne de PARNr 16S et génes de
ménage

Lors de l'analyse phylogénétique des séquences du géne de 'ARNr 16S de certains des
isolats Arcobacter hypothétiques de la collection d'isolats provenant de matiéres fécales a Agriculture
et Agroalimentaire Canada (AAC), deux nouvelles espéces ont été découvertes par I'entremise d’un
arbre phylogénétique (Fig. 4.1). Cet arbre a démontré deux positions phylogénétiques différentes pour
ces nouvelles espéces par rapport aux espéces Arcobacter validées. J'ai par la suite effectué le
séquencage de trois génes de ménage, cpn60, gyrB et rpoB, ainsi que I'analyse phylogénétique de
ceux-ci, représentée par les figures 4.2, 4.3 et 4.4 respectivement. La méme tendance observée avec
le gene codant pour I'ARNr 16S par rapport aux positions phylogénétiques peut étre également
observee avec ces trois genes. De plus, selon les arbres phylogénétiques des figures 4.1, 4.2, 4.3 et
4.4, les especes Arcobacter les plus phylogénétiquement proches aux nouvelles espéces sont A.
butzleri, A. skirrowii, A. cryaerophilus et A. cibarius. Les homologies des séquences du géne codant
pour I'ARNr 16S des nouvelles espéces par rapport aux quatre espéces nommeées précédemment se
situent entre 97,0 et 98,0% (Tableau 4.1).
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Figure 4.1 Phylogénie du géne codant pour 'ARNr 16S.

Arbre phylogénétique de Parsimonie Maximum des séquences des génes de ’ARNr 16S (1410 pb) montrant la
position phylogénétique d’Arcobacter lanthierii () et Arcobacter septicus () parmi le genre Arcobacter. Les valeurs
de Bootstrap (>70%) basées sur 1000 répliques sont illustrées aux nceuds de 'arbre.
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Helicobacter pylori ATCC 49396 (AY789010)

Figure 4.2 Phylogénie du géne de ménage cpn60.

Arbre phylogénétique de Parsimonie Maximum des séquences du géne cpn60 (555 pb) montrant la position
phylogénétique d'Arcobacter lanthierii (m) et Arcobacter septicus (A) parmi le genre Arcobacter. Les valeurs de
Bootstrap (=50%) basées sur 1000 répliques sont illustrées aux nceuds de Parbre.
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Figure 4.3 Phylogénie du géne de ménage gyrB.

Arbre phylogénétique de Parsimonie Maximum des séquences du géne gyrB (722 pb) montrant la position
phylogénétique d’Arcobacter lanthierii (m) et Arcobacter septicus (A) parmi le genre Arcobacter. Les valeurs de
Bootstrap (>50%) basées sur 1000 répliques sont illustrées aux nceuds de I'arbre. Les souches AF1028 et AF1058
d’A. septicus ne sont pas représentées dans cet arbre.
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Figure 4.4 Phylogénie du géne de ménage rpoB.

Helicobacter pylori DR62n (AF177295)

Arbre phylogénétique de Parsimonie Maximum des séquences du géne rpoB (474 pb) montrant la position
phylogénétique d’Arcobacter lanthierii () et Arcobacter septicus (A) parmi le genre Arcobacter. Les valeurs de
Bootstrap (>50%) basées sur 1000 répliques sont illustrées aux nceuds de I'arbre.
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Tableau 4.1

Homologie (%) entre les séquences de I’ARNr 16S d’A. septicus (n=3) et A. lanthierii (n=6) par
rapport aux espéces références Arcobacter

A. septicus A. lanthierii ]
A. cibarius ATCC 21996 (T) 97.9 980 N
A. butzleri ATCC 49616 (T) 97.7 ~ 978
A. cryaerophilus CCUG 17801 (T) 97.7 97.5
A. skirrowii CCUG 10374 (T) 97.5 97.7

n : représente le nombre d'isolats associé aux deux espéces

4.2 Conditions optimales de croissance

Etant donné que les nouvelles espéces ont été initialement isolées sur un milieu ASIA, celui-ci
a eté utilisé afin de vérifier différentes conditions de croissance (Tableau 4.2). Les conditions
optimales de croissance des deux nouvelles espéces Arcobacter sont a une température de 30°C en
conditions microaérophiles. Les nouvelles espéces sont aérotolérantes, car une croissance a été
observée en conditions microaérophiles et aérobies. Toutefois, aucune croissance n’a été observée
en conditions anaérobies (Tableau 4.2). La morphologie des colonies des deux nouvelles espéces est
trés différente. Arcobacter septicus forme des petites colonies circulaires et élevées, jaunatre ayant un
aspect granuleux, tandis qu'Arcobacter lanthierii forme des colonies allongées et élevées, de couleur

beige ou blanche avec une consistance muqueuse.

52



Tableau 4.2 Résultat de croissance d’A. septicus (n=4) et A. lanthierii (n=6) a différentes températures et

conditions sur milieu ASIA

Conditions et température A. septicus A. lanthierii

25°C microaérophile ++ ++

30°C microaérophile +++ +++

37°C microaérophile + ++ |
42°C microaérophile | - | S -
30°C aérobie + . ++

30°C anaérobie - = &

37°C aérobie ++ ] ++ B

Légende : Beaucoup de croissance (+++)

Croissance moyenne (++)
Peu de croissance (+)
Absence de croissance (-)

n : représente le nombre de souches associées aux deux espéces.

4.3 Caractérisation phénotypique et biochimique

Les résultats de la résistance aux antibiotiques ont été déterminés par rapport a la résistance
intermédiaire. Les profils de résistance obtenue par les souches d'A. septicus sont tous différents a
I'exception des souches AF1058 et AF1078, qui n'ont aucune résistance aux antibiotiques testés.
Une résistance & 'azithromycine et au chloramphénicol a été le plus souvent observée. Cependant,
une résistance a la clindamycine a été observée pour les souches d'A. lanthierii & I'exception de la
souche AF1581 qui est aussi résistante au chloramphénicol. Les souches AF1028, AF1033 ainsi que
AF1581 sont des souches considérées multirésistantes étant donné qu'elles sont résistantes a plus de

deux antibiotiques.
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Tableau 4.3 Résistance aux antibiotiques a la valeur seuil*

Evaluation de la résistance aux antibiotiques des souches d'A. septicus (n=4) et A. lanthierii (n=6)

T £ = E _
§ 5 E 9 g E
X = 2 8 o G o 2
| Q <t O] al s by
o| 2 o] ® o o ©
£ E | g g £ 9% |3
SIS | 8 9 N £=2| £
E|l e=| 8 & El 2 == ©
ol sE £ & g E SE 3
£5% 8 £ § £33 ¢
Espéce Souche | &| 58 & & & &l &3 2
Arcobacter septicus | AF1028 | + + - + - - - -
Arcobacter septicus | AF1033 - + - - + -
Arcobacter septicus | AF1058 | - - - - - - -
Arcobacter septicus | AF1078 | - - - - - - - -
Arcobacter lanthierii | AF1429 | - - - + - - - -
Arcobacter lanthierii | AF1430 | - - - + - - - -
Arcobacter lanthierii | AF1431 - - - + - - - -
Arcobacter lanthierii | AF1440 | - - - + - - - -
Arcobacter lanthierii | AF1441 - - - + - - - _
Arcobacter lanthierii | AF1581 - + - + - - - -

* Référence au tableau 3.5

n : représente le nombre de souches associé aux deux espéces.

Selon les tableaux 4.4, 4.5 et 4.6, les nouvelles espéces Arcobacter septicus et Arcobacter
lanthierii posseédent des caractéristiques enzymatiques distinctes du genre Arcobacter, soit la
présence de l'oxydase, la catalase et la gélatinase. De plus, elles ont démontré une incapacité de
croitre en présence de NaCl, de faire I'hydrolyse du sang et de la production d’indole ainsi que
Foxydation et la fermentation d’hydrates de carbone. Le tableau 4.4 indique que les deux espéces
peuvent croitre sur un milieu m-CCDA et MacConkey. De plus, les colonies roses sur milieu
MacConkey ont indiqué qu’elles sont aussi capables de faire la fermentation du lactose, qui est aussi
une caractéristique souvent retrouvée chez les espéces Arcobacter (Tableau 2.2). Le tableau 2.2
indique eégalement que la majorité des Arcobacter ont I'habileté de faire I'nydrolyse de I'indoxy! acétate
et ces habiletés ont été également retrouvées chez A. septicus et A. lanthierii.
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Tableau 4.4

Analyses phénotypiques d’A. septicus et A. lanthierii

(64 mglL)

Analyses A. septicus | A. lanthierii

Croissance sur milieu CCDA +
Croissance sur MacConkey
Croissance 4% NacCl - -
Croissance 1% glycine - +
Alpha-hémolyse - -
Catalase + +
Oxydase + +
Hydrolyse indoxyl acétate + +
Résistance a la céfopérazone

+ +
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Galerie APl Campy

Tableau 4.6

Analyses phénotypiques avec galerie API Campy d’A. septicus (n=4) et A. lanthierii (n=6) en comparaison avec espéces Arcobacter connues.
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4.4 Les résultats des méthodes connues d’identification des Arcobacter
se contredisent

Les résultats de l'identification de ces nouvelles espéces avec des méthodes communément
utilisées afin de détecter les espéces Arcobacter sont résumés dans le tableau 4.7. Cette approche a
permis de vérifier 'appartenance potentiel de ces nouvelles espéces a des espéces connues ainsi
que de vérifier s'il y aurait des variances dans les résultats obtenus. Ce type d'approche est
frequemment utilisé dans les récentes publications de nouvelles espéces du genre Arcobacter (De
Smet et al., 2011b, Figueras et al., 2011a). Toutes les souches d’A. septicus et A. lanthierii ont été
identifiees comme étant du genre Arcobacter. Cependant, avec !'utilisation de mPCR les plus souvent
utilisées pour l'identification et la discrimination des espéces Arcobacter, les résultats ont démontré
lidentification d’une seule espéce, soit A. butzleri selon la mPCR publiée par Houf pour toutes les
souches des deux espéces. Un mélange d'espéces différentes, A. cibarius et A. skirrowii ou
simplement un inconnu ont résulté de la PCR multiplex publiée par Douidah. Malgré le fait que la
méthode PCR de Douidah identifie aussi A. butzleri, tout comme la méthode de Houf, les deux
méthodes ont montré des résultats trés différents. Avec des contrdles ayant parfaitement fonctionné
avec toutes les méthodes PCR testées, ces résultats ambigus indiquent potentiellement la présence
de nouvelles espéces. Cette ambiguité sera discutée plus loin dans ce mémoire.
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Tableau 4.7 Résultats des méthodes de PCR connues pour détection des espéces Arcobacter avec les souches
d’A. septicus et A. lanthierii.
Espéce Genre mPCR (Houf et al. mPCR (Douidah et coll.
Arcobacter 2000) 2010)
A. septicus AF1028 Arcobacter sp. A. butzleri Inconnu
A. septicus AF1033 Arcobacter sp. A. butzleri Inconnu
A. septicus AF1058 Arcobacter sp. A. butzleri Inconnu
A. septicus AF1078 Arcobacter sp. A. butzleri Inconnu
A. lanthierii AF1429 Arcobacter sp. A. butzleri A. cibarius; A. skirrowii
A. lanthierii AF1430 Arcobacter sp. A. butzleri A. cibarius; A. skirrowii
A. lanthierii AF1431 Arcobacter sp. A. butzleri A. cibarius; A. skirrowii
A. lanthierii AF1440 Arcobacter sp. A. butzleri A. cibarius; A. skirrowii
A. lanthierii AF1441 Arcobacter sp. A. butzleri A. cibarius; A. skirrowii
A. lanthierii AF1581 Arcobacter sp. A. butzleri A. cibarius; A. skirrowii
A. butzleri Arcobacter sp. A. butzleri A. butzleri
A. cryaerophilus Arcobacter sp. A. cryaerophilus A. cryaerophilus
Controles A. skirrowii Arcobacter sp. A. skirrowii A. skirrowii
Eau sans
nucléase N.A. N.A. N.A.

4.5 Analyses préliminaires du génome

Le séquencage du génome des nouvelles espéces est toujours en cours. Toutefois, certaines
informations ont été obtenues jusqu'a présent. Le génome d'une souche d’A. lanthierii a été
partiellement analysé. Ce génome est approximativement 2.26 Mb de taille et contient un ratio de 26%
GC. Le nombre de génes et protéines exprimées n'est pas disponible pour le moment. Les résultats

préliminaires du génome sont résumés dans le tableau 4.8.
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Tableau 4.8 Résultats préliminaires du génome d'A. lanthierii AF1430.

Espéce Taille (Mb) | GC% | Géne |Protéine
A. butzleri RM4018 2,34 27 |2333| 2259
A. nitrofigilis DSM 7299 3,19 28,4 [3220| 3126
A. lanthierii AF1430 2,26 26 |N.D.| ND.

4.6 Acides gras en commun avec le genre Arcobacter

Suivant I'analyse des acides gras méthyl ester (tableau 4.9), il a été possible de déduire qu'A.
septicus et A. lanthierii n'ont pas d’acides gras cycliques ainsi que de longues chaines avec un
nombre impair d'insaturations. lls contiennent aussi un grand pourcentage d’acides gras hydroxylés et
d'acides gras ramifiés. De plus, ils contiennent une grande portion d'acides gras saturés et mono-

insaturés, ce dernier ayant un ratio d’acides gras cis plus élevé que trans.
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Tableau 4.9 Portion (%) d'acides gras méthylés
. A. septicus A. lanthierii | A. cibarius P. aeruginosa

Acide gras AF1028 AF1429 (Ctrl +) Ctr1
C11:0 0 0 0 0
2-OH C10:0 0 0 0 0
3-OH C10:0 0 0 0 2,25
C12:0 5,08 5,03 4,52 1,95
C13:0 0 0 0 0
2-OH C12:0 0 0 0 6,19
3-OH C12:0 0,73 0,73 0 3,01
C14:0 1,24 1,30 3,12 0,55
i-C15:0 0 0 0 0,05
a-C15:0 0 0 0 0,03
C15:0 0,15 0,15 0 0,49
2-OH C14:0 0,22 0,17 0 0
3-OH C14:0 7,04 6,24 4,00 0
i-C16:0 0 0 0 0,13
C16:1n7¢ 30,12 22,48 30,82 9,04
C16:1n7t 6,75 11,65 5,88 0
C16:0 27,41 31,20 25,73 27,60
i-C17:0 0 0 0 0,11
a-C17:0 0 0 0 0,04
cyc-C17:0 (9,10) 0 0 0 4,08
C17:0 0 0,09 0 0,39
2-OH C16:0 0 0 0 0 0
3-OH C16:0 0 0 0 0 0
i-C18:0 0 0 0 0 0
C18:2n6 0 1,23 0 0 0
C18:1n9¢ 0 0 0 0 0,30
C18:1n7¢c 17,56 16,61 20,09 0,74 33,26
C18:1n9t 0 0 0 0 0
C18:1n7t 0,68 1,32 0 4,29 0
C18:0 0,44 0,50 0 1,76 1,56
i-C19:0 0 0 0 0 0
a-C19:0 0 0 0 0 0
cyc-C19:0 (9,10) 0 0 0 0 0
cyc-C19:0
(11,12) 0 0 0 7,52 8,96
C19:0 0 0 0 0 0
C20:0 0 0 0 0 0
C21:0 0 0 0 1,07 0
C23:0 0,37 0,37 2,52 0 0
Inconnu 2,23 0,93 3,32 0,76 0
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4.7 A. septicus et A. lanthierii sous le microscope

L'observation des nouvelles espéces A. septicus et A. lanthierii sous microscopie électronique
a balayage et en transmission ont permis de déduire que ces espéces ont une forme de batonnet
légerement courbé. lls ont la capacité d’étre mobiles par I'entremise d'un seul flagelle polaire. La
longueur des bactéries a été déterminée comme étant entre 1,2 et 2 ym, tandis que la largeur est
entre 0,2 et 0,4 pm.

Figure 4.5 Image d’A. septicus en microscopie électronique a balayage (MEB) et en transmission (MET).
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Figure 4.6 Image d'A. lanthierii en microscopie électronique a balayage (MEB) et en transmission (MET).

4.8 Nouvelles méthodes d’identification

Un protocole de PCR multiplex a été créé avec succés a l'aide du géne rpoB de I'espéce A.
septicus ainsi que du géne gyrB de l'espéce A. lanthierii Ce protocole permet d'identifier
simultanément les deux espéces en une méme PCR. La figure 4.7 illustre I'identification des deux
especes lorsquelles sont mélangées et lorsqu'elles sont identifiées séparément. De plus, une
validation avec d'autres espéces Arcobacter a démontré qu'il n'y a pas eu d'amplification non

spécifique.
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Un protocole de PCR ciblant toutes les espéces Arcobacter, incluant les nouvelles espéces, a
aussi été créé avec succés. A l'aide des séquences du géne gyrB de toutes les espéces Arcobacter
publiees lors de la rédaction de ce mémoire, une paire d’'amorces a été créée et validée. Dans le gel
de la figure 4.8, un amplicon de 395 bp a été observé pour toutes les espéces Arcobacter. Aucune
amplification n'a été observée avec d’autres genres bactériens testés, comme Campylobacter,

Helicobacter, Aeromonas, Pseudomonas et Escherichia (ces résultats ne sont pas illustrés sur le gel).

Références des espéces Arcobacter

1000
700

300

Figure 4.8 PCR spécifique au genre Arcobacter.

Méthode PCR créée afin d'identifier toutes les espéces Arcobacter connues. Les références des espéces
Arcobacter sont représentées dans la premiére partie de ce gel en suivant I'ordre des puits: (1) A. bivalviorum, (2) A.
nitrofigilis, (3) A. molluscorum, (4) A. ellisii, (S) A. trophiarum, (6) A. marinus, (7) A. mytili, (8) A. venerupis, (9) A.
defluvii, (10) A. cibarius, (11) A. halophilus, (12) A. thereius, (13) A. skirrowii, (14) A. cryaerophilus (15) A. butzleri,
(16) A. septicus et (17) A. lanthierii. Cette PCR amplifie le géne gyrB (395 pb). Les produits d’amplification ont été
observés par électrophorése sur un gel d’agarose de 1,5%.

A raide du protocole de PCR spécifique au genre Arcobacter, une méthode RFLP a été
congue afin de discriminer toutes les espéces. La figure 4.9 illustre les 17 différents profils de
restriction avec I'enzyme de restriction Alul. Les différents profils pour chaque espéce évaluée sont
résumeés dans le tableau 4.10 avec les fragments théoriques obtenus avec un logiciel ainsi que les

fragments expérimentaux.
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Figure 4.9 Profile des fragments des espéces Arcobacter par RFLP.
Méthode RFLP créée afin de discriminer toutes les espéces Arcobacter. L'échelle de poids moléculaire d’ADN

GeneRuler Ultra Low Range a été utilisée (M). Les résultats de la digestion avec Alul ont été observés par
électrophorése sur un gel d’agarose de 4% TopVision LE GQ (CAT# R0491).
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Tableau 4.10 Fragments d’ADN théoriques et expérimentaux pour la méthode RFLP.

Les fragments expérimentaux obtenus par électrophorése (Fig 4.9) et les fragments théoriques par le logiciel
DNAMAN pour chaque espéce Arcobacter sont illustrés. Les chiffres en gras sont les fragments obtenus
théoriquement et expérimentalement.

. . Fragment sizes (bp)
Well # Species Strain Theoretical Factual
1 Arcobacter bivalviorum LMG 26124 178, 103, 60, 27, 15, 12 178, 103, 60
2 Arcobacter nitrofigilis ATCC 33309 178,84,79,30,15,12,9 |178,84,79
3 | Arcobacter molluscorum LMG 25693 189, 132, 31, 27, 15, 12,6 (189, 132, 31,27
4 | Arcobacter ellisii LMG 26155 202,178, 15 202,178
5 Arcobacter trophiarum LMG 25534 178, 125, 95 178, 125, 95
6 Arcobacter marninus LMG 25770 163, 141, 39, 31, 21 163, 141, 39
7 | Arcobacter mytili LMG 24559 127,60, 51,45,43,9 127,60, 51
8 Arcobacter venrupis LMG 26156 163,109, 69, 42, 12 163, 109, 69, 42
9 |Arcobacter defluvii LMG 25694 175,172,27,15,6 175,172, 27
10 |Arcobacter cibarius LMG 21996 202, 193 202,193
11 | Arcobacter halophilus ATCC BAA-1022 {193, 132, 31, 30,9 193, 132, 31,30
12 | Arcobacter thereius LMG 24486 178, 104, 43, 30, 25, 15 178, 104, 43, 30
13 | Arcobacter skirrowii LMG 6621 163, 95, 83,42, 12 163, 95, 83,42
14 |Arcobacter cryaerophilus NCTC 11885 178, 172,45 178,172, 45
15 |Arcobacter butzleri ATCC 49616 175, 95, 83, 27, 15 175, 95, 83
16 |Arcobacter septicus (not yet published) AF1028 175, 95, 83, 42 175, 95, 83,42
17  |Arcobacter lanthierii (not yet published) AF1429 178, 96,79, 42 178,96,79,42

67



68



5 DISCUSSION

L'objectif global de ce mémoire était de caractériser deux nouvelles espéces bactériennes
appartenant potentiellement au genre Arcobacter. Ces nouvelles espéces ont été isolées de matiéres
fécales humaines et d'animaux de ferme. Les espéces Arcobacter septicus et Arcobacter lanthierii ont

été caractérisées comme faisant partie du genre Arcobacter.

5.1 Les nouvelles espéces appartiennent au genre Arcobacter

Ces deux nouvelles espéces se regroupent avec les espéces Arcobacter provenant de
sources fécales plutét que de sources environnementales (Fig. 4.1). Etant donné leur source, soit des
féces de vaches laitiéres et de truie ainsi que de fosses septiques humaines, il n’est pas surprenant
qu'elles se classent dans ce groupe. Selon la littérature, une valeur arbitraire d’au plus de 97% entre
les séquences des génes de 'ARNr 16S permet de discriminer potentiellement des espéces du méme
genre. Le tableau 4.1 illustre les pourcentages d’homologie entre les séquences du géne de I'ARNr
16S et la moyenne, par rapport aux espéces les plus génétiquement similaires aux deux nouvelles
especes, est a plus de 97%. Cependant, ce chiffre peut étre sous-estimé étant donné que les espéces
du genre Arcobacter ont entre 91 et 99% d’homologie entre elles comme mentionnée dans la
section 2.2 de ce mémoire. D'aprés les arbres phylogénétiques (Fig. 4.1 & 4.4), les dix souches
découvertes semblent appartenir & de nouvelles espéces étant donné qu'elles ont toutes deux des
positions phylogénétiques différentes par rapport aux séquences de 'ARNr 16S et des génes de
ménage des espéces Arcobacter connues. Toutefois, la comparaison des génomes de ces deux
espéces avec les autres especes d'Arcobacter permettra de mieux valider la notion de nouvelles
especes. Pour le bien de ce mémoire, les arbres phylogénétiques ont été représentés
individuellement pour chaque géne étudié cependant, pour une publication future un arbre concaténé
regroupant tous les génes séquencés sera construit afin de démontrer d’avantage le profil génétique

de chaque souche.
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5.2 Conditions optimales de croissance

Le genre Arcobacter se distingue du genre Campylobacter en ayant l'incapacité de croitre a
une température de 42°C. Les nouvelles espéces ont la capacité de bien croitre aux températures de
25, 30 et 37°C, cependant aucune croissance n'a été observée a 42°C. Les Arcobacter peuvent
croitre aisément & des températures entre 25 et 37°C. Une autre distinction entre les genres
Arcobacter et Campylobacter est que les espéces Campylobacter ne sont pas aérotolérant tandis
qu'Arcobacter peut croitre en présence d’oxygene. D'aprés le tableau 4.3, les deux nouvelles espéces
ont la capacité de croitre sur le milieu m-CCDA (Campylobacter blood-free selective media), utilisé
pour la croissance des espéces Campylobacter, cependant en trés faible biomasse comparée au
genre Campylobacter. Les deux nouvelles espéces appartiennent bel et bien au genre Arcobacter et
non au genre Campylobacter, un genre de la méme famille qu'Arcobacter basé sur ces études de

croissance.

5.3 Caractérisation biochimique et enzymatique

Afin de bien démontrer les résultats pertinents, les résultats de la caractérisation phénotypique
ont été mis sous forme de tableau (tableau 4.5 et 4.6). Toutefois, une analyse d’agglomération de type
UPGMA aurait aidé & visualiser, sous forme de dendrogrammes, la classification distincte des
souches selon leurs profiles phénotypiques parmi les espéces Arcobacter connues. De ces tableaux,
il est possible de déduire que les espéces A. lanthierii et A. septicus ont toutes deux plusieurs des
caractéristiques standards observées chez les espéces du genre Arcobacter, soit la forme de
batonnet courbé, motile a l'aide d’'un flagelle polaire ainsi que la capacité de faire la catalase, la
réduction du nitrate et I'oxydase. |l est difficile aujourd’hui de discriminer les espéces du méme genre
bactérien & l'aide de tests phénotypiques comme les galeries APl (Huysmans et al., 1995) étant
donné 'augmentation du nombre d'espéces bactériennes décrites. Cependant, la croissance sur un
milieu contenant de la glycine pourrait étre un test pouvant discriminer entre les deux nouvelles
espéces, car A. lanthierii a été positif pour la croissance sur ce produit tandis qu'A. septicus a été
négatif. De plus, plusieurs conclusions peuvent étre faites a partir des résultats des galeries API, non
seulement par rapport aux autres espéces Arcobacter, mais aussi entre A. septicus et A. lanthierii.
Parmi tous les tests présents sur les galeries API, aucun ne permet la discrimination de ses deux
nouvelles espéces aux espéces Arcobacter connues. Cependant le test de la production d'acétoine,
indiquée par la réaction positive avec le réactif de Vogues-Proskauer (VP), pourrait étre un test
identifiant une souche bactérienne comme étant potentiellement A. septicus ou A. lanthierii, étant
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donné que ce test a été positif pour seulement une autre espéce Arcobacter, soit A. trophiarum. Les
tests pouvant discriminer A. septicus de A. lanthieri sont la réduction du nitrate, qui a été positif pour
A. lanthierii et négatif pour A. septicus. De plus, A. lanthierii a été capable de faire I'assimilation de

I'acétate de sodium et non A. septicus.

5.4 Les espéces A. lanthierii et A. septicus sont multirésistantes

L'analyse de la résistance aux antibiotiques est trés importante dans le cas des espéces
Arcobacter puisqu'elles sont souvent retrouvées chez des animaux (Driessche et al.,, 2003) et des
humains (Vandenberg et al., 2004) ayant une gastroentérite. De méme, elles sont aussi retrouvées
dans les hdpitaux (Minaeva et al., 2006a). Les profils de résistance des souches d'Arcobacter
septicus sont beaucoup plus variables que ceux observés avec les souches d'Arcobacter lanthierii.
Cependant, une résistance a la clindamycine a été observée chez la majorité des souches
appartenant aux deux especes. La clindamycine est un antibiotique communément utilisé contre les
infections causées par des bactéries anaérobies. De plus, il est utilisé chez les chiens et les chats; par
contre, son utilisation n'est pas recommandée pour les animaux de ferme puisqu'il cause des
diarrhées pouvant causer la mort. Plusieurs études ont démontré une résistance accrue a la
clindamycine chez les espéces Arcobacter. L'évaluation de la résistance a la clindamycine chez 126
isolats d’'A. butzleri a démontré que 90% des isolats étaient résistants (Son et al., 2007a). Dans une
autre étude effectuée dans le laboratoire du Dr Lanthier, I'évaluation de la résistance a la
clindamycine chez 311 isolats d'A. butzleri provenant de diverses sources fécales a démontré une
résistance dans 86% des isolats (Whiteduck Léveillée et al., 2013). Il est important de noter le profil de
résistance trés varié des isolats A. septicus, car ils sont tous des isolats provenant de fosses
septiques et donc d’échantillons fécaux humains. Une résistance 4 la clindamycine, un antibiotique de
choix pour les infections anaérobiques, chez les souches AF1028 et AF1033 ainsi que leur résistance
a trois et quatre, respectivement, des huit antibiotiques évalués est trés alarmante. Cette
multirésistance peut étre due a I'emploi impropre ou encore abusif des antibiotiques chez les humains.
Les bactéries vont normalement acquérir une résistance afin de s’adapter davantage a leur
environnement et donc ceci suggére que I'acquisition d’une multirésistance chez les souches AF1028
et AF1033 d'A. septicus pourrait &tre un signe de pathogénicité chez cette bactérie. Etant donné que
ces souches proviennent de fosses septiques humaines, ceci suggére qu'elles pourraient causer des
maladies gastroentériques. Cependant, des analyses de pathogénicité n'ont pas été effectuées sur
ces deux nouvelles espéces. Aucune résistance n'a été observée pour les souches AF1058 et
AF1078, néanmoins, ceci n'exclut pas une résistance a tout autre antibiotique. Bien qu’elle ne soit pas
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omniprésente chez I'ensemble des espéces Arcobacter, une résistance a la céfopérazone
(tableau 4.4), qui est souvent analysée lors de la caractérisation des espéces Arcobacter, a été
observee chez les deux espéces. C'est pour cela que certains des milieux sélectifs pour Arcobacter
contiennent de la céfopérazone et ces milieux sont également considérés adéquats pour la croissance
de ces deux nouvelles espéces (c.-a-d. milieux ASIA et m-AAM).

5.5 Génétique

Une PCR spécifique au genre Arcobacter a bel et bien validé I'appartenance de ces nouvelles
especes a ce genre bactérien (Fig. 4.8). Afin de vérifier si ces espéces appartenaient possiblement a
une espéce déja publiée, deux méthodes de PCR multiplex ont été effectuées. L’ADN extrait des
nouvelles especes a été premiérement identifié par la PCR multiplex de Houf et coll. qui permet la
discrimination d’A. butzleri, A. cryaerophilus et A. skirrowii et le résultat a conclu que tous les isolats
étaient Arcobacter butzleri. La méthode de PCR multiplex de Douidah et coll. a ensuite été réalisée
et, malgré le fait que cette méthode PCR identifie aussi A. butzleri aucun isolat n'a été identifié
comme étant A. butzleri avec cette mPCR. Les résultats de cette derniére méthode n'ont démontré
aucune amplification pour les isolats d’A. septicus et a démontré un mélange des espéces A. cibarius
et A. skirrowii pour les isolats d’A. lanthierii. En utilisant les deux mPCR qui sont communément
utilisée, tous les contrdles positifs ont été bien amplifiés et identifiés; cependant, les résultats pour les
isolats appartenant aux nouvelles espéces sont peu convaincants, ce qui a aussi été reporté dans
d’autres études (Collado et al., 2009a, Levican et al., 2012). Cette identification plutét douteuse est un

indice de la découverte potentielle de nouvelles espéces Arcobacter.

Actuellement, seulement deux génomes complets de souche référence du genre Arcobacter
ont été séquencés, soit A. butzleri RM4018 (Miller et al., 2007) et A. nitrofigilis C| (Pati et al., 2010);
cependant plusieurs sont en voie de I'étre. Le génome complet d’'A. septicus et A. lanthierii sont
toujours en cours de séquengage. Toutefois, des analyses préliminaires a I'aide du logiciel FastQC
suggérent que le génome est de bonne qualité; ne nécessitant alors aucune correction ou excision.
Par rapport au contenu (%) en G+C, les résultats préliminaires sur le génome d'A. lanthierii sont en
accord avec la majorité des espéces Arcobacter déja publiées ou séquencées (Sasi Jyothsna et al.,
2013), soit avec un contenu se situant entre 25 et 30% (tableau 4.8). Selon les données obtenues par
les séquences des génomes connus, on peut s'attendre a ce qu'A. septicus et A. lanthierii possédent
plus de 2000 génes.
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5.6 Analyses des acides gras

Le profil des acides gras présents chez une espéce ou une autre peut permettre la
différenciation entre les espéces appartenant 8 un méme genre bactérien. Les acides gras 14:0, 16:0 ;
16:1, 18:0 ainsi que 18:1 sont les plus présents chez les espéces A. butzleri, A. cryaerophilus, A.
nitrofigilis et A. skirrowii. Ces mémes acides gras ont été retrouvés chez les nouvelles espéces, A.
septicus et A. lanthierii (Tableau 4.9). De plus, les acides gras 16:0 sont les plus abondants chez les
Arcobacter et de méme pour A. septicus et A. lanthierii. L’espéce Arcobacter la plus récemment
publieée démontre aussi un profil d’acide gras trés similaire a ceux d’A. septicus et A. lanthierii, soit une
présence majoritaire des acides gras C16:1w 7c, C18:1w 7c, C16:0 et C12:0 et en minorité les acides
gras C14:0, C12:030H et C18:0 (Sasi Jyothsna et al., 2013). Il y a une grande ressemblance entre le
profil d’acide gras des deux nouvelles espéces en comparaison avec une espéce génétiquement
similaire, soit A. cibarius (Tableau 4.9). Toutefois, les nouvelles espéces ont un plus grand nombre
d'acides gras hydroxylés (OH) ainsi qu'un plus grand ratio d’acides gras ayant de longues chaines.
Cependant, lorsque I'on compare avec d’autres bactéries 8 Gram négatif étant aussi des pathogénes
humains, soit Escherichia coli ou encore Pseudomonas aeruginosa, il y a plusieurs différences. Les
especes A. septicus et A. lanthierii ont toutes deux un manque d'acides gras cycliques qui sont
normalement présents chez les bactéries @ Gram négatif. La plus grande source d'acides gras
hydroxylés chez les bactéries est la partie du lipide A du lipopolysaccharide qui sert a 'ancrage des
polysaccharides a la surface de la membrane bactérienne. Ceci peut étre une indication de la
présence d’antigéne de surface ou encore de pathogénicité. Les nouvelles espéces contiennent aussi
de longues chaines saturées a nombre impair qui sont généralement rares chez les bactéries a Gram
négatif. L'espeéce A. septicus a un ratio d’'acides gras cis/trans plus grand qu'A. lanthierii, indiquant
que celui-ci aurait une membrane plus fluide et flexible permettant alors un ancrage cellulaire et ainsi
contribuer a la pathogénicité. Encore une fois, I'utilisation d'une analyse d’agglomération de type
UPGMA avec les résultats du tableau 4.9 aurait permis de visualiser davantage les profiles
phénotypiques divergents des souche et donc ce type d'analyse devrait étre considérée pour une

publication future.
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5.7 Observation microscopique

Sous un microscope, les deux nouvelles espéces découvertes ont une apparence trés
similaire et comparable aux espéces Arcobacter publiées. Vandamme et coll. on décrit le nouveau
genre Arcobacter en 1991 comme ayant une forme de batonnet courbé, mobile a I'aide d'un seul
flagelle polaire et mesurant 0,2-0,9 ym de largeur ainsi que 1-3 um de longueur (Vandamme et al.,
1991b). Toutes ces caractéristiques ont été également observées chez A. septicus et A. lanthierii lors
d'une observation sous microscope électronique. Certaines particularités peuvent permetire de
differencier les nouvelles espéces I'une de l'autre, soit une forme plus allongée et courbée pour A.

lanthierii en général.
5.8 Methodes d’identification des nouvelles espéces

L'utilisation de séquences de génes de ménage a prouvé étre plus efficace pour le
développement d'une méthode PCR multiplex pour la détection simultanée des nouvelles espéces. Le
tableau 4.7 démontre le type de résultats ambigus obtenus lors de I'utilisation de méthodes
conventionnelles utilisant TARNr 16S. De plus, avec un nombre croissant d'espéces Arcobacter étant
caractérisées dans les dix derniéres années, des méthodes qui discriminent toutes les espéces sont
de mise. La méthode PCR-RFLP présentée dans ce mémoire est non seulement capable de détecter
toutes les especes Arcobacter en utilisant également la séquence d’'un géne de ménage, mais aussi

de les discriminer entre elles.
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6 CONCLUSION

L'étude de 10 souches Arcobacter hypothétiques a permis de conclure que deux nouvelles
especes ont été découvertes. Le nom A. lanthierii a été proposé afin de rendre hommage au Dr
Lanthier, qui était originairement mon directeur de recherche, et A. septicus est le mot latin pour
septique. Les résultats de plusieurs méthodes de caractérisations phénotypiques, soit la capacité de
faire la catalase, I'oxydase, la réduction du nitrate et une croissance optimale en conditions
microaérophiles a 30°C, démontrent un profil de caractéristiques commun aux Arcobacter. Les
résultats de I'analyse des acides gras ainsi que des observations sous microscopie électronique ont
aussi démontré une appartenance au genre Arcobacter. De plus, des analyses phylogénétiques du
géne de I'ARNr 16S ainsi que de 3 génes de ménage ont permis de discriminer ses nouvelles
especes parmi les espéces appartenant déja au genre Arcobacter. Cependant, la séquence du
génome complet, toujours en processus, pourra confirmer leur individualité dans le genre Arcobacter.
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