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RESUME

Objectif : Déterminer par biotypage la diversité biologique de Escherichia coli isolé du milieu lagunaire de
Fresco.

Méthodologie et résultats : Au total, 412 échantillons ont été prélevés dont 252 d’eau et 160 de quatre
especes de poisson appartenant au genre Tylochromis, Sardinella, Chrysichthys et Sarotherodon. Les
souches de E coli isolées selon la technique des membranes filtrantes et identifiées par les méthodes
conventionnelles de bactériologie, ont été 'objet d’un biotypage. La prévalence des souches de E. coli
dans I'ensemble des échantillons analysés est de 60,4% dont, 42% pour 'eau et 18,4% pour les poissons.
Quatorze profils biochimiques différents, qui se distinguent principalement par la fermentation du rhamnose
et du saccharose ont été identifiés. Les biotypes les plus isolés sont le biotype 6 (53,4%) qui fermente le
saccharose et le biotype 1 (25,7%) qui est le biotype typique, saccharose négatif, identique a celui de la
souche de référence ATCC 25922. Huit biotypes sont spécifiques aux souches de 'eau et deux autres a
celle des poissons.

Conclusion et applications : La lagune de Fresco héberge différentes souches de E.coli rencontrées a la
fois dans I'eau et dans quatre espéces de poissons péchées dans ce milieu. La présence de ce marqueur
biologique indique qu'il se produit une contamination du milieu; ce qui peut représenter un risque
d’infection de la population riveraine, s'il existe dans ces biocontaminants des agents pathogenes. La
diversité des biotypes dénote des sources de contamination d’origines diverses ou une adaptation probable
des souches aux différents écosystemes étudiés. Il est donc important pour les autorités de la ville de
Fresco de mener des campagnes de sensibilisation aupres de la population afin de préserver l'intégrité du
milieu. Il est nécessaire d'étudier si la présence de facteurs de virulence est liée a des biotypes particuliers.
Mots clés : Escherichia coli, biotypes, lagune, eau, poissons, Fresco, Cote d’ivoire.

ABSTRACT

Objective: To determine by biotyping the biological diversity of Escherichia coli isolated from the lagoon of
Fresco.

Methodology and Results: In total, 412 samples were collected including 252 for water and 160 belonging
to four species of fish to the genus Tylochromis, Sardinella, Chrysichthys and Sarotherodon. Strains of E.
coli isolated by membrane filter technique and identified by conventional methods of bacteriology, were the
subject of a biotyping. The prevalence of strains of E. coli in all samples analyzed was 60.4% whose, 42%
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for water and 18.4% for fish. Fourteen different biochemical profiles, which are distinguished primarily by
the fermentation of rhamnose and sucrose, were identified. Biotypes 6 (53.4%) and 1 (25.7%) which
ferment respectively sucrose and not are most isolated. Biotype 1 corresponding to the reference strain
ATCC 25922. Eight biotypes are specific to water and two for fishes.

Conclusion and applications: The lagoon hosts different strains of E. coli encountered in both water and
four species of fish caught in the middle. The presence of this biological marker is an expression of
environmental contamination which can cause a risk of infecting the local population if it contains
pathogens. The diversity of biotypes can be explained by the fact that there are different sources of
contamination or by the adaptation of strains to different environments. It is therefore important for the
authorities of the town of Fresco to conduct awareness campaigns among the population to preserve the
integrity of the environment. It's necessary to study whether the presence of virulence factors is related to

specific biotypes.

Keywords: Escherichia coli, biotypes, lagoon, water, fish, Fresco, Cote d’ivoire.

INTRODUCTION

En Céte d’lvoire, les villes d’Abidjan, de Grand-
Lahou et Fresco se sont respectivement
développées en bordure de lagune. Selon les
travaux de Kouassi et al., 2005; Konan et
al.,2008, les eaux de la lagune de Grand-Lahou
sont impropres a tous types d’activités si on se
réfere aux normes de 'OMS en matiere de qualité
des eaux. La pollution de cette lagune serait
causée par une forte anthropisation et par le
déversement abusif d'eaux résiduaires relevant
d’activitts domestiques et agro industrielles,
rejetées sans aucun traitement préalable dans le
milieu naturel (Lanusse et Guiral, 1988; Kouassi et
al., 1990 et 2005 et Guiral et al., 1993). Par contre,
selon Issola (2009), la lagune de Fresco, au plan
chimique, n’est pas polluée a cause du fait que la
ville est faiblement anthropisée (60700 habitants).
Les autres données disponibles sur cette eau sont
relatives a la biodiversité d’organismes supérieurs
(Egnankou, 1985; Nicole et al., 1987 ; Sankaré et
al, 1999 ; Egnankou et al., 2004). L’aspect
concernant la biodiversité microbienne n’a pas été
rapporté. Cependant, le constat est que les
populations se servent de cette eau pour des
activitts ménagéres, notamment la cuisine, la
vaisselle, la lessive ou comme eau de baignade et
parfois méme de boisson. De plus, les eaux usées

MATERIEL ET METHODES

Milieu d’étude : La ville de Fresco est située a 227 km
d’Abidjan a 9932 de latitude nord et 6°29 de longitude
ouest et fait partie de la région du sud Bandama en
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résultant de certaines de ces activités sont rejetés
directement dans la lagune. Il se développe par
ailleurs, autour de cette lagune, des activités
d’élevage bovin, ovin, porcin et aviaire. Dans ces
conditions, la lagune de Fresco serait
probablement sujet @ une pollution biologique de
nature variée; ce qui présenterait un risque
sanitaire pour les populations riveraines si cette
biocontamination comporte des organismes
pathogénes. L'un des agents marqueurs de
pollution hydrique, qui plus est témoin d'une
contamination fécale, dont le genre comporte des
especes pathogénes ou constitue un indice de
présence de pathogenes entériques est
Escherichia coli (Araujo et al., 1997 ; Ejaz et al.,
2001; Kjrschner et al.,2004 ; Shar et al.,2009).
L'identification et la caractérisation de souches de
E coli isolés du milieu lagunaire permettrait
d’apprécier non seulement le niveau de bio
pollution hydrique, mais également de comprendre
le mode de dissémination des biocontaminants et
le risque d'expositon de la population a
d’éventuels agents pathogénes entériques. Le but
de cette étude est de déterminer par biotypage la
diversité biologique des souches de E. coli isolées
du milieu lagunaire de Fresco.

Cote d'lvoire. Son plan d’'eau lagunaire qui est I'objet
de notre étude s'étend d’Est en Ouest, sur une
longueur d’environ 6 km, une largeur comprise entre 2
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et 4 km avec une profondeur moyenne de 4 m et une
superficie de 17 km? (Sankaré et al., 1999 ; Egnankou
et al, 2004). Elle est arrosée par de nombreuses
rivieres dont le gnignoro et le bolo qui terminent leur
course dans la lagune (figure 1).

Echantillonnage : Sept stations (numérotées de 1 a 7)
de prélevement d’eau ont été choisies (figure 1) en
fonction des différentes activités humaines et
hydrologiques se déroulant sur I'étendue de la lagune
et également des niches écologiques qui sy trouvent.
Le matériel est constitué des échantillons d’eau
prélevés a la surface de la lagune de Fresco et des
poissons péchés dans cette lagune sur une période
allant de janvier 2008 a juin 2009. Les espéces de
poissons utilisées pour notre étude sont: Tylochromis
jentenki jentenki, Sardinella maderensis, Chrysichthys

nigrodigitatus et Sarotherodon melanotheron. Le choix
des espéces de poissons s'est fait en fonction de la
disponibilité tout au long de I'année, de la demande sur
le marché (les poissons les plus prisés par la
population) et de la valeur qualitative. De plus, le choix
est effectué sans distinction de sexe, de taille, de poids
et d'age.

Les échantillons d'eau sont prélevés dans des flacons
en verre stérile de 1000ml (Pirex) par station a raison
d'un échantillon par station et par mois. Ces
échantillons sont conservés dans une glaciére
contenant des pailettes de glace, avant d'étre
acheminés au laboratoire d'analyse. Au total, 252
échantillons d’eau et 160 échantillons de poissons ont
été analysés.

-5,11
~5,9
ANCIEN FRESC
- 5,07
OCEAN ATLANTIQUE
0::1’53
kilometres - 5,05
T T T T T
-5,68 -5,64 -5,60 -5,56 -5,52

Figure 1 : Stations d’échantillonnage dans la lagune de Fresco.

Méthodes d’analyse bactériologique : Cent millilitres
(100 ml) d’eau sont prélevés et filtrés sous vide sur une
membrane circulaire millipore de 0,45um de porosité et
47mm de diamétre a l'aide d’un appareil de filtration
(station vide / Pression, REF-87419) selon la technique
des membranes filtrantes (Haas et Heller, 1986 ; Shar
et al.,2008). Chaque membrane est ensuite déposée
sur le milieu EMB (Merck) préalablement préparé pour
lisolement des E. coli.

Pour lanalyse visant lisolement des souches du
poisson, le matériel de dissection est stérilisé dans de
l'alcool éthylique a 75 %. Les échantillons de poissons

frais sont nettoyés avec de I'alcool a 75% puis, 10 g de
branchies et 10 g de viscéres sont prélevés sur chaque
échantillon de poisson et introduits dans un flacon
contenant 90 ml du bouillon EPT (Merck). Les flacons
sont portés a I'étuve 24 heures a 37°C. A partir du
bouillon de culture, une gélose EMB (Merck) est
ensemencée et incubée 24h & 37°C.

Les colonies violettes avec un reflet métallique,
caractéristiques de E.coli, sont prélevées et une
subculture est réalisée sur une gélose nutritive (Bio-
Rad), qui est incubée 24h a 37°C. A partir des colonies
obtenues une recherche de cytochrome oxydase et de
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catalase ont été effectuées par utilisation
respectivement de disques d'oxydase (Biomérieux) et
d'eau oxygénée (Merck). La recherche des autres
caractéres biochimiques caractéristiques de biotype,
s'est faite sur une galerie Api 20E, en utilisant le kit
d’identification BioMeriux (Marcy I'Etoile- France). La
galerie Api 20E est ensemencée par un inoculum de 5

RESULTATS

Prévalence des souches de E coli: Sur un total de
412 échantillons, 249 souches de E.coli ont été
identifiées, soit une prévalence de 60,4%. L'eau a la

ml de suspension de colonie dans de I'eau distillée
stérile et elle est incubée 24h a 37°C. Les réactions
produites pendant la période d'incubation se traduisent
par des virages colorés spontanés ou révélés par
I'addition de réactifs. Chaque profil est décodé en
utilisant le catalogue analytique (BioMeriux).

prévalence la plus élevée (69,5%). Sarotherodon
présente la plus grande fréquence (11,7% ) d’isolement
de E.coli au niveau des poissons (figure 2).
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Figure 2: Prévalence des souches de E coli selon les différents écosystemes

Biotypes des souches de E coli : Quatorze biotypes
différents au niveau des E.coli ont été observés
(tableau 1). Les différences biochimiques se situent au
niveau de ['utilisation des sucres, tels que le rhamnose

(RHA), le saccharose (SAC), le sorbitol (SOR),
linositol (INO) et des réactions de décarboxylations de
la lysine (LDC), et de I'ornithine (ODC).

Tableau 1 : Caractéres différentiels et fréquence d’isolement des biotypes

B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 B11 B12 B13 B14
ONPG + + + + + + + + + + + + + +
ADH - - - - - - - - - - - - - -
LDC + + + + + + + + - - - - - +
oDC + - - - - + + + - - - + + +
CIT - - - - - - - - - - - - - -
HS e
UREE - - - - - - - - - - - - - -
TDA - - - - - - - - - - - - - -
IND + + + + + + + + + + + + + +
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GEL - - - - - - - - - - - - - -
GLU + + + + + + + + + + + + + +
MAN + + + + + + + + + + + + + +
INO - - - - - - - - - - - - - +
SOR + + + - + + - + + + - - +
RHA + + + + - + + - + + + + +
SAC - - + - - + + - + + + - +
MEL + + + + + + + + + + + + +
AMY - - - - - - - - - - - - - -
ARA + + + + + + + + + + + + + +
Fr. Biotype
(%) 257 64 36 08 12 534 08 16 32 04 08 04 08 08

B= biotype; Fr. Biotype= fréquence d’isolement des biotypes ;
Dihydrolase; LDC= Lysine Décarboxylase; ODC= Ornithine Décarboxylase; CIT= Citrate; H.S= Hydrogéne Sulfuré; UREE= urée;
TDA= Tryptophane Désaminase; IND= Indole; VP= Voges Proskauer; GEL= Gélatine; GLU= Glucose; MAN= Mannitol; INO=
Inositol; SOR= Sorbitol; RHA= Rhamnose; SAC= Saccharose; MEL= Melibiose; AMY= Amygdaline; ARA= Arabinose; %=

pourcentage. -

ONPG= OrthoNitroPhenyl b-Galactoside ; ADH= Arginine

=négatifa la réaction; +=positif a la réaction; Tylochromis: Tylochromis jentenki jentenki; Sarotherodon:

Sarotherodon melanoteron ; Sardinella: Sardinella maderensis ; Chrysichthys: Chrysichthys nigrodigitatus.

Les différents biotypes obtenus sont comparés au
biotype 1 (B1) qui selon Biomerieux correspond a la
souche de référence de Escherichia coli ATCC 25922
(tableau 1). Les biotypes 4, 7, 11 et 12 sont sorbitol
négatifs. Les biotypes 2, 3, 4, 5, 9, 10 et 11 sont tous
ODC négatifs. Les biotypes 9, 10, 11, 12 et 13 sont
LDC négatifs. Les biotypes 3,4, 5, 6, 7, 8, 10, 11, 12 et
14 ont I'utilisation ou non de I'un de ces sucres (inositol,
sorbitol, rhamnose, saccharose) au moins en commun.
Les biotypes fréquemment rencontrés sont 1 et 6 avec
des fréquences d'isolement respectives de 25,7% et
53,4%. Les biotypes 2, 3 et 9 sont moyennement isolés
a des fréquences respectives de 6,4 ; 3,6 et 3,2%. Les
biotypes 4, 7, 11, 13 et 14, isolés tous a 0,8% ; et les
biotypes 10 et 12 isolés a 0,4% ainsi que les biotypes 5
et 8 isolés a 1,2% et 1,6% font partie des biotypes
faiblement rencontrés.

Répartition des biotypes dans les écosystémes : Le
tableau 2 montre I'effectif des souches des différents
écosystémes par biotypes. Au niveau des poissons, 76

souches sont reparties sur 6 biotypes différents dont 15
souches pour Tylochromis jentenki jentenki, 29 pour
Sarotherodon melanotheron, 18 pour Sardinella
maderensis et 14 pour Chrysichthys nigrodigitatus. Les
souches de I'eau au nombre de 173 sont reparties sur
12 biotypes différents (tableau 2). Les biotypes 12 et 13
sont observés avec des fréquences de 0,4 et 0,8%
uniquement au niveau des poissons. Le poisson le plus
contaminé est Sarotherodon melanoteron avec 29
souches suivi de Sardinella maderensis (18 souches),
de Tylochromis jentenki jentenki (15 souches) et de
Chrysichthys nigrodigitatus (14 souches) (tableau 2).
Huit biotypes proviennent uniquement des souches
isolées de I'eau, ce sont les biotypes 3, 4, 5, 7, 8, 10 11
et 14 dont les fréquences d'isolement sont
respectivement de 3,6%, 0,8%, 1,2%, 0,8%, 1,6%,
0,4%, 0,8% et 0,8%. Ces biotypes sont tous faiblement
isolés. Quatre biotypes ont été a la fois isolés de I'eau,
et des poissons. Ce sont les biotypes 1, 2, 6 et 9.

Tableau 2 : Répartition des biotypes dans les différents écosystemes

poissons
nombre de souche eau Tylochromis  Sarotherodon  Sardinella  Chrysichthys
biotype1 64 37 0 26 0 1
biotype2 16 5 9 0 0 2
biotype3 9 9 0 0 0 0
biotype4 2 2 0 0 0 0
biotype5 3 3 0 0 0 0
biotype6 133 101 6 0 18 8
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biotype7 2 2 0 0 0 0
biotype8 4 4 0 0 0 0
biotype9 8 5 0 1 0 2
biotype10 1 1 0 0 0 0
biotype11 2 2 0 0 0 0
biotype12 1 0 0 1 0 0
biotype13 2 0 0 1 0 1
biotype14 2 2 0 0 0 0
total 249 173 15 29 18 14
DISCUSSION

Les 14 biotypes identifiés dans I'eau et dans les 4
especes de poissons analysées, témoignent de la
présence et de la grande diversité de E. coli dans le
milieu lagunaire. La diversité au niveau des biotypes
peut s’expliquer par le fait que les souches d'origine
diverses (animales et humaines) se retrouvent dans le
milieu sans traitement préalable. Le constat est que les
populations riveraines utilisent la lagune comme un
réceptacle de déchets (selles, effluents...). De plus, la
présence de fermes de porc et de poulet a proximité de
I'eau, peut également expliquer la biocontamination. En
effet, les déchets ou fientes émanant de ces fermes
sont soit déversés directement dans la lagune sans
traitement, soit sont entrainés dans le milieu par le
lessivage provoqué par l'eau de ruissellement en
saison pluvieuse. Par ailleurs, dans certains villages en
bordure de la lagune de Fresco, les latrines sont
pratiquement inexistantes et la lagune sert a cet effet.
La prolifération des espéces de E coli dans le milieu
lagunaire suite & la biocontamination, est favorisée par
des conditions physicochimiques adéquates. En effet,
le taux de sel de la lagune est réduit par rapport au
milieu marin et la température moyenne de l'eau de la
lagune de Fresco est de 28,47°C (Issola, 2008).

Le biotype 1 selon BioMeriux correspond & la souche
de référence de Escherichia coli ATCC 25922. Le
biotype 6 avec la plus grande fréquence d'isolement
(563,4%) présente un profil semblable & celui isolé en
Caroline du nord, qui a été responsable d’entérites et
du syndrome de la mortalitt chez le dindonneau
(Edens et al., 1997). De plus, il a été montré chez ce

CONCLUSION

La présente étude montre que la lagune renferme des
souches de E. coli présentes dans I'eau et dans quatre
espéces de  poissons  étudiés,  notamment
Sarotherodon melanoteron, Sardinella maderensis,
Tylochromis  jentenki  jentenki et  Chrysichthys
nigrodigitatus. ~ Sarotherodon melanoteron est le

biotype, la production de colicine, qui est associée a la
virulence de E.coli aviaire (Vidotto et al., 1990). Les
profils des biotypes 1, 2 et 6 correspondent a ceux
isolés lors d'infections urinaires & E.coli chez des
patients (Davies et al, 1977). Selon Swansson et
Collins (1980), ces mémes biotypes (1,2 et 6) ont été,
comme dans cette étude, les plus fréquemment isolés
parmi des souches vétérinaires, avec des
pourcentages respectifs de 12,9%, 13,9% et 27,8%.

Les biotypes 3 et 5 isolés de I'eau a des fréquences
respectives de 3,6% et 1,2% et le biotype 9 isolé de
l'eau et du poisson & une fréquence de 3,2% ont
également été isolés de souches vétérinaires
(Swansson et Collins, 1980). Le biotype 7 isolé
uniquement de I'eau a également été identifié selon
Nijsten et al., (1996), dans les féces d'éleveurs de
porcs et selon Loukiadis (2007), dans les effluents
prétraités des abattoirs en France. Ce biotype
correspondrait au sérotype O157H7 selon Loukiadis
(2007). Les souches sorbitol négatifs, appartiennent
généralement au serogroupe 0157 qui est responsable
de plusieurs pathologies dont la colite hémorragique, le
syndrome hémolytique et urémique. Les biotypes 4, 8,
10, 11 et 14 isolés uniquement dans I'eau de la lagune
et le biotype 12 isolé dans les poissons, ont été
identifiés dans les effluents prétraités et les boues
prélevés dans les abattoirs en France (Loukiadis 2007).
La recherche de facteurs de virulence au niveau des
biotypes isolés pourrait confirmer le caractére infectieux
des souches et permettrait d'évaluer le risque
d'infection a E coli hébergés par la lagune de Fresco.

poisson le plus contaminé suivi par Sardinella
maderensis,  Tylochromis  jentenki  jentenki et
Chrysichthys nigrodigitatus. Des profils de biotypes
isolés de I'eau et des poissons de la lagune de Fresco
sont semblables & ceux de souches vétérinaires ayant
été responsables dentérites, du syndrome de la
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mortalité chez le dindonneau et d'infections urinaires
chez 'lhomme. L'utilisation de cette eau et des poissons
de ce milieu sans traitement préalable (cuisson a haute
température) présente donc un risque d'infection a E
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