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Résumé

Pour étudier I’influence des facteurs environnementaux et biologiques
sur le niveau de contamination des zones de production des palourdes
par Escherichia coli, Salmonella spp., le virus de I’hépatite A (VHA) et
les norovirus, une enquéte épidémiologique a été réalisée en utilisant
791 echantillons de palourdes vivantes (Ruditapes decussatus), dont
539 destinés a des analyses bactériologiques et 252 destinés a la
détection des norovirus et du VHA. Ces échantillons ont été collectés
dans différentes zones de production de la région de Sfax (Sud de la
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Tunisie) durant quatre années consécutives, du mois de mars 2013 au
mois de décembre 2016. La prévalence d’échantillons positifs était
respectivement de 36 % pour E. coli, de 11 % pour Salmonella spp., de
19 % pour les norovirus et de 3 % pour le VHA. La corrélation était
fortement significative entre la contamination par E. coli et celle par
Salmonella spp., ainsi qu’entre la contamination par les norovirus et
celle par le VHA et entre la contamination par les norovirus et celle par
Salmonella spp. La température, la présence d’oiseaux migrateurs et
I’activité touristique sont les principaux facteurs associés au niveau de
contamination microbienne des mollusques bivalves.

Mots clés

Contamination — Escherichia coli — Facteurs environnementaux —
Mollusques bivalves — Norovirus — Salmonella spp. — Virus de
I’hépatite A.

Introduction

Les mollusques filtrent de grands volumes d’eau pour en extraire des
particules de nutriments. Paralléelement, des microorganismes
pathogenes, des substances toxiques et des phytoplanctons toxiques
présents dans 1’eau peuvent aussi se concentrer dans 1’organisme de ces
mollusques et se transmettre au consommateur. Suite a leur ingestion a
I’état cru ou peu cuit, ces coquillages peuvent étre a 1’origine de toxi-
infections alimentaires (TIA), dont les symptomes sont le plus souvent
de nature digestive. Une étude effectuée aux Etats-Unis d’ Amérique sur
plusieurs systémes de surveillance a montré que 58 % des maladies
associées aux aliments sont attribuées aux virus et notamment aux
norovirus humains et au virus de 1’hépatite A (VHA) (1). Ces derniers
sont regulierement associés & des gastroentérites lices a la
consommation de cet aliment (2). Les norovirus sont la cause la plus
fréeqguemment identifiée de gastroentérite aigué non bactérienne dans
toutes les catégories d’age dans le monde entier. Les maladies
diarrhéiques constituent 1’une des principales causes de mortalité chez
les enfants de moins de cing ans et représentent chaque année prés de
1,4 milliard d’épisodes et de 16 a 25millions de déces,
majoritairement dans les pays en développement (3, 4, 5). En France,
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I’hépatite A est une maladie peu fréquente. Les aliments contaminés
interviennent dans 17 % des cas, les coquillages étant suspectés dans la
moitié d’entre eux (6). En moyenne, chaque année aux Etats-Unis
d’Amérique, les norovirus provoquent 19 a 21 millions de cas de
gastroentérite. Ils entrainent entre 56 000 et 71 000 hospitalisations et
de 570 a 800 déces, principalement chez les jeunes enfants et les
personnes agées (7).

De nombreuses études épidémiologiques démontrent le réle des
mollusques bivalves dans des épisodes épidémiques d’hépatite
virale A. L’épidémie la plus importante est celle survenue en 1988 a
Shanghai (République populaire de Chine) avec 300 000 cas liés a la
consommation de coquillages prélevés sur un site insalubre (8). En
Tunisie, I’hépatite A reste une infection fréquente, survenant
essentiellement chez ’enfant. Rezig et coll. en 2008 (9) ont rapporté
une endémicité tres élevée du VHA dans ce pays, puisque 84 % des
enfants sont déja atteints par le virus durant les cing premiéres années
de leur vie.

La salmonellose est I'une des maladies d’origine alimentaire les plus
courantes et les plus répandues, causée par des entérobactéries du genre
Salmonella. On estime a plusieurs dizaines de millions le nombre de cas
recensés chez ’homme chaque année dans le monde et la maladie
entraine plus de 100 000 déces par an (10). Les coquillages, consommeés
Crus ou peu cuits, peuvent étre a I’origine de toxi-infections alimentaires
collectives (TIAC), dont les symptomes sont le plus souvent de nature
digestive (11). Parmi 520 foyers de TIAC, 51 (9,8 %) ont concerné des
produits marins, parmi lesquels 13 (2,5 %) mettaient en cause les
coquillages. Par ailleurs, les experts estiment que ces statistiques
officielles ne représentent que 1 a 10 % des cas réels de salmonelloses
(12, 13).

Les agents pathogénes responsables de la plupart des déces d’origine
alimentaire etaient, en 2010, Salmonella Typhi (52 000 déces),
Escherichia coli entéropathogene (37 000 déces) et les norovirus
(35 000 déces) (14).
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Dans ce cadre, une enquéte analytique des facteurs environnementaux
est d’une importance capitale pour évaluer I’origine de la contamination
des mollusques bivalves par ces agents et I’impact de cette
contamination sur le consommateur.

La réglementation européenne exige un niveau assez faible de
contamination des mollusques bivalves vivants (MBV) par E. coli
(<230 UFC [unité formant colonie] / 100 g CLI [chair et liquide
intervalvaire]) et I’absence de Salmonella spp. pour toute mise sur le
marché.

En Tunisie, le secteur conchylicole joue un réle capital dans 1’économie
du pays. Il est a I’origine de I’emploi d’une main d’ceuvre importante et
constitue surtout une source d’apports de devises considérables,
puisque la majeure partie de la production tunisienne de mollusques
bivalves est exportée en Europe.

La collecte des palourdes (Ruditapes decussatus) constitue 1’une des
principales activités dans le domaine de la péche et de I’aquaculture en
Tunisie. La moyenne de production annuelle est de 1’ordre de 564
tonnes (15, 16, 17). La consommation locale de palourdes en Tunisie
est trés limitée et plus de 99 % de la production est destinée a
I’exportation vers les pays de 1’Union européenne (principalement
I’Italie et I’Espagne). Toutefois, ce secteur est autant prometteur que
fragile et tributaire de nombreuses interactions dont les plus
importantes sont les aléas sanitaires. De par leur systeme de filtration
de I’eau dans laquelle ils vivent, comme tous les mollusques bivalves,
les palourdes concentrent dans leur organisme les particules et les
microorganismes (18). De plus, ces mollusques sont souvent
consommés par 1’homme a I’état cru, donc ils jouent un rdle tres
important dans la transmission de pathogénes (18).

Cet article présente la premiére étude environnementale effectuée dans
la région de Sfax (Sud Tunisien), au cours de laquelle les facteurs de
risques de contamination microbiologique des palourdes ont été
examinés durant quatre années consécutives. Les objectifs de 1’étude
étaient les suivants :
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déterminer le taux de contamination par E. coli, Salmonella
spp., le virus de I’hépatite A et les norovirus des palourdes
récoltées sur différents sites ;

¢tudier I’association de facteurs environnementaux, biologiques
et météorologiques avec le taux de contamination des palourdes
par E. coli, Salmonella spp., le virus de I’hépatite A et les
norovirus dans les zones de production.

Matériels et méthodes

Description de I’enquéte

L’enquéte environnementale a été réalisée en collaboration avec les
partenaires suivants :

le réseau de surveillance microbiologique (REMI), qui contréle
la qualité microbiologique des mollusques bivalves vivants a
raison d’une fois tous les quinze jours. Les analyses, effectuées
a I’Institut de recherche vétérinaire de Sfax (IRVT Sfax), portent
sur la recherche des E. coli et des Salmonella spp. dans la chair
et le liquide intervalvaire des coquillages, en suivant les
méthodes 1SO 16649-3:2015 (19) et 1SO 6579-1:2017 (20)
respectivement ;

le réseau de surveillance virologique (REVI), qui contrble la
qualité microbiologique des mollusques bivalves vivants a
raison d’une fois tous les quinze jours. Les analyses, effectuées
a I’Institut national des sciences et technologies de la mer
(INSTM), annexe de la Goulette, Tunis (Tunisie), portent sur la
détection des acides ribonucléiques (ARN) des norovirus des
génogroupes | et Il (Gl et Gll) et des VHA par la technique
d’amplification en chaine par polymérase couplée a une
transcription inverse en temps réel (RT-PCR), en suivant la
méthode 1SO 15216-1:2017 (21).

Au total, 791 prélevements de palourdes (R. decussatus) ont éte récoltés
sur differents sites de production de la région de Sfax durant quatre ans,
du mois de mars 2013 au mois de décembre 2016. Parmi ceux-ci, 539
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prélévements ont servi pour la recherche d’E. coli et de Salmonella spp.
tandis que les 252 autres ont été utiliseés pour la détection de I’ARN du

virus de I’hépatite A et des norovirus.

Pour ce faire, un questionnaire a été établi pour tous les échantillons
présentant une contamination microbienne et/ou virale (E.coli >
230 UFC/100 g CLI, présence de Salmonella spp., détection d’ARN
des norovirus et/ou du VHA). Ce questionnaire consistait a examiner
le(s) facteur(s) associés a la contamination microbienne pendant la
période correspondant a la date de collecte des coquillages. Il s’agissait
de définir tout d’abord la date de collecte des coquillages afin de fixer
la saison et par la suite les facteurs observés lors de la prise
d’échantillons, tels que la température, la présence d’oiseaux
migrateurs, 1’activité touristique, la période de tonte des moutons, ainsi
que la localisation des sites de production a proximité de la zone de
croisement de 1’cau de mer avec les oueds et les eaux usées. Ces
parametres ont été utilisés pour le calcul de la moyenne de positivité en
fonction de la période au moyen du test statistique de Student.

L’enquéte a également permis d’exploiter les résultats positifs
(contamination bactérienne et/ou virale) de chaque période en calculant
le facteur de corrélation entre les contaminations par ces
microorganismes au moyen du test de Pearson.

Méthode d’identification et de quantification des
contaminants microbiens

La méthode 1SO 16649-3:2015 (19) est la technique de référence pour
le dénombrement des E. coli. Il s’agit d’une méthode horizontale pour
la recherche et le dénombrement des E. coli B-glucuronidase par la
technique de mise en culture en milieu liquide (glutamate) et par le
calcul du nombre le plus probable (NPP) aprés incubation a 37 °C +
1°C, puisad4 °C £ 1 °Csur gélose TBX (tryptone bile X-glucuronide).

La méthode 1SO 6579-1:2017 (20) est la technique de référence pour la
recherche des salmonelles. Cette méthode horizontale permet de
rechercher la plupart des sérovars de Salmonella. Elle nécessite une
étape de pré-enrichissement par 1’eau peptonée tamponnée (EPT) et
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I’enrichissement sur deux milieux liquides spécifiques RVS (bouillon
Rappaport-Vassiliadis soja) et MKTN (bouillon de Miller-Kauffmann
au tétrathionate-novobiocine) suivis de 1’isolement sur deux milieux
solides XLD (gélose xylose-lysine-désoxycholate) et GVB (gélose au
vert brillant). En cas de présence des colonies suspectes, celles-ci
doivent étre identifiées et confirmées par des analyses biochimiques et
sérologiques.

L’analyse des échantillons a été conduite comme suit : 170 échantillons
ont été analysés a I’Institut de recherche vétérinaire de Sfax et 230
échantillons ont été soumis pour analyse a un laboratoire d’analyse
bactériologique en Italie (Centro Ricerche Marine, Cesenatico).

Méthode d’identification et de quantification des
contaminants viraux

La méthode 1SO 15216-1:2017 (21) décrit une méthode de
quantification des ARN du VHA et des norovirus des génogroupes Gl
et Gll présents dans des échantillons, dans le cadre d’essais d’aliments
(fruits tendres, légumes, feuilles, tiges, bulbes, eau embouteillée et
mollusques bivalves vivants) ou sur des surfaces alimentaires.

La méthode sur les mollusques bivalves est la suivante : un échantillon
de 2 g de glande digestive prélevée des mollusques vivants est découpé
en trés fins morceaux. Pour 1’extraction des virus, les morceaux sont
mélanges avec 10 pl du matériel de controle du processus, constitué du
virus Mengo. Immédiatement, 2 ml d’une solution de protéinase K
(30 U/mg) sont ajoutés. Le mélange est incubé dans un incubateur
agitateur a 37 °C pendant 60 min a 320 rpm puis le mélange est incubé
a 60 °C pendant 15 min. La solution obtenue est centrifugée a 3 000 g
pendant 5 min ; 500 pl du surnageant contenant les virus sont traités
pour I’extraction et la concentration de I’ ARN viral. Deux millilitres de
la solution de lyse des capsides virales composée de thiocyanate de
guanidine sont ajoutés. Aprés une incubation de 10 min a température
ambiante et les etapes de lavage et de centrifugation, I’ARN viral est
récupéré par adsorption sélective sur silice. La détection et la
quantification de chaque cible du VHA et des géenogroupes Gl et GllI
des norovirus sont réalisées par RT-PCR quantitative (QRT-PCR). Il
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s’agit d’analyser la cinétique de quantification, qui est basée sur la
détection en temps réel du signal fluorescent dont I’intensité est
proportionnelle a la quantité du produit de PCR généré au cours de

I’amplification.
Etudes statistiques

Afin d’exploiter les résultats de I’enquéte, une analyse statistique a été
réalisée en utilisant le logiciel SPSS 20.0 (SPSS, Chicago, lllinois,
Etats-Unis d’ Amérique). La comparaison des moyennes a été réalisée
en utilisant le test de Student. Les corrélations entre les valeurs ont été
analysées au moyen du coefficient de corrélation de Pearson. Les
valeurs p inférieures & 0,05 ont été considérées comme statistiquement
significatives.

Résultats

Influence des facteurs environnementaux, biologiques et
saisonniers sur le niveau de contamination des zones de
production de palourdes

Contamination par Escherichia coli

Sur les 539 échantillons de palourdes analysés, 194 ont présenté un taux
de contamination par E.coli supérieur a la limite fixée par la
réglementation (> 230 UFC/100 g CLI), soit 36 % (Tableau I).

Le suivi du taux de contamination par E. coli dans le temps a montré
une contamination toute 1’année durant, avec un pic important entre les
périodes estivale et hivernale (Fig. 1). En effet, I’enquéte a montré un
taux de contamination par E. coli de 21 a 23 % pendant les mois de
septembre et octobre, période marquée par la présence des oiseaux
migrateurs.

De plus, une corrélation a été observée entre 6% des cas de
contamination par E. coli et la localisation des sites de production des
palourdes a proximité de la zone de croisement de 1’eau de mer avec
des oueds ou avec des eaux useées, ainsi qu’entre 2% de la
contamination enregistrée pendant la saison printaniere et la période
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marquée par le lavage de la laine au bord de la mer pres des zones de
production.

Contamination par Salmonella spp.

Au total, 59 échantillons de R. decussatus sur les 539 analysés étaient
contaminés par Salmonella spp., soit environ 11 % (Tableau I). L’étude
a montré un pic important de 31 % des cas de contamination par
Salmonella pendant le printemps (Figure 1), période marquée par la
variation des températures et le vent, qui favorisent le developpement
de Salmonella. Une proportion de 47,4 % des cas (28/59) correspondait
a un niveau de contamination élevé par E. coli et Salmonella spp. durant
deux périodes de I’année, de mars a mai et de septembre a novembre

(Fig. 1).
Contamination par les norovirus

L’enquéte a montré que 19 % des échantillons de R. decussatus
(48/252) étaient contaminés par les norovirus (Tableau I). L’étude de
I’évolution de la contamination des mollusques bivalves par les
norovirus en fonction de la saison a révélé un pourcentage élevé de
contaminations pendant les mois de mars et d’avril. Un pourcentage
moins élevé a été observé entre les mois d’aoft et octobre (Fig. 1). Le
typage des 48 norovirus détectés dans notre étude a montré la
prédominance du génogroupe Gl par rapport au génogroupe Gl (78 %
vs 21,8 %).

Les résultats ont montré que 58,3 % (28/48) des échantillons positifs a
norovirus étaient également contaminés par Salmonella spp. et/ou
E. coli.

Contamination par le virus de I'hépatite A

Le taux de contamination des palourdes par le VHA dans les
échantillons examinés était de 3 % (Tableau I). L’étude de I’évolution
du niveau de contamination des mollusques bivalves par le VHA en
fonction de la saison a montré un pic au mois de mars et un deuxiéme
pic au mois de juillet (Fig. 1).
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Corrélations entre la contamination des palourdes par les
agents étudiés et les facteurs biotique et abiotique

Corrélations entre les taux de contamination des palourdes par
les différents germes entéropathogenes étudiés

Le test de Pearson a permis d’analyser la corrélation entre la
contamination des palourdes respectivement par E. coli,
Salmonella spp., les norovirus et le VHA (Tableau I1).

Les analyses statistiques ont montré une corrélation hautement
significative entre les contaminations par E. coli et par Salmonella spp.
(p < 0,001), avec une association positive dont le facteur de corrélation
est de 0, 216. Une corrélation hautement significative a été aussi
observée entre la contamination des palourdes par Salmonella spp. et
par les norovirus (p < 0,001). Il s’agit d’une association positive avec
un facteur de corrélation de 0,269 (Tableau II).

Une association significative a été mise en évidence entre la
contamination par les norovirus et par le VHA, avec une valeur p de
0,031 et un coefficient de corrélation de 0,135.

Cependant, les contaminations par E. coli, par les norovirus et par le
VHA sont inversement corrélées, avec un facteur de corrélation de —
0,045 et —0,074, respectivement. Cette corrélation est statistiquement
non significative, avec une valeur de p de 0, 481 pour les norovirus et
de 0,245 pour le VHA, respectivement.

L’analyse de la corrélation linéaire entre les contaminations par le VHA
et E. coli a montré un coefficient de corrélation r de —0,02, soit trés
proche de zeéro, traduisant une absence de lien entre la présence de ces
deux agents pathogenes.

Aucune corrélation significative n’a été observée entre la présence de
Salmonella spp. et le VHA (p =0,401), le coefficient de corrélation
étant de —0,053 (Tableau I1).
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Variation saisonniére

Le test de Student a permis d’analyser les variations du taux de
contamination des palourdes par E. coli, Salmonella spp., les norovirus
et le VHA en fonction des variations de la température, représentées par
quatre périodes de I’année, comme suit : de janvier & mars (période 1),
d’avril a mai (période 2), de juin a ao(t (période 3) et de septembre a
décembre (période 4).

Les analyses ont montré 1’absence de différence significative de la
charge microbienne d’E.coli (p=0,098), de Salmonella spp.
(p = 0,383), des norovirus (p = 0,822) et du VHA (p = 0,495) entre les
périodes 1 et 2 (Tableau IlI).

Une différence significative a été observée pour E. coli (p =0,002)
entre les périodes 1 et 3, avec une charge plus importante pendant la
période 3 (Tableau IlI). En revanche, a ces mémes périodes, aucune
différence significative n’a été observée pour Salmonella spp., les
norovirus et le VHA.

S’agissant des périodes 1 et 4, des différences significatives de la charge
bactérienne d’E. coli et de Salmonella spp. ont été observées entre ces
deux périodes, avec une valeur p de 0,004 et 0,012 respectivement. La
charge bactérienne était plus importante durant la période 4.

Aucune différence de la charge bactérienne et virale n’a été observée
entre les périodes 2 et 3.

La contamination des palourdes par E. coli était significativement plus
élevée durant la période 4 par rapport a la période 2 (p = 0,030)
(Tableau I11). Par contre, il n’y a aucune différence significative pour
les autres microorganismes entre ces deux périodes.

S’agissant des périodes 3 et 4, la positivite moyenne était
significativement plus élevée pendant la période 4 pour E. coli et
Salmonella spp., avec une valeur p de 0,018 et de 0,009 respectivement.

Concernant la charge virale, aucune différence significative de la
moyenne de positivité n’a été notée entre les quatre périodes de I’année.
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Discussion
Contaminations bactériennes et virales des palourdes
Contamination par Escherichia coli et Salmonella spp.

Plusieurs facteurs environnementaux ont été propices a la
contamination des palourdes par E. coli et Salmonella spp. Le premier
de ces facteurs était la saison et plus précisément la présence d’oiseaux
migrateurs (flamants roses) de septembre a octobre. Comme toutes les
volailles, ces oiseaux peuvent héberger des entérobactéries dans leurs
intestins. Baylet et Rollin en 1979 (22) ont montré la présence de
salmonelles dans les intestins des flamants roses ainsi que d’E. coli,
indicateur classique de la pollution fécale des eaux, dans la flore
digestive des goélands de Camargue, qui occupent pratiquement la
méme niche écologique que les flamants roses (22). Ces oiseaux vont
se rassembler a c6té de I’eau de mer pour se nourrir puis par leurs féces
vont contaminer cette eau, ainsi que les produits alimentaires d’origine
marine. L’Union européenne indique que le risque de contamination
fécale d’origine humaine et animale dans les mollusques bivalves est
estimé en déterminant la concentration d’E. coli dans des échantillons
prélevés des zones de production (23). Les oiseaux vivant dans ces
écosystemes peuvent étre porteurs de plusieurs agents pathogenes
zoonotiques (virus, bactéries, parasites, champignons) (24).

Il existe également un lien entre le taux de contamination fécale et la
localisation des sites au croisement de I’eau de mer avec des oueds ou
avec des eaux usees. Il a été démontré dans une étude marocaine de
2014 (25) que les niveaux de contamination élevés rapportés peuvent
s’expliquer par la proximité entre les parcs et I’embouchure de 1’oued
Moulouya, qui draine la totalité des contaminants issus des activités
agricoles pratiquées le long du bassin versant (aviculture, élevage bovin
et ovin, etc.) ainsi que des rejets urbains des villes intérieures. Cette
situation pourrait aussi se produire lors d’un dysfonctionnement des
unités de traitement des eaux usées ou des réseaux d’assainissement ou
encore lors de déversements d’eaux insuffisamment epurees (26).
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La contamination par E.coli a été associee a I’activité touristique
pendant la saison d’été. Une étude réalisée sur un ensemble de lagunes
cotiéres a Ria Formosa (un site protégé au Portugal) a montré un taux
accru de contamination des coquillages par E.coli suite a
I’augmentation de la population du fait de I’activité touristique (27).

Le taux de contamination des palourdes par les salmonelles coincide
avec un niveau de contamination élevé par E. coli durant deux périodes
de I’année (du mois de mars au mois de mai et du mois de septembre
au mois de novembre), représentant 47 % de ces contaminations
(Fig. 1). Monfort et coll. en 1997 (28) ont rapporté une relation
hautement significative (p < 0,001) entre la fréquence d’isolement des
salmonelles et 1’abondance du germe test de contamination fécale
E. coli.

Contamination par les norovirus

Le faible taux de contamination des palourdes par les norovirus dans
notre étude (19 %) pourrait s’expliquer par la difficulté de détection de
ces virus a ARN ainsi que par le fait que I’efficacité de la technique RT-
PCR dépend de deux facteurs : I’efficacité de 1’extraction des acides
nucléiques et la pureté de ces derniers (29). Une étude tunisienne
réalisée en recourant & la technique RT-PCR en temps réel sur les
mollusques bivalves de la lagune de Bizerte (Nord tunisien) a révélé un
taux de contamination des coquillages par les norovirus plus important,
de I’ordre de 45 % (30).

Deux génogroupes (Gl et GlI) des norovirus sont détectés chez les
mollusques bivalves. Une étude tunisienne a montré une corrélation
entre les souches des norovirus détectées dans les eaux usées et dans les
coquillages et celles retrouvées dans les selles des patients (31). Cette
¢tude suggere qu’il existe une relation entre la contamination hydrique
et les diarrhées infantiles (31). Les deux principaux genogroupes
affectant les humains sont Gl et GlI (32).

La prédominance du Gl (78 %) par rapport au Gll (21,8 %) dans notre
étude est similaire aux résultats rapportés dans une étude réalisée dans
la région des rias galiciennes (nord-ouest de 1’Espagne) portant sur la
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détection des norovirus Gl et GllI chez les palourdes. Cette étude a
montré que le génogroupe Gl était le plus répandu (32,1 %), suivi par
le génogroupe GII (25,6 %) (33). Flannery et coll. en 2012 (34) ont
rapporté une concentration élevée en norovirus du génogroupe Gl dans
les eaux usées. lls ont expliqgué que ce taux est cohérent avec
I’augmentation des cas d’infection par des virus du génogroupe Gl dans
la population pendant cette période. En revanche, contrairement a nos
résultats, Siebenga et coll. en 2010 (35) ont rapporté que depuis
quelques années, les souches de norovirus détectées appartiennent
majoritairement au génogroupe GllI, qui représente 70 a 80 % des
souches identifiées dans les cas cliniques (35).

Les résultats de la présente étude relatifs a la saisonnalité des norovirus
confirment ceux de Flannery et coll. en 2012 (34). Ces derniers ont
montré que les norovirus sont présents dans les eaux usées toute
I’année, avec toutefois une augmentation importante entre les mois de
janvier et mars (34). Les travaux de Green et coll. en 2001 corroborent
également ces résultats (36). Ils ont rapporté la saisonnalité des
infections, marquée par une fréquence hivernale élevée, avec toutefois
des pics épidémiques ponctuels au printemps et en été.

Selon la Direction générale de I’alimentation de France en 2013 (37),
la contamination croisée des echantillons par les norovirus et E. coli
('indicateur de contamination fécale microbiologique réglementaire)
et/ou Salmonella spp. n’est pas toujours corrélée a la présence du virus
dans I’environnement. En effet, les coquillages présents dans le milieu
ou en zone de dépdt (sur I’estran, zone sensible car plus proche des
exutoires d’eaux usées) peuvent concentrer en moins d’une heure les
virus rejetés dans 1’eau et cette contamination peut perdurer pendant
huit a dix semaines au sein des coquillages.

Contamination par le virus de I'hépatite A

Le faible taux de contamination des palourdes par le VHA (3 %) dans
la présente étude pourrait s’expliquer par la présence des substances
inhibitrices extraites et concentrées au méme titre que les ARN viraux.
Cet effet inhibiteur est d’autant plus notable que le nombre de copies
de génome viral dans I’échantillon est faible (38). La présence
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d’inhibiteurs de réaction enzymatique peut masquer la présence du
virus, comme I’ont rapporté Gantzer et coll. en 1998 (39).

L’hypothése d’une contamination des mollusques bivalves par le VHA
déterminée par la saison a été confirmée par Schwab et coll. en 1998
(40). Ils ont rapporté que la bioaccumulation des virus dans les
coquillages est un phénomeéne qui varie en fonction des especes de
coquillages et de leur activité physiologique et que cette derniére

dépend de la saison et de la température de I’eau de mer.

Corrélations entre la contamination des palourdes par des
bactéries et des virus et les facteurs biotique et abiotique

Corrélations entre les taux de contamination des palourdes par
les différents germes entéropathogenes

Les résultats de 1’étude concernant la corrélation entre la contamination
des palourdes par E. coli et Salmonella spp. sont similaires a ceux
rapportés par Montfort et coll. en 1997 (28). Ces derniers ont rapporté
une relation hautement significative (p < 0,001) entre la fréquence
d’isolement des salmonelles et 1’abondance du germe test de
contamination fécale, E. coli. Amri et coll. en 2011 (41) ont également
rapporté une corrélation entre la contamination des palourdes par E. coli
et Salmonella spp.

Aucune corrélation entre la présence d’E. coli, des norovirus et du VHA
n’a été mise en évidence dans notre étude. Ces résultats sont en accord
avec ceux d’Amri et coll. en 2011 (41) qui ont montré que des
échantillons de coquillages contaminés par le VHA (31,48 %) se sont
révélés négatifs pour Salmonella spp. et pour E. coli.

L’utilisation des coliformes comme indicateurs de la qualité
virologique d’une eau est treés largement critiquée et plusieurs études
ont montré qu’il n’y avait pas de relation quantitative entre la
concentration des coliformes et celle des entérovirus notamment (42).

Le test de Pearson montre une association significative entre la
contamination par les norovirus et la présence du VHA. Nos résultats
corroborent ceux de Croci et coll. en 2007 (43) qui ont rapporté la
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contamination des mollusques et des crustacés en mer par les virus
entériques, le VHA et les norovirus.

Variation saisonniére

Le test de Student a été appliqué pour étudier la variation du taux de
contamination des palourdes par E. coli, Salmonella spp., les norovirus
et le VHA pendant quatre périodes, déterminées en fonction de la
variation de la température, de la période de migration des oiseaux et
de P’activité touristique. L’étude de la variation saisonnic¢re de la
contamination des palourdes par E. coli, Salmonella spp., les norovirus
et le VHA a montré I’influence de la température, de la présence
d’oiseaux migrateurs et de 1’activité touristique en tant que facteurs
majeurs de contamination de 1’eau de mer et des coquillages par les
bactéries et les virus.

Une charge microbienne homogene a été constatée pendant les périodes
1 et 2. Ce résultat pourrait s’expliquer par 1’absence de différence au
niveau des facteurs favorisant la contamination entre ces deux périodes.

La charge bactérienne en E. coli des palourdes était plus importante
pendant la période 3. Cette période correspond a la saison touristique,
caractérisée par I’activité au bord de la mer et I’augmentation du taux
d’entérobactéries.

La charge bactérienne (tant E. coli que Salmonella spp.) importante
durant la période 4 pourrait étre attribuée a deux facteurs principaux, a
savoir la présence d’oiseaux migrateurs (flamants roses) au bord de la
mer durant cette période de 1’année, ces oiseaux étant porteurs d’agents
pathogenes, et la variation de la température. Ryu et coll. en 2014 (44)
ont montré que les oiseaux migrateurs sont des réservoirs et des porteurs
importants d’espéces pathogenes et surtout d’entérobactéries. Hubalek
et coll. en 1995 (45) ont rapporté que la prévalence la plus élevée de
Salmonella spp. chez les oiseaux migrateurs a été observée pendant la
saison de reproduction ainsi que pendant I’hivernage de certaines
especes d’oiseaux urbains, en particulier celles qui se nourrissent de
déchets. La température est I'un des paramétres faisant partie des
modeles explicatifs de 1’évolution des abondances bactériennes (46).
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Une eétude expérimentale sur 1’évolution des abondances
d’E. coli 0126:B16 et d’autres bactéries pathogeénes d’intérét sanitaire
comme Salmonella enterica sérotype Typhimurium et Aeromonas
hydrophila dans I’eau usée et épurée, a montré que la température fait
partie des facteurs responsables des variations des abondances de ces
bactéries dans les milieux aquatiques (47). McFeters et Stuart en 1972
(48) ont noté une relation inverse entre 1’abondance d’E. coli et
I’augmentation de la température, surtout dans I’intervalle entre 5 °C et
30 °C. La survie d’E. coli dans I’ecau de mer est d’autant plus longue
que la température est faible (49).

Le taux de contamination correspondant a I’indicateur de contamination
fécale (E. coli) était significativement plus éleve pendant la période 4
que pendant la période 2 (Tableau III). Ceci confirme ’hypothése de
I’influence de la température sur le taux de contamination par cette
bactérie.

Le taux élevé de contamination par Salmonella spp. et E. coli observé
durant la période 3 pourrait étre attribué a la moyenne élevée des
températures au cours de cette période, qui favorise la multiplication de
ces deux especes, ainsi qu’a l’activité touristique importante
(Tableau I11).

Concernant la charge virale, nous n’avons pas noté une différence
significative entre les quatre périodes de I’année pour ce qui concerne
le taux moyen de prélevements positifs. La Tunisie se caractérise par
un taux ¢levé d’ensoleillement toute I’année. Plusieurs études ont
montré I’influence des rayonnements solaires sur la survie des virus. En
effet, une inactivation virale se produit suite a une réaction
photochimique qui entraine une altération de l’acide nucléique ou
d’autres récepteurs non nucléiques du virus sous 1’effet des rayons
ultraviolets (UV) et des rayons du spectre visible (50).

Conclusion

L’étude des corrélations entre les contaminations par différents agents
pathogenes dans les zones de production de palourdes de la région de
Sfax a fait ressortir trois types de corrélation hautement significative, a
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savoir celle entre la contamination par E. coli et Salmonella spp.
(p < 0,001), celle entre la contamination par les norovirus et le VHA
(p=0,031), et celle entre la contamination par les norovirus et
Salmonella spp. (p < 0,001).

L’analyse statistique des différentes données et des corrélations entre la
contamination des palourdes par E. coli, Salmonella spp., le VHA et les
norovirus d’une part et les facteurs biotiques et abiotiques d’autre part
a confirmé que le niveau de contamination des mollusques bivalves
vivants est directement lié a des facteurs environnementaux et
saisonniers, principalement.
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Tableau I

Taux de contamination par Escherichia coli, Salmonella spp., les
norovirus et le virus de I’hépatite A des palourdes récoltées sur
différents sites de production dans la région de Sfax (Tunisie)

. , Pourcentage d’échantillons
Agent pathogéne recherché L
contaminés

Escherichia coli (> 230 UFC/100 g CLI) 36 % (194/539)

Salmonella spp. (présence) 11 % (59/539)
Norovirus (présence d’ARN viral) 19 % (48/252)
VHA (présence d’ARN viral) 3 % (8/252)

ARN : acide ribonucléique

CLI : chair et liquide intervalvaire
UFC : unité formant colonie
VHA : virus de I'hépatite A
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Tableau 11

Etude de corrélation par le test de Pearson entre la contamination des mollusques bivalves par Escherichia coli, Salmonella spp.,

les norovirus et le virus de I’hépatite A

Salmonella spp. Escherichia coli Norovirus VHA
E. coli Norovirus VHA Salmonella Norovirus VHA E. coli Salmonella VHA E. coli Salmonella Norovirus
spp. Spp. SPP.
Valeur p <0,001 <0,001 0,401  <0,001 0,481 0,245 0,481 <0,001 0,031 0,245 0,401 0,031
Facteur de 0,216 0,269 -0,053 0,216 -0,045 -0,074 -0,045 0,269 0,135  -0,074  -0,053 0,135

corrélation

VHA : virus de I'hépatite A
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Tableau 111

Variation du taux de contamination des palourdes par Escherichia coli, Salmonella spp., les norovirus et le virus de I’hépatite A
en fonction de la variation de la température, représentée par quatre périodes de I’année, en Tunisie (calculée au moyen du test

de Student)
Période 1 Période 2 Période 3
Période E.coli  Salmonella  Norovirus  VHA E.coli  Salmonella  Norovirus VHA  E.coli  Salmonella Norovirus VHA
spp. spp. Spp.
2 0,098 0,0383 0,822 0,495 T~ \ B — T \ T T
3 0,002* 0,374 0,561 0,519 0,096 0,306 0,413 0,724 T~ T I T
4 0,004* 0,012* 0,454 0,286 0,030 0,184 0,261 0,178 0,018 0,009 1,000 0,062

Période 1 : janvier, février, mars

Période 2 : avril, mai

Période 3 : juin, juillet, aodt

Période 4 : septembre, octobre, novembre, décembre
VHA : virus de I'hépatite A

* : présence d'une différence significative
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Fig. 1

Etude de I’évolution saisonniére de la contamination des

palourdes par Escherichia coli, Salmonella spp., les norovirus et

le virus de I’hépatite A

VHA : virus de I'hépatite A
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