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Glossaire 

Abiotique : facteur lié au milieu et indépendant des êtres vivants (température, luminosité, pH, 

pression) ou d’une surface inerte (sédiments). 

Abondance absolue : concentration réelle des gènes dans l’échantillon obtenue en normalisant le 

nombre de copies des gènes cibles dans les échantillons obtenus par qPCR par le volume ou la masse 

d’échantillon analysé. L’unité de l’abondance absolue peut être : copies/g (matrices solides comme la 

chair de mollusque bivalve, les branchies et les viscères de poissons), copies/L (matrice liquide comme 

l’eau de mer), copies/ml d’échantillon (comme le phytoplancton et le zooplancton), copies/cm² (pour 

la peau des poissons). 

Abondance absolue totale : correspond à la somme de l’abondance absolue de l’ensemble des gènes 

cibles dans un même échantillon.  

Abondance relative : l’abondance relative permet d’estimer la proportion de bactéries résistantes aux 

antimicrobiens dans la communauté microbienne de l’échantillon. Elle est obtenue en normalisant 

l’abondance absolue du gène cible par l’abondance absolue du gène bactérien tuf.  

Biotique : éléments vivants dans l’environnement comme les plantes et les animaux. 

Co-occurrence : présence simultanée de deux ou plusieurs gènes au sein d’un même échantillon ou 

d’une même zone. 

Occurrence : présence d’un gène au sein d’un échantillon ou d’une zone.  

Prévalence : correspond au nombre d’individus/échantillons avec une détection/quantification d’un 

gène cible divisé par le nombre d’individus/échantillons analysés, exprimée en pourcentage. 

Prévalence globale : correspond au pourcentage d’échantillons dans lesquels au moins un gène a été 

détecté/quantifié.
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La résistance aux antimicrobiens est une préoccupation de premier plan pour la santé 

humaine. La mauvaise utilisation et l’utilisation abusive des antibiotiques en médecine humaine, 

vétérinaire mais également dans le domaine de l’industrie ont exercé une pression de sélection sur les 

populations bactériennes augmentant ainsi l’émergence et la propagation des gènes de résistance aux 

antimicrobiens (GRA). En 2019, environ 1,27 millions de décès ont été attribués aux bactéries 

résistantes aux antimicrobiens (BRA) à travers le monde (Murray et al., 2022). Si aucune action n’est 

entreprise pour lutter contre la résistance aux antimicrobiens, ce chiffre pourrait augmenter ces 

prochaines années.  

Les produits aquatiques (pêche et aquaculture) sont des aliments de plus en plus consommés 

à travers le monde, apportant des bienfaits pour la santé des consommateurs. La consommation des 

produits aquatiques était de 20,5 kg/habitant dans le monde en 2018 et de 24,0 kg/habitant dans 

l’Union Européenne (UE) en 2019 (FAO, 2020, EUMOFA, 2021). Mais cette consommation peut 

également être une source de toxi-infections alimentaires collectives (TIAC). Selon le CDC (Centers for 

Disease Control and Prevention), près de 48 millions de maladies d’origine alimentaire surviennent 

chaque année dans le monde entraînant 128 000 hospitalisations et 3 000 décès. En 2020, plus de 

3 080 TIAC ont été signalées en Europe touchant environ 20 017 personnes (EFSA, 2021). La même 

année, environ 1 000 cas de TIAC liés aux produits aquatiques ont été recensés en France dont environ 

20 % étaient d’origine bactérienne (Santé Publique France, 2021). 

La présence de BRA et de GRA associés aux produits aquatiques constitue deux risques 

principaux pour la santé du consommateur. En cas d’infection alimentaire, le traitement aux 

antibiotiques peut s’avérer être moins efficace voire conduire à une impasse thérapeutique. De plus, 

ces résistances aux antimicrobiens peuvent être transférées à la flore résidente ou transitoire du 

consommateur et constituer un pool génétique susceptible de se propager dans l’environnement.  

La contamination des produits aquatiques par les BRA et les GRA peut se faire lors de leur 

manipulation ou de leur transformation mais également directement dans l’environnement marin. En 
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effet, certains gènes peuvent être naturellement présents sous forme d’ADN libre ou portés par les 

bactéries indigènes du milieu marin. Mais l’environnement marin est également sujet à diverses 

contaminations d’origine anthropique comme les effluents qui transportent ces contaminants tels que 

les rivières qui reçoivent les eaux usées hospitalières, domestiques et industrielles après un traitement 

plus ou moins efficace dans les stations de traitement des eaux usées (STEU) (Gao et al., 2018). 

L’environnement marin constitue alors le récepteur final de ces effluents d’origine anthropique et peut 

être considéré comme un réservoir potentiel de GRA. Ainsi, des gènes de résistance à des antibiotiques 

critiques en santé humaine tels que blaTEM, sul1, sul2, tetA, tetB, qnrB, ermB ou le gène intI1 associé 

aux intégrons de classe 1 ont été identifiés dans les eaux côtières de la Mer Jaune (Su et al., 2020) mais 

également associés à diverses surfaces biotiques comme des poissons dans la Mer Méditerranée 

(Brahmi et al., 2018), des mollusques bivalves prélevés près des côtes norvégiennes (Grevskott et al., 

2017) et même du plancton prélevé dans une rivière en Chine (Xue et al., 2021). L’accumulation des 

GRA associés à différentes espèces marines peut se faire par le contact de leur surface avec l’eau de 

mer ou les sédiments, par la respiration ou par l’alimentation via les réseaux trophiques.  

Cependant, les études concernant le rôle de l’environnement marin dans l’accumulation et la 

transmission des résistances aux antimicrobiens entre les différentes espèces marines organisées en 

réseaux trophiques sont peu nombreuses (ANSES, 2020a). De plus, il n’existe aucune donnée sur 

l’occurrence des GRA dans la Manche et la Mer du Nord, une zone économiquement importante en 

raison d’une forte activité de pêche, de transports maritimes et d’exploitation de ressources 

énergétiques (parcs éoliens offshore et plates-formes pétrolières). Du fait de ces activités humaines et 

de la présence de plusieurs pays côtiers avec des politiques d’utilisation des antibiotiques différentes, 

la Manche et la Mer du Nord sont soumises à de nombreux effluents potentiellement contaminés par 

des GRA. Ce danger des GRA constitue un risque pour la santé publique par la consommation de 

produits de la pêche contaminés comme les mollusques bivalves et les poissons plats qui constituent 

le dernier niveau trophique d’un réseau trophique benthique et sont sujets à l’accumulation des GRA 

par la consommation des espèces de niveau trophique inférieur contaminées.  
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La multiplicité des méthodes employées pour l’analyse des GRA dans les différents 

compartiments environnementaux associée à la diversité des GRA rend difficile la comparaison entre 

les études. Le besoin de disposer d’indicateurs génétiques pour le suivi et la surveillance de la 

résistance aux antimicrobiens dans l’environnement est une problématique connue et abordée dans 

de nombreuses études. Par définition, un gène indicateur doit être relativement simple à suivre, 

informer sur la dynamique de résistance globale, indiquer une pression anthropique et peut être 

couplé avec la recherche de GRA pour apprécier la dynamique de transfert (ANSES, 2020a). Etant 

donné que seulement 1 % de la flore bactérienne dans l’environnement est cultivable, il est assez 

complexe de définir des bactéries indicatrices de contamination de l’environnement marin par la 

résistance aux antimicrobiens similairement à E. coli dans le milieu terrestre. Berendonk et al. (2015) 

ont proposé des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens tels que blaTEM, sul1, sul2, tetM et 

intI1 pour surveiller la contamination de l’environnement par la résistance aux antimicrobiens. Ces 

gènes ont été choisis en raison de leur pertinence clinique, leur prévalence dans les compartiments 

environnementaux soumis aux activités anthropiques et leur association avec des éléments génétiques 

mobiles (EGM) ou tout autre vecteur de transmission de la résistance. Cependant, ce concept de gènes 

indicateurs de résistance aux antimicrobiens n'a pas encore été établi principalement en raison du 

manque de données sur la diversité et la quantité des GRA dans l’environnement marin. Afin 

d’identifier les GRA et les EGM de manière ciblée mais également d’en identifier de nouveaux, de 

nouvelles technologies commencent à se développer comme la métagénomique fonctionnelle. Cette 

technique constitue un outil puissant et innovant mais encore très peu développé qui pourrait 

s’appliquer à des matrices complexes comme des échantillons marins. Mais une mise au point 

importante de cette nouvelle technique est nécessaire pour standardiser et valider un protocole sur 

des échantillons connus comme des souches bactériennes telles que Vibrio parahaemolyticus avant de 

l’appliquer sur des échantillons complexes inconnus. En effet, V. parahaemolyticus est une espèce 

pathogène alimentaire indigène du milieu marin qui possède une certaine plasticité génétique et qui 
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a été proposée comme indicateur de la résistance aux antibiotiques pour le milieu aquatique (Banerjee 

and Farber, 2018). 

L’objectif de ces travaux de recherche a été d’acquérir des connaissances sur l’occurrence des 

quatre gènes tetA, blaTEM, sul1 et intI1 proposés comme indicateurs de résistance aux antimicrobiens 

dans un réseau trophique benthique et les eaux de surface dans la Manche et la Mer du Nord.  

Dans un premier temps, nous avons mené une analyse comparative de méthodes d’extraction 

d’ADN bactérien total pour sélectionner une méthode optimale à partir d’échantillons de 

phytoplancton, de zooplancton, de mollusques bivalves et de poissons plats représentatifs d’un réseau 

trophique benthique. Ensuite, nous avons optimisé des méthodes de qPCR pour la détection et la 

quantification des quatre gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens à partir des ADN 

bactérien extraits. 

Dans un second temps, nous avons étudié l’occurrence des quatre gènes indicateurs de 

résistance aux antimicrobiens par qPCR dans les ADN bactériens extraits à partir des prélèvements 

d’eaux de surface fluviales, côtières et dans la Manche et la Mer du Nord pour réaliser une cartographie 

de ces gènes et regarder les potentielles sources de contamination des zones de prélèvements.  

Dans un troisième temps, nous avons caractérisé l’occurrence des quatre gènes indicateurs de 

résistance aux antimicrobiens par qPCR dans les ADN bactériens extraits à partir des prélèvements de 

phytoplancton, de zooplancton, de mollusques bivalves et de poissons plats représentatifs d’un réseau 

trophique benthique. Nous avons identifié les paramètres environnementaux ainsi que les potentielles 

sources de contamination pouvant avoir un impact sur l’abondance d’un ou de plusieurs gène(s) dans 

un ou plusieurs compartiment(s) de ce réseau et dans l’eau de mer.  

Dans un dernier temps, afin d’identifier les gènes impliqués dans la résistance à des 

antibiotiques cibles et découvrir potentiellement de nouveaux GRA dans les échantillons marins, nous 

avons développé une méthode de métagénomique fonctionnelle par criblage haut-débit sur des 

souches de Vibrio parahaemolyticus isolées de produits de la pêche.
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I. Les produits de la pêche et de l’aquaculture : production, consommation 
et risques pour le consommateur 

I.1. La production et la consommation des produits de la pêche et 
d’aquaculture 

Les produits de la pêche et de l’aquaculture représentent une source importante d’alimentation 

et de revenus pour des millions de personnes à travers le monde. Source de protéines, d’oméga-3, de 

vitamine D et d’iode, ils ont un impact positif pour la santé humaine (ANSES, 2016). En effet, ils sont 

bénéfiques pour le développement neuronal, visuel et cognitif pendant la gestation et la petite 

enfance, et ils permettent de diminuer les risques de maladies cardiovasculaires. En 2018, la 

production halieutique mondiale, comprenant la pêche de capture et l’aquaculture, a atteint une 

valeur record d’environ 179 millions de tonnes (Figure 1) (FAO, 2020). Si la production liée à la pêche 

de capture n’a que peu augmentée ces dernières années, celle liée à l’aquaculture est en 

augmentation. Après une légère diminution entre 2005 et 2016, la production de pêche de capture a 

atteint 96,4 millions de tonnes en 2018 contre 89,6 millions de tonnes en 2016.  

 

 

Figure 1 : Production halieutique et aquacole mondiale en millions de tonnes. Zone rouge : pêche dans les eaux 
continentales ; zone orange : pêche dans les eaux marines ; zone bleue foncée : aquaculture dans les eaux continentales ; 

zone bleue claire : aquaculture dans les eaux marines (FAO, 2020). 
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En 2019, les principaux pays producteurs de pêche de capture étaient la Chine (15 % du volume 

total de la pêche de capture), l’Indonésie (8 %) et l’Inde (6 %). L’ensemble de l’Union Européenne (UE) 

représentait uniquement 5 % du volume total de pêche de capture (EUMOFA, 2021). En France, plus 

de 338 000 tonnes de poissons, 47 000 tonnes de coquillages et 16 000 tonnes de crustacés ont été 

débarquées en 2016.  

La consommation des produits aquatiques dans le monde a également augmenté de 

19,9 kg/habitant en 2016 à 20,5 kg/habitant en 2018 (FAO, 2020). En 2019, au sein de l’UE, cette 

consommation était de 24,0 kg/habitant dont 18,3 kg étaient des produits de pêche de capture 

(EUMOFA, 2021). En France, cette consommation était supérieure à la moyenne européenne avec 

33,3 kg/habitant en 2019. Afin de répondre à une demande croissante, une partie des produits 

aquatiques consommés en France est importée. En 2019, l’approvisionnement de l’UE en produits 

aquatiques était estimé à 11,4 millions de tonnes avec 3,7 millions issus de la production intérieure et 

7,7 millions issus des importations. Les principaux pays d’importation des produits de la pêche et 

d’aquaculture de l’UE étaient la Norvège (saumon frais et entier, cabillaud congelé, entier ou en filets), 

la Russie (cabillaud congelé) ainsi que l’Equateur, le Vietnam, l’Inde et l’Argentine (crevettes congelées) 

(EUMOFA, 2018). Outre les effets bénéfiques pour la santé humaine que peut avoir la consommation 

de poissons, de crustacés et de coquillages, ceux-ci peuvent être porteurs de dangers bactériens et 

présenter un risque pour le consommateur. En effet, un certain nombre d’épidémies alimentaires ont 

été reportées suite à l’ingestion d’aliments contaminés.  

I.2. Les risques liés aux bactéries pathogènes dans les aliments et plus 
spécifiquement dans les produits aquatiques 

Chaque année, les micro-organismes pathogènes d’origine alimentaire causent des millions de cas 

de maladies à travers le monde. Selon le CDC (Centers for Disease Control and Prevention), près de 48 

millions de maladies d’origine alimentaire surviennent chaque année dans le monde, entraînant 

128 000 hospitalisations et 3 000 décès pour une perte financière totale de 14 milliards de dollars 

comprenant notamment les dépenses liées aux hospitalisations et aux traitements médicaux. En 2020, 
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plus de 3 080 toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) ont été signalées en Europe touchant 

environ 20 017 personnes (EFSA, 2021). En France, les TIAC sont soumises à déclaration obligatoire et 

sont définies par l’apparition de deux cas symptomatiques similaires liés à une même origine 

alimentaire. En 2020, ce sont 1 010 TIAC qui ont été déclarées en France touchant 6 814 personnes 

dont 396 ont été hospitalisées et 9 sont décédées (Santé Publique France, 2021). La consommation de 

produits aquatiques était à l’origine de 15 % de ces cas de TIAC (8 % pour les poissons, 6 % pour les 

coquillages et 1 % pour les crustacés) (Figure 2). Les agents pathogènes bactériens confirmés ou 

suspectés responsables de ces infections alimentaires étaient principalement Salmonella spp., 

Clostridium perfringens, Bacillus cereus et Staphylococcus aureus. D’autres bactéries ont été 

également à l’origine d’infections alimentaires liées à la consommation de produits aquatiques comme 

Vibrio spp. et Listeria monocytogenes.  

 

Figure 2 : Toxi-infections alimentaires collectives déclarées en France en 2020 selon le type d’aliment suspecté (autres 
aliments : plats cuisinés, plats contenant plusieurs ingrédients) et par pathogène pour la consommation de poissons, 

crustacés et coquillages (autre : virus, Listeria monocytogenes, Vibrio parahaemolyticus, Shigella, STEC…) d’après Santé 
Publique France (2021). 

 

La présence de bactéries pathogènes dans les produits aquatiques peut être attribuée à 

plusieurs sources de contamination. La première source de contamination des produits aquatiques est 

l’environnement marin avec la présence de bactéries indigènes comme Listeria, Clostridium, Bacillus 
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et Vibrio. La deuxième source de contamination des produits aquatiques peut être liée aux navires de 

pêche lors de la phase de capture (surfaces du navire, hygiène du personnel). La troisième source de 

contamination peut être les industries où ont lieu la manipulation et la transformation des produits 

aquatiques à cause des installations, des équipements ou du personnel. Pour ces deux dernières 

sources de contamination, les bactéries présentes sont dites non-indigènes comme Salmonella, 

Shigella, Escherichia coli, Campylobacter et Staphylococcus. Afin de limiter la présence de 

contaminants biologiques, un ensemble de textes réglementaires sont regroupés dans le « Paquet 

hygiène » qui est entré en vigueur en 2006 au sein de l’UE et qui concerne toutes les filières agro-

alimentaires. Ces réglementations ont pour objectif de veiller à ce que les produits alimentaires ne 

présentent aucun risque pour le consommateur. Les professionnels des filières agro-alimentaires sont 

fortement encouragés à mettre en pratique des guides de bonnes pratiques d’hygiène (GBPH) afin de 

maîtriser la sécurité sanitaire des aliments et à respecter les obligations réglementaires. Cependant, il 

n’y a aucune exigence de mise en place des GBPH à bord des bateaux étant donné la variété des 

méthodes de pêche, des navires et des espèces pêchées (OFIMER, 2006). Même si la présence de 

bactéries pathogènes dans les produits aquatiques constitue un risque pour la santé du 

consommateur, il existe un risque supplémentaire si ces bactéries sont porteuses de résistance aux 

antimicrobiens. 

II. La résistance aux antimicrobiens 

II.1. La résistance aux antimicrobiens : préoccupation de premier plan pour la 
santé humaine  

Selon l’Organisation pour l’Alimentation et l’Agriculture, la résistance aux antimicrobiens est 

définie comme la capacité des microorganismes, en particulier des bactéries, à devenir insensibles aux 

effets de médicaments antimicrobiens comme les antibiotiques précédemment efficaces dans le 

traitement des infections bactériennes. En 2019, environ 1,27 millions de décès ont été attribués aux 

bactéries résistantes aux antimicrobiens (BRA) dans le monde dont environ 73 700 décès survenus en 

Europe Centrale, Europe de l’Est et en Asie Centrale (Murray et al., 2022). Le taux de morbidité dû aux 
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BRA était le plus élevé en Afrique subsaharienne occidentale et le plus bas en Australie et Nouvelle-

Zélande.  

La présence potentielle de ces BRA dans les denrées alimentaires comme les produits aquatiques 

constitue un danger direct avec un risque pour la santé du consommateur. Ce danger peut avoir pour 

conséquence une augmentation du nombre d’hospitalisations, du risque d’infections invasives et du 

nombre de décès notamment à cause d’une diminution de l’efficacité des traitements aux 

antimicrobiens voire leur inefficacité. En lien avec les BRA, il y a plus spécifiquement les gènes de 

résistance aux antimicrobiens (GRA) qui peuvent être portés par des bactéries pathogènes mais 

également non pathogènes pour l’Homme, associés à l’ADN des bactériophages ou sous forme d’ADN 

libre. Ceci constitue un risque indirect pour la santé humaine car ces résistances vont constituer un 

pool génétique à partir duquel des bactéries vont pouvoir capter ces résistances et potentiellement 

les transférer à des bactéries pathogènes. Une étude a démontré que des plasmides contenant des 

GRA et des gènes de virulence pouvaient être transférés entre une souche clinique et une souche 

alimentaire d’Enterococcus faecalis pendant le processus de fermentation de saucisses et de fromages 

(Cocconcelli et al., 2003). Le transfert des résistances aux antimicrobiens vers les bactéries 

commensales de l’Homme peut accroître le réservoir de résistances que constitue le microbiote. Ces 

résistances peuvent ensuite diffuser vers l’environnement.    

II.2. Les origines et les mécanismes de la résistance aux antimicrobiens 

Les bactéries présentes dans l’environnement peuvent être naturellement résistantes aux 

antimicrobiens, on parle alors de résistances intrinsèques qui déterminent le phénotype sauvage de 

résistance des bactéries. Le phénotype de résistance est propre à une espèce bactérienne en raison de 

ses caractéristiques structurelles mais aussi fonctionnelles. Par exemple, les bacilles à Gram négatif 

sont naturellement résistants aux glycopeptides (comme la vancomycine) à cause de la taille de ces 

molécules qui ne peuvent pas entrer dans les porines de la membrane externe des bactéries. Ce type 

de résistance est porté sur le chromosome bactérien et est donc transféré verticalement lors de la 
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division cellulaire. Il est reconnu que les bactéries indigènes de l’environnement synthétisent des 

molécules antimicrobiennes naturelles qui peuvent avoir des effets délétères sur d’autres espèces 

bactériennes présentes dans l’environnement dans un but de lutter contre celles-ci avec lesquelles 

elles sont en compétition (accès aux nutriments, colonisation du milieu). Des travaux menés sur des 

souches de Vibrio isolées d’intestins et de surfaces de grands animaux marins ont démontré que la 

moitié des souches étaient capables d’inhiber la croissance d’au moins une autre souche de 

Vibrionaceae par la production d’antibiotiques tels que des lipopeptides cycliques qui entraînaient une 

dépolarisation des membranes ou la formation de pores déclenchant ainsi une lyse cellulaire (Cordero 

et al., 2012). D’autres bactéries retrouvées dans l’environnement étaient également capables de 

synthétiser des molécules aux propriétés antimicrobiennes, comme celles du genre Streptomyces 

(Mak et al., 2014). La streptomycine est un antibiotique de la famille des aminoglycosides produit par 

Streptomyces griseus qui a été isolée de plusieurs compartiments environnementaux comme des 

sédiments marins profonds dans l’Océan Atlantique et Pacifique (Nachtigall et al., 2011). L’espèce 

Streptomyces rimosus produit quant à elle de l’oxytétracycline et a notamment été isolée de sols 

forestiers en Inde (Singh and Rai, 2012). La production de faibles concentrations d’antibiotiques est 

également impliquée dans la communication inter-bactérienne favorisant par exemple la formation 

de biofilms et donc la tolérance aux antibiotiques, ce qui a été démontré dans des souches de S. aureus 

à des concentrations sub-inhibitrices de β-lactamines (Kaplan et al., 2012). En produisant des 

molécules aux propriétés antimicrobiennes, les bactéries possèdent au sein de leur génome les 

mécanismes d’auto-résistance contre ces antibiotiques qu’elles produisent. Entre autres, les gènes de 

résistance otrA et otrB codant pour une protéine de protection ribosomale et une pompe à efflux 

étaient impliquées dans la résistance à l’oxytétracycline de S. rimosus, l’espèce bactérienne 

productrice de cet antibiotique (Singh and Rai, 2012). La coexistence de souches productrices et non 

productrices d’antibiotiques dans l’environnement a entraîné une coévolution des mécanismes de 

résistance et serait à l’origine de nouvelles résistances dans les isolats cliniques (Surette and Wright, 

2017).  
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Les résistances posant un vrai problème en santé humaine sont les résistances acquises traduisant 

l’émergence d’une résistance à un antibiotique au sein d’une ou plusieurs souches d’une même espèce 

bactérienne normalement sensible(s). Ces résistances peuvent résulter de deux mécanismes. Le 

premier mécanisme est l’apparition de mutations au niveau du chromosome bactérien. Ce phénomène 

est rare et naturel, et peut être favorisé par une pression de sélection des antibiotiques et être transmis 

verticalement. Le second phénomène d’acquisition de résistances aux antibiotiques est le transfert 

horizontal de gènes. Ce mécanisme est le plus courant, le plus préoccupant et le plus observé dans les 

domaines cliniques et environnementaux. Il peut concerner plusieurs familles d’antibiotiques à la fois 

mais aussi engendrer l’apparition de bactéries multirésistantes aux antibiotiques (résistantes à au 

moins 3 familles d’antibiotiques) voire de bactéries pan-résistantes. Ces dernières sont résistantes à 

l’ensemble des antibiotiques utilisés en santé humaine et peuvent conduire à une impasse 

thérapeutique.  

Ce n’est qu’au début du XXe siècle que les premières résistances acquises aux antimicrobiens ont 

été observées en réponse à l’utilisation de la pénicilline, premier antibiotique découvert par Alexander 

Fleming en 1928. Cette résistance a été observée dans le genre Staphylococcus et se traduisait par la 

production d’une enzyme, la pénicillinase, qui pouvait dégrader la pénicilline. A partir des années 1940, 

la production d’autres molécules antimicrobiennes plus puissantes que la pénicilline a entraîné une 

pression de sélection sur les bactéries. Cette pression de sélection a conféré aux bactéries des 

mécanismes de résistance supplémentaires. La production d’une enzyme modifiant ou détruisant 

l’antibiotique est l’un des mécanismes permettant aux bactéries de résister à l’action des 

antimicrobiens. Ce processus est notamment observé dans les entérobactéries qui résistent aux β-

lactamines par la production d’un grand nombre de β-lactamases. Ces enzymes peuvent avoir des 

spectres d’activité différents agissant sur les β-lactamines de 1ère génération (pénicillinases) comme de 

dernière génération (carbapénémases) (Alekshun and Levy, 2007). La modification de la cible de 

l’antibiotique est un second mécanisme impliqué dans la résistance aux antimicrobiens. L’exemple le 

plus connu est la résistance à la méticilline de l’espèce S. aureus qui se traduit par l’acquisition du gène 
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mecA codant pour la protéine PLP2A (protéine liant la pénicilline 2A) qui a une faible affinité pour les 

β-lactamines (Dumitrescu et al., 2010). Enfin, le dernier mécanisme de résistance aux antimicrobiens 

est l’imperméabilisation de la membrane bactérienne ou l’efflux actif de l’antibiotique. 

L’imperméabilité de la membrane est principalement due à la modification ou à l’inactivation des 

porines membranaires ce qui a pour conséquence un transport passif des molécules antimicrobiennes 

à travers la membrane bactérienne. D’autre part, le mécanisme d’efflux actif est basé sur des pompes 

transmembranaires qui expulsent de manière plus ou moins spécifique la molécule antimicrobienne à 

l’extérieur de la cellule bactérienne. Un exemple de ce mécanisme de résistance est la formation de la 

pompe à efflux de la tétracycline médiée par le gène tetA retrouvé dans de nombreuses espèces de 

bactéries Gram négatives (Grossman, 2016).  

II.3. Les vecteurs de dissémination de la résistance aux antimicrobiens 

Le transfert horizontal des GRA entre les bactéries peut se produire par les processus de 

conjugaison, de transduction et de transformation. La transduction est un phénomène de transfert 

horizontal d’ADN bactérien partiel d'une cellule à une autre par l'intermédiaire d'un vecteur viral. Le 

transfert par l’intermédiaire d’un bactériophage se fait par intégration de cet ADN partiel qui peut 

renfermer des GRA dans une capside phagique qui va ensuite infecter une autre cellule bactérienne. 

Ces phages peuvent infecter uniquement les bactéries et sont les entités biologiques les plus 

abondantes dans l’environnement. L’étude de Calero-Cáceres and Muniesa (2016) a mis en évidence 

que l’ADN de bactériophages isolés de sédiments et d’eau de rivière renfermait une prévalence 

similaire des gènes de résistance blaTEM, blaCTX-M (résistance aux β-lactamines), qnrA, qnrS (résistance 

aux quinolones) et sul1 (résistance aux sulfonamides). Le transfert des GRA résulte de l’absorption de 

l’ADN sous forme libre par une cellule receveuse comme par exemple Bacillus, Haemophilus, Neisseria 

et Pneumococcus et son incorporation au sein de leur chromosome (Mayer and Camberlein, 2013). Ce 

mécanisme de transduction a également été largement décrit dans les eaux de surface. Les 

bactériophages sont relativement stables dans l’environnement grâce à leur enveloppe protéique qui 

les protège des stress environnementaux (Davison, 1999). Cependant, le transfert de gènes médié par 
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les bactériophages s’opère majoritairement entre des membres d’une même famille de bactéries. Le 

transfert entre des espèces différentes peut se produire si le bactériophage possède une large gamme 

d’hôtes.  

En ce qui concerne la conjugaison, celle-ci est considérée comme le mécanisme le plus efficace 

et le plus répandu dans l’échange de matériel génétique entre les bactéries que ce soit dans 

l’environnement ou le monde hospitalier. Ce mécanisme nécessite un contact physique direct entre 

deux bactéries (une donneuse et une receveuse) d’une même espèce ou d’espèces éloignées grâce à 

la formation de pili afin de réaliser le transfert d’éléments génétiques mobiles (EGM). Les EGM 

impliqués dans la dissémination des GRA sont principalement les plasmides, les transposons, et les 

îlots génomiques.  

II.3.A. Les plasmides 

Les plasmides sont des molécules d’ADN majoritairement circulaires, extrachromosomiques, 

capables d’autoréplication et pouvant avoir une taille généralement comprise entre 2 et 200 kilobases 

et plus exceptionnellement entre 1 et plus de 1000 kilobases. Les plasmides contiennent au minimum 

l’information génétique requise pour leur réplication mais peuvent également renfermer un large 

panel de GRA. Les plasmides de grande taille sont généralement conjugatifs. Ils possèdent des gènes 

permettant leur propre transfert comme une région de transfert oriT (origine de transfert) et des 

régions codantes tra (permettant de générer les pili). Les plasmides de plus petite taille sont en général 

mobilisables étant pourvus de l’origine de transfert mais dépourvus des gènes codant la formation des 

pili nécessaires à la conjugaison. Ces plasmides peuvent profiter de la machinerie de conjugaison mise 

en place par les plasmides conjugatifs afin de s’intégrer à la cellule bactérienne receveuse. Les 

plasmides peuvent également exister et persister sous forme d’ADN extracellulaire dans 

l’environnement et être intégrés dans les cellules bactériennes par transformation. Ce phénomène de 

persistance a été décrit dans la littérature dans des eaux marines et fluviales, des eaux de surface des 

lacs, du sol et même des plantes avec une dégradation de l’ADN plasmidique observée entre 24 h et 
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plusieurs semaines (Nielsen et al., 2007). Le transfert horizontal des plasmides peut se faire de manière 

intra- et inter-espèces, favorisant la dissémination des GRA en particulier dans les milieux possédant 

une forte densité et diversité bactérienne. Parmi les GRA à médiation plasmidique, les gènes codant 

pour des résistances aux β-lactamines sont les plus fréquemment détectés. Le gène blaTEM-1, conférant 

une résistance aux pénicillines par la production d’une enzyme appelée β-lactamase, a été identifié 

initialement dans des souches E. coli et Salmonella en 1965 puis il s’est répandu dans les 

Enterobacteriaceae dans les années 1970. De nos jours, il existe plus de 480 séquences du gène blaTEM 

selon la base de données TEM Lactamase Engineering (Zeil et al., 2016) résultant de mutations 

ponctuelles du gène et entraînant une résistance aux céphalosporines en plus des pénicillines par la 

production de β-lactamases à spectre élargi (BLSE) (van Hoek et al., 2011). Certains gènes blaTEM tels 

que blaTEM-52b ont été largement identifiés au sein de plasmides portés par des souches E. coli et 

Salmonella isolées de viandes de bœuf, de volaille et même d’isolats cliniques en France, au Danemark, 

aux Pays-Bas et en Belgique (Bielak et al., 2011).  

Une autre résistance à médiation plasmidique répandue est la résistance aux quinolones codée 

par les gènes qnr. Le gène qnrA a été découvert dans les années 1990 lors de l’étude de la résistance 

aux β-lactamines, codée par un plasmide qui s’est avéré être multirésistant et facilement transférable 

dans des souches de Citrobacter, Salmonella et P.aeruginosa. Depuis, des mutations de ce gène ont 

été observées avec l’apparition de plusieurs déterminants de résistance plasmidique aux quinolones 

comme qnrB et qnrS (Hooper and Jacoby, 2015). Comme pour les gènes de β-lactamases, les gènes qnr 

ont été retrouvés dans des isolats cliniques et animaux mais également dans des espèces bactériennes 

d’origine aquatique comme Vibrio, Citrobacter et Aeromonas (Poirel et al., 2012). De plus, certains 

plasmides portant le gène qnr peuvent aussi héberger des gènes conférant des résistances à d’autres 

antibiotiques comme les β-lactamines, les aminoglycosides, le chloramphénicol, la tétracycline, les 

sulfonamides, le triméthoprime et la rifampicine. Cela favorise non seulement la dissémination des 

GRA dans l’environnement mais également l’apparition de bactéries multirésistantes.  
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II.3.B. Les transposons 

Les transposons ou éléments transposables sont des éléments d’ADN linéaires capables de se 

déplacer d’une molécule d’ADN (chromosome ou plasmide) à une autre par transposition. 

Contrairement aux plasmides, ils sont incapables de s’autorépliquer et vont être répliqués avec la 

molécule d’ADN qui les porte. De plus, certains transposons peuvent se déplacer d’une bactérie à une 

autre s’ils sont associés à une structure génétique capable de se transférer horizontalement comme 

les plasmides (Roberts et al., 2008). Les éléments transposables les plus simples sont les séquences 

d’insertion (SI), de petite taille, composés d’un gène codant pour la transposase encadré par deux 

séquences inversées répétées.  

Les transposons composites sont de plus grande taille, composés de deux SI aux extrémités et 

pouvant mobiliser un fragment d’ADN au milieu, contenant par exemple un ou plusieurs GRA. La 

transposase reconnaît les séquences inversées répétées et déplace le fragment d’ADN central d’un site 

à un autre. Ces transposons sont souvent impliqués dans la dissémination des GRA comme les 

transposons Tn 5, Tn 10 ou Tn 1. Le transposon composite Tn 5 comprend des gènes de résistance à la 

kanamycine, à la bléomycine (un agent anti-cancéreux) et à la streptomycine flanqués de deux copies 

de la séquence d’insertion IS50. Ce transposon a été isolé de souches de Caulobacter, Acinetobacter 

et Pseudomonas (Babakhani and Oloomi, 2018) mais également d’échantillons environnementaux 

comme l’eau de ruisseau (Leff et al., 1993). Le transposon Tn 10, également impliqué dans la 

transmission des GRA entre bactéries, contient les gènes tetA, tetC, tetD et tetR codant la résistance à 

la tétracycline par la mise en place de pompes à efflux et leur régulation. Il a été identifié dans des 

souches de Proteus, Pseudomonas, Salmonella, Klebsiella et Vibrio. Le transposon Tn 1 possède quant 

à lui le gène de β-lactamase blaTEM et a été retrouvé au sein de plasmides et de chromosomes de 

nombreuses bactéries notamment de souches commensales d’E. coli (Bailey et al., 2011). Il existe 

également des transposons non composites qui ne contiennent pas de séquences d’insertion à leurs 

extrémités mais des séquences inversées répétées nécessaires à la transposition. Parmi ces 
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transposons, le transposon Tn 3 contient le gène de résistance blaTEM-1 ainsi que les gènes tnpA et tnpB 

codant pour la transposase et la resolvase, respectivement (Barbu et al., 2018). 

II.3.C. Les îlots génomiques 

Les îlots génomiques sont des EGM dont la taille varie de quelques kilobases à plus de 

500 kilobases capables de s’intégrer et de s’exciser de l’ADN chromosomique ou plasmidique des 

bactéries Gram positives et Gram négatives (Li and Wang, 2021). Ces îlots génomiques comprennent 

les ICE (Integrative and Conjugative Elements) qui contiennent les gènes codant pour la machinerie 

nécessaire à son transfert par conjugaison, et les IME (Integrative and Mobilizable Elements) qui eux 

ne sont pas conjugatifs mais mobilisables, contenant les éléments indispensables à leur excision et 

intégration. Contrairement aux plasmides, les ICE et les IME ne peuvent pas s’autorépliquer, leur 

réplication dépend de la structure génétique sur laquelle ils sont localisés. Outre les gènes intervenant 

dans l’excision, l’intégration et la régulation des ICE et des IME, ces éléments génétiques peuvent 

également contenir des GRA faisant d’eux des vecteurs clés dans la propagation de la résistance aux 

antimicrobiens. Parmi les ICE, le transposon conjugatif Tn 916 code pour la résistance à la tétracycline. 

L’étude menée par Johnson and Grossman (2015) a démontré que ce transposon pouvait être 

transféré entre des souches d’E. faecalis par conjugaison en absence de plasmide puisqu’il contient les 

gènes nécessaires à son propre transfert et à son intégration dans l’ADN plasmidique et 

chromosomique de la cellule receveuse. Un autre ICE, Tn 4371, a été identifié dans une souche de 

P. aeruginosa isolée d’un échantillon d’eaux usées aux Etats-Unis et contenait deux copies du gène de 

résistance blaKPC-2 associées aux gènes blaSHV-12 et qnrB19 (Botelho et al., 2018). L’ICE SXT, d’une taille 

d’environ 100 kb et faisant partie de la famille SXT/R391, a initialement été isolé d’une souche clinique 

de V. cholerae O139 en Inde et lui conférait une résistance aux sulfonamides, au triméthoprime, au 

chloramphénicol et à la streptomycine (Waldor et al., 1996). Dalsgaard et al. (2001) ont également 

rapporté la présence d’un ICE de la famille SXT/R391 dans une souche clinique de V. cholerae O1 isolée 

en Afrique du Sud qui médiait la résistance à la tétracycline (gène tetA) en plus des quatre résistances 

exposées précédemment.   
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II.3.D. Les intégrons 

Les intégrons sont des éléments génétiques retrouvés principalement dans les bactéries Gram 

négatives et fournissent une plateforme pour la capture et l’expression de gènes sous forme de 

cassettes. Ces structures ne sont pas mobiles mais vont se propager dans les bactéries en étant 

localisées sur des EGM tels que les plasmides et les transposons. Les intégrons peuvent acquérir ou 

perdre ces cassettes de gènes mobiles, capables d'être intégrés ou excisés dans un intégron par un 

mécanisme de recombinaison spécifique de site catalysé par une intégrase. Ces intégrons sont 

principalement constitués du gène intI (codant pour l’intégrase), du site de recombinaison attI et d’un 

promoteur Pc qui contrôle le niveau de transcription des gènes intégrés dans la cassette.  En revanche, 

la plupart des gènes présents dans ces cassettes sont dépourvus de promoteur, leur régulation dépend 

alors du promoteur situé dans le segment 5’ conservé (Hall and Collis, 1995). Au niveau de la cassette 

de gènes se trouve le site de recombinaison attC qui permet l’intégration de la cassette de gènes par 

recombinaison avec le site attI. Ils sont regroupés en différentes classes en fonction de la séquence 

nucléique des gènes d’intégrase. Les intégrons de classe 1 (intI1), de classe 2 (intI2) et de classe 3 (intI3) 

sont impliqués dans la dissémination de la résistance aux antibiotiques, mais c’est l’intégron de classe 

1 qui est le plus communément retrouvé dans la plupart des isolats cliniques et environnementaux 

(Gillings et al., 2008).  

Les intégrons peuvent être localisés sur le chromosome des bactéries mais aussi sur des 

transposons (ex : Tn 21, Tn 1696) eux-mêmes situés sur des plasmides conjugatifs ou sur des ICE/IME. 

Ils sont considérés comme le principal acteur dans la propagation de la résistance aux antimicrobiens 

en raison de leur capacité à incorporer un grand nombre de GRA et à les rendre fonctionnels grâce à 

un système d’expression génétique adapté (Deng et al., 2015). Les cassettes sont constituées de gènes 

codant pour des résistances à un large panel d’antibiotiques mais la plupart des intégrons de classe 1 

contiennent un gène de résistance aux aminoglycosides (gène aadA). En aval de la cassette de gènes 

se trouvent généralement les gènes qacEΔ1 et sul1, codant respectivement pour la résistance aux sels 

d’ammonium quaternaire et aux sulfonamides. A ce jour, plus de 130 cassettes différentes ont été 
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caractérisées contenant des gènes impliqués dans la résistance aux β-lactamines, aux aminoglycosides, 

au chloramphénicol, à l’érythromycine, aux quinolones et au triméthoprime. Seule la résistance à la 

tétracycline n’a pas été caractérisée dans ces cassettes de gènes. La prévalence des intégrons de classe 

1 a été couramment observée dans les bactéries à Gram négatif d’origine clinique mais ils ont aussi été 

identifiés dans quelques bactéries à Gram positif comme Streptococcus, Enterococcus, Staphylococcus 

et Aerococcus.    

II.4. Les systèmes de surveillance de la résistance aux antimicrobiens à l’échelle 
nationale et européenne 

Face au problème sanitaire que représente la résistance aux antimicrobiens et leur dissémination, 

l’Autorité européenne de sécurité des aliments a mis en place par la Directive 2003/99/EC des plans 

de surveillance des résistances aux antimicrobiens dans les bactéries zoonotiques alimentaires pour 

l’Homme (comme Salmonella spp. et Campylobacter spp.) et les bactéries indicatrices de résistance 

aux antimicrobiens (comme E. coli) dans les animaux producteurs d’aliments et les viandes dérivées 

(European Food Safety Authority, 2022). Entre 2019 et 2020, les résultats des plans de surveillance ont 

permis de constater des niveaux élevés de résistance à l’ampicilline, aux sulfonamides et aux 

tétracyclines dans des souches humaines de Salmonella spp. et des niveaux très élevés de ces mêmes 

résistances dans des souches animales. Le taux de souches humaines multirésistantes était de 25 %. 

Le suivi d’E. coli par l’isolement de la bactérie et la détermination des CMI (concentrations minimales 

inhibitrices) pour les antimicrobiens d’importance clinique a montré des niveaux élevés voire très 

élevés de résistances à l’ampicilline, aux sulfonamides, au triméthoprime, aux quinolones et aux 

tétracyclines dans toutes les catégories d’animaux. Mais cette surveillance ne concerne que les filières 

de bovins, de volailles et de porcs. Aucune surveillance n’a été établie concernant les produits de la 

pêche et de l’aquaculture en Europe. Seule une souche de S. aureus résistante à la méticilline a été 

détectée parmi 103 échantillons de tissus de poissons d’eau douce sauvages en Allemagne.  

 



Etude bibliographique 

40 | P a g e  

 

En 2015, le système GLASS (Global Antimicrobial Resistance Surveillance System) a été lancé à 

l’échelle mondiale. Ce programme soutient le plan d’action mondial sur la résistance aux 

antimicrobiens avec pour principal objectif le renforcement des bases de données grâce à une 

surveillance et une recherche mondiale améliorées. Le but est d’aider dans la prise de décisions et de 

conduire des actions régionales, nationales et mondiales (WHO, 2020). Au niveau européen, le réseau 

Ears-Net (European Antimicrobial Resistance Surveillance Network) a été mis en place en 1998. 

Coordonné par le Centre Européen de Prévention et de Contrôle des Maladies depuis 2012, c’est le 

plus grand système financé par l’Europe pour la surveillance de la résistance aux antimicrobiens. Les 

bactéries ciblées par cette surveillance sont Streptococcus spp. et Staphylococcus aureus depuis 1999, 

E. coli, E. faecalis et E. faecium depuis 2001, K. pneumoniae et P. aeruginosa depuis 2005 et 

Acinetobacter spp. depuis 2012 (ECDC, 2020).  

En France, le plan EcoAntibio 2 a été mis en place par le Ministère de l’Agriculture entre 2017 et 

2022, faisant suite au plan EcoAntibio 1 de 2012 à 2016. Le principal objectif de ce plan est de maintenir 

dans la durée la diminution de l’exposition des animaux domestiques et d’élevage aux antibiotiques 

afin de lutter contre la résistance aux antimicrobiens. Le premier plan EcoAntibio a d’ailleurs permis 

d’observer une diminution de l’exposition des animaux aux antibiotiques de 20 % entre 2012 et 2015 

(Moulin et al., 2017). Toujours au niveau national, le réseau d’épidémiosurveillance de la résistance 

aux antimicrobiens des bactéries pathogènes animales (RESAPATH) a été créé en 1982. Ce réseau vise 

à collecter l’ensemble des résultats d’antibiogrammes réalisés par des laboratoires de diagnostic 

vétérinaire afin de suivre la résistance aux antimicrobiens de bactéries pathogènes animales et de 

contribuer au bon usage des agents antimicrobiens dans le monde animal. Les données ainsi obtenues 

sont mises en relation avec les données collectées pour l’Homme grâce à son intégration à l’ONERBA 

(Observatoire National de l’Epidémiologie de la Résistance Bactérienne aux Antibiotiques). Les souches 

bactériennes sont collectées par plus de 70 laboratoires d’analyses vétérinaires et conservées afin de 

procéder à des études approfondies sur les mécanismes d’antibiorésistance des bactéries. Le champ 

d’action de RESAPATH était d’abord restreint aux bactéries pathogènes bovines, puis porcines et de 
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volailles, avant de s’étendre à l’ensemble des animaux (ovins, caprins, lapins, équidés, chiens, chats). 

Concernant les produits aquatiques, le dernier rapport RESAPATH recense des données 

d’antibiogrammes en majorité pour une seule espèce bactérienne, Aeromonas salmonicida, isolée de 

poissons d’élevage (truites arc-en-ciel, bars et turbots) (ANSES, 2020b). 

En raison de la diversité des GRA dans les différents compartiments environnementaux comme les 

sols et les eaux, le suivi de chaque gène prend beaucoup de temps et de moyens. La multiplicité des 

méthodes de détection et de quantification des GRA couplée aux diverses techniques 

d’échantillonnage et de traitement des échantillons rend la comparaison des résultats obtenus dans 

les études difficile. Une harmonisation des méthodes d’analyse des GRA et la mise en place 

d’indicateurs de contamination par la résistance aux antimicrobiens est donc nécessaire pour que les 

résultats puissent être complémentaires. Le besoin de disposer de ces indicateurs génétiques pour le 

suivi et la surveillance de la résistance aux antimicrobiens est une problématique connue et abordée 

dans de nombreuses études. Un gène indicateur doit par définition être relativement simple à suivre, 

informer sur la dynamique de résistance globale, indiquer une pression anthropique et peut être 

couplé avec la recherche de GRA pour étudier la dynamique de transfert (ANSES, 2020a). Le suivi de 

gènes indicateurs plutôt que de bactéries indicatrices permet de palier la perte rapide de cultivabilité 

des bactéries dans l’environnement et de suivre le devenir spatio-temporel à grande échelle de la 

résistance aux antimicrobiens. Un projet interdisciplinaire à l’échelle européenne nommé DARE 

(Detecting Evolutionary Hotspots of Antibiotic Resistance in Europe) a été lancé en 2009 (Berendonk 

et al., 2015). Le consortium de ce projet a proposé des indicateurs bactériens mais aussi génétiques 

pour le suivi de la résistance aux antimicrobiens dans l’environnement. Un certain nombre de 

déterminants génétiques impliqués dans la résistance aux antimicrobiens ont donc été proposés 

comme indicateurs de résistance aux antimicrobiens sur la base de différents critères (Tableau 1). Ces 

critères sont entre autres la pertinence clinique des gènes, leur prévalence dans les compartiments 

environnementaux soumis aux activités anthropiques et leur association avec des EGM ou tout autre 

vecteur de transmission de la résistance.  
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Le suivi de ces indicateurs de résistance aux antimicrobiens dans les différentes niches 

écologiques serait le premier pas pour une normalisation des études afin de pouvoir comparer les 

données à travers le monde et d’obtenir une vision globale du résistome environnemental. En effet, 

chaque niche écologique (environnements terrestres et aquatiques) possède des particularités en 

terme de conditions environnementales et donc de diversité bactérienne, de BRA et de GRA. 

Cependant, peu d’informations sont disponibles sur la présence des BRA, des GRA et des gènes 

indicateurs de résistance aux antimicrobiens dans le milieu marin qui constitue un environnement peu 

exploré. 

Tableau 1 : Déterminants génétiques proposés comme indicateurs de contamination de l’environnement par la résistance 
aux antimicrobiens, d’après Berendonk et al. (2015). 

Déterminants 
génétiques 

Protéines codées 
Familles d’antibiotiques 

ciblées 

sul1, sul2 sulfonamide-resistant dihydropteroate synthase sulfonamides 

blaTEM, blaCTX-M  
β-lactamases fréquemment identifiées dans les 
Enterobacteriaceae 

β-lactamines 

blaNDM-1 New Delhi Metallo-β-lactamase β-lactamines 

blaVIM carbapénémase fréquente dans P. aeruginosa carbapénèmes 

blaKPC K. pneumoniae carbapenemase carbapénèmes 

qnrS quinolone pentapeptide repeat family quinolones 

aac-(6’)-Ib-cr aminoglycoside acetyltransferase 
aminosides et 
fluoroquinolones 

vanA gène de l'opéron de résistance à la vancomycine glycopeptides 

mecA protéine de liaison aux pénicillines β-lactamines 

ermB, ermF rRNA adenine N-6-methyltransferase macrolides 

tetM protéine de protection ribosomale tétracyclines 

aph aminoglycoside phosphotransferase aminosides 

intI1 intégrase des intégrons de classe 1 - 
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III. La dissémination de la résistance aux antimicrobiens dans 
l’environnement marin 

III.1. Les sources de contamination de l’environnement marin par les 
contaminants biologiques 

Il est maintenant reconnu que les principales sources de contamination de l’environnement 

marin par des polluants biologiques tels que les GRA sont d’origine anthropique notamment par les 

effluents d’eaux usées (Figure 3). Ces GRA provenant des eaux usées hospitalières, urbaines et 

industrielles vont converger vers les stations de traitement des eaux usées (STEU). Les boues 

d’épuration qui sont le principal déchet produit suite au traitement des eaux usées sont alors souvent 

utilisées pour fertiliser les terres agricoles alors qu’elles contiennent encore des GRA. En temps de 

fortes pluies, il peut se produire un ruissellement agricole qui va entrainer un écoulement d’eau de 

surface sur les zones de culture, la formation de boues contaminées et un déversement dans le bassin 

versant. En parallèle de ces boues d’épuration, les eaux traitées des STEU mais impropres à la 

consommation sont rejetées directement dans les rivières toujours chargées en GRA et vont alors se 

propager jusqu’au milieu marin constituant le récepteur final. La pollution de l’environnement marin 

peut aussi provenir d’effluents contaminés venant de secteurs dépourvus d’installations 

d’assainissement et de traitement des eaux usées qui vont alors se déverser dans les rivières voire 

dans l’environnement marin. Il existe également un impact lié aux activités aquacoles par les effluents 

des bassins basés à terre rejetés dans les eaux marines ou par les échanges directs entre 

l’environnement marin et les exploitations en système ouvert ou semi-ouvert. Ces compartiments 

environnementaux ont été caractérisés comme des points chauds ou « hotspots » pour la résistance 

aux antimicrobiens et sont développés dans les paragraphes suivants (Kunhikannan et al., 2021).  
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Figure 3 : Schéma de la dissémination des antibiotiques (ATB) et des gènes de résistance aux antimicrobiens (GRA) dans 
l’environnement marin (d’après Zheng et al. (2021)). STEU : station de traitement des eaux usées ; EGM : éléments 

génétiques mobiles ; COT : carbone organique total. 

 

III.1.A. Les eaux usées hospitalières, domestiques et industrielles 

L’abondance accrue des GRA dans les eaux usées hospitalières représente un risque élevé de 

dissémination dans l’environnement en raison d’une utilisation intensive d’antibiotiques en santé 

humaine entrainant une pression de sélection constante sur les bactéries. En effet, les établissements 

de santé comme les hôpitaux concentrent une forte proportion de patients traités aux antibiotiques 

et une forte prévalence de GRA. Une méta-analyse réalisée en 2020 a regroupé 21 études 

internationales dont 11 menées en Europe (Roumanie, Belgique, Portugal, France, Pays-Bas, Suisse et 

Espagne) sur l’abondance des GRA dans les effluents hospitaliers (Zhang et al., 2020). Parmi les gènes 

les plus abondants ont été identifiés des gènes codant pour des β-lactamases à spectre étendu (BLSE) 

(blaTEM, blaCTX, blaOXA, blaSHV), des gènes de résistance aux carbapénèmes (blaNDM, blaKPC), aux 
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tétracyclines (tetB, tetC, tetM, tetO), aux quinolones (qnrA, qnrS) mais également le gène de l’intégrase 

de l’intégron de classe 1 (intI1). D’autres gènes moins abondants ont également été quantifiés comme 

des gènes de résistance aux sulfonamides (sul1, sul2), aux tétracyclines (tetA) et les gènes des 

intégrases des intégrons de classes 2 et 3 (intI2 et intI3). En France, de fortes concentrations en 

intégrons de classe 1 ainsi que des concentrations plus faibles en intégrons de classes 2 et 3 ont 

également été rapportées dans les eaux usées d’un hôpital (Stalder et al., 2014). Les cassettes de gènes 

associées aux intégrons dans ces échantillons codaient principalement pour des résistances aux 

aminoglycosides (gènes aacA4 et aadB). D’autres cassettes de gènes ont également été observées et 

codaient pour des résistances aux β-lactamines (gènes blaBEL, blaGES, blaOXA), au triméthoprime (gènes 

de type dfr) et à l’érythromycine (gènes de type ere). Certains de ces intégrons et cassettes de gènes 

ont même été détectés dans l’effluent de la station d’épuration municipale recevant l’effluent de 

l’hôpital révélant que les activités humaines sont une source importante d’intégrons de classe 1 

associés à une grande diversité de GRA.  

Les eaux usées domestiques peuvent aussi être contaminées par les GRA et présenter des 

concentrations voire une diversité différente des eaux usées hospitalières. Entre 2012 et 2015, une 

étude comparative a été réalisée sur 126 échantillons d’eaux usées domestiques et hospitalières en 

Haute-Savoie (France) (Buelow et al., 2019). Ces eaux usées domestiques et hospitalières avaient des 

signatures distinctes en termes de résistome. Une dominance des gènes blaVIM, blaCTX-M, vatB 

(résistance aux streptogramines), ermB (résistance aux macrolides) et des gènes de transposase 

ISS1N/ISEc9 a été observée dans les eaux usées domestiques. Cette abondance de GRA a été reliée à 

une prescription en streptogramine et en macrolide plus importante en ville ciblant des pathogènes 

différents du milieu hospitalier. Dans les eaux usées hospitalières, les gènes qnr, tetW et intI1 étaient 

principalement identifiés. La présence des gènes de transposase et d’intégron de classe 1 reflétait une 

forte dissémination des GRA à partir de ces eaux usées. A l’échelle européenne, les GRA ont été 

quantifiés dans les affluents (eaux entrant dans les STEU) et effluents de STEU urbaines au Portugal, à 

Chypre, en Irlande, en Allemagne en Norvège et en Finlande afin de caractériser le résistome urbain 
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(Pärnänen et al., 2019). Tous les échantillons analysés contenaient des gènes de résistance aux 

aminoglycosides (aadA et strB), aux β-lactamines (blaGES, blaOXA, blaVEB), aux sulfonamides (sul1), aux 

tétracyclines (tetM, tetQ) ainsi que des éléments génétiques impliqués dans le transfert des gènes 

comme intI1. Certains gènes critiques en santé humaine ont également été identifiés dans certains 

affluents de STEU au Portugal, en Espagne, à Chypre et en Allemagne comme le gène blaVIM codant 

pour une β-lactamase capable d’hydrolyser toutes les β-lactamines (excepté les monobactames) et 

d’échapper aux inhibiteurs des β-lactamines. En Italie, les gènes blaTEM, blaCTX-M, ermB, qnrS, sul2, tetA 

et intI1 ont été détectés dans l’affluent d’une STEU recevant des eaux usées domestiques (Di Cesare 

et al., 2016). 

Les eaux usées industrielles constituent également un réservoir de résistance aux 

antimicrobiens, notamment les effluents des industries pharmaceutiques et des abattoirs. Etant donné 

que la majorité des antibiotiques consommés en France sont produits à l’étranger, la contamination 

de l’environnement par les effluents des industries pharmaceutiques n’est pas documentée. En 

Croatie, une étude a été réalisée sur le rôle des effluents d’industries pharmaceutiques dans la 

dissémination de la résistance aux antibiotiques dans les compartiments récepteurs (González-Plaza 

et al., 2019). Cette étude a été menée au niveau d’industries pharmaceutiques produisant des 

antibiotiques comme les macrolides, sulfonamides, tétracyclines, fluoroquinolones et β-lactamines, 

dont les effluents ont été déversés dans des rivières voisines. Des traces de certains de ces 

antibiotiques ont été retrouvées dans les effluents de ces industries mais aussi dans l’eau et les 

sédiments des rivières réceptrices. De plus, certains gènes comme intI1, sul1, sul2 et tetA ont 

également été identifiés, portés par des plasmides du groupe IncP-1 pouvant se transférer et se 

répliquer dans pratiquement toutes les bactéries à Gram négatif. Si certains déchets sont directement 

acheminés vers les sols et rivières, les eaux usées hospitalières, domestiques, industrielles et agricoles 

sont majoritairement acheminées, mélangées et traitées dans les STEU.  
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III.1.B. Les stations de traitement des eaux usées (STEU) 

Les rejets des STEU constituent la principale source de contamination des milieux aquatiques 

par les BRA et les GRA. En effet, les STEU ont été créées et optimisées dans le but d’éliminer les 

matières organiques et particulaires mais pas d’éliminer les BRA et GRA. L’arrêté du 21 juillet 2015 

relatif aux systèmes d'assainissement collectif et aux installations d'assainissement non collectif a 

introduit des indications quant au suivi des micropolluants tels que les pesticides et les métaux dans 

les eaux usées traitées, mais aucune exigence n’a été fixée pour les BRA et les GRA. Le niveau de 

contamination des STEU est dépendant de l’origine des eaux usées mais également des traitements 

qui leur sont appliqués. Trois opérations sont principalement mises en place dans le traitement des 

eaux usées. Le pré-traitement et le traitement primaire comprennent le dégrillage, le dessablage, le 

déshuilage et la décantation primaire pour éliminer les déchets volumineux, les corps gras de l’eau et 

pour extraire le sable afin de récupérer la boue au fond des bassins. Le traitement secondaire des eaux 

usées consiste principalement à acheminer les eaux dans un bassin où se sont développées des 

bactéries qui vont dégrader les matières organiques et les transformer en boues généralement 

utilisées comme engrais en agriculture. Des études menées sur des boues actives de STEU ont 

démontré une forte concentration de GRA, comme en Chine, où ces boues présentaient de fortes 

abondances des gènes sul1, sul2, intI1, tet33, tet36, tetC et tetM (Wang et al., 2013). Les eaux usées 

traitées sont ensuite majoritairement rejetées dans les eaux de surface. En Espagne, une étude a été 

réalisée sur l’abondance de GRA dans l’affluent et l’effluent d’une STEU afin de déterminer leur 

élimination lors du processus de traitement des eaux (Rodriguez-Mozaz et al., 2015). Les résultats ont 

montré une forte abondance des gènes blaTEM, sul1, tetW, ermB et qnrS dans l’affluent de la STEU 

(jusqu’à 6 log copies de gène/ml d’eau) avec une diminution de celle-ci dans l’effluent de la STEU (une 

diminution pouvant aller jusqu’à 2 ou 3 log copies de gène/ml d’eau) donc une dégradation partielle 

de ces contaminants. Une étude menée en Pologne a mis en évidence des concentrations élevées des 

gènes blaTEM, blaOXA, tetA, sul1 et mefA dans les effluents de plusieurs STEU (jusqu’à 7 log copies de 

gène/ml d’eau) (Osińska et al., 2020). Dans une de ces STEU, il a été observé une réduction de 90 % de 
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l’abondance du gène tetB. En revanche, une augmentation de la concentration des gènes blaSHV, sul1 

et tetX dans les eaux usées traitées par rapport aux eaux usées brutes a également été observée dans 

une autre STEU. Cela indiquait des conditions favorables à une forte pression sélective et au transfert 

horizontal des GRA à l’intérieur des STEU entraînant un flux de ces gènes dans l’environnement avec 

les eaux usées traitées. Une autre étude s’est intéressée à l’abondance des GRA dans les effluents de 

STEU à l’échelle européenne (Cacace et al., 2019). Globalement, les gènes sul1 et intI1 étaient les plus 

abondants, suivi des gènes tetM, blaTEM, blaOXA. Le gène de résistance à la colistine mcr-1, qui est un 

antibiotique de dernier recours en santé humaine, a été détecté dans les effluents de STEU en France, 

en Italie, en Norvège, au Portugal, en Allemagne, aux Pays-Bas, à Chypre, au Royaume-Uni et en 

Autriche. Des études ont démontré que l’abondance des GRA déversés dans l’environnement pouvait 

également être dépendante des précipitations. En temps de fortes pluies, les gènes sul1 et intI1 étaient 

plus abondants qu’en période sèche en raison d’une surcharge au niveau des STEU ce qui a entrainé 

un déversement d’eaux usées brutes dans l’environnement (Lee et al., 2022).  

III.1.C. Les effluents de rivières 

La présence de BRA et de GRA a été caractérisée dans des systèmes fluviaux partout à travers 

le monde (Singh et al., 2019). La plus grande diversité de GRA a été observée dans les pays asiatiques 

(principalement en Chine et en Inde) avec une dominance des gènes de résistance aux sulfonamides 

(sul1, sul2, sul3) et aux tétracyclines (majoritairement les gènes tetA et tetB). Concernant l’Europe, ce 

sont les gènes codant pour des BLSE qui prédominaient en Autriche (blaCTX-M) et au Royaume-Uni 

(blaCTX-M, blaTEM, blaOXA), et les gènes de résistance aux quinolones (qnrA, qnrB, qnrS) en Espagne et en 

Suisse. La majorité de ces GRA était associée à des déterminants génétiques impliqués dans le transfert 

de gènes comme des plasmides conjugatifs, des transposons, des intégrons de classes 1 et 2 ainsi que 

des bactériophages. Les niveaux de BRA et GRA détectés dans les rivières sont en partie liés aux 

activités humaines notamment au niveau des rejets des STEU et dépendent de la densité de la 

population et des traitements des eaux usées. L’étude menée par Chaturvedi et al. (2021) en Inde a 

mis en évidence une forte prévalence des gènes blaTEM, blaSHV, blaCTX-M, sul1, sul2 et intI1 dans 4 
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systèmes fluviaux fortement impactés par les déchets domestiques, hospitaliers et industriels. En 

Pologne, Koczura et al. (2016) ont suivi l’abondance des gènes sul1, sul2 et intI1 à différentes 

localisations d’une rivière. Ils ont mis en évidence une plus forte abondance de ces gènes en aval de la 

rivière, à 5 km des rejets de STEU, par rapport aux sites localisés en amont de la rivière (soumis à une 

faible pression anthropique) et au niveau de la ville (soumis aux rejets de STEU), démontrant une 

dissémination et une accumulation des GRA jusqu’à des endroits de la rivière soumis à peu d’impacts 

anthropiques, loin des rejets d’eaux usées. De manière semblable, de fortes concentrations des gènes 

blaTEM, sul1 et qnrS (jusqu’à 5 log copies de gène/ml d’eau) ont été observées dans le cours inférieur 

d’un fleuve en Espagne juste avant son déversement dans la Mer Méditerranée (Calero-Cáceres et al., 

2017). Ces gènes étaient également associés à l’ADN de bactériophages, témoignant du potentiel de 

dissémination et de transfert des GRA entre bactéries par transduction. En Belgique, les gènes de 

résistance sul1, sul2, tetW, tetO, blaTEM et qnrS ont été quantifiés le long de la Senne, une rivière 

traversant la capitale et soumise aux rejets de deux STEU (Proia et al., 2018). Des concentrations plus 

élevées de ces gènes ont été observées au niveau de la capitale bruxelloise et en aval des rejets des 

STEU démontrant une augmentation de l’abondance des GRA de l’amont à l’aval des rivières avec un 

impact significatif des activités urbaines. Les BRA et GRA pénètrent dans les rivières réceptrices en plus 

ou moins grande quantité par les eaux usées traitées et sont soumis à différents facteurs impactant 

leur dispersion comme leur dilution dans le milieu. Les GRA persistent plus longtemps que les bactéries 

dans l’environnement aquatique pouvant se retrouver hors des cellules bactériennes sous forme 

d’ADN libre ou associés à l’ADN des bactériophages. 

III.1.D. Les effluents d’aquaculture 

Depuis 2001 en Europe, l’utilisation prophylactique des antibiotiques est interdite en aquaculture 

(Directive 2001/82/EC). En France, seuls 5 antibiotiques disposant d’une autorisation de mise sur le 

marché peuvent être utilisés dans la filière piscicole, à savoir l’oxytétracycline, le florfénicol, la 

fluméquine, l’acide oxolinique et la combinaison triméthoprime-sulfonamide. Une étude a révélé que 

17 composés antimicrobiens étaient utilisés dans 32 piscicultures au Vietnam, principalement les 
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fluoroquinolones, phénicols, sulfonamides et tétracyclines (Rico et al., 2013). Cette utilisation 

d’antibiotiques en aquaculture entraîne une forte pression de sélection sur les bactéries présentes 

dans les bassins et/ou associées aux animaux d’élevage. En Australie, des souches de Vibrio, 

Aeromonas, Pseudomonas, Citrobacter et Staphylococcus présentant des résistances phénotypiques 

acquises à l’ampicilline, l’amoxicilline, la céfalexine et l’érythromycine ont été isolées de crustacés, de 

poissons et d’échantillons d’eau de milieux aquacoles (Akinbowale et al., 2006). Une étude a été 

menée dans plusieurs étangs aquacoles en Chine présentant une forte densité d’individus et une 

utilisation de sulfonamides, de tétracyclines, de β-lactamines et de quinolones à des fins 

prophylactiques. L’analyse des sédiments de ces étangs a révélé une forte abondance des gènes de 

résistance sul1, tetW, blaOXA, blaCMY mais aussi du gène intI1 (Cheng et al., 2021). Ces travaux ont 

notamment démontré que l’environnement aquacole constitue un réservoir de BRA et de GRA. Dans 

un élevage de crevettes en Chine, les gènes de résistance sul1, floR et cmlA (résistance au 

chloramphénicol) ont été quantifiés dans les sédiments, l’eau des étangs, une rivière à proximité 

(la source d’eau des étangs) mais aussi dans l’effluent des bassins (Wang et al., 2019). En effet, les GRA 

étaient légèrement moins abondants dans l’effluent que dans l’eau des bassins avec une différence 

d’un demi log pour certains gènes démontrant une élimination partielle de ces GRA. Ceci constitue un 

risque à la fois par la consommation des produits de l’aquaculture et par la dissémination des GRA 

directement dans l’environnement marin. 

III.2. La propagation de la résistance aux antimicrobiens dans l’environnement 
marin 

Il a été estimé que 80 % de la pollution marine était d’origine anthropique, émanant 

principalement de rejets directs sous forme d’effluents provenant d’activités terrestres ou maritimes 

et du ruissellement des fleuves (Amara, 2010). Cette pollution est d’autant plus importante au niveau 

des littoraux, marqués par des pressions anthropiques plus accentuées en raison d’une urbanisation 

en constante augmentation.  
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III.2.A. L’occurrence des gènes de résistance aux antimicrobiens dans 
l’eau de mer 

Les eaux côtières sont à l’interface entre les écosystèmes terrestres, les eaux douces et les 

eaux de pleine mer. La présence des BRA et GRA dans les eaux côtières représente non seulement un 

risque en santé humaine par la consommation de produits aquatiques contaminés mais aussi un risque 

par les activités de baignade. En France, un baigneur ayant plongé dans la Mer Méditerranée et aspiré 

de l’eau de mer dans ses poumons a contracté une pneumonie à S. algae. Cette souche a été isolée 

d’un lavage broncho-alvéolaire et présentait les gènes de β-lactamases ampC et blaOXA-55, le gène de 

résistance aux quinolones qnr4, un gène de transposase et un ensemble de gènes permettant son 

adaptation et sa survie dans l’environnement marin (Cimmino et al., 2016). La résistance aux 

antimicrobiens dans l’écosystème marin reste peu étudiée malgré la prédisposition de ce milieu à 

recevoir de nombreux effluents contaminés et constituer ainsi un réservoir potentiel de GRA. La 

majorité des études concernant l’occurrence des GRA dans cet environnement est limitée aux eaux 

côtières et estuariennes. Géographiquement, ces études ont pour la plupart été réalisées en Asie où 

la production et la consommation de composés antimicrobiens sont élevées (Figure 4).  

 

Figure 4 : Distribution géographique des études réalisées sur l’occurrence des antibiotiques et des gènes de résistance aux 

antimicrobiens (GRA) dans les environnements côtiers et estuariens d’après Zheng et al. (2021).  
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Su et al. (2020) ont réalisé une étude spatiale sur les GRA en Chine, le long de la rivière Haihe 

jusqu’aux eaux de baignade de la Mer Jaune. Ils ont observé une prévalence plus faible des GRA dans 

les eaux côtières par rapport aux eaux de rivière. Toutefois, les gènes tetC, tetM, tetQ, sul1 et sul2 

étaient présents dans 100 % des échantillons d’eau de mer et les gènes blaTEM, ampC, sul3, qnrA et 

ermB dans au moins 50 % des échantillons. Les gènes les plus abondants en terme de concentration 

étaient ermB, sul1, sul2 et blaTEM avec des concentrations comprises entre 105 et 107 copies/L d’eau. 

De manière surprenante, le gène ermB était plus abondant dans l’eau de mer que dans l’eau de rivière 

pouvant témoigner d’un fort potentiel de dissémination de ce gène dans les eaux côtières. Des 

abondances de 107 copies/L d’eau de mer des gènes sul1, sul2 et intI1 ont également été rapportées 

dans les eaux de baignade à proximité de la Mer Jaune (Na et al., 2014). Ces observations étaient en 

concordance avec l’étude menée par Lu et al. (2019) qui ont étudié la résistance aux antimicrobiens 

dans la Mer Jaune et la Mer Bohai au niveau des eaux côtières mais aussi extracôtières. L’abondance 

de GRA comme sul1, sul2, tetB, tetG, tetX, qnrA, qnrB et qnrS était de 104-106 copies/L dans les eaux 

extracôtières et de 107-108 copies/L dans les eaux côtières. Ils ont observé une abondance plus élevée 

pour les gènes sul1 et sul2 (jusqu’à 106 copies/L) suivi du gène tetX (105 copies/L). De plus, ils ont 

quantifié le gène intI1 dans l’ensemble des échantillons d’eaux côtières et extracôtières jusqu’à 

107 copies/L. Ces résultats démontrent que l’impact de la pollution anthropique sur l’occurrence des 

GRA est plus importante au niveau des côtes mais que ces gènes sont tout de même bien présents plus 

au large des côtes. Ces résultats peuvent également démontrer un portage des GRA par une population 

bactérienne qui diffère entre la zone côtière soumise aux arrivées d’eau douce et la zone extracôtière.  

Plus au sud de la Chine, dans la Baie de Dapeng, les gènes floR (résistance au florfénicol), cmlA, 

sul1 et intI1 ont été quantifiés jusqu’à 108 copies/L dans des échantillons d’eau prélevés dans un espace 

d’aquaculture en cage de palomines (Trachinotus ovatus) et de dorades marbrées (Siganus oramin), 

dans une zone à 1 km de cet espace d’aquaculture mais aussi dans une zone de tourisme, reflétant la 

pluralité des apports de pollution anthropique (Li et al., 2020). En Europe, peu de données existent sur 

l’abondance des GRA dans les eaux marines. Une étude a été menée entre 2008 et 2009 au Nord de 
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l’Europe dans la Mer Baltique, qui est soumise aux impacts anthropiques de 9 pays côtiers ayant une 

utilisation des antibiotiques et des politiques de traitement des eaux usées différentes (Tiirik et al., 

2014). Les GRA les plus abondants dans les échantillons d’eau de mer prélevés au niveau de la surface 

étaient tetA (à 104 copies/L), tetB et blaSHV (à 103 copies/L) qui montraient des concentrations stables 

entre les différents sites d’échantillonnage. En revanche, une variation dans les concentrations des 

gènes tetM et sul1 (de 10 à 104 copies/L) entre les sites d’échantillonnage a été observée, avec des 

concentrations plus élevées dans les zones plus éloignées des côtes. 

Afin de comparer le niveau des résistances aux antimicrobiens entre les zones avec et sans 

influences humaines, une étude a été menée sur l’abondance des GRA dans l’eau de mer au niveau de 

la côte méditerranéenne et de la côte antarctique (Blanco-Picazo et al., 2020). L’abondance des gènes 

de résistance blaTEM, blaCTX-M, sul1 et tetW dans l’eau de mer était jusqu’à trois fois plus élevée en Mer 

Méditerranée que dans l’Antarctique avec des concentrations moyennes de 6 log copies/L d’eau de 

mer, les gènes les plus abondants étant blaTEM et tetW. Ces résultats démontrent non seulement que 

les GRA sont plus abondants dans les zones soumises aux impacts anthropiques mais aussi que ces 

gènes peuvent être présents dans des environnements relativement vierges, faisant des eaux marines 

un réservoir de GRA. Si peu de données existent sur l’abondance des GRA dans les eaux marines 

européennes, certaines études ont été réalisées sur la détection de GRA dans des bactéries isolées à 

partir de ces eaux comme E. coli. Dans l’Archipel de Berlengas, à 10 km à l’ouest du Portugal, plus de 

300 souches d’E. coli ont été isolées dans des échantillons d’eaux côtières (Alves et al., 2014). Les gènes 

les plus couramment détectés étaient blaTEM (69 % des souches), sul1 (29 %), sul2 (64 %), tetA (69 %) 

et tetB (31 %). En Angleterre, ce sont des souches d’E. coli porteuses de gènes blaCTX-M (blaCTX-M-1, blaCTX-

M-15 et blaCTX-M-27) qui ont été isolées dans des eaux de baignade (Leonard et al., 2018). Outre 

l’identification de souches d’E. coli porteuses de résistance, le genre Vibrio spp. est également 

recherché en raison de leur prévalence dans l’environnement marin, de la pathogénicité de certaines 

souches pour l’Homme et de leur capacité à transmettre du matériel génétique. Des souches de 

V. cholerae résistantes aux carbapénèmes ont été isolées d’eaux côtières allemandes, en Mer Baltique 
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et en Mer du Nord (Hammerl et al., 2017). Une analyse génétique a permis d’identifier le gène blaVCC-1 

comme responsable de cette résistance phénotypique, codant pour une carbapénémase. Sur la côte 

Ouest de la Norvège, ce sont 60 souches de Vibrio qui ont été isolées dans les eaux côtières, 

appartenant aux espèces V. alginolyticus, V. cholerae et V. fluvialis (Håkonsholm et al., 2020). En plus 

de posséder différents gènes de virulence, 74 % des souches étaient résistantes à l’ampicilline, 33 % à 

l’acide oxolinique, 21 % à l’imipénème et 17 % à la tobramycine. La plupart des isolats étaient porteurs 

du gène blaCARB, un isolat possédait le gène varG (codant également pour une β-lactamase) mais toutes 

les souches de V. alginolyticus étaient porteuses des gènes de résistance à la tétracycline tet34 et 

tet35.  

III.2.B. L’occurrence des gènes de résistance aux antimicrobiens dans les 
sédiments marins 

Les sédiments marins, qui couvrent la majeure partie de la surface de la planète, sont 

également considérés comme un réservoir de GRA. Cette occurrence de la résistance aux 

antimicrobiens a été constatée dans des sédiments issus de milieux marins possédant des 

caractéristiques et des apports anthropiques différents. Une étude menée sur les sédiments marins 

dans la région arctique, où les impacts anthropiques sont très limités, a démontré une prévalence 

élevée des gènes de résistance aux sulfonamides (sul1, sul2, sul3), aux tétracyclines (tetA, tetB), aux 

quinolones (qepA, qnrB), aux β-lactamines (blaTEM, blaOXA) et une prévalence encore plus élevée du 

gène intI1 (Tan et al., 2018). L’isolement et le séquençage des souches bactériennes présentes dans 

ces échantillons de sédiments marins ont fournis des preuves que les GRA étaient d’origine naturelle 

mais résultaient également d’une contamination humaine récente. Dans la Mer Rouge, une des mers 

les plus salées au monde, une grande diversité bactérienne ainsi qu’une forte abondance des gènes 

blaTEM, qnrS et ermC ont été observées (Ullah et al., 2019). En effet, les bactéries peuvent être sous 

différentes formes dans l’environnement marin, soit libres dans la colonne d’eau ou alors accrochées 

aux particules sédimentaires, sous forme de biofilm par exemple. Les sédiments marins renferment 

une grande concentration de matière organique nécessaire à la croissance des bactéries et leur 
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fournissent des conditions idéales à la colonisation du substrat par la formation de biofilm pour leur 

survie. En raison de la densité bactérienne et du contact rapproché entre les cellules au sein de ces 

biofilms, l’échange de GRA par transferts horizontaux est plus fréquent qu’entre les bactéries sous 

forme libre dans la colonne d’eau (Abe et al., 2020). En Chine, Lu et al. (2019) ont étudié la distribution 

des GRA entre la colonne d’eau et les sédiments marins. Ils ont démontré que les GRA avaient tendance 

à s’accumuler dans les sédiments avec des abondances plus élevées des GRA et de l’intégron de classe 

1 que dans l’eau de mer. Cette étude a également mis en évidence une influence des activités 

anthropiques sur l’occurrence des GRA dans les sédiments marins suggérant une propagation des 

résistances de la terre à la mer. Les BRA et les GRA associés aux sédiments marins peuvent être remis 

en suspension dans la colonne d’eau suite aux courants marins et au déplacement de la faune marine 

benthique. La remise en suspension de ces BRA et GRA dans les eaux marines peut s’accompagner de 

leur assimilation par les animaux filtreurs et les poissons par la respiration ou l’alimentation.  

III.2.C. L’occurrence des gènes de résistance aux antimicrobiens associés 
aux animaux marins 

Il a été suggéré que la transmission des GRA des animaux à l’Homme se faisait par la chaîne 

alimentaire. En effet, les animaux marins peuvent être naturellement colonisés par des bactéries au 

niveau de la peau, du tractus gastro-intestinal, des branchies, de l’exosquelette et même de la coquille 

pour les mollusques bivalves. Cette colonisation va dépendre de plusieurs facteurs comme la position 

des animaux dans la colonne d’eau (Figure 5). La flore bactérienne des espèces benthiques comme les 

poissons plats et les mollusques reflète principalement les bactéries associées aux sédiments et celle 

des espèces pélagiques les bactéries libres dans la colonne d’eau. 
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Figure 5 : Répartition des espèces marines dans la colonne d'eau (aquaportail.com). 

 

Les GRA associés aux espèces marines sauvages sont peu décrits dans la littérature. L’étude 

menée par Muziasari et al. (2017) sur le résistome de la peau, des branchies et des intestins de truites 

arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss) et de lavarets (Coregonus lavaretus) élevés dans des systèmes de 

cages ouvertes au Nord de la Mer Baltique a révélé la présence du gène emrB, codant pour une pompe 

à efflux et impliquée dans la multi-résistance aux antibiotiques. Une plus grande diversité de GRA a été 

observée dans les échantillons d’intestins des poissons où les gènes sul1, tet32, tetM, tetO, tetW, 

aadA1 et aadA2 ont été quantifiés. La plupart de ces GRA étaient associés aux gènes intI1 et tnpA 

(transposase), et étaient similaires aux gènes retrouvés dans les sédiments marins. L’abondance du 

gène emrB était plus élevée dans les échantillons de peau et de branchies. En effet, les branchies sont 

les organes respiratoires des poissons et constituent une surface d’échanges avec l’environnement 

marin. Par la filtration de l’eau de mer, les branchies vont être exposées aux GRA et les concentrer 

facilitant ainsi les échanges de matériel génétique entre les bactéries. Des souches 

d’Enterobacteriaceae productrices de BLSE et porteuses des gènes blaCTX-M, blaTEM, blaSHV, sul1, qnrS et 

qnrB ont été isolées de branchies et d’intestins de poissons sauvages prélevés dans les eaux côtières 

de la Mer Méditerranée (Brahmi et al., 2018). Les poissons porteurs de ces résistances étaient des 
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espèces pélagiques comme la sardine (Sardina pilchardus), le chinchard (Trachurus trachurus), 

l’anchois (Engraulis encrasicolus), une espèce vivant sur les fonds rocheux (la saupe, Sarpa salpa) et 

une espèce se déplaçant dans la colonne d’eau (la bogue, Boops boops). Près des côtes brésiliennes 

dans l’Océan Atlantique, l’analyse de prélèvements cloacaux de poissons a permis d’identifier deux 

souches d’E. coli présentant un large panel de GRA : blaCTX-M (porté par un plasmide), blaTEM, sul1, sul2, 

tetA, tetB, dfrA (Sellera et al., 2018).  

En dehors des poissons, d’autres animaux marins filtreurs sont sujets à une forte 

contamination par les GRA. Les mollusques bivalves sont des suspensivores qui filtrent, retiennent et 

concentrent activement les particules dans l'eau qui les entourent y compris les bactéries libres ou 

liées à des particules. Pour ces raisons, des mollusques bivalves comme les moules sont de plus en plus 

utilisés comme indicateurs de contamination de l’environnement par les métaux lourds (Yusof et al., 

2004) et les coliformes fécaux (Ayat et al., 1989). Par exemple, Ayat et al. (1989) ont démontré un 

nombre de coliformes fécaux jusqu’à 50 fois plus élevé dans les tissus de moules que dans l’eau de 

mer. Dans des individus de moules vivants sur les côtes brésiliennes, une souche d’E. faecium 

résistante à la vancomycine (ERV) a été isolée des tissus mous (Sacramento et al., 2019). Cette souche 

disposait d’un opéron codant la résistance à la vancomycine (composé des gènes vanA, vanX, vanR, 

vanH et vanS) ainsi que des gènes de résistance aux aminoglycosides, aux macrolides, au lincosamide 

et au triméthoprime dont la plupart étaient localisés au niveau de structures de transposons comme 

le transposon Tn1546. Dans une baie à l’Ouest de l’Espagne, des souches d’Aeromonas sp. porteuses 

des gènes blaCTX-M, qnrS, sul1 et intI1 et des souches d’E. coli porteuses des gènes blaTEM et intI1 ont 

été isolées de moules (López Cabo et al., 2020). Plus de 20 souches de Vibrio ont été isolées de 

poissons, de crevettes, de crabes et de homards pêchés dans le Golfe Persique, dont 90 % possédaient 

le gène strB, 30 % le gène tetS et 25 % le gène ermB (Raissy et al., 2012).  

Les oursins de mer (Paracentrotus lividus) ont également montré une contamination par la 

résistance aux antibiotiques, comme des gènes blaSHV, blaTEM et ermB portés par S. algae (da Costa et 
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al., 2020). Cette contamination s’est faite au niveau du tractus gastro-intestinal éclairant sur une 

potentielle propagation de la résistance aux antimicrobiens par la chaîne alimentaire ou réseau 

trophique. La transmission de contaminants comme les métaux lourds entre les différents niveaux 

trophiques (c’est-à-dire les différents maillons de la chaîne alimentaire) a été étudiée dans 

l’environnement marin, mais aucune donnée n’existe sur la transmission des GRA. Mais contrairement 

à de nombreux contaminants chimiques dont la concentration diminue généralement en raison de leur 

dégradation, leur dilution ou leur absorption, les GRA sont capables de persister et de se propager 

dans l’environnement.  

La difficulté d’étudier les GRA dans les réseaux trophiques marins réside principalement dans 

l’hétérogénéité des organismes composant ces réseaux, de leur différence de colonisation par les 

microorganismes et de leur environnement. Il n’existe pas de méthode universelle ou standardisée 

applicable à l’ensemble d’un réseau trophique.  

IV. Les méthodes d’analyses moléculaires de la résistance aux antimicrobiens 

Les méthodes dites moléculaires constituent une avancée majeure pour la compréhension des 

déterminants génétiques liés à la résistance aux antimicrobiens mais aussi pour étudier leur 

transmission. Ces méthodes peuvent être divisées en deux catégories : 1) les méthodes basées sur la 

culture des bactéries, qui sont les plus utilisées pour identifier les GRA dans les bactéries cultivables 

issues d’un échantillon environnemental, et 2) les méthodes génomiques, fondées sur la détection et 

la quantification des déterminants génétiques de la résistance directement à partir des acides 

nucléiques extraits de l’échantillon. 

Les méthodes basées sur l’analyse de l’ADN total directement extrait d’un échantillon 

environnemental sont plus récentes et donc moins répandues dans la littérature. Elles permettent de 

détecter et de quantifier les déterminants génétiques impliqués dans la résistance aux antimicrobiens 

(les GRA) mais également les gènes impliqués dans leur dissémination (les EGM). L’analyse de la 

résistance aux antimicrobiens par ces méthodes peut se faire par deux approches : une analyse ciblée 
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pour détecter et quantifier des gènes cibles, ou une analyse non ciblée qui permet de caractériser le 

résistome d’un échantillon par une approche de métagénomique basée sur le séquençage de l’ADN.  

IV.1. Les approches ciblées pour l’analyse des résistances aux antimicrobiens 

Les approches ciblées des déterminants génétiques de la résistance aux antimicrobiens 

reposent principalement sur l’amplification de l’ADN. Les principales techniques utilisées sont la PCR 

conventionnelle (réaction de polymérisation en chaîne) et la qPCR (PCR quantitative) qui permettent 

d’amplifier une séquence spécifique de l’ADN. L’un de leurs nombreux avantages par rapport aux 

méthodes dépendantes de la culture est la possibilité d’amplifier des gènes associés à des bactéries 

viables et cultivables, mortes, dans un état viable non cultivable et même sous forme d’ADN libre dans 

l’environnement. De plus, ces méthodes sont présentées comme étant sensibles, rapides et ne 

nécessitant qu’une faible quantité d’échantillons. Elles sont utilisées à grande échelle pour détecter 

les GRA dans des souches bactériennes isolées et dans des matrices complexes grâce aux nombreux 

couples d’amorces disponibles dans la littérature permettant de cibler un grand nombre de gènes. La 

PCR conventionnelle peut même être optimisée par une réaction multiplexe (PCR multiplex) 

permettant d’amplifier plusieurs séquences cibles en incluant plus d’une paire d’amorces dans une 

même réaction. Par exemple, une PCR multiplex a été mise au point afin de détecter 5 gènes codant 

pour des métallo-β-lactamases, à savoir blaIMP, blaVIM, blaSPM-1, blaGIM-1 et blaSIM-1, à partir de souches 

bactériennes isolées (Ellington et al., 2006).  

Alors que la PCR conventionnelle et la PCR multiplex vont détecter la présence de GRA, la qPCR 

va fournir en plus des informations quantitatives sur l’abondance des gènes dans l’échantillon. En effet, 

la qPCR permet de mesurer l’abondance absolue des GRA qui correspond à la quantification directe 

des copies du gène cible. Pour cela, la réaction d’amplification fait intervenir soit des sondes 

spécifiques de type TaqMan qui deviennent fluorescentes lorsqu’elles sont liées à l’ADN cible, soit des 

colorants de type SybrGreen qui se lient à l’ADN. Dans l’étude de Muziasari et al. (2017), un ensemble 

de 307 couples d’amorces ciblant les gènes de résistance aux 9 principales familles d’antibiotiques 
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(aminoglycosides, β-lactamines, amphénicols, macrolides, sulfamides, tétracyclines, triméthoprime, 

vancomycine et les pompes d’efflux) et 34 couples d’amorces ciblant des gènes associés aux EGM 

(gènes de plasmides, de transposons, de séquences d’insertion et d’intégrons) ont été utilisées pour 

étudier des échantillons de peaux et de branchies de poissons. Cependant, le bon déroulement des 

réactions d’amplification dépend de plusieurs facteurs comme la disponibilité des séquences des gènes 

pour la conception des amorces et la qualité de l’ADN extrait. L’étape d’extraction de l’ADN est sans 

doute l’étape critique dont l’efficacité varie selon les matrices analysées. Si on considère l’ensemble 

d’un réseau trophique marin et de son environnement (à savoir l’eau de mer), les échantillons sont 

constitués de vertébrés et d’invertébrés avec des parois cellulaires très différentes qui demanderont 

des traitements spécifiques pour en extraire l’ADN. De plus, les matrices environnementales peuvent 

contenir un grand nombre de substances agissant comme inhibiteurs de la PCR et ainsi conduire à des 

faux négatifs (Schrader et al., 2012). Ce risque d’inhibition est d’autant plus présent qu’il n’existe 

aucune méthode standardisée quant à l’extraction d’ADN à partir d’un échantillon donné. Les 

techniques d’extraction d’ADN sont principalement des kits commerciaux avec différentes méthodes 

de lyse cellulaire et de purification de l’ADN.   

IV.2. Les approches non ciblées pour l’analyse des résistances aux 
antimicrobiens 

Le développement des méthodes de métagénomique par séquençage haut débit de l’ADN a 

permis d’accroître nos connaissances sur les GRA, les EGM et la diversité bactérienne dans les 

écosystèmes environnementaux. Les progrès réalisés sur les techniques de séquençage de l’ADN et la 

baisse du coût de leur mise en place ont augmenté la disponibilité des données des séquences 

génétiques ainsi que leur utilisation comme un outil de surveillance de la résistance aux 

antimicrobiens. Le principal avantage de ces méthodes de métagénomique est qu’elles contournent 

l’étape de PCR afin de séquencer directement l’ADN extrait. Elles s’affranchissent donc de la nécessité 

de sélectionner les gènes à cibler, les résultats de séquençage offrant des informations sur l’ensemble 

des GRA (appelé résistome) et des EGM (appelé mobilome) des échantillons. Un des inconvénients de 
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cette approche est la gestion de toutes les données générées et leur traitement par des analyses bio-

informatiques qui peuvent prendre un temps non négligeable pour être traitées et analysées. Mais l’un 

des défis majeurs de la métagénomique est la disponibilité des informations, les bases de données 

n’étant pas toujours conservées, mises à jour, partagées et se concentrant principalement sur les 

gènes de résistance cliniques. Il faut que les gènes de résistance aient déjà été identifiés et soient 

disponibles dans les bases de données. La comparaison des profils de résistance des échantillons 

environnementaux à ces bases de données peut alors donner lieu à une identification incomplète du 

résistome environnemental.  

Il existe un grand nombre de bases de données publiques qui varient dans l’étendue des 

mécanismes de résistance disponibles et peuvent être généralisées ou plus spécialisées pour un type 

de résistance ou de genre bactérien défini (Lal Gupta et al., 2020). Les bases de données généralisées 

les plus utilisées en recherche sont ARG-ANNOT (Antibiotic Resistance Gene Annotation) et CARD 

(Comprehensive Antibiotic Resistance Database) qui sont régulièrement mises à jour et couvrent un 

large spectre de GRA et d’informations sur leurs mécanismes et phénotypes associés. Parmi les bases 

de données spécialisées, CBMAR (Comprehensive β-Lactamase Molecular Annotation Resource) 

fournit des informations pour la caractérisation moléculaire et biochimique de chaque famille de β-

lactamase. Il existe également des bases de données plus orientées vers les EGM comme ISfinder qui 

est dédiée aux séquences d’insertion (IS) et INTEGRALL qui regroupe les séquences d’ADN des 

intégrons (gènes d’intégrase et réseaux de cassettes de gènes associés). 

Afin d’enrichir ces bases de données et de mieux comprendre les mécanismes de résistance 

dans l’environnement, la métagénomique fonctionnelle constitue un outil puissant et innovant encore 

peu développé. Cette approche est indépendante de la culture comme la métagénomique et permet 

en plus d’identifier des nouveaux GRA à partir d’échantillons environnementaux. Pour cela, cette 

méthode implique la construction d’une librairie métagénomique générée en clonant l’ADN total 

extrait d’un échantillon dans un vecteur d’expression, qui est généralement un plasmide, avant d’être 
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transformé dans une souche bactérienne hôte. Les clones bactériens exprimant le phénotype de 

résistance d’intérêt sont ensuite sélectionnés sur des milieux sélectifs qui sont létaux pour l’hôte de 

type sauvage. Ce criblage phénotypique et le séquençage de l’insert des clones métagénomiques 

fournissent des informations sur la fonction des gènes et sont utilisés pour leur annotation (dos Santos 

et al., 2017) mais très peu d’études existent sur son application sur des échantillons complexes 

terrestres et marins. La métagénomique fonctionnelle a notamment donné lieu à l’identification de 11 

nouveaux GRA dans des échantillons de sol dont 3 gènes conférant une résistance à l’ampicilline, 2 

gènes de résistance à la gentamycine, 2 gènes de résistance au chloramphénicol et 4 gènes de 

résistance au triméthoprime (Torres-Cortés et al., 2011). Cependant, aucune indication n’est donnée 

dans les études sur la mise au point de la métagénomique fonctionnelle notamment par la mise en 

place d’un témoin. Ce témoin est pourtant important pour juger de la fiabilité, de la répétabilité et de 

la reproductibilité de la méthode. Ce témoin peut par exemple être une souche bactérienne dont le 

résistome aurait été dans un premier temps caractérisé par un séquençage complet de son génome 

afin de déterminer si les résultats d’identification des GRA obtenus par métagénomique fonctionnelle 

représentent la totalité du résistome de l’échantillon analysé. Il est important que les bases de données 

disponibles soient régulièrement mises à jour afin de renseigner les GRA et les EGM associés 

nouvellement découverts. Ceci permettra une meilleure compréhension du résistome et du mobilome 

de l’environnement marin pour une meilleure appréhension du risque que représente la résistance 

aux antibiotiques en santé publique par la consommation des produits de la mer par exemple. Mais 

pour cela, des études doivent être menées sur la présence des GRA dans l’environnement marin pour 

pallier au manque d’informations que nous avons sur ce milieu.
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I. Contexte 

Etant donné la diversité des GRA dans les différents compartiments environnementaux, le suivi 

de gènes indicateurs de contamination de l’environnement par la résistance aux antimicrobiens est 

une approche intéressante pour évaluer la propagation de ceux-ci dans l’environnement marin 

(Berendonk et al., 2015). Parmi ces indicateurs de résistance aux antimicrobiens, les gènes blaTEM, tetA, 

sul1 et intI1 ont été détectés dans les eaux côtières de la Mer Baltique et de la Mer de Chine par 

exemple (Tiirik et al., 2014, Li et al., 2020, Jang et al., 2021). Ces gènes sont cliniquement pertinents, 

présents dans des compartiments environnementaux soumis aux activités anthropiques et souvent 

associés à des EGM ou tout autre vecteur de transmission de la résistance (ANSES, 2020a).  

La technique de qPCR est un outil de biologie moléculaire souvent utilisé pour détecter mais 

aussi quantifier les GRA dans l’environnement. Cependant, le bon déroulement de la qPCR dépend de 

plusieurs variables comme la qualité de l’ADN extrait et/ou la présence d’inhibiteurs de la PCR. Ces 

inhibiteurs vont diminuer la sensibilité des réactions voire entraîner des résultats faussement négatifs 

si la méthode d’extraction d’ADN n’est pas optimisée pour l’analyse d’échantillons complexes. Le choix 

de la méthode d’extraction d’ADN est un des points critiques en biologie moléculaire car il faut un ADN 

extrait pur (avec le moins d’inhibiteurs de PCR possible) et en quantité suffisante pour être ensuite 

amplifié. Cette première étape est cruciale pour l’analyse des échantillons marins complexes comme 

le phytoplancton, le zooplancton, les mollusques bivalves et les poissons plats qui sont représentatifs 

d’un réseau trophique benthique. En complément à cette étape d’extraction d’ADN, différents 

contrôles de PCR peuvent être utilisés comme le contrôle positif de processus pour détecter des 

résultats faux négatifs (norme NF EN ISO 20837:2006). A notre connaissance, il y a peu de travaux 

comparant les méthodes d’extraction d’ADN appliquées à des matrices marines complexes et aucun 

avec l’intégration d’un contrôle positif de processus. Le bon déroulement des réactions de qPCR peut 

également dépendre des réactifs comme le mélange réactionnel et/ou la concentration en amorces et 
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en sondes utilisés. Ces points doivent aussi être optimisés afin d’avoir une meilleure sensibilité des 

réactions de qPCR.  

L’objectif de l’étude a été de mettre au point et d’optimiser les protocoles d’extraction d’ADN 

et de quantification par qPCR des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens tetA, blaTEM, sul1 

et intI1 applicables à des échantillons de phytoplancton, de zooplancton, de mollusques bivalves et de 

poissons plats. 

Dans une première partie, l’efficacité de six kits d’extraction d’ADN et d’une méthode de lyse 

par choc thermique sans purification de l’ADN (comme décrit dans la norme NF EN ISO 20837:2006) 

ont été comparés sur des échantillons marins complexes afin de disposer d’une méthode unique et 

optimale pour l’extraction d’ADN bactérien. De plus, nous avons ajouté une souche de L. 

monocytogenes aux échantillons comme contrôle positif de processus en se conformant à la norme NF 

EN ISO 22174:2005. Cette souche a été ajoutée au point de départ de l'analyse des échantillons et 

quantifiée par qPCR en ciblant spécifiquement le gène hlyA. Nous avons estimé la pureté et la 

concentration de l'ADN total par spectrophotométrie (comme décrit dans la norme NF EN ISO 

20837:2006) et nous avons évalué la performance d'amplification de l'ADN bactérien (comme décrit 

dans la norme NF EN ISO 22118:2011) par qPCR en ciblant les gènes de ménage bactérien tuf et rpoB. 

Ces deux gènes bactériens ont été choisis car le gène de l’ARNr 16S est en multi-copies et présente des 

similitudes avec le gène eucaryote 18S pouvant alors conduire à des résultats faussement positifs. En 

effet, ce gène eucaryote est présent dans les échantillons complexes mais aussi dans les réactifs utilisés 

lors de l'extraction et de l'amplification de l'ADN (Nakano, 2018).  

Dans une seconde partie, nous avons optimisé la méthode de quantification des quatre gènes 

indicateurs de résistance aux antimicrobiens par qPCR. Le colorant SYBR Green a été utilisé pour les 

qPCR ciblant les gènes tetA et blaTEM, et la technologie de sonde TaqMan pour cibler les gènes sul1 et 

intI1. Pour ces optimisations, différents pré-mix et différentes concentrations en amorces et en sondes 
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ont été évalués afin de sélectionner des conditions optimales pour la quantification des gènes 

indicateurs de résistance aux antimicrobiens.  

II. Partie 1 : Comparaison de méthodes d’extraction d’ADN appliquées à des 
échantillons marins 

Cette partie était consacrée à la comparaison de performance de l’extraction de l’ADN bactérien, 

en utilisant différents kits et une méthode de lyse par choc thermique, sur des échantillons de 

phytoplancton, de zooplancton, de mollusques bivalves et de poissons plats en intégrant une souche 

de L. monocytogenes comme contrôle positif de processus.  

II.1. Matériel et méthodes 

II.1.A. Nature des échantillons analysés 

En 2019, six échantillons de phytoplancton et de zooplancton, 10 plies communes 

(Pleuronectes platessa) et 40 pétoncles blancs (Aequipecten opercularis) ont été prélevés dans la 

Manche par l’Institut français de recherche pour l’exploitation de la mer (Ifremer) lors de la campagne 

océanographique CGFS (Channel GroundFish Survey) à bord du Thalassa (Coppin et al., 2019). Les 

protocoles de l’Ifremer concernant les prélèvements de ces différents échantillons ont été validés par 

le Conseil International pour l’Exploitation de la Mer (ICES, 2012). De plus, les équipes scientifiques de 

la campagne ont reçu une formation sur le bien-être et l'éthique animale. Les échantillons de 

phytoplancton et de zooplancton ont été récupérés en suspension dans des pots de 50 ml contenant 

de l’eau ultra-pure et 20 % (v/v) de glycérol. Les pétoncles blancs et les plies communes ont été placés 

dans des sachets individuels. Ces échantillons ont été conservés dans une chambre froide à -20 °C à 

bord du navire avant leur transfert au laboratoire à la même température. Pour cette étude, nous 

avons analysé trois échantillons indépendants par nature de matrice. Les trois échantillons de 

phytoplancton et de zooplancton étaient constitués de 3 pots individuels de 50 ml. Les trois 

échantillons de plies étaient constitués de 3 individus indépendants. En raison de la taille des pétoncles 

blancs, les 3 échantillons de mollusques bivalves étaient composés de 3 pools de 10 individus.  



Chapitre I : Développement d’outils moléculaires 

67 | P a g e  

 

II.1.B. Préparation des échantillons 

Avant leur préparation, chaque échantillon a été décongelé une nuit dans une étuve à 4 °C. Les 

échantillons de phytoplancton et de zooplancton contenus dans les pots de 50 ml ont été transférés 

dans des tubes Falcon de 50 ml puis centrifugés pendant 15 min à 8 000 rpm et le surnageant a été 

éliminé. Les culots cellulaires ont été lavés avec 20 ml d’eau physiologique stérilisée et centrifugés de 

nouveau. Les culots ainsi obtenus ont été repris dans 10 ml d’eau physiologique supplémentée avec 

20 % (v/v) de glycérol, homogénéisés avec un agitateur et répartis dans des cryotubes constituant les 

échantillons « phytoplancton » et « zooplancton ».  

Les mollusques bivalves ont été manipulés sous une hotte à flux laminaire. Un coton imbibé 

d’éthanol à 70 % a été passé sur l’ouverture des mollusques avant de les ouvrir. La chair totale d’une 

masse d’environ 8 g par individu a été récupérée avec des instruments stérilisés avant d’être diluée au 

1/2 (m/v) avec de l’eau physiologique stérilisée à l’aide d’un dilueur gravimétrique (Diluflow, 

Intersciences, St-Nom-la-Bretèche, France). L’échantillon a été broyé pendant 1 min à l’aide d’un 

broyeur stomacher (Biomérieux, Marcy-l’Etoile, France) avant d’être supplémenté avec 20 % (v/v) de 

glycérol et réparti dans des cryotubes constituant ainsi les échantillons « chair de mollusques 

bivalves ». 

Les plies ont également été manipulées sous une hotte à flux laminaire. Une éponge imbibée 

avec 10 ml d’eau physiologique stérilisée a été passée sur la face aveugle et la face oculaire des 

poissons pour récupérer le mucus (Figure 6). La solution a été récupérée en pressant l’éponge dans 

son sachet puis diluée au 1/2 (v/v) avec de l’eau physiologique stérilisée et supplémentée avec 20 % 

(v/v) de glycérol. Cette solution a été répartie dans des cryotubes constituant ainsi les échantillons 

« peau de poisson plat ». 
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Figure 6 : Prélèvement du mucus d’une plie commune (échantillon « peau de poisson plat »). 

Ensuite, nous avons coupé les opercules des poissons à chaque extrémité afin de prélever la 

totalité des branchies, de les découper en morceaux et de les placer dans un flacon (Figure 7). Les 

branchies ont été diluées au 1/2 (m/v) avec de l’eau physiologique stérilisée avant d’être 

homogénéisées pendant 1 min à l’aide d’un agitateur. Pour ces échantillons de branchies, l’utilisation 

de l’agitateur plutôt que du dilueur gravimétrique a été privilégiée afin d’éviter le perforage du sachet 

du stomacher en raison de la rigidité des arcs branchiaux. L’homogénat a ensuite été supplémenté 

avec 20 % (v/v) de glycérol et réparti dans des cryotubes constituant ainsi les échantillons « branchies 

de poisson plat ».  

 

Figure 7: Prélèvement des branchies sur une plie commune (échantillon « branchies de poisson plat »). 
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Les poissons ont été retournés afin d’inciser la paroi abdominale autour de l’anus (Figure 8). 

L’intestin des poissons a été coupé aux extrémités en retirant toutes les adhérences et placé dans un 

sachet stomacher avant de le diluer au 1/2 (m/v) avec de l’eau physiologique stérilisée à l’aide du 

dilueur gravimétrique. L’échantillon a été broyé pendant 1 min avec le broyeur stomacher puis 

supplémenté avec 20 % (v/v) de glycérol et réparti dans des cryotubes constituant ainsi les échantillons 

« viscères de poisson plat ».  

 

Figure 8: Prélèvement de l’intestin sur une plie commune (échantillon « viscères de poisson plat »). 

II.1.C. Préparation et ajout du contrôle positif de processus dans les 
échantillons 

Comme indiqué dans les normes NF U47-600-1:2015 et NF EN ISO 22174 :2005, le contrôle 

positif de processus est défini comme un échantillon enrichi avec un microorganisme cible qui doit être 

traité de la même manière que les échantillons à analyser. Nous avons donc choisi d’inoculer la moitié 

de nos échantillons avec la souche de L. monocytogenes B3PA-Lm1 (Collection B3PA-ANSES, Boulogne-

sur-Mer, France). Cette espèce bactérienne produit la listériolysine O, un facteur majeur de la virulence 

de la bactérie codé par le gène hlyA.  

La souche de L. monocytogenes B3PA-Lm1 a été ensemencée sur une gélose tryptone soja avec 

de l’extrait de levure (TSAYe, Oxoid, Dardilly, France) et incubée pendant 24 h à 37 °C. Quelques 

colonies isolées ont été resuspendues dans de l’eau physiologique stérilisée avant de mesurer 

l’absorbance à 630 nm avec un spectrophotomètre Libra S11 (Biochrom, Holliston, Etats-Unis). Nous 
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avons estimé la concentration de Listeria en suivant la corrélation DO630nm de 0,15 = 2.108 UFC/ml.  Un 

volume de 500 µl de cette suspension bactérienne a été ajouté à 500 µl de la moitié des échantillons 

préparés de phytoplancton, zooplancton, chair de mollusques bivalves, peau, branchies et viscères de 

poisson plat afin d’obtenir une concentration finale de 1.108 UFC/ml dans les échantillons. Pour l’autre 

moitié des échantillons qui ne contenaient pas de contrôle positif de processus, nous avons ajouté 

500 µl d’eau physiologique stérilisée afin d’avoir un volume d’échantillon égal. L’ensemble des 

cryotubes avec et sans contrôle positif de processus ont été conservés à -20 °C jusqu’à l’extraction 

d’ADN.  

II.1.D. Méthodes d’extraction d’ADN 

Nous avons suivi les instructions des fabricants des kits d’extraction d’ADN avec des 

modifications mineures. Ces modifications mineures concernaient principalement la quantité 

d’échantillon traité et l’étape d’élution de l’ADN. Les échantillons ont été décongelés à température 

ambiante puis nous en avons centrifugé 1 ml pendant 5 min à 8 000 rpm.  Le surnageant a été éliminé 

et le culot a été lavé avec 1 ml d’eau physiologique stérilisée puis centrifugé de nouveau. Après avoir 

éliminé le surnageant, nous avons extrait l’ADN total à partir des culots en utilisant les méthodes 

d’extraction détaillées ci-après : 

 Kit DNeasy® Blood & Tissue (Qiagen, Hilden, Allemagne) 

Le mode opératoire pour cette méthode reposait sur le protocole de purification de l’ADN total 

à partir de tissus d’animaux (Version de juillet 2006). Ce kit d’extraction est basé sur une lyse chimique 

et thermique des cellules, et une purification des acides nucléiques sur une membrane de silice. Pour 

ce kit, nous avons traité les échantillons différemment en fonction de leur nature.  

Pour les échantillons de phytoplancton et de zooplancton uniquement, nous avons inclus une 

pré-étape de lyse mécanique avec des billes de verre de silice de 0,1 mm (BeadBug, Sigma, Saint-Louis, 

Etats-Unis). En effet, cette lyse mécanique est recommandée en raison de la rigidité des parois 

cellulaires du phytoplancton et du zooplancton (Yuan et al., 2015, Frazao and D. Silva, 2018). Pour cela, 
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les culots des cellules du phytoplancton et du zooplancton ont été repris dans 180 µl de tampon ATL 

et 20 µl de protéinase K puis transférés dans les tubes BeadBug. Les tubes ont été soumis à deux cycles 

d’agitation pendant 45 sec puis incubés à 56°C pendant 30 min. Les tubes ont été centrifugés pendant 

5 min à 8 000 rpm et le surnageant a été récupéré pour la suite de l’extraction. Pour les échantillons 

de chair de mollusques bivalves, de peau, de branchies et de viscères de poisson plat, les culots ont 

été resuspendus dans 180 µl de tampon ATL et 20 µl de protéinase K puis incubés pendant 2 h à 56 °C.  

Ensuite, 200 µl de tampon AL et 200 µL d’éthanol absolu ont été ajoutés aux différents tubes 

avant de déposer les solutions sur les colonnes de centrifugation. Après avoir centrifugé les tubes 

pendant 1 min à 8 000 rpm, les colonnes ont été lavées avec 500 µl de tampon AW1 et centrifugées 

de nouveau. Une seconde étape de lavage et de centrifugation a été réalisée avec 500 µl de tampon 

AW2. Les colonnes ont été séchées en les centrifugeant pendant 1 min à 8 000 rpm puis les ADN ont 

été élués en ajoutant deux fois 50 µl de tampon AE.  

 Kit DNeasy® PowerBiofilm® (Qiagen) 

 La procédure pour le kit DNeasy® PowerBiofilm® était basée sur la version de janvier 2020 du 

manuel d’utilisation. Ce kit a recours à une lyse cellulaire thermique, une lyse mécanique grâce à un 

battage de billes et une lyse chimique avec un tampon de lyse et une purification de l’ADN sur une 

membrane de silice. Après centrifugation et lavage des culots des échantillons, nous avons ajouté 

400 µl de tampon de lyse MBL et transféré cette solution dans les tubes à billes. Cent microlitres de 

tampon FB ont ensuite été ajoutés dans les tubes avant de les incuber pendant 5 min à 65 °C et de les 

agiter pendant 15 min. Les tubes ont été centrifugés pendant 1 min à 10 000 rpm et 100 µl de tampon 

IRS ont été ajoutés au surnageant puis incubés à 4 °C pendant 5 min. Après avoir centrifugé les tubes 

pendant 1 min à 10 000 rpm, nous avons ajouté 900 µl de tampon MR et déposé cette solution sur les 

colonnes de centrifugation. Les tubes ont été centrifugés pendant 1 min à 10 000 rpm et les colonnes 

ont été lavées avec 650 µl de tampon PW puis avec 650 µl d’éthanol absolu en centrifugeant les tubes 
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entre chaque étape de lavage. Après avoir séché les colonnes, l’ADN a été élué en ajoutant deux fois 

50 µl de tampon EB.  

 Kit DNeasy® PowerSoil® (Qiagen) 

 Le mode opératoire pour le kit DNeasy® PowerSoil® était basé sur la version de mai 2017 du 

manuel d’utilisation. Comme le kit DNeasy® PowerBiofilm®, cette méthode utilise une lyse cellulaire 

thermique, une lyse mécanique par un battage de billes, une lyse chimique grâce à un tampon de lyse 

et une purification des acides nucléiques sur une membrane de silice. La solution de lyse contenue 

dans les tubes PowerBead a été transférée dans les tubes contenant les culots des échantillons afin de 

les remettre en suspension puis transférée de nouveau dans les tubes PowerBead. Après avoir ajouté 

60 µl de solution C1, les tubes ont été agités pendant 10 min et centrifugés à 8 000 rpm pendant 30 sec. 

Nous avons ajouté 250 µl de solution C2 et incubé les tubes à 4 °C pendant 5 min avant de les 

centrifuger à 8 000 rpm pendant 1 min. Après avoir ajouté 200 µl de solution C3 au surnageant, les 

tubes ont de nouveau été incubés pendant 5 min à 4 °C et centrifugés pendant 1 min à 8 000 rpm. 

Nous avons ajouté 1,2 ml de solution C4 au surnageant et chargé cette solution sur une colonne de 

centrifugation. Les tubes ont été centrifugés à 8 000 rpm pendant 1 min et les colonnes ont été lavées 

avec 500 µl de solution C5. Après avoir de nouveau centrifugé les tubes pour sécher les colonnes, l’ADN 

a été élué en ajoutant deux fois 50 µl de solution C6.  

 Kit PureLinkTM Microbiome DNA Purification (Invitrogen, Carlsbad, Etats-Unis) 

 Le mode opératoire utilisé pour ce kit était basé sur le protocole de purification d’ADN 

microbien à partir d’échantillons environnementaux (révision A0 de septembre 2015). Dans cette 

procédure, les cellules sont lysées par des lyses thermiques, chimiques et mécaniques avec des billes. 

Les culots cellulaires ont été repris dans 800 µl de tampon de lyse S1 et 100 µl de tampon S2 puis 

incubés à 65 °C pendant 10 min. Cette solution a été transférée dans un tube BeadBug, agitée pendant 

10 min et centrifugée à 10 000 rpm pendant 1 min. Le surnageant a été transféré dans un nouveau 

tube et nous avons ajouté 250 µl de tampon S3 avant de centrifuger les tubes à 10 000 rpm pendant 



Chapitre I : Développement d’outils moléculaires 

73 | P a g e  

 

2 min. Le surnageant a été transféré dans un nouveau tube puis nous avons ajouté 900 µl de tampon 

S4. La solution a été chargée sur la colonne de centrifugation puis centrifugée pendant 1 min à 

10 000 rpm. La colonne a été lavée avec 500 µl de tampon S5, centrifugée une première fois pendant 

1 min à 10 000 rpm et une seconde fois pendant 30 sec pour sécher la membrane. L’ADN a été élué en 

ajoutant deux fois 50 µl de solution S6.  

 Kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega, Madison, Etats-Unis) 

 Le mode opératoire pour cette méthode reposait sur le protocole d’isolement de l’ADN 

génomique à partir de tissus animaux (révision de mars 2019). Contrairement aux méthodes 

précédentes, ce kit d’extraction est basé uniquement sur des lyses chimiques et thermiques des 

cellules, et on n’emploie pas de membrane de silice pour l’étape de purification mais une précipitation 

à l’isopropanol. Les culots cellulaires ont été repris dans 600 µl de solution Nuclei Lysis puis incubés 

pendant 30 min à 65°C. Ensuite, 200 µl de solution Protein Precipitation ont été ajoutés avant d’incuber 

les tubes pendant 5 min sur de la glace. Les tubes ont été centrifugés pendant 4 min à 10 000 rpm et 

le surnageant a été transféré dans un tube contenant 600 µl d’isopropanol. Nous avons centrifugé les 

tubes pendant 1 min à 10 000 rpm avant de retirer le surnageant laissant l’ADN sous forme d’une petite 

pastille blanche visible dans le fond des tubes. Pour laver l’ADN, 600 µl d’éthanol à 70 % ont été ajoutés 

aux tubes. Après avoir centrifugé les tubes pendant 1 min à 10 000 rpm, l’éthanol a été retiré et l’ADN 

sous forme de culot a été séché sous le PSM (poste de sécurité microbiologique). Enfin, l’ADN a été 

réhydraté en ajoutant 100 µl de solution DNA Rehydration suivi d’une incubation à température 

ambiante pendant une nuit.  

 Kit GenEluteTM Stool DNA Isolation (Sigma, Saint-Louis, Etats-Unis) 

 Le mode opératoire pour le kit GenEluteTM Stool DNA Isolation était basé sur la version de 2015 

du manuel d’utilisation. Ce kit utilise des lyses physiques et chimiques des cellules avant une 

purification des acides nucléiques sur colonne. Les culots des échantillons ont été resuspendus dans 

1 ml de tampon Lysis L puis transférés dans les tubes à billes. Après avoir ajouté 100 µl de tampon Lysis 
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Additive A, les tubes ont été agités pendant 3 min et centrifugés à 13 000 rpm pendant 2 min. Les 

surnageants ont été transférés dans de nouveaux tubes et nous avons ajouté 100 µl de tampon Binding 

I avant d’incuber les tubes sur glace pendant 10 min et de les centrifuger pendant 2 min à 8 000 rpm. 

Ensuite, 700 µl de surnageant ont été transférés dans un tube contenant 700 µl d’éthanol à 70 %. Cette 

solution a été chargée sur la colonne de centrifugation et les tubes ont été centrifugés pendant 1 min 

à 6 000 rpm. Pour laver la membrane, nous avons ajouté 500 µl de tampon SK dans la colonne avant 

de centrifuger pendant 1 min à 6 000 rpm et de laver une nouvelle fois la colonne avec 500 µl du 

tampon Wash Solution A. La colonne a ensuite été séchée en centrifugeant les tubes pendant 2 min à 

6 000 rpm. L’ADN a finalement été élué en ajoutant deux fois 50 µl de tampon d’élution EB. 

 Méthode d’extraction d’ADN par choc thermique 

 La lyse par choc thermique reposait sur des cycles rapides de gel/dégel des échantillons 

provoquant la dégradation des parois cellulaires par la formation de cristaux dans les cellules et la 

libération de l’ADN. Cette méthode contenait donc une seule lyse cellulaire thermique et aucune étape 

de purification des acides nucléiques. Pour cela, nous avons repris les culots cellulaires dans 400 µl 

d’eau physiologique stérilisée. Les tubes ont été incubés à 100 °C pendant 5 min puis transférés à 

- 80 °C pendant 5 min. Cette étape de congélation/décongélation a été réalisée 3 fois en agitant les 

tubes entre chaque incubation. Ensuite, les tubes ont été centrifugés pendant 3 min à 10 000 rpm et 

environ 200 µl de surnageant ont été transférés dans un nouveau tube constituant ainsi notre 

échantillon d’ADN.  

L’ensemble des échantillons d’ADN extraits ont été conservés à -20 °C jusqu’à leur analyse. 

II.1.E. Evaluation de l’efficacité des protocoles d’extraction d’ADN  

Afin de déterminer l’efficacité des méthodes d’extraction d’ADN à partir des différents 

échantillons, nous avons évalué plusieurs critères en nous basant sur les normes NF EN ISO 

20837:2006, NF EN ISO 22174:2005 et NF EN ISO 22118:2011. 
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II.1.E.a. Estimation de la concentration et de la pureté des extraits 

d’ADN totaux 

La concentration ainsi que la pureté des échantillons d’ADN ont été obtenues à l’aide d’un 

spectrophotomètre DS-11 (Denovix, Wilmington, Etats-Unis). La concentration d’ADN a été calculée 

par le spectrophotomètre en utilisant l’équation de Beer-Lambert grâce à la mesure de l’absorbance à 

260 nm. La pureté des échantillons d’ADN a été estimée en utilisant les deux ratios d’absorbance 

A260nm/A280nm et A260nm/A230nm. 

II.1.E.b. Quantification de l’ADN bactérien par PCR quantitative (qPCR) 

 Afin de quantifier l’ADN bactérien dans l’ADN total extrait, nous avons ciblé les gènes de 

ménage bactérien tuf et rpoB codant respectivement pour le facteur d’élongation EF-Tu et la sous-

unité β de l’ARN polymérase bactérienne (Tableau 2). Pour cela, les gènes tuf et rpoB ont été quantifiés 

par qPCR en utilisant le colorant SYBR Green. Le mélange réactionnel pour chaque qPCR était de 23 µl 

et contenait les réactifs suivants : 12,5 µl de TB Green® Premix Ex TaqTM II (Takara Bio, Kusatsu, Japon), 

0,1 µM de chaque amorce (Eurobio, Les Ulis, France) et de l’eau nuclease-free (Qiagen) pour compléter 

le volume final. Le mélange réactionnel a été réparti sur une microplaque 96 puits en pipetant 23 µl 

par puit dans lesquels ont été ajoutés 2 µl d’échantillon d’ADN. Les conditions utilisées pour les 

réactions de qPCR sont indiquées dans le Tableau 3. 

Tableau 2: Amorces et sonde utilisées dans les réactions de qPCR. 

Gènes 
ciblés 

Amorces / 
Sonde 

Séquences nucléotidiques (5’ – 3’) 
Taille de 

l’amplicon 
(pb) 

Références 

tuf 
tuf-F ACHGGHRTHGARATGTTCCG 

299 
(Tanaka et 
al., 2010) tuf-R GTTDTCRCCHGGCATNACCAT 

rpoB 
rpoB-F CGAACATCGGTCTGATCAACTC 

360 
(Takahashi et 

al., 2006) rpoB-R GTTGCATGTTCGCACCCAT 

hlyA 

Nov-F TGCAAGTCCTAAGACGCCA 

113 
(Nogva et al., 

2000) 
Nov-R CACTGCATCTCCGTGGTATACTAA 

Nov-S 
FAM-CGAAAAGAAACACGCGGATGAAATCG-
TAMRA 
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Tableau 3: Conditions utilisées pour les réactions de qPCR. 

Gènes 

ciblés 
Technologies Conditions de qPCR 

tuf Colorant SYBR Green 

Dénaturation 95 °C – 30 sec 

Amplification (35 cycles) 95 °C – 10 sec ; 60 °C – 1 min 

Fusion 95 °C – 5 sec ; 60 °C – 1 min 

rpoB Colorant SYBR Green 

Dénaturation 95 °C – 30 sec 

Amplification (35 cycles) 95°C – 5 sec ; 55 °C – 20 sec 

Fusion 95 °C – 5 sec ; 60 °C – 1 min 

hlyA Sonde TaqMan 
Dénaturation 95 °C – 10 min 

Amplification (40 cycles) 95 °C – 20 sec ; 60 °C – 1 min 

 

 Pour quantifier le gène hlyA du contrôle positif de processus dans les échantillons 

artificiellement contaminés, nous avons utilisé la technologie TaqMan pour la qPCR (Tableau 2). Le 

mélange réactionnel de 45 µl contenait 25 µl de PlatinumTM Quantitative PCR SuperMix-UDG 

(Invitrogen), 0,1 µM de chaque amorce (Eurobio), 0,05 µM de la sonde TaqMan (Eurobio) et de l’eau 

nuclease-free pour compléter le volume final. Dans chaque puit de la microplaque, nous avons ajouté 

45 µl de mélange réactionnel et 5 µl d’échantillon d’ADN. Les conditions pour cette qPCR sont 

indiquées dans le Tableau 3.  

En se conformant à la norme NF EN ISO 22174:2005, de l’eau nuclease-free et le mélange 

réactionnel seul ont été utilisés comme témoins négatifs pour l’ensemble des qPCR. Concernant le 

témoin positif, nous avons utilisé l’ADN de la souche L. monocytogenes B3PA-Lm1 à différentes 

concentrations (100 ; 50 ; 25 et 12,5 ng/µl). Pour la qPCR ciblant le gène hlyA, une courbe standard a 

été réalisée avec l’ADN de la même souche bactérienne. Pour cela, l’ADN a été extrait à partir de 

quelques colonies de Listeria isolées sur une gélose TSAYe avec le kit DNeasy® Blood & Tissue (Qiagen) 

selon les recommandations du fabricant. L’ADN a été dilué dans de l’eau nuclease-free pour obtenir 

une concentration initiale de 100 ng/µl. Des dilutions successives au dixième ont été réalisées pour la 

courbe standard de la qPCR ciblant le gène hlyA allant de 100 ng/µl à 0,0001 ng/µl. Le nombre d’unités 

génomes (UG) par millilitre d’ADN a été calculé grâce à l’équation représentée en Figure 9 en utilisant 

la taille du génome de L. monocytogenes qui est de 2,94.106 pb.  
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Calcul du poids d’une unité génome de L. monocytogenes  

=  
Taille du génome de 𝐿. 𝑚𝑜𝑛𝑜𝑐𝑦𝑡𝑜𝑔𝑒𝑛𝑒𝑠 × Poids moléculaire d′une pb

Nombre d′Avogadro
 

=  
2,94. 106 pb × 660 g/mol

6,022. 1023
 

= 3,22. 10−15 g = 𝟑, 𝟐𝟐. 𝟏𝟎−𝟗 µ𝐠 

Calcul du nombre d’unités génomes dans 100 µg/mL d’ADN de L. monocytogenes 

=  
Concentration d′ADN

Poids d′une unité génome de 𝐿. 𝑚𝑜𝑛𝑜𝑐𝑦𝑡𝑜𝑔𝑒𝑛𝑒𝑠
 

=  
100 µg/ml

3,22. 10−9 µg
= 𝟑, 𝟏𝟏. 𝟏𝟎𝟏𝟎 𝐔𝐆/𝐦𝐥 

Figure 9 : Calcul du nombre d’unités génomes de L. monocytogenes pour une concentration d’ADN définie. 

Les réactions de qPCR ont été réalisées dans un thermocycleur LightCycler© 480 (Roche, 

Rotkreuz, Suisse). Les valeurs de cycle de quantification (Cq) ont été calculées automatiquement par 

le logiciel LightCycler® 480 en utilisant la méthode de la dérivée seconde.  

II.1.F. Analyse des données 

Les résultats de qPCR ont été validés lorsque les témoins négatifs n’étaient pas amplifiés et que 

les témoins positifs étaient quantifiés. De plus, les résultats de qPCR ciblant le gène hlyA ont été validés 

si l’efficacité (E) était comprise entre 75 et 125 %, et si le coefficient de détermination R² était supérieur 

à 0,99 comme décrit dans les normes NF U47-600-1:2015 et U47-600-2:2015. L’efficacité de la qPCR a 

été calculée selon la formule suivante : 

 E (en %) = [10 
−1

pente]- 1 
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Nous avons également utilisé l’équation de la courbe standard afin de calculer le nombre de copies du 

gène hlyA dans les échantillons avec le contrôle positif de processus (en unités génome/ml) selon la 

formule suivante : 

𝑥 =  10
𝑦−𝑏

𝑎  

avec y la valeur de Cq obtenue, a la pente de la droite et b l’ordonnée à l’origine. 

 Comme mentionné dans la norme NF EN ISO 22118:2011, nous avons calculé le taux de faux 

négatifs pour chaque méthode d’extraction d’ADN et pour chaque nature d’échantillon en utilisant la 

formule suivante : 

𝑝f−  =  
𝑛f−

𝑛r+ +  𝑛f−
× 100 %  

nf- étant le nombre d’échantillons connus comme positifs mais mal classifiés 

nr+ étant le nombre de résultats positifs réels 

 L’ensemble des graphiques présentés dans ce chapitre ont été réalisés en utilisant le package 

« ggplot2 » du logiciel RStudio version 1.4.1717 (RStudio, Inc, Boston, Etats-Unis). Le test non 

paramétrique de Kruskal-Wallis a été utilisé pour évaluer l'efficacité des kits d'extraction d'ADN ainsi 

que la pureté et la concentration de l'ADN à l'aide du logiciel Statgraphics centurion V18 (Sigmaplus, 

Neuilly-sur-Seine, France). 

II.2. Résultats 

Afin de sélectionner une méthode d’extraction d’ADN optimale pour les différentes natures 

d’échantillons marins, nous avons déterminé des seuils pour valider les critères décrits dans le Tableau 

4. Les valeurs des ratios A260nm/280nm et A260nm/230nm choisies pour déterminer la pureté des 

ADN étaient conformes à la norme NF EN ISO 20837:2006. Pour les autres critères analysés, il n’existe 

aucune norme ni standard pour déterminer un rendement en ADN optimal ou une bonne efficacité 

d’amplification. Nous avons donc fixé arbitrairement des concentrations minimum d’ADN extraits par 
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nature d’échantillon qui étaient jugées suffisantes pour quantifier les gènes tuf, rpoB et hlyA par qPCR. 

Pour la quantification des gènes tuf et rpoB dans les échantillons avec le contrôle positif de processus, 

nous avons également fixé arbitrairement une valeur de Cq inférieure à 25 pour valider une bonne 

efficacité d’amplification. Cette valeur de Cq correspondait à 107 UG/ml pour le gène tuf et 1012 UG/ml 

pour le gène rpoB. Sans le contrôle positif de processus, l’efficacité d’amplification était validée lorsque 

la valeur de Cq était inférieure à 30 ce qui correspondait à 105 UG/ml pour le gène tuf et à 1010 UG/ml 

pour le gène rpoB. Nous avons déterminé que la récupération du contrôle positif de processus était 

élevée lorsque la concentration du gène hlyA était supérieure à 8,0 log unités génome/ml dans les 

échantillons artificiellement contaminés, correspondant environ à la quantité de Listeria ajoutée aux 

échantillons. Enfin, nous avons déterminé qu’un taux de faux négatifs inférieur à 10 % révélait une 

élimination efficace des inhibiteurs de PCR avec la méthode d’extraction d’ADN utilisée. 

Tableau 4 : Critères de validation des méthodes d'extraction d'ADN pour chaque nature d'échantillon marin. PH : 
phytoplancton ; ZO : zooplancton ; CH : chair de mollusques bivalves ; PE : peau de poisson plat ; BR : branchies de poisson 

plat ; VI : viscères de poisson plat. CPP : contrôle positif de processus. 

Critères PH ZO CH PE BR VI Observations 

Concentration d’ADN 

(ng/µl) 
> 5,0 > 5,0 > 20,0 > 10,0 > 20,0 > 10,0 

Quantité d’ADN suffisante pour 
les qPCR 

Ratio A260nm/280nm 1,8 < ratio < 2,0 
ADN considéré comme pur 

Ratio A260nm/230nm 2,0 < ratio < 2,2 

Quantification du 

gène tuf (Cq) 

Cq < 25 (avec CPP) 

Cq < 30 (sans CPP) 

Concentrations du gène tuf de 
107 UG/ml (avec CPP) 
105 UG/ml (sans CPP)  

Quantification du 

gène rpoB (Cq) 

Cq < 25 (avec CPP) 

Cq < 30 (sans CPP) 

Concentrations du gène rpoB de 
1012 UG/ml (avec CPP) 
1010 UG/ml (sans CPP) 

Quantification du 

gène hlyA [log(unités 

génome/ml)] 

log(unités génome/ml) > 8,0 
Récupération élevée du CPP 

après extraction 

Taux de faux négatifs  

(%) 
taux < 10,0 % 

Concentration/effet faibles des 
inhibiteurs de PCR 

 

II.2.A. Concentration et pureté des ADN extraits 

Dans un premier temps, les rendements en ADN extraits à partir des échantillons marins avec 

les différentes méthodes d’extraction d’ADN ont été évalués par spectrophotométrie (Figure 10). Pour 

toutes les méthodes d’extraction d’ADN, l’ajout du contrôle positif de processus dans les échantillons 
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n’a pas influé sur la concentration d’ADN extrait. Seul un rendement en ADN plus élevé a été observé 

pour les échantillons de peau, de branchies et de viscères de poisson plat avec le contrôle positif de 

processus lorsque l’ADN était extrait avec le kit Blood & Tissue (entre 30,0 et 43,9 ng/µl) que sans le 

contrôle (entre 1,4 et 17,9 ng/µl). Pour l’ensemble des échantillons, les concentrations d’ADN étaient 

globalement plus élevées en employant la méthode d’extraction par choc thermique par rapport à 

celles obtenues avec les différents kits d’extraction. Pour une meilleure visibilité des résultats, les 

concentrations d’ADN extraits avec les kits d’extraction d’ADN en excluant la méthode de choc 

thermique sont représentées en Annexe I. 

Pour les échantillons de phytoplancton, nous avons obtenu des ADN avec des concentrations 

en moyenne inférieures à 5,0 ng/µl en utilisant les kits Blood & Tissue, PowerSoil® et PureLinkTM 

Microbiome (Figure 10A). Cependant, des rendements en ADN extraits supérieurs à 5,0 ng/µl ont été 

observés en utilisant les kits PowerBiofilm®, Wizard Genomic et GenEluteTM Stool. Concernant les 

échantillons de zooplancton, les concentrations en ADN étaient supérieures à 5,0 ng/µl en employant 

les kits PowerBiofilm®, GenEluteTM Stool et la méthode de choc thermique (Figure 10B). En revanche, 

les concentrations en ADN n’ont pas été validées pour les kits Blood & Tissue, PowerSoil®, PureLinkTM 

Microbiome et Wizard Genomic car elles étaient en moyenne inférieures à 5,0 ng/µl. Les rendements 

en ADN étaient les plus élevés en employant la méthode de choc thermique (en moyenne 465,8 ng/µl), 

les kits Wizard Genomic (en moyenne 115,5 ng/µl) et Blood & Tissue (en moyenne 24,5 ng/µl) pour les 

échantillons de chair de mollusques bivalves (Figure 10C). Cependant, nous avons noté des 

concentrations d’ADN inférieures à 20,0 ng/µl en utilisant les kits PowerBiofilm®, PowerSoil®, 

PureLinkTM Microbiome et GenEluteTM Stool. Pour les échantillons de peau de poissons plats, la 

concentration en ADN a été validée pour toutes les méthodes d’extraction d’ADN à l’exception du kit 

PowerSoil® avec lequel nous avons observé des concentrations d’ADN en moyenne inférieures à 

10,0 ng/µl (Figure 10D). Les rendements en ADN étaient plus élevés en employant le kit Wizard 

Genomic et la méthode d’extraction par choc thermique pour extraire l’ADN des branchies de poissons 

plats, les concentrations en ADN étant en moyenne de 183,2 et 100,3 ng/µl, respectivement (Figure 
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10E). Les concentrations en ADN extraits avec les autres kits étaient également supérieures à 

20,0 ng/µl (en moyenne entre 23,7 et 75,8 ng/µl). Concernant les échantillons de viscères de poissons 

plats, nous avons noté des concentrations d’ADN en moyenne inférieures à 10,0 ng/µl avec le kit 

PureLinkTM Microbiome (Figure 10F). Les concentrations d’ADN ont cependant été validées pour les 

autres méthodes d’extraction d’ADN avec lesquelles nous avons obtenu en moyenne entre 11,2 ng/µl 

(kit PowerSoil®) et 336,4 ng/µl (méthode de choc thermique) d’ADN. 

 

Figure 10 : Concentrations d’ADN extrait (ng/µl) à partir des échantillons marins en utilisant les différentes méthodes 
d’extraction d’ADN. (●) : avec contrôle positif de processus. () : sans contrôle positif de processus. A) Phytoplancton. B) 

Zooplancton. C) Chair de mollusques bivalves. D) Peau de poisson plat. E) Branchies de poisson plat. F) Viscères de poisson 
plat. BT : kit Blood & Tissue ; PB : kit PowerBiofilm® ; PS : kit PowerSoil® ; PM : kit PureLinkTM Microbiome ; WG : kit Wizard 

Genomic ; GS : kit GenEluteTM Stool ; CT : extraction d’ADN par choc thermique. N = 6 échantillons par matrice. 
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La pureté des échantillons d’ADN extraits avec les différentes méthodes d’extraction a 

également été estimée par spectrophotométrie (Figure 11). Nous avons pour cela considéré dans un 

premier temps le ratio d’absorbance A260nm/A280nm qui indique une contamination des échantillons 

d’ADN par de l’ARN, des protéines ou des traces de phénol. Les extraits d’ADN étaient considérés 

comme purs si le ratio était compris entre 1,8 et 2,0. Pour tous les échantillons analysés, des ratios 

inférieurs à 1,8 ont été observés pour les ADN extraits avec la méthode de choc thermique. 

Un échantillon d’ADN pur a été obtenu parmi les 6 échantillons de phytoplancton analysés en 

employant les kits Blood & Tissue, PowerSoil®, Wizard Genomic et la méthode de choc thermique 

(Figure 11A). En utilisant les kits PowerBioflm® et PureLinkTM Microbiome, nous avons observé de 

l’ADN pur pour 2/6 échantillons analysés. Seuls les kits PowerSoil® et PureLinkTM Microbiome ont 

permis d’extraire de l’ADN pur à partir d’un échantillon de zooplancton parmi les 6 analysés (Figure 

11B). A partir des échantillons de chair de mollusques bivalves, de l’ADN pur a été obtenu pour 

1/6 échantillons avec le kit GenEluteTM Stool et pour 2/6 échantillons avec les deux kits PowerBiofilm® 

et Wizard Genomic (Figure 11C). De l’ADN pur a été extrait à partir de 1/6 échantillons de peau de 

poissons plats en employant les kits PowerBiofilm®, PowerSoil® et Wizard Genomic, et à partir de 

2/6 échantillons avec le kit PureLinkTM Microbiome (Figure 11D). Mais en utilisant le kit GenEluteTM 

Stool, nous avons pu extraire de l’ADN pur à partir de 4/6 échantillons de peau. De l’ADN pur n’a été 

observé que pour un seul échantillon de branchies de poissons plats en utilisant le kit Blood & Tissue 

(Figure 11E). En employant les kits PowerSoil® et PureLinkTM Microbiome pour extraire l’ADN des 

échantillons de branchies, nous avons obtenu de l’ADN pur pour 5/6 échantillons. Par ailleurs, tous les 

ADN extraits avec les kits PowerBiofilm®, Wizard Genomic et GenEluteTM Stool à partir des échantillons 

de branchies étaient purs. En ce qui concerne les échantillons de viscères de poissons plats, nous avons 

observé de l’ADN pur à partir de 1/6 échantillons en employant les kits PowerBiofilm®, PureLinkTM 

Microbiome et Wizard Genomic et de 2/6 échantillons avec le kit GenEluteTM Stool (Figure 11F). 
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Figure 11 : Ratios A260nm/A280nm de l'ADN extrait des échantillons marins en utilisant les différentes méthodes 
d’extraction d’ADN. (●) : avec contrôle positif de processus. () : sans contrôle positif de processus. A) Phytoplancton. B) 

Zooplancton. C) Chair de mollusques bivalves. D) Peau de poisson plat. E) Branchies de poisson plat. F) Viscères de poisson 
plat. BT : kit Blood & Tissue ; PB : kit PowerBiofilm® ; PS : kit PowerSoil® ; PM : kit PureLinkTM Microbiome ; WG : kit Wizard 

Genomic ; GS : kit GenEluteTM Stool ; CT : extraction d’ADN par choc thermique. N = 6 échantillons par matrice. Bande grise : 
échantillons d’ADN purs (ratios entre 1,8 et 2,0). 
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Pour évaluer la pureté des extraits d’ADN, nous avons dans un second temps considéré le ratio 

A260nm/A230nm (Figure 12). Ce ratio révèle la présence de contaminants liés à l’échantillon ou 

provenant de l’extraction de l’ADN en elle-même, comme des traces de phénol, d’EDTA et de 

polysaccharides. En nous basant sur ce ratio, aucun ADN pur n’a été obtenu à partir des échantillons 

de phytoplancton, de zooplancton et de chair de mollusques bivalves quelle que soit la méthode 

d’extraction employée. En ce qui concerne les échantillons de peau de poissons plats, nous n’avons 

observé qu’un extrait d’ADN pur avec le kit Wizard Genomic (Figure 12D). De même, aucun échantillon 

d’ADN pur n’a été obtenu à partir des échantillons de branchies de poissons plats en employant les 

kits Blood & Tissue, PowerBiofilm®, PureLinkTM Microbiome, GenEluteTM Stool et la méthode 

d’extraction par choc thermique (Figure 12E). De l’ADN pur a été observé pour 3/6 échantillons de 

branchies avec le kit PowerSoil®. Mais en utilisant le kit Wizard Genomic, nous avons pu constater de 

l’ADN pur pour 4/6 échantillons de branchies. Concernant les échantillons de viscères de poissons 

plats, nous avons pu extraire de l’ADN pur à partir d’un seul échantillon en employant les kits 

PureLinkTM Microbiome et Wizard Genomic (Figure 12F). 
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Figure 12 : Ratios A260nm/A230nm de l'ADN extrait des échantillons marins en utilisant les différentes méthodes 
d’extraction d’ADN. (●) : avec contrôle positif de processus. () : sans contrôle positif de processus. A) Phytoplancton. B) 

Zooplancton. C) Chair de mollusques bivalves. D) Peau de poisson plat. E) Branchies de poisson plat. F) Viscères de poisson 
plat. BT : kit Blood & Tissue ; PB : kit PowerBiofilm® ; PS : kit PowerSoil® ; PM : kit PureLinkTM Microbiome ; WG : kit Wizard 

Genomic ; GS : kit GenEluteTM Stool ; CT : extraction d’ADN par choc thermique. N = 6 échantillons par matrice. Bande grise : 
échantillons d’ADN purs (ratios entre 2,0 et 2,2). 

 

II.2.B. Quantification de l’ADN bactérien 

Le troisième point pour évaluer l’efficacité des méthodes d’extraction d’ADN concernait 

l’amplification et la quantification de l’ADN bactérien. En effet, l’ADN total extrait des échantillons 

marins avec les différentes techniques d’extraction utilisées dans cette étude était constitué non 
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seulement d’ADN procaryote mais également d’ADN eucaryote. Afin de s’intéresser uniquement à la 

fraction d’ADN bactérien au sein de ces ADN totaux et d’examiner si cet ADN était amplifiable, nous 

avons ciblé deux gènes de ménage bactérien par qPCR. Dans un premier temps, le gène tuf codant 

pour le facteur d’élongation procaryote EF-Tu a été quantifié dans les échantillons marins avec et sans 

le contrôle positif de processus (Figure 13). 

Pour tous les échantillons avec le contrôle positif de processus, nous avons observé une 

meilleure efficacité d’amplification du gène tuf (Cq < 25) avec les kits PowerBiofilm® et PureLinkTM 

Microbiome par rapport aux autres méthodes d’extraction. Une bonne efficacité d’amplification du 

gène tuf a également été constatée dans les ADN extraits des échantillons de phytoplancton et de 

zooplancton avec le kit Blood & Tissue (Cq < 25) contrairement aux autres natures d’échantillons pour 

lesquelles les valeurs de Cq étaient comprises entre 26 et 35. Pour les échantillons de phytoplancton 

sans le contrôle positif de processus, les ADN bactériens extraits avec les sept méthodes d’extraction 

ont bien été amplifiés avec des valeurs de Cq inférieures à 30 pour le gène tuf. Une meilleure efficacité 

d’amplification pour tous les ADN extraits à partir des échantillons de zooplancton sans le contrôle 

positif de processus a été observée en utilisant le kit GenEluteTM Stool. Nous avons également constaté 

une bonne amplification du gène tuf dans les ADN extraits de 2/3 échantillons de zooplancton avec les 

kits Blood & Tissue, PowerBiofilm® et PureLinkTM Microbiome. Concernant les échantillons de chair de 

mollusques bivalves, une bonne efficacité d’amplification du gène tuf a été obtenue pour les ADN 

extraits avec les kits PureLinkTM Microbiome, PowerBiofilm®, PowerSoil® et GenEluteTM Stool. Nous 

avons constaté des valeurs de Cq inférieures à 30 uniquement pour 1/3 échantillons d’ADN extrait de 

la peau des poissons plats avec les kits PowerBiofilm® et Wizard Genomic. Une meilleure efficacité 

d’amplification du gène tuf a été observée dans les ADN extraits des branchies de poissons plats avec 

le kit PowerBiofilm® par rapport aux autres méthodes d’extraction. Concernant les échantillons de 

viscères de poissons plats, une bonne efficacité d’amplification a été constatée pour 1/3 échantillons 

d’ADN extrait avec le kit PowerBiofilm®. 
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Figure 13 : Valeurs de Cq obtenues pour la quantification du gène bactérien tuf à partir des ADN extraits des échantillons 
marins avec les différentes méthodes d’extraction. (●) : avec contrôle positif de processus. () : sans contrôle positif de 
processus. A) Phytoplancton. B) Zooplancton. C) Chair de mollusques bivalves. D) Peau de poisson plat. E) Branchies de 
poisson plat. F) Viscères de poisson plat. BT : kit Blood & Tissue ; PB : kit PowerBiofilm® ; PS : kit PowerSoil® ; PM : kit 

PureLinkTM Microbiome ; WG : kit Wizard Genomic ; GS : kit GenEluteTM Stool ; CT : extraction d’ADN par choc thermique. N 
= 6 échantillons par matrice. 
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Nous avons par la suite quantifié un second gène de ménage bactérien, à savoir le gène rpoB 

codant pour la sous-unité β de l’ARN polymérase bactérienne (Figure 14). 

Pour les échantillons avec le contrôle positif de processus, nous avons observé une bonne 

efficacité d’amplification du gène rpoB (Cq < 25) uniquement pour 1/3 échantillons d’ADN de chair de 

mollusques bivalves extrait avec les kits PowerBiofilm®, PureLinkTM Microbiome et GenEluteTM Stool. 

Pour les autres matrices avec le contrôle positif de processus, les valeurs de Cq étaient toutes 

supérieures à 25 quelle que soit la méthode d’extraction d’ADN utilisée.  

Concernant les échantillons sans le contrôle positif de processus, une bonne efficacité 

d’amplification du gène rpoB (Cq < 30) a été observée pour 2/3 échantillons d’ADN de zooplancton et 

de branchies de poissons plats extraits avec le kit GenEluteTM Stool. Pour tous les échantillons d’ADN 

de phytoplancton sans le contrôle positif de processus, nous avons constaté une bonne efficacité 

d’amplification avec les kits PowerBiofilm®, PureLinkTM Microbiome et GenEluteTM Stool. Des valeurs 

de Cq inférieures à 30 ont également été observées pour tous les ADN de chair de mollusques bivalves 

extraits avec les kits PowerBiofilm®, PowerSoil®, PureLinkTM Microbiome, Wizard Genomic et 

GenEluteTM Stool. En revanche, aucune valeur de Cq inférieure à 30 n’a été observée pour les 

échantillons d’ADN de peau et de viscères de poissons plats quelle que soit la méthode d’extraction 

d’ADN utilisée.  
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Figure 14 : Valeurs de Cq obtenues pour la quantification du gène bactérien rpoB à partir des ADN extraits des échantillons 
marins avec les différentes méthodes d’extraction. (●) : avec contrôle positif de processus. () : sans contrôle positif de 
processus. A) Phytoplancton. B) Zooplancton. C) Chair de mollusques bivalves. D) Peau de poisson plat. E) Branchies de 
poisson plat. F) Viscères de poisson plat. BT : kit Blood & Tissue ; PB : kit PowerBiofilm® ; PS : kit PowerSoil® ; PM : kit 

PureLinkTM Microbiome ; WG : kit Wizard Genomic ; GS : kit GenEluteTM Stool ; CT : extraction d’ADN par choc thermique. N 
= 6 échantillons par matrice. 
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II.2.C. Quantification du contrôle positif de processus 

Nous avons quantifié le contrôle positif de processus dans les échantillons artificiellement 

contaminés avec la souche de L. monocytogenes B3PA-Lm1 en quantifiant le gène hlyA par qPCR. 

Aucune quantification du gène hlyA dans les ADN extraits des échantillons marins sans contrôle positif 

de processus n’a été observée. Ces échantillons n’étaient donc pas naturellement contaminés par 

L. monocytogenes ou le nombre de copies du gène hlyA était en-dessous du seuil de quantification 

(données non présentées). Le nombre d’unités génome du gène hlyA dans les échantillons 

artificiellement contaminés sont présentés dans la Figure 15. 

En utilisant le kit Blood & Tissue, un nombre d’unités génome supérieur à 8 log a été observé 

pour 2/3 échantillons d’ADN de phytoplancton et 3/3 échantillons d’ADN de zooplancton. Mais en 

employant les kits PowerBiofilm® et PureLinkTM Microbiome, une bonne efficacité de récupération du 

contrôle positif de processus a été observée pour l’ensemble des échantillons marins. Une absence de 

quantification du gène hlyA a cependant été constatée dans un échantillon d’ADN de viscères de 

poissons plats extrait avec le kit PowerBiofilm®. 
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Figure 15 : Nombre d'unités génome du gène hlyA dans les ADN extraits des échantillons marins avec le contrôle positif de 
processus en utilisant les différentes méthodes d’extraction. A) Phytoplancton. B) Zooplancton. C) Chair de mollusques 

bivalves. D) Peau de poisson plat. E) Branchies de poisson plat. F) Viscères de poisson plat. BT : kit Blood & Tissue ; PB : kit 
PowerBiofilm® ; PS : kit PowerSoil® ; PM : kit PureLinkTM Microbiome ; WG : kit Wizard Genomic ; GS : kit GenEluteTM Stool ; 

CT : extraction d’ADN par choc thermique. N = 3 échantillons par matrice. 
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La quantification du gène hlyA spécifique du contrôle positif de processus nous a permis de 

calculer le taux de faux négatifs par méthode d’extraction d’ADN et par nature d’échantillon marin 

(Figure 16). Ce taux correspondait aux échantillons dans lesquels le gène devait être quantifié. Si 

aucune quantification n’était observée, cela pouvait indiquer la présence d’inhibiteurs de la PCR. 

Aucun faux négatif n’a été observé en utilisant les kits PowerSoil®, PureLinkTM Microbiome et 

GenEluteTM Stool pour extraire l’ADN des échantillons marins  et un taux de faux négatifs de 6 % a été 

calculé pour le kit PowerBiofilm® (Figure 16A). En revanche, les taux de faux négatifs étaient compris 

entre 17 et 22 % pour les kits Blood & Tissue, Wizard Genomic et la méthode d’extraction par choc 

thermique. Les inhibiteurs de PCR n’ont donc pas été efficacement éliminés avec ces trois méthodes 

d’extraction d’ADN.  

Concernant le taux de faux négatifs par nature d’échantillon, nous n’avons observé aucun faux 

négatif pour les échantillons de zooplancton et de branchies de poissons plats et seulement 6 % de 

faux négatifs ont été constatés pour les échantillons de phytoplancton et de peau de poissons plats 

(Figure 16B). En revanche, les taux étaient supérieurs à 20 % pour les échantillons de chair de 

mollusques bivalves et de viscères de poissons plats. 

 

Figure 16 : Taux de faux négatifs calculés par (A) méthode d’extraction et (B) nature d’échantillon. PH : phytoplancton ; ZO : 
zooplancton ; CH : chair de mollusques bivalves ; PE : peau de poisson plat ; BR : branchies de poisson plat ; VI : viscères de 
poisson plat. BT : kit Blood & Tissue ; PB : kit PowerBiofilm® ; PS : kit PowerSoil® ; PM : kit PureLinkTM Microbiome ; WG : kit 

Wizard Genomic ; GS : kit GenEluteTM Stool ; CT : extraction d’ADN par choc thermique. 
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III. Partie 2 : Optimisation des méthodes de quantification des gènes 
indicateurs de résistance aux antimicrobiens 

Cette seconde partie était consacrée à l’optimisation des réactions de qPCR ciblant les gènes 

indicateurs de résistance aux antimicrobiens tetA, blaTEM, sul1 et intI1. 

III.1. Matériel et méthodes 

III.1.A. Souches bactériennes et plasmides 

Des souches d’E. coli contenant des plasmides d’intérêt ont été utilisées pour l’optimisation 

des réactions de qPCR (Tableau 5). Les souches E. coli CIP RP4, E. coli CIP pIP69, E. coli CRBIP19.58 

proviennent du Centre de Ressources Biologiques de l’Institut Pasteur (Paris, France) et la souche 

E. coli DH5α/pTR99A a été fournie par M. Olivier Barraud de l’Université de Limoges (France). Ces 

souches bactériennes contiennent les plasmides pRP4, pIP69, pR1 et pTRC99A qui sont porteurs d’une 

copie des gènes cibles tetA, blaTEM, sul1 et intI1, respectivement. Ces plasmides ont été utilisés pour 

optimiser et évaluer la sensibilité des qPCR, et générer les courbes standard. Les souches bactériennes 

ont été isolées sur une gélose tryptone soja avec de l’extrait de levure (TSAYe, Oxoid, Dardilly, France) 

avec 100 µg/ml d’ampicilline (Amp100) (MP Biomedicals, Santa Ana, Californie, Etats-Unis) pour la 

sélection du plasmide. Les géloses ont été incubées pendant 18 h à 37 °C car un temps d’incubation 

plus long peut entraîner une lyse des cellules et un rendement d’ADN plasmidique réduit. Quelques 

colonies d’E. coli ont été prélevées sur les géloses TSAYe + Amp100 à l’aide d’une oese et cultivées 

pendant 18 h à 37 °C dans 10 ml de bouillon tryptone soja avec de l’extrait de levure (TSBYe) 

supplémenté avec 100 µg/ml d’ampicilline.  

Des souches de V. parahaemolyticus ont été utilisées comme témoins positifs et négatifs dans 

les réactions de qPCR (Tableau 6). La souche de V. parahaemolyticus 16-B3PA-0006 a été isolée de 

crevette, séquencée et analysée dans l’étude de Briet et al. (2018). Les 3 autres souches de Vibrio ont 

été isolées de produits de la pêche et leur génome total a également été séquencé. Des géloses 

nutritives salées à 1 % g/g NaCl (GNS, BioRad, Hercules, Californie, Etats-Unis) ont été ensemencées 
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avec ces souches de Vibrio conservées dans du BCC (bouillon cœur-cervelle) avec 20 % (v/v) de glycérol. 

Les géloses ont été incubées pendant 24 h à 37 °C puis conservées à 4 °C jusqu’à l’extraction de l’ADN 

génomique. 

Tableau 5 : Souches d’E.coli contenant les différents plasmides utilisés dans les réactions de qPCR. Les gènes d’intérêt pour 
chaque qPCR sont indiqués en vert. 

Souches Plasmides/Taille Génotypes 
Antibiotique 

pour la sélection 
Références 

E. coli CIP RP4 pRP4 (≈ 60 kpb) 
tetA 
blaTEM-2 

aph(3’)-Ib 

Amp (100 µg/ml) 

Centre de 
Ressources 

Biologiques de 
l’Institut Pasteur 

(Paris) 

E. coli CIP pIP69 pIP69 (≈ 70,5 kpb) 
blaTEM-1 

aph(3’)-Ia 
tetB 

E. coli CRBIP19.58 pR1 (≈ 97,5 kpb) 

sul1 
blaTEM-1 
aphA7 
qacEΔ1 
aadA1 

E. coli 
DH5α/pTRC99A 

pTRC99A (≈ 7 kpb) 
intI1 
intI2 
intI3 

(Barraud et al., 
2010) 

 

Tableau 6 : Souches de V. parahaemolyticus utilisées comme témoins dans les réactions de qPCR. 

Souches Génotypes Témoins (-) Témoins (+) Référence 

V. parahaemolyticus 
12-B3PA-1629 

qnrA5 
blaCARB-41, blaOXA-SHE 

qPCR blaTEM 
 

Cette étude 
(Collection 

B3PA-ANSES) 

V. parahaemolyticus 
13-B3PA-2931 

floR 
aph(3’)-Ib, aph(6)-Id 
blaCARB-41 
sul2 
tetA, tet59 

qPCR intI1 

 

V. parahaemolyticus 
15-B3PA-0205 

hugA 
blaCARB-31 

qPCR tetA  
qPCR sul1 

 

V. parahaemolyticus 
16-B3PA-0006 

sul1, sul2 
dfrA16 
strA, strB 
aadA2 
floR 
tetA 
blaNDM-1 
intI1 

 
qPCR tetA 
qPCR sul1 
qPCR intI1 

(Briet et al., 
2018) 
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III.1.B. Extraction de l’ADN plasmidique et génomique 

L’ADN plasmidique a été extrait à partir des 10 ml de culture d’E. coli dans le bouillon TSBYe + 

Amp100 avec le kit QIAprep® Spin Miniprep (Qiagen, Hilden, Allemagne) selon les recommandations 

du fabricant. Brièvement, les cultures ont été centrifugées pendant 10 min à 8 000 rpm puis le culot a 

été resuspendu dans 500 µl de tampon P1 qui contenait 100 µg/ml de RNase A. Nous avons ensuite 

ajouté 500 µl de tampon P2, mélangé les tubes par inversion puis ajouté 700 µl de tampon N3 avant 

de mélanger de nouveau les tubes par inversion afin d’éviter la fragmentation de l’ADN génomique et 

ainsi la contamination de l’ADN plasmidique. Après avoir centrifugé les tubes pendant 10 min à 

13 000 rpm, le surnageant a été transféré dans les colonnes de centrifugation contenant une 

membrane de silice. Les colonnes ont été centrifugées pendant 1 min à 13 000 rpm et les membranes 

ont été lavées avec 750 µl de tampon PE. Enfin, l’ADN a été élué en ajoutant deux fois 50 µl de tampon 

EB préalablement chauffé à 70 °C puis conservé à 4 °C. Les échantillons d’ADN ont été dosés au 

spectrophotomètre DS-11 (Denovix) puis le nombre d’unités génome pour cette concentration d’ADN 

a été évalué en utilisant la taille de chaque plasmide (Figure 17). 

Les échantillons d’ADN ont ensuite été dilués successivement au 1/10 pour réaliser les courbes 

standard allant d’environ 1,00.1011 à 1,00.103 UG/ml.  

L’ADN génomique a été extrait à partir de colonies isolées de V. parahaemolyticus avec le kit 

DNeasy® Blood & Tissue (Qiagen) selon les recommandations du fabricant en apportant quelques 

modifications. A partir de géloses GNS ensemencées, quelques colonies ont été prélevées avec une 

oese et resuspendues dans 1 ml d’eau physiologique stérilisée. Après avoir centrifugé les tubes 

pendant 2 min à 8 000 rpm, le culot a été repris dans 180 µl de tampon de lyse (Tris-HCl pH 8.0 20 mM ; 

EDTA 2 mM ; Triton X-100 1,2 % ; lysozyme 20 mg/ml) et incubé pendant 30 min à 37 °C. Ensuite, 25 µl 

de protéinase K et 4 µl de RNase A à 4 mg/ml ont été ajoutés. Après avoir ajouté 200 µl de tampon AL, 

les tubes ont été incubés pendant 30 min à 56 °C et 200 µl d’éthanol absolu ont été ajoutés. Cette 

solution a été transférée dans les colonnes de centrifugation contenant une membrane de silice. Les 
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colonnes ont été centrifugées pendant 1 min à 13 000 rpm puis les membranes ont été lavées une 

première fois avec 500 µl de tampon AW1 et une seconde fois avec le même volume de tampon AW2. 

Finalement, l’ADN a été élué en ajoutant deux fois 50 µl de tampon AE puis conservé à 4 °C. Les 

échantillons d’ADN ont été dosés au spectrophotomètre DS-11 puis dilués à une concentration finale 

d’environ 100 ng/µl dans de l’eau nuclease-free.  

Calcul du poids d’une unité génome d’un plasmide (exemple du plasmide pRP4) 

=  
Taille du plasmide (pb) × Poids moléculaire d′une pb

Nombre d′Avogadro
 

=  
60 000 pb × 660 g/mol

6,022. 1023
 

= 6,58. 10−17 g = 𝟔, 𝟓𝟖. 𝟏𝟎−𝟏𝟏 µ𝐠 

Calcul du nombre d’unités génome dans 100 µg/ml d’ADN plasmidique 

=
Concentration d′ADN

Poids d′une unité génome du plasmide
 

=  
100 µg/ml

6,58. 10−11
= 𝟏, 𝟓𝟐. 𝟏𝟎𝟏𝟐 𝐔𝐆/𝐦𝐥  

Figure 17 : Calcul de la concentration d'ADN pour obtenir un nombre d'unités génome défini. 

III.1.C. Optimisation des qPCR 

III.1.C.a. Réactions utilisant le colorant SYBR Green 

Les travaux d’optimisation des qPCR ont porté dans un premier temps sur la sélection du pré-mix 

pour les réactions utilisant le colorant SYBR Green. Pour cela, nous avons comparé l’efficacité des pré-

mix TB Green® Premix Ex TaqTM II (Tli RNase H Plus) (Takara Bio, Kusatsu, Japon) et LightCycler® 480 

SYBR Green I Master (Roche, Rotkreuz, Suisse) pour la qPCR ciblant le gêne tetA. Les séquences 

nucléotidiques des amorces sont indiquées dans le Tableau 7. Le mélange réactionnel était composé 

de 10 µl de pré-mix (Roche ou Takara), de 0,4 µM d’amorces tetA-F et tetA-R (Eurobio, Les Ulis, France), 

de 2 µl d’ADN et d’eau nuclease-free (Qiagen) pour compléter le volume final à 20 µl. Pour le pré-mix 
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de Takara, les conditions utilisées pour les réactions de qPCR étaient les suivantes : une étape initiale 

de dénaturation à 95 °C pendant 2 min puis 40 cycles d’amplification à 95 °C pendant 5 sec, 60 °C 

pendant 30 sec et 72 °C pendant 1 min pour finir par une étape de fusion à 95 °C pendant 5 sec et 60 °C 

pendant 1 min. Concernant le pré-mix de Roche, les conditions étaient les suivantes : une première 

étape de dénaturation à 95 °C pendant 5 min puis 45 cycles d’amplification à 95 °C pendant 10 sec, 

60 °C pendant 30 sec et 72 °C pendant 5 sec et finalement une étape de fusion à 95 °C pendant 5 sec 

et 65 °C pendant 1 min.  

Tableau 7 : Amorces et sondes utilisées dans les réactions de qPCR pour cibler les gènes indicateurs de résistance aux 
antimicrobiens tetA, blaTEM, sul1 et intI1. 

Gènes 
ciblés 

Amorces/Sondes Séquences nucléotidiques (5’ – 3’) 
Tailles des 
amplicons  

Références 

tetA 
tetA-F GCTACATCCTGCTTGCCTTC 

210 pb 
(Ng et al., 

2001) tetA-R CATAGATCGCCGTGAAGAGG 

blaTEM 
blaTEM-F TTCCTGTTTTTGCTCACCCAG 

113 pb 
(Bibbal et 
al., 2007) blaTEM-R CTCAAGGATCTTACCGCTGTTG 

sul1 

sul1-F CCGTTGGCCTTCCTGTAAAG 

67 pb 
(Heuer and 

Smalla, 
2007) 

sul1-R TTGCCGATCGCGTGAAGT 

sul1-sonde (FAM)CAGCGAGCCTTGCGGCGG(TAMRA) 

intI1 

intI1-F GCCTTGATGTTACCCGAGAG 

196 pb 
(Barraud et 
al., 2010) 

intI1-R GATCGGTCGAATGCGTGT 

intI1-sonde (6-FAM)ATTCCTGGCCGTGGTTCTGGGTTTT(BHQ1) 

 

Après avoir sélectionné le pré-mix, nous avons testé différentes concentrations d’amorces ciblant 

les gènes tetA et blaTEM. Selon les informations du fabricant du pré-mix, des concentrations en amorces 

entre 0,2 et 1,0 µM étaient recommandées. Les mélanges réactionnels étaient composés de 10 µl de 

pré-mix, des amorces à une concentration finale de 0,4 ; 0,8 ou 1,0 µM (Eurobio), de 2 µl d’ADN et 

d’eau nuclease-free pour compléter le volume final à 20 µl. Les qPCR ont été réalisées selon les mêmes 

conditions décrites dans le paragraphe précédent.  

III.1.C.b. Réactions utilisant la technologie de sonde TaqMan 

Les travaux d’optimisation des qPCR utilisant la technologie de sonde TaqMan pour quantifier 

les gènes sul1 et intI1 ont d’abord été effectués sur la sélection d’une concentration en amorces 

optimale. Pour ces réactions de qPCR, nous avons utilisé le pré-mix LightCycler® 480 Probes Master 
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(Roche) en suivant les recommandations du fabricant qui préconisait d’utiliser des concentrations en 

amorces entre 0,3 et 1,0 µM. Les mélanges réactionnels comprenaient 10 µl de pré-mix, la sonde à 

0,2 µM (Eurobio), les amorces à des concentrations finales de 0,4 ; 0,6 ; 0,8 ou 1,0 µM (Eurobio), 5 µl 

d’ADN et de l’eau nuclease-free pour compléter le volume final à 20 µl. Pour les deux réactions de 

qPCR, les conditions étaient les suivantes : une étape de dénaturation à 95 °C pendant 5 min puis 

45 cycles d’amplification à 95 °C pendant 10 sec, 60 °C pendant 1 min et 72 °C pendant 1 sec.  

 Après avoir sélectionné la concentration en amorces, nous avons comparé des concentrations 

de sondes TaqMan entre 0,05 et 2,0 µM comme recommandé par le fabricant du pré-mix. Ainsi, des 

concentrations de sondes de 0,05 ; 0,1 et 0,2 µM ont été testées avec les mêmes conditions de qPCR 

décrites dans le paragraphe précédent.  

III.1.C.c. Amplification de l’ADN 

Les réactions de qPCR ciblant les gènes tetA, blaTEM, sul1 et intI1 ont été réalisées dans un 

thermocycleur LightCycler© 480 (Roche) et les valeurs de cycle de quantification (Cq) ont été calculées 

automatiquement par le logiciel LightCycler® 480 en utilisant la méthode de la dérivée seconde. De 

plus, pour les qPCR utilisant le colorant SYBR Green, les courbes de fusion ont également été analysées 

pour vérifier la spécificité des amorces.  

III.1.D. Evaluation de la performance des réactions de qPCR 

L’évaluation de la performance des réactions de qPCR était basée sur les normes NF U47-600-

1:2015 et U47-600-2:2015 relatives aux exigences et aux recommandations pour le développement et 

la validation de la PCR en santé animale. Nous nous sommes également basés sur la norme NF T90-

471:2015 concernant la détection et la quantification des Legionella par concentration et amplification 

génique par qPCR pour évaluer la qualité de l’eau.  

La spécificité des sondes et des amorces a été évaluée in silico par un BlastN dans la base de 

données GenBank du NCBI (National Center for Biotechnology Information). Les amorces et les sondes 

ont été définies comme spécifiques lorsque le témoin négatif n’était pas amplifié ou que la valeur de 
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Cq obtenue était en dehors de la gamme étalon alors que le témoin positif était quantifié. Les valeurs 

de Cq obtenues pour les différentes valeurs de nombre d’unités génome exprimées en log ont été 

représentées suivant un modèle de régression linéaire par une droite d’équation de type : y = valeur 

de Cq = ax + b, x étant le log d’unités génome pour la valeur y correspondante, a la pente de la droite 

et b l’ordonnée à l’origine. Grâce à cette équation, l’efficacité E a été estimée selon l’équation 

suivante afin d’évaluer le bon déroulement de l’amplification: 

𝐸 = (10−
1
𝑎 − 1) × 100 

Afin de valider la réaction d’amplification, la pente a de l’équation devait être comprise entre 

-4,115 et -2,839 pour que l’efficacité E soit comprise entre 75 % et 125 %. Grâce à la droite de 

régression linéaire, le coefficient de détermination R² a également été évalué. Ce facteur permet de 

valider une distribution acceptable des valeurs de Cq autour de la droite de régression afin de prédire 

le nombre d’unités génome/ml grâce à la valeur de Cq obtenue. Pour une distribution acceptable des 

points, la valeur de R² devait être supérieure ou égale à 0,9.  

Afin de vérifier les performances de la linéarité, le biais a été calculé par la différence entre la 

valeur mesurée (expérimentale) du log du nombre d’unités génome et sa valeur calculée (théorique) 

grâce à l’équation de la droite de régression linéaire. La valeur de ce biais a été estimée selon le calcul 

présenté dans le Tableau 8 et devait être inférieure à la valeur critique fixée à 0,25 log10. 

Enfin, la limite de quantification (LQPCR) a été définie comme le plus faible nombre d’unités 

génome quantifié avec un biais inférieur à 0,25 log10. Si le témoin négatif a été quantifié avec un Cq 

inclus dans la gamme étalon, la LQPCR a été fixée au point de gamme précédent. Nous avons validé les 

conditions de la qPCR si la LQPCR était inférieure ou égale à 104 UG/ml pour les qPCR ciblant les gènes 

tetA, blaTEM et intI1, et inférieure ou égale à 105 UG/ml pour la qPCR ciblant le gène sul1. 
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Tableau 8 : Calcul du biais de la linéarité selon la norme NF U47-600-2:2015. 

Niveau xi estimé x1 x2 x3 xk 

x’i = log10(xi) x’1 x’2 x’3 x’k 

yi y1 y2 y3 yk 

xî = 
yi−b

a
 x1̂ x2̂ x3̂ xk̂ 

Biaisi = xî - x’i x1̂ - x’1 x2̂ - x’2 x3̂ - x’3 x4̂ - x’4 

Valeur critique de biais 0,25 log10 0,25 log10 0,25 log10 0,25 log10 

xi 

x’i 

yi 

xî 

estimation du nombre d’unités génome du plasmide (UG/ml) 

log du nombre d’unités génome du plasmide (log UG/ml) 

valeur de Cq obtenue pour la quantité de plasmide donnée 

valeur calculée du nombre d’unités génome du plasmide en utilisant la droite de régression 

linéaire (avec a la pente et b l’ordonnée à l’origine) (log UG/ml) 

 

III.2. Résultats 

La spécificité des amorces et des sondes utilisées pour les qPCR ciblant les gène tetA, blaTEM, sul1 

et intI1 a d’abord été vérifiée in silico par des recherches d’homologie à l’aide de la base de données 

GenBank du NCBI. Les résultats ont indiqué une homologie de 100 % avec les gènes recherchés validant 

ainsi la spécificité des amorces et des sondes pour les gènes ciblés (données non présentées).  

III.2.A. Sélection du pré-mix pour la qPCR SYBR Green ciblant le gène tetA 

Dans un premier temps, nous avons comparé deux pré-mix (Roche et Takara) pour les réactions 

de qPCR utilisant le colorant SYBR Green. La sélection du pré-mix a été réalisée en ciblant le gène tetA 

en utilisant une concentration en amorces de 0,4 µM. La spécificité des amorces a été analysée avec 

les courbes de fusion (Annexe II). Avec le pré-mix Roche, un seul pic de fusion a été observé à 89 °C 

pour le témoin positif et chaque point de la gamme étalon alors qu’aucune valeur de Tm n’a été 

obtenue pour les deux témoins négatifs. En revanche, en utilisant le pré-mix Takara, un Tm de 91 °C a 

été observé pour le témoin négatif V. parahaemolyticus 15-B3PA-0205, le témoin positif 

V. parahaemolyticus 16-B3PA-0006 et les points de la gamme étalon entre 104 et 1011 UG/ml. Un Tm 

identique entre le témoin négatif, le témoin positif et la gamme étalon traduisait une amplification 

non spécifique avec le pré-mix Takara. 
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Pour le pré-mix Takara, des valeurs de Cq de 35 et de 31,7 ont été obtenues pour le témoin eau et 

la souche de V. parahaemolyticus 15-B3PA-0205, respectivement, les deux témoins négatifs. En 

revanche, aucune valeur de Cq n’a été observée pour ces témoins négatifs avec le pré-mix Roche. Pour 

le témoin positif (V. parahaemolyticus 16-B3PA-0006), les valeurs de Cq étaient de 11,0 et 12,6 pour 

le pré-mix Takara et le pré-mix Roche, respectivement, ce qui correspondait à des concentrations de 

5,45.1011 et 2,25.1011 UG/ml.  

Pour les deux pré-mix Roche et Takara, l’efficacité des réactions et le coefficient R² ont été validés 

(Tableau 9). La valeur critique de biais de 0,25 log10 a été atteinte pour le point de gamme à 

7,09.103 UG/ml pour les deux pré-mix. Cependant, la valeur de Cq du témoin négatif 

(V. parahaemolyticus 15-B3PA-0205) était comprise entre les points de gamme 7,09.104 et 

7,09.105 UG/ml en utilisant le pré-mix Takara. La LQPCR a donc été fixée à 7,09.105 UG/ml pour ce pré-

mix invalidant ainsi le pré-mix Takara. En revanche, la LQPCR pour la qPCR avec le pré-mix Roche était 

de 7,09.104 UG/ml. Le pré-mix Roche a donc été validé pour cette qPCR ciblant le gène tetA.  

Après analyse des résultats obtenus pour le gène tetA, nous avons sélectionné le pré-mix Roche 

pour effectuer les optimisations concernant la concentration en amorces pour les réactions de qPCR 

ciblant les gènes tetA mais aussi blaTEM. 
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Tableau 9 : Comparaison des paramètres des qPCR ciblant le gène tetA en utilisant A) le pré-mix Takara et B) le pré-mix 
Roche avec une concentration en amorces de 0,4 µM. Nombre en rouge : valeur supérieure à la valeur critique de biais. 

A)      

pente a -3,2235 efficacité E 104,28 %   

interception b 48,833 linéarité R² 0,9946   

Niveau xi 
estimé 

x’i = log10(xi) yi x̂i = 
𝐲𝐢−𝐛

𝐚
 Biaisi = x̂i - x’i 

Valeur critique 
de biais 

7,09.1011 11,85 10,28 11,96 0,11 0,25 

7,09.1010 10,85 13,6 10,93 0,08 0,25 

7,09.109 9,85 16,95 9,89 0,04 0,25 

7,09.108 8,85 20,72 8,72 -0,13 0,25 

7,09.107 7,85 23,63 7,82 -0,03 0,25 

7,09.106 6,85 27,09 6,75 -0,11 0,25 

7,09.105 5,85 30,55 5,67 -0,18 0,25 

7,09.104 4,85 33,92 4,63 -0,22 0,25 

7,09.103 3,85 35 4,29 0,441 0,25 

B)      

pente a -3,4255 efficacité E 95,85 %   

interception b 51,52 linéarité R² 0,9926   

Niveau xi 
estimé 

x’i = log10(xi) yi x̂i = 
𝐲𝐢−𝐛

𝐚
 Biaisi = x̂i - x’i 

Valeur critique 
de biais 

7,09.1011 11,85 10,57 11,95 0,10 0,25 

7,09.1010 10,85 13,9 10,98 0,13 0,25 

7,09.109 9,85 17,58 9,91 0,06 0,25 

7,09.108 8,85 21,85 8,66 -0,19 0,25 

7,09.107 7,85 24,61 7,86 0,01 0,25 

7,09.106 6,85 28,62 6,69 -0,17 0,25 

7,09.105 5,85 32,27 5,62 -0,23 0,25 

7,09.104 4,85 35,64 4,64 -0,21 0,25 

7,09.103 3,85 36,61 4,35 0,50 0,25 

xi estimation du nombre d’unités génome du plasmide (UG/ml) 

log du nombre d’unités génome du plasmide (log UG/ml) 

valeur de Cq obtenue pour la quantité de plasmide donnée 

valeur calculée du nombre d’unités génome du plasmide en utilisant la droite de 
régression linéaire (avec a la pente et b l’ordonnée à l’origine) (log UG/ml) 

x’i 

yi 

xî 
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III.2.B. Sélection de la concentration en amorces pour les qPCR SYBR 
Green ciblant les gènes tetA et blaTEM 

Selon le fabricant du pré-mix Roche, il était recommandé d’utiliser les amorces à une 

concentration finale entre 0,4 et 1,0 µM. Nous avons donc choisi d’évaluer dans un premier temps 

l’efficacité des réactions de qPCR ciblant le gène tetA avec les concentrations finales d’amorces 0,4 ; 

0,8 et 1,0 µM. Les résultats ayant déjà été décrits précédemment pour les amorces à 0,4 µM (Tableau 

9), seuls les résultats concernant les amorces à 0,8 et 1,0 µM sont décrits dans cette partie.  

Pour les deux concentrations en amorces 0,8 et 1,0 µM, le témoin positif V. parahaemolyticus 

16-B3PA-0006 a bien été quantifié, les valeurs de Cq correspondant à 1,84.1011 et 1,70.1011 UG/ml. 

Alors qu’aucune valeur de Cq n’a été obtenue pour les deux témoins négatifs en utilisant les amorces 

à 0,8 µM, la valeur de Cq était de 37,8 pour le témoin eau avec les amorces à 1,0 µM.  

Les courbes de fusion pour ces deux concentrations en amorces sont présentées en Annexe III. 

Pour les amorces à 0,8 µM, les résultats étaient similaires à ceux observés en utilisant les amorces à 

0,4 µM. Un pic de fusion spécifique à 89 °C a été observé pour les points de la gamme étalon et le 

témoin positif, et aucun pic de fusion n’est ressorti pour les deux témoins négatifs. Cette qPCR était 

donc bien spécifique. En revanche, un pic non spécifique et moins élevé que ceux de la gamme étalon 

a été observé à 79 °C pour le témoin eau avec les amorces à 1,0 µM. 

En utilisant les amorces à une concentration finale de 0,8 et 1,0 µM, nous avons validé l’efficacité 

des réactions E et le coefficient R² (Tableau 10). Alors que la valeur critique de biais a été atteinte à 

7,09.103 UG/ml en utilisant les amorces à 0,8 µM, nous avons observé cette valeur critique de biais à 

7,09.104 UG/ml avec les amorces à 1,0 µM. La concentration en amorces à 1,0 µM a donc été invalidée 

et celle à 0,8 µM a été validée.  

Nous avons donc validé les deux réactions de qPCR utilisant les amorces à une concentration finale 

de 0,4 et 0,8 µM pour cibler le gène tetA. 
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Tableau 10 : Comparaison des paramètres des qPCR ciblant le gène tetA en utilisant les amorces à une concentration finale 
de A) 0,8 µM et B) 1,0 µM. ND : non déterminé. Nombre en rouge : valeur supérieure à la valeur critique de biais. 

A)      

pente a -3,6651 efficacité E 87,43 %   

interception b 54,337 linéarité R² 0,9986   

Niveau xi 
estimé 

x’i = log10(xi) yi x̂i = 
𝐲𝐢−𝐛

𝐚
 Biaisi = x̂i - x’i 

Valeur critique 
de biais 

7,09.1011 11,85 11,19 11,77 -0,08 0,25 

7,09.1010 10,85 14,63 10,83 -0,02 0,25 

7,09.109 9,85 17,87 9,95 0,10 0,25 

7,09.108 8,85 22,19 8,77 -0,08 0,25 

7,09.107 7,85 25,08 7,98 0,13 0,25 

7,09.106 6,85 28,93 6,93 0,08 0,25 

7,09.105 5,85 33,22 5,76 -0,09 0,25 

7,09.104 4,85 36,74 4,80 -0,05 0,25 

7,09.103 3,85 ND 14,83 10,97 0,25 

B)      

pente a -3,6285 efficacité E 88,71 %   

interception b 53,251 linéarité R² 0,9972   

Niveau xi 
estimé 

x’i = log10(xi) yi x̂i = 
𝐲𝐢−𝐛

𝐚
 Biaisi = x̂i - x’i 

Valeur critique 
de biais 

7,09.1011 11,85 10,18 11,88 0,03 0,25 

7,09.1010 10,85 13,95 10,84 -0,01 0,25 

7,09.109 9,85 17,23 9,93 0,08 0,25 

7,09.108 8,85 22,02 8,61 -0,24 0,25 

7,09.107 7,85 24,65 7,89 0,04 0,25 

7,09.106 6,85 28,25 6,90 0,04 0,25 

7,09.105 5,85 32,02 5,86 0,01 0,25 

7,09.104 4,85 34,77 5,10 0,25 0,25 

7,09.103 3,85 40 3,65 -0,20 0,25 

xi estimation du nombre d’unités génome du plasmide (UG/ml) 

log du nombre d’unités génome du plasmide (log UG/ml) 

valeur de Cq obtenue pour la quantité de plasmide donnée 

valeur calculée du nombre d’unités génome du plasmide en utilisant la droite de 
régression linéaire (avec a la pente et b l’ordonnée à l’origine) (log UG/ml) 

x’i 

yi 

xî 
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Pour l’optimisation de la qPCR SYBR Green ciblant le gène blaTEM, les concentrations en 

amorces 0,4 ; 0,8 et 1,0 µM ont également été comparées en utilisant le plasmide pIP69 pour réaliser 

la courbe standard et la souche de V. parahaemolyticus 12-B3PA-1629 comme témoin négatif. Etant 

donné qu’aucune souche bactérienne possédant le gène blaTEM n’était disponible au laboratoire, seul 

le plasmide a été utilisé pour évaluer la spécificité de la réaction.  

 L’efficacité des réactions E ainsi que les coefficients R² ont été validés pour les trois 

concentrations en amorces (Tableau 11). La valeur critique de biais a été atteinte à 1,87.103 UG/ml en 

utilisant les amorces à une concentration finale de 0,4 µM alors qu’elle n’a pas été atteinte pour les 

concentrations 0,8 et 1,0 µM. Cependant, les valeurs de Cq pour le témoin eau et le témoin négatif 

V. parahaemolyticus 12-B3PA-1629 étaient comprises entre les points de la gamme 1,87.103 et 

1,87.104 UG/ml avec les amorces à 1,0 µM. Pour les concentrations en amorces de 0,4 et 0,8 µM, les 

valeurs de Cq de ces deux témoins négatifs étaient en dehors de la gamme. La LQPCR a donc été fixée à 

1,87.104 UG/ml pour les trois concentrations en amorces (0,4, 0,8 et 1,0 µM).  

 En regardant les courbes de fusion, nous avons pu observer un pic spécifique à 82 °C pour les 

différents points de la gamme et des pics non spécifiques de plus faible intensité à 76 °C pour la souche 

de V. parahaemolyticus 12-B3PA-1629 et à 77 °C pour le témoin eau (Annexe IV). Nous avons donc 

validé les concentrations en amorces 0,4 ; 0,8 et 1,0 µM pour la qPCR ciblant le gène blaTEM.  
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Tableau 11 : Comparaison des paramètres des qPCR ciblant le gène blaTEM en utilisant les amorces à une concentration 
finale de A) 0,4 µM, B) 0,8 µM et C) 1,0 µM. ND : non déterminé. Nombre en rouge : valeur supérieure à la valeur critique 

de biais. 

A)      

pente a -3,7614 efficacité E 84,44 %   

interception b 52,758 linéarité R² 0,9981   

Niveau xi 
estimé 

x’i = log10(xi) yi x̂i = 
𝐲𝐢−𝐛

𝐚
 Biaisi = x̂i - x’i 

Valeur critique 
de biais 

1,87.1010 10,27 14,28 10,23 -0,04 0,25 

1,87.109 9,27 17,95 9,25 -0,02 0,25 

1,87.108 8,27 21,83 8,22 -0,05 0,25 

1,87.107 7,27 25,16 7,34 0,07 0,25 

1,87.106 6,27 28,57 6,43 0,16 0,25 

1,87.105 5,27 32,83 5,30 0,03 0,25 

1,87.104 4,27 37,22 4,13 -0,14 0,25 

1,87.103 3,27 ND 14,03 10,754 0,25 

B)  

pente a -3,2835 efficacité E 101,63 %   

interception b 48,416 linéarité R² 0,9968   

Niveau xi 
estimé 

x’i = log10(xi) yi x̂i = 
𝐲𝐢−𝐛

𝐚
 Biaisi = x̂i - x’i 

Valeur critique 
de biais 

1,87.1010 10,27 14,17 10,43 0,16 0,25 

1,87.109 9,27 17,78 9,33 0,06 0,25 

1,87.108 8,27 21,58 8,17 -0,10 0,25 

1,87.107 7,27 24,99 7,13 -0,14 0,25 

1,87.106 6,27 27,90 6,25 -0,02 0,25 

1,87.105 5,27 31,71 5,09 -0,18 0,25 

1,87.104 4,27 34,32 4,29 0,02 0,25 

1,87.103 3,27 37 3,48 0,21 0,25 

C)      

pente a -3,3210 efficacité E 100,40 %   

interception b 48,704 linéarité R² 0,9975   

Niveau xi 
estimé 

x’i = log10(xi) yi x̂i = 
𝐲𝐢−𝐛

𝐚
 Biaisi = x̂i - x’i 

Valeur critique 
de biais 

1,87.1010 10,27 14,17 10,40 0,13 0,25 

1,87.109 9,27 17,77 9,31 0,04 0,25 

1,87.108 8,27 21,48 8,20 -0,07 0,25 

1,87.107 7,27 24,99 7,14 -0,13 0,25 

1,87.106 6,27 28,05 6,22 -0,05 0,25 

1,87.105 5,27 31,68 5,13 -0,15 0,25 

1,87.104 4,27 33,86 4,47 0,20 0,25 

1,87.103 3,27 37,72 3,31 0,04 0,25 

xi estimation du nombre d’unités génome du plasmide (UG/ml) 

log du nombre d’unités génome du plasmide (log UG/ml) 

valeur de Cq obtenue pour la quantité de plasmide donnée 

valeur calculée du nombre d’unités génome du plasmide en utilisant la droite de 
régression linéaire (avec a la pente et b l’ordonnée à l’origine) (log UG/ml) 

x’i 

yi 

xî 
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III.2.C. Sélection de la concentration en amorces pour les qPCR TaqMan 
ciblant les gènes sul1 et intI1 

L’optimisation des qPCR utilisant la technologie de sonde TaqMan et ciblant les gènes sul1 et 

intI1 a dans un premier temps porté sur la sélection de la concentration en amorces. Le fabricant du 

pré-mix Roche recommandant une utilisation des amorces à une concentration comprise entre 0,3 et 

1,0 µM, nous avons choisi de comparer les amorces à 0,4 ; 0,8 et 1,0 µM avec une concentration fixe 

de la sonde à 0,2 µM. Cette comparaison a d’abord été effectuée pour la qPCR ciblant le gène sul1 en 

utilisant le plasmide pR1 pour la gamme étalon, la souche de V. parahaemolyticus 15-B3PA-0205 

comme témoin négatif et la souche de V. parahaemolyticus 16-B3PA-0006 comme témoin positif.  

Pour les trois concentrations en amorces testées, nous avons validé l’efficacité de réaction E 

et les coefficients de détermination R² (Tableau 12). La valeur critique de biais a été observée pour le 

point de gamme 1,00.105 UG/ml avec les amorces à 1,0 µM fixant ainsi la LQPCR à 1,00.106 UG/ml. Pour 

les amorces à 0,4 et 0,8 µM, la valeur critique de biais n’a pas été atteinte. Les valeurs de Cq du témoin 

négatif V. parahaemolyticus 15-B3PA-0205 ont été observées entre les deux derniers points de la 

gamme étalon avec ces deux concentrations en amorces. La LQPCR a donc été fixée à 1,00.105 UG/ml. 

Nous avons donc validé les concentrations 0,4 et 0,8 µM pour les amorces ciblant le gène sul1.  

Les mêmes concentrations en amorces ont été comparées pour la qPCR ciblant le gène intI1 

avec une concentration fixe de la sonde à 0,2 µM. Pour cela, le plasmide pTRC99A a été utilisé pour la 

gamme étalon, la souche de V. parahaemolyticus 13-B3PA-2931 comme témoin négatif et la souche 

de V. parahaemolyticus 16-B3PA-0006 comme témoin positif. L’efficacité des réactions E et les 

coefficients R² ont été validés pour les trois concentrations en amorces (0,4 ; 0,8 et 1,0 µM) (Tableau 

13). La valeur critique de biais a été observée pour le point de gamme 1,87.105 UG/ml en utilisant les 

amorces à une concentration finale de 1,0 µM. La LQPCR a donc été déterminée à 1,87.106 UG/ml. Mais 

en utilisant les amorces à 0,4 et 0,8 µM, la valeur critique de biais a été atteinte au point de gamme 

1,87.103 UG/ml fixant ainsi la LQPCR à 1,87.104 UG/ml. Les amorces à une concentration finale de 0,4 et 

de 0,8 µM dont donc été validées pour la qPCR ciblant le gène intI1.  
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Tableau 12 : Comparaison des paramètres des qPCR ciblant le gène sul1 en utilisant la sonde à une concentration finale de 
0,2 µM et les amorces à une concentration finale de A) 0,4 µM, B) 0,8 µM et C) 1,0 µM. Nombre en rouge : valeur 

supérieure à la valeur critique de biais. 

A)      

pente a -3,4468 efficacité E 95,04 %   

interception b 53,326 linéarité R² 0,9976   

Niveau xi 
estimé 

x’i = log10(xi) yi x̂i = 
𝐲𝐢−𝐛

𝐚
 Biaisi = x̂i - x’i 

Valeur critique 
de biais 

1,00.1010 10,00 18,93 9,98 -0,02 0,25 

1,00.109 9,00 22,28 9,01 0,01 0,25 

1,00.108 8,00 25,75 8,00 0,00 0,25 

1,00.107 7,00 29,19 7,00 0,00 0,25 

1,00.106 6,00 32,87 5,93 -0,07 0,25 

1,00.105 5,00 35,37 5,21 0,21 0,25 

1,00.104 4,00 40 3,87 -0,13 0,25 

B)      

pente a -3,4164 efficacité E 96,20 %   

interception b 53,496 linéarité R² 0,9996   

Niveau xi 
estimé 

x’i = log10(xi) yi x̂i = 
𝐲𝐢−𝐛

𝐚
 Biaisi = x̂i - x’i 

Valeur critique 
de biais 

1,00.1010 10,00 19,34 10,00 0,00 0,25 

1,00.109 9,00 22,71 9,01 0,01 0,25 

1,00.108 8,00 26,18 8,00 0,00 0,25 

1,00.107 7,00 29,75 6,95 -0,05 0,25 

1,00.106 6,00 32,90 6,03 0,03 0,25 

1,00.105 5,00 36,19 5,07 0,07 0,25 

1,00.104 4,00 40 3,95 -0,05 0,25 

C)      

pente a -3,3993 efficacité E 96,87 %   

interception b 53,484 linéarité R² 0,9955   

Niveau xi 
estimé 

x’i = log10(xi) yi x̂i = 
𝐲𝐢−𝐛

𝐚
 Biaisi = x̂i - x’i 

Valeur critique 
de biais 

1,00.1010 10,00 19,42 10,02 0,02 0,25 

1,00.109 9,00 22,82 9,02 0,02 0,25 

1,00.108 8,00 26,20 8,03 0,03 0,25 

1,00.107 7,00 29,75 6,98 -0,02 0,25 

1,00.106 6,00 33,10 6,00 0,00 0,25 

1,00.105 5,00 37,41 4,73 -0,27 0,25 

1,00.104 4,00 39,12 4,23 0,23 0,25 

xi estimation du nombre d’unités génome du plasmide (UG/ml) 

log du nombre d’unités génome du plasmide (log UG/ml) 

valeur de Cq obtenue pour la quantité de plasmide donnée 

valeur calculée du nombre d’unités génome du plasmide en utilisant la droite de 
régression linéaire (avec a la pente et b l’ordonnée à l’origine) (log UG/ml) 

x’i 

yi 

xî 
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Tableau 13 : Comparaison des paramètres des qPCR ciblant le gène intI1 en utilisant la sonde à une concentration finale de 
0,2 µM et les amorces à une concentration finale de A) 0,4 µM, B) 0,8 µM et C) 1,0 µM. Nombre en rouge : valeur 

supérieure à la valeur critique de biais. 

A)      

pente a -3,3258 efficacité E 99,84 %   

interception b 48,631 linéarité R² 0,995   

Niveau xi 
estimé 

x’i = log10(xi) yi x̂i = 
𝐲𝐢−𝐛

𝐚
 Biaisi = x̂i - x’i 

Valeur critique 
de biais 

1,87.1010 10,27 13,83 10,46 0,19 0,25 

1,87.109 9,27 17,61 9,33 0,06 0,25 

1,87.108 8,27 21,23 8,24 -0,03 0,25 

1,87.107 7,27 25,01 7,10 -0,17 0,25 

1,87.106 6,27 28,51 6,05 -0,22 0,25 

1,87.105 5,27 31,27 5,22 -0,05 0,25 

1,87.104 4,27 34,63 4,21 -0,06 0,25 

1,87.103 3,27 36,78 3,56 0,29 0,25 

B)      

pente a -3,4657 efficacité E 94,33 %   

interception b 49,594 linéarité R² 0,9991   

Niveau xi 
estimé 

x’i = log10(xi) yi x̂i = 
𝐲𝐢−𝐛

𝐚
 Biaisi = x̂i - x’i 

Valeur critique 
de biais 

1,87.1010 10,27 13,81 10,33 0,05 0,25 

1,87.109 9,27 17,41 9,29 0,01 0,25 

1,87.108 8,27 20,92 8,27 0,00 0,25 

1,87.107 7,27 24,80 7,15 -0,12 0,25 

1,87.106 6,27 28,05 6,22 -0,06 0,25 

1,87.105 5,27 31,09 5,34 0,07 0,25 

1,87.104 4,27 34,66 4,31 0,04 0,25 

1,87.103 3,27 ND 14,31 11,04 0,25 

C)      

pente a -3,2154 efficacité E 104,65 %   

interception b 47,49 linéarité R² 0,9905   

Niveau xi 
estimé 

x’i = log10(xi) yi x̂i = 
𝐲𝐢−𝐛

𝐚
 Biaisi = x̂i - x’i 

Valeur critique 
de biais 

1,87.1010 10,27 13,81 10,47 0,20 0,25 

1,87.109 9,27 17,50 9,33 0,06 0,25 

1,87.108 8,27 20,88 8,28 0,00 0,25 

1,87.107 7,27 24,48 7,16 -0,12 0,25 

1,87.106 6,27 28,05 6,05 -0,23 0,25 

1,87.105 5,27 31,35 5,02 -0,25 0,25 

1,87.104 4,27 34,17 4,14 -0,13 0,25 

1,87.103 3,27 35,49 3,73 0,46 0,25 

xi estimation du nombre d’unités génome du plasmide (UG/ml) 

log du nombre d’unités génome du plasmide (log UG/ml) 

valeur de Cq obtenue pour la quantité de plasmide donnée 

valeur calculée du nombre d’unités génome du plasmide en utilisant la droite de 
régression linéaire (avec a la pente et b l’ordonnée à l’origine) (log UG/ml) 

x’i 

yi 

xî 
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En considérant l’ensemble de ces résultats, nous avons sélectionné les amorces ciblant les 

gènes sul1 et intI1 à une concentration finale de 0,4 µM pour réaliser la seconde étape d’optimisation 

de ces qPCR. 

III.2.D. Sélection de la concentration de la sonde pour les qPCR TaqMan 
ciblant les gènes sul1 et intI1 

Cette dernière étape d’optimisation consistait à faire varier la concentration des sondes 

TaqMan, le fabricant du pré-mix préconisant l’utilisation des sondes à une concentration finale 

comprise entre 0,05 et 0,2 µM. Nous avons donc testé les concentrations 0,05 ; 0,1 et 0,2 µM pour les 

sondes avec une concentration en amorces fixe de 0,4 µM.  

Pour toutes les concentrations de la sonde testées ciblant le gène sul1, les efficacités des 

réactions E et les coefficients R² ont été validés (Tableau 14). Les valeurs de biais calculées pour chaque 

concentration étaient inférieures à la valeur critique de biais de 0,25 log10. De plus, le gène sul1 a bien 

été quantifié dans le témoin positif V. parahaemolyticus 16-B3PA-0006 dans les trois conditions 

testées. Les valeurs de Cq pour les témoins négatifs, à savoir le témoin eau et la souche de 

V. parahaemolyticus 15-B3PA-0205, étaient comprises entre les deux derniers points de la gamme. La 

LQPCR a donc été fixée à 1,00.105 UG/ml pour les trois concentrations de la sonde. Les concentrations 

de la sonde à 0,05 ; 0,1 et 0,2 µM ont donc été validées pour la qPCR ciblant le gène sul1. Les efficacités 

des réactions E et les coefficients R² pour toutes les concentrations de la sonde ciblant le gène intI1 

ont également été validées (Tableau 15). Le gène intI1 a bien été quantifié dans le témoin positif 

V. parahaemolyticus 16-B3PA-0006 avec les trois concentrations de la sonde. Concernant les deux 

témoins négatifs (le témoin eau et la souche de V. parahaemolyticus 13-B3PA-2931), les valeurs de Cq 

observées étaient comprises entre les deux derniers points de la gamme étalon. La valeur critique de 

biais a été atteinte à 1,87.103 UG/ml en utilisant la sonde à une concentration finale de 0,05 µM. La 

valeur critique de biais n’a cependant pas été observée en utilisant la sonde à une concentration finale 

de 1,0 et 2,0 µM. La LQPCR a donc été fixée à 1,87.104 UG/ml pour les trois concentrations de la sonde 

testées. Nous avons donc validé les trois concentrations de la sonde ciblant le gène intI1. 
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Tableau 14 : Comparaison des paramètres des qPCR ciblant le gène sul1 en utilisant les amorces à une concentration fixe de 
0,4 µM et la sonde à une concentration finale de A) 0,05 µM, B) 0,1 µM et C) 0,2 µM. Nombre en rouge : valeur supérieure à 

la valeur critique de biais. 

A)      

pente a -3,5268 efficacité E 92,11 %   

interception b 53,98 linéarité R² 0,9996   

Niveau xi 
estimé 

x’i = log10(xi) yi x̂i = 
𝐲𝐢−𝐛

𝐚
 Biaisi = x̂i - x’i 

Valeur critique 
de biais 

1,00.1010 10,00 18,84 9,96 -0,04 0,25 

1,00.109 9,00 22,27 8,99 -0,01 0,25 

1,00.108 8,00 25,72 8,01 0,01 0,25 

1,00.107 7,00 29,17 7,03 0,03 0,25 

1,00.106 6,00 32,57 6,07 0,07 0,25 

1,00.105 5,00 36,48 4,96 -0,04 0,25 

1,00.104 4,00 40 3,96 -0,04 0,25 

B)      

pente a -3,4946 efficacité E 93,27 %   

interception b 53,697 linéarité R² 0,9993   

Niveau xi 
estimé 

x’i = log10(xi) yi x̂i = 
𝐲𝐢−𝐛

𝐚
 Biaisi = x̂i - x’i 

Valeur critique 
de biais 

1,00.1010 10,00 18,92 9,95 -0,05 0,25 

1,00.109 9,00 22,26 9,00 0,00 0,25 

1,00.108 8,00 25,73 8,00 0,00 0,25 

1,00.107 7,00 29,09 7,04 0,04 0,25 

1,00.106 6,00 32,42 6,09 0,09 0,25 

1,00.105 5,00 36,22 5,00 0,00 0,25 

1,00.104 4,00 40 3,92 -0,08 0,25 

C)      

pente a -3,4832 efficacité E 93,68 %   

interception b 53,683 linéarité R² 0,9995   

Niveau xi 
estimé 

x’i = log10(xi) yi x̂i = 
𝐲𝐢−𝐛

𝐚
 Biaisi = x̂i - x’i 

Valeur critique 
de biais 

1,00.1010 10,00 18,98 9,96 -0,04 0,25 

1,00.109 9,00 22,30 8,98 -0,02 0,25 

1,00.108 8,00 25,80 7,98 -0,02 0,25 

1,00.107 7,00 29,15 7,02 0,02 0,25 

1,00.106 6,00 32,87 5,96 -0,04 0,25 

1,00.105 5,00 36,00 5,06 0,06 0,25 

1,00.104 4,00 40 3,92 -0,08 0,25 

xi estimation du nombre d’unités génome du plasmide (UG/ml) 

log du nombre d’unités génome du plasmide (log UG/ml) 

valeur de Cq obtenue pour la quantité de plasmide donnée 

valeur calculée du nombre d’unités génome du plasmide en utilisant la droite de 
régression linéaire (avec a la pente et b l’ordonnée à l’origine) (log UG/ml) 

x’i 

yi 

xî 
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Tableau 15 : Comparaison des paramètres des qPCR ciblant le gène intI1 en utilisant les amorces à une concentration fixe 
de 0,4 µM et la sonde à une concentration finale de A) 0,05 µM, B) 0,1 µM et C) 0,2 µM. Nombre en rouge : valeur 

supérieure à la valeur critique de biais. 

A)      

pente a -3,4343 efficacité E 95,52 %   

interception b 48,779 linéarité R² 0,9977   

Niveau xi 
estimé 

x’i = log10(xi) yi x̂i = 
𝐲𝐢−𝐛

𝐚
 Biaisi = x̂i - x’i 

Valeur critique 
de biais 

1,87.1010 10,27 12,99 10,42 0,15 0,25 

1,87.109 9,27 17,18 9,20 -0,07 0,25 

1,87.108 8,27 20,53 8,23 -0,05 0,25 

1,87.107 7,27 23,96 7,23 -0,05 0,25 

1,87.106 6,27 27,54 6,18 -0,09 0,25 

1,87.105 5,27 30,84 5,22 -0,05 0,25 

1,87.104 4,27 33,6 4,42 0,15 0,25 

1,87.103 3,27 ND 14,20 10,93 0,25 

B)      

pente a -3,4033 efficacité E 96,71 %   

interception b 49,967 linéarité R² 0,9984   

Niveau xi 
estimé 

x’i = log10(xi) yi x̂i = 
𝐲𝐢−𝐛

𝐚
 Biaisi = x̂i - x’i 

Valeur critique 
de biais 

1,87.1010 10,27 14,70 10,36 0,09 0,25 

1,87.109 9,27 18,52 9,24 -0,03 0,25 

1,87.108 8,27 21,79 8,28 0,01 0,25 

1,87.107 7,27 25,28 7,25 -0,02 0,25 

1,87.106 6,27 28,76 6,23 -0,04 0,25 

1,87.105 5,27 32,32 5,19 -0,09 0,25 

1,87.104 4,27 35,81 4,16 -0,11 0,25 

1,87.103 3,27 38,18 3,46 0,19 0,25 

C)      

pente a -3,4105 efficacité E 96,43 %   

interception b 50,548 linéarité R² 0,9984   

Niveau xi 
estimé 

x’i = log10(xi) yi x̂i = 
𝐲𝐢−𝐛

𝐚
 Biaisi = x̂i - x’i 

Valeur critique 
de biais 

1,87.1010 10,27 15,24 10,35 0,08 0,25 

1,87.109 9,27 19,08 9,23 -0,05 0,25 

1,87.108 8,27 22,37 8,26 -0,01 0,25 

1,87.107 7,27 25,87 7,24 -0,04 0,25 

1,87.106 6,27 29,29 6,23 -0,04 0,25 

1,87.105 5,27 32,90 5,17 -0,10 0,25 

1,87.104 4,27 35,27 4,48 -0,21 0,25 

1,87.103 3,27 39,60 3,21 -0,06 0,25 

xi estimation du nombre d’unités génome du plasmide (UG/ml) 

log du nombre d’unités génome du plasmide (log UG/ml) 

valeur de Cq obtenue pour la quantité de plasmide donnée 

valeur calculée du nombre d’unités génome du plasmide en utilisant la droite de 
régression linéaire (avec a la pente et b l’ordonnée à l’origine) (log UG/ml) 

x’i 

yi 

xî 
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Finalement, les conditions choisies pour quantifier les gènes indicateurs de résistance aux 

antimicrobiens tetA, blaTEM, sul1 et intI1 par qPCR sont indiquées dans le Tableau 16. 

Tableau 16 : Conditions validées pour la quantification des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens tetA, blaTEM, 
sul1 et intI1 par qPCR. 

Gènes 

ciblés 
Technologie Pré-mix 

Concentration des 

amorces (µM) 

Concentration 

des sondes (µM) 

tetA Colorant SYBR 

Green 

LightCycler© 480 

SYBR Green I Master 

(Roche) 
0,4 µM 

 

blaTEM 

sul1 
Sonde TaqMan 

LightCycler© 480 

Probes Master 

(Roche) 

0,2 µM 
intI1 

 

IV. Discussion 

IV.1. Partie 1 : Sélection d’une méthode d’extraction d’ADN optimale à partir 
d’échantillons marins 

Dans la première partie de ces travaux, sept méthodes d’extraction d’ADN total ont été comparées 

en considérant leur efficacité à extraire de l’ADN bactérien pur à une concentration suffisante pour 

être amplifié par qPCR à partir de diverses matrices de l’environnement marin. L'objectif a été de 

valider un protocole unique applicable à des échantillons appartenant à un réseau trophique, c'est-à-

dire aussi bien des cellules végétales qu'animales et des tissus de vertébrés et d'invertébrés. L'ajout 

d'une souche de L. monocytogenes en tant que contrôle positif de processus (comme décrit dans la 

norme NF EN ISO 22174:2005) a permis de contrôler l’efficacité d'extraction de l'ADN et l'absence 

d'inhibiteurs de PCR. L’introduction de cette souche dans les échantillons n'a pas eu d'impact 

significatif sur la concentration finale en ADN des échantillons. La méthode de lyse par choc thermique 

et le kit Wizard Genomic ont permis d’obtenir des concentrations d’ADN plus élevées que les autres 

méthodes d’extraction pour la majorité des échantillons analysés en particulier pour les échantillons 

de chair de mollusques bivalves et de branchies de poissons plats. Par rapport aux autres techniques 

d’extraction testées, ces deux méthodes ne comportent pas d’étape de lyse cellulaire physique par 

battage de billes mais principalement une lyse thermique pour la méthode de lyse par choc thermique 
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et une lyse chimique pour le kit Wizard Genomic. Ces deux méthodes de lyse cellulaire ont visiblement 

eu plus d’impact sur la destruction des membranes cellulaires et ont permis de libérer plus de contenu 

cellulaire. En se basant sur le ratio de pureté A260nm/A280nm également obtenu par 

spectrophotométrie, les échantillons d’ADN extraits avec ces deux méthodes n’étaient pas considérés 

comme purs avec des ratios souvent inférieurs à 1,8. Ces valeurs de ratio pourraient démontrer une 

présence plus importante d’inhibiteurs et de contaminants comme de l’ARN, des protéines ou d’autres 

contaminants environnementaux co-purifiés avec les acides nucléiques. En effet, nous avons noté une 

absence de quantification de l’ADN bactérien en ciblant les gènes de ménage tuf et rpoB dans les 

échantillons d’ADN de chair de mollusques bivalves, de peau, de branchies et de viscères de poissons 

plats extraits avec la méthode de lyse par choc thermique. De plus, la présence de contaminants a été 

mise en évidence par l’absence d’amplification du gène hlyA spécifique du contrôle positif de processus 

dans certains échantillons d’ADN de phytoplancton, de chair de mollusques bivalves, de peau et de 

viscères de poissons plats contenant le contrôle positif de processus en utilisant la méthode 

d’extraction par lyse par choc thermique et le kit Wizard Genomic. Ces deux méthodes n’ont pas 

permis une élimination efficace de ces contaminants qui peuvent agir comme des inhibiteurs de la PCR 

et conduire à des taux de faux négatifs plus élevés qui ont été montrés dans cette étude (17 % et 22 %) 

(Schrader et al., 2012). Ces deux méthodes contrairement aux autres kits d’extraction ne comportaient 

pas d’étape de purification de l’ADN sur colonne.  

Le ratio A260nm/A230nm a également été considéré pour évaluer la pureté des échantillons 

d’ADN. Pour la majorité des acides nucléiques extraits à partir des différentes méthodes, ce ratio était 

inférieur à 2,0 voire très proche de 0 indiquant que les échantillons d’ADN pouvaient être fortement 

contaminés par des résidus de phénol, de guanidine ou de glycogène provenant de l’extraction même 

de l’ADN ou de l’environnement. La présence de contaminants venant de l’environnement marin voire 

des échantillons eux-mêmes a déjà été mise en évidence, où des composés tels que des 

polysaccharides, des polyphénols, des acides humiques, des acides fulviques ou du glycogène ont été 

isolés de fruits de mer (Schrader et al., 2012). Ces molécules sont connues pour être des substances 
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inhibitrices de la PCR et conduisent à des résultats erronés voire une perte conséquente 

d’informations. De plus, une faible valeur des ratios de pureté A260nm/A280nm et A260nm/A230nm 

peut également s’expliquer par la limite de détection de l’ADN par le spectrophotomètre. En effet, 

selon les informations du fabricant de l’appareil (Denovix), de faibles ratios peuvent être observés pour 

des échantillons d’acides nucléiques dont la concentration en ADN est inférieure à 10 ng/µl ce qui était 

le cas pour les échantillons de phytoplancton et de zooplancton. Selon les données bibliographiques, 

les quantités d’ADN extraits à partir de ces échantillons sont en général très faibles notamment à cause 

de leur composition. Par exemple, les diatomées et les dinoflagellés qui sont les principaux 

représentants du phytoplancton végétal possèdent une thèque rigide souvent faite de cellulose ou de 

silice qui protège les cellules et rend difficile leur destruction pour extraire l’ADN (Frazao and D. Silva, 

2018). De plus, il a été démontré qu’une très faible densité de bactéries est associée au zooplancton 

comme les copépodes (Fazhan et al., 2016). Enfin, des ADN impurs définis par les valeurs de ratios 

pourraient aussi révéler une dégradation de l’ADN induite par une lyse cellulaire inadéquate des 

échantillons qui pourrait alors être mise en évidence par une électrophorèse des ADN extraits sur un 

gel d’agarose, comme spécifié dans la norme NF EN ISO 20837:2006.  

Avec les kits PowerBiofilm® et PureLinkTM Microbiome, nous avons obtenu des concentrations 

d’ADN plus faibles que celles observées avec la méthode de lyse par choc thermique et le kit Wizard 

Genomic mais ces ADN étaient de meilleure pureté. Les kits PowerBiofilm® et PureLinkTM Microbiome 

sont caractérisés par une première lyse physique des cellules par un battage de billes ainsi qu’une 

étape de purification de l’ADN sur colonne renfermant une membrane de silice. L’étape de battage de 

billes est recommandée pour une lyse cellulaire optimale selon la norme NF EN ISO 20837:2006. 

L’utilisation d’une colonne de purification permet de retenir l’ADN sur la membrane et d’éliminer les 

contaminants par des étapes de lavage contrairement aux méthodes traditionnelles d’extraction 

d’ADN telles que l’extraction phénol-chloroforme ou encore le kit Wizard Genomic et la lyse par choc 

thermique utilisés dans cette étude. Cette étape de purification de l’ADN sur colonne a permis 

d’obtenir un ADN d’une meilleure pureté et une réduction des effets inhibiteurs de PCR qui était visible 
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par une meilleure amplification du contrôle positif de processus. En effet, le gène hlyA a été plus 

amplifié à partir de l’ADN extrait avec les deux kits PowerBiofilm® et PureLinkTM Microbiome que celui 

extrait avec les autres méthodes d’extraction. Cependant, nous avons noté une absence de 

quantification dans un seul échantillon d’ADN extrait à partir des viscères de poissons plats avec le kit 

PowerBiofilm®, donnant alors un taux de faux négatifs de 6 % pour ce kit contre 0 % pour le kit 

PureLinkTM Microbiome.  

Afin de quantifier l’ADN bactérien dans les échantillons d’ADN totaux extraits, les deux gènes de 

ménage bactérien tuf et rpoB ont été ciblés par qPCR. Les amorces utilisées pour la quantification du 

gène tuf contiennent des bases dégénérées permettant d’identifier une large gamme de bactéries 

Gram positives et Gram négatives en raison du polymorphisme du gène entre les différentes familles 

bactériennes (Tanaka et al., 2010). Ce gène existe en une ou deux copies et est bien conservé entre les 

génomes bactériens ce qui le rend plus discriminant que le gène de l'ARNr 16S qui est le plus 

couramment utilisé dans l’identification bactérienne (Li et al., 2012). En effet, l’utilisation du gène de 

l’ARNr 16S présente deux inconvénients majeurs. Tout d'abord, le gène de l'ARNr 16S est multicopies 

ce qui pose un problème pour la quantification de la population bactérienne pouvant conduire à sa 

surestimation. L’utilisation du gène tuf peut également conduire à une surestimation de la population 

bactérienne dans la mesure où certaines espèces bactériennes comme P. aeruginosa, V. cholerae et 

Haemophilus influenzae contiennent deux copies du gène (Lathe and Bork, 2001). De plus, le gène de 

l’ARNr 16S présente des similitudes avec le gène de l’ARNr 18S eucaryote pouvant donner des résultats 

faussement positifs car ce gène est présent dans les échantillons complexes mais aussi dans les réactifs 

utilisés lors de l'extraction et de l'amplification de l'ADN (Nakano, 2018). Une meilleure quantification 

du gène tuf a été observée dans les ADN extraits avec les deux kits PowerBiofilm® et PureLinkTM 

Microbiome pour la majorité des échantillons marins. Ces résultats indiquent que ces deux méthodes 

d’extraction permettent non seulement d’extraire une quantité plus importante d’ADN bactérien par 

rapport aux autres méthodes d’extraction mais également de réduire significativement la quantité 

d’inhibiteurs de la PCR. En revanche, les résultats de quantification du gène rpoB étaient peu 
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concluants avec des valeurs de Cq similaires entre toutes les méthodes d’extraction d’ADN rendant 

impossible la sélection d’une méthode optimale. De même, nous avons noté une absence 

d’amplification du gène rpoB plus fréquente comparée à celle du gène tuf pour un même échantillon 

donné. Plusieurs hypothèses peuvent être avancées pour expliquer ces observations. Dans un premier 

temps, cette réaction de qPCR a été mise en place pour la quantification de bactéries dans des fruits 

et légumes prêts à la consommation qui sont des matrices différentes des échantillons marins et qui 

abritent des espèces et genres bactériens différents (Takahashi et al., 2006). Contrairement aux 

amorces du gène tuf, les amorces du gène rpoB ne sont pas dégénérées et cibleraient donc 

potentiellement un panel plus restreint d’espèces ou de genres bactériens. La meilleure amplification 

du gène rpoB a été observée pour les échantillons de phytoplancton peu importe la méthode 

d’extraction d’ADN utilisée. Cette amplification plus élevée que dans les autres matrices peut 

notamment s’expliquer par le fait que le gène rpoB code pour la sous-unité β de l’ARN polymérase 

bactérienne en plus de l’ARN polymérase dans les chloroplastes des plantes et des algues qui sont les 

principaux représentants du phytoplancton (Börner et al., 2015). L’ADN bactérien extrait des 

différentes matrices avec le kit GenEluteTM Stool était mieux amplifié en ciblant le gène rpoB mais pas 

en ciblant les gènes tuf et hlyA. Pour la quantification de la population bactérienne dans les 

échantillons complexes marins, le gène tuf est donc à privilégier par rapport au gène rpoB mais aussi 

par rapport au gène de l’ARNr 16S.  

Les trois autres méthodes d’extraction, à savoir les kits Blood & Tissue, PowerSoil® et GenEluteTM 

Stool, ont permis d’extraire des concentrations d’ADN similaires entre eux principalement à partir des 

échantillons de peau et de viscères de poissons plats. L’efficacité d’amplification du gène tuf dans 

l’ADN extrait de la majorité des échantillons avec ces trois kits était cependant moins bonne qu’en 

utilisant les kits PowerBiofilm® et PureLinkTM Microbiome. Pourtant ces trois kits utilisent également 

une lyse cellulaire physique couplée à une lyse chimique et thermique ainsi qu’une purification des 

acides nucléiques sur colonne. Cette différence d’amplification du gène tuf pourrait provenir des 

différents tampons utilisés dans les kits comme les tampons de lyse ou de lavage dont la composition 
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n’est pas connue et peut différer selon le fabricant. En regardant l’efficacité des méthodes d’extraction 

par nature d’échantillon, nous avons observé un taux de faux négatifs plus élevé pour les échantillons 

de viscères de poissons plats (28 %) par rapport aux autres matrices malgré de bonnes concentrations 

et une bonne pureté des acides nucléiques. Des études ont démontré que l’analyse de l’ADN 

d’échantillons d’intestins de poissons était assez difficile principalement en raison de la présence de 

sels biliaires et de polysaccharides complexes qui agissent comme des inhibiteurs de la PCR (Larsen et 

al., 2014). Etudier cet organe pour les poissons reste néanmoins intéressant pour étudier son rôle dans 

l’accumulation des GRA dans le cas d’un réseau trophique. Un taux de faux négatifs élevé (22 %) associé 

à une faible quantification des gènes tuf et rpoB ont été observés pour les échantillons de chair de 

mollusques bivalves. L’étude menée par Popa et al. (2007) et portant sur l’extraction d’ADN à partir de 

tissus musculaires de moules d’eau douce a révélé que ces tissus étaient constitués d’une quantité 

importante de mucopolysaccharides qui ont tendance à co-précipiter avec l’ADN et à agir comme 

inhibiteur de la PCR. En revanche, nous avons noté des faibles taux de faux négatifs pour les 

échantillons de phytoplancton, de zooplancton, de peau et de branchies de poissons plats (entre 0 et 

6 %) montrant une plus faible présence d’inhibiteurs dans ces matrices ou une meilleure efficacité de 

purification des kits d’extraction par rapport aux autres matrices. Afin de limiter la présence 

d’inhibiteurs dans les extraits d’ADN, plusieurs options sont envisageables. Dans un premier temps, 

des facilitateurs tels que l’albumine de sérum bovin ou le polyéthylène glycol peuvent être ajoutés 

pendant la réaction PCR comme décrit dans la norme NF EN ISO 20838:2006 et dans l’étude de Wong 

et al. (2020). De plus, la dilution des extraits d'ADN peut être réalisée afin de diluer les inhibiteurs de 

PCR et ainsi minimiser leur impact mais elle s'accompagnera d'une diminution de la sensibilité des 

réactions de quantification. L’ajout de la souche de L. monocytogenes comme contrôle positif de 

processus dans les échantillons marins a permis de mettre en évidence la présence de faux négatifs 

mais ne peut pas être appliqué à l’analyse des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens dans 

les chapitres suivants. En effet, cet ajout dans les différentes matrices fausserait les résultats de 

quantification du gène tuf qui est utilisé pour estimer la concentration bactérienne dans les 
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échantillons et pour normaliser l’abondance des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens. 

L’ajout d’un contrôle positif de processus pourrait également poser problème pour la quantification 

des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens si la souche bactérienne utilisée possède le 

gène ciblé. Le kit PowerBiofilm® de Qiagen a finalement été sélectionné ayant permis d’extraire de 

l’ADN en quantité suffisante, de bonne pureté et amplifiable par qPCR avec une faible quantité 

d’inhibiteurs de PCR.  

IV.2. Partie 2 : Optimisation des réactions de qPCR ciblant quatre gènes 
indicateurs de résistance aux antimicrobiens 

Dans la seconde partie de ces travaux, nous avons optimisé des réactions de qPCR ciblant les 

gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens tetA et blaTEM en employant le colorant SYBR Green 

et les gènes sul1 et intI1 en utilisant la technologie de sonde TaqMan. Pour cela, nous nous sommes 

basés sur plusieurs études pour sélectionner des amorces et des sondes qui ont été utilisées par 

exemple dans la quantification du gène tetA dans des produits à base de viande (Lavilla Lerma et al., 

2014), du gène blaTEM dans des fèces de porcs (Bibbal et al., 2007), du gène sul1 dans des sols 

d’agriculture (Heuer and Smalla, 2007) et du gène intI1 dans des effluents d’industries 

pharmaceutiques (González-Plaza et al., 2019). Etant donné que ces études ont été réalisées avec 

différents matériels de laboratoire et différentes matrices, une mise au point a été nécessaire. En effet, 

l’efficacité d’une réaction de qPCR est influencée par différents facteurs tels que les échantillons d’ADN 

analysés, les réactifs utilisés, les conditions d’amplification et le thermocycleur employé (Bustin et al., 

2009a).  

 Pour la première qPCR ciblant le gène tetA, deux pré-mix SYBR Green de différents fabricants 

ont été comparés en suivant leurs recommandations. En termes d’efficacité d’amplification et de 

performance de la linéarité, les pré-mix Takara et Roche étaient comparables avec des efficacités entre 

75 et 125 % et des coefficients de détermination R² supérieurs à 0,9 comme recommandé dans la 

norme NF U47-600-1:2015. En revanche, nous avons démontré une meilleure sensibilité avec le pré-

mix Roche permettant une quantification du gène tetA jusqu’à 104 UG/ml contre 105 UG/ml avec le 
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pré-mix Takara. Avec ce dernier, une quantification de la souche V. parahaemolyticus 15-B3PA-0205 

dépourvue du gène tetA a été observée avec une température de fusion similaire au témoin positif 

indiquant un produit d’amplification non spécifique. L’analyse génétique de cette souche de 

V. parahaemolyticus a confirmé l’absence du gène tetA et de tout gène impliqué dans la résistance aux 

tétracyclines (données non présentées). De plus, la recherche d’homologies entre les séquences des 

amorces et la base de données GenBank du NCBI a confirmé la spécificité des amorces avec une 

homologie de 100 % avec le gène tetA dans diverses bactéries comme E. coli, Klebsiella, Salmonella, 

Aeromonas et Vibrio que ce soit au niveau du chromosome ou porté par un plasmide. La mesure de la 

fluorescence liée à ce produit non spécifique pourrait provenir d’une concentration en amorces ou de 

conditions non optimales pour ce pré-mix entraînant la formation de dimères d’amorces par exemple. 

L’ajout d’un solvant organique comme le DMSO (diméthylsulfoxyde) lors de la réaction de qPCR 

limiterait l’apparition de produits non spécifiques notamment en empêchant la formation de 

structures secondaires et de dimères d’amorces (Karunanathie et al., 2022). En conclusion, nous avons 

choisi le pré-mix Roche pour réaliser la suite de l’optimisation des qPCR SYBR Green.  

Pour la suite, les amorces ciblant les gènes tetA et blaTEM ont été testées à plusieurs 

concentrations dans la gamme indiquée dans les instructions du fabricant du pré-mix. Toutes les 

concentrations en amorces testées ont permis d’obtenir une bonne efficacité d’amplification de ces 

gènes. Cependant, plus la concentration en amorces augmentait plus la sensibilité de la qPCR était 

réduite avec une LQPCR plus élevée d’un log d’unités génome/ml avec les amorces à 1,0 µM ciblant le 

gène tetA. A la concentration de 1,0 µM, une diminution de la spécificité a également été observée 

avec l’apparition d’un produit non spécifique dans le témoin eau. Sa présence peut notamment être 

expliquée par la formation de dimères d’amorces dans les réactions. En effet, lorsqu’une forte 

concentration en amorces est utilisée, les amorces ont tendance à s’hybrider les unes aux autres et à 

être amplifiées par l’ADN polymérase. La formation de ces dimères d’amorces peut alors entraîner une 

diminution de la spécificité et de l’efficacité des réactions de qPCR voire l’apparition de faux positifs 

(Bustin et al., 2009b). C’est pourquoi une faible concentration en amorces est recommandée lorsque 
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le colorant SYBR Green est utilisé en qPCR. Ce colorant a l’avantage de ne pas avoir besoin de sondes 

fluorescentes réduisant ainsi le coût des réactions. En n’utilisant pas de sonde fluorescente, la qPCR 

employant le colorant SYBR Green permet de détecter un GRA présentant un léger polymorphisme. 

Par exemple, les amorces choisies pour cibler le gène blaTEM dans cette étude présentent une 

homologie de 100 % avec 242 gènes blaTEM pour lesquels la séquence nucléotidique est disponible 

exceptés blaTEM-60 et blaTEM-196 (Bibbal et al., 2007). De plus, le colorant SYBR Green se lie à n’importe 

quelle molécule d’ADN double brin et produit des signaux de fluorescence pouvant provenir de 

produits non spécifiques (Denman and McSweeney, 2005). Dans la publication de Lavilla Lerma et al. 

(2014), une concentration de 0,5 µM de ces amorces ciblant le gène tetA a été utilisée pour détecter 

le gène dans des produits à base de viande. Leur qPCR avait une efficacité entre 95 et 103 %, des 

coefficients R² supérieurs à 0,9 ainsi qu’une sensibilité allant jusqu’à 4 log UG/ml avec un pré-mix et 

un thermocycleur différents de ceux utilisés dans notre étude. La mise au point de la qPCR ciblant le 

gène blaTEM réalisée par Bibbal et al. (2007) a montré qu’une concentration en amorces de 0,2 µM était 

suffisante pour quantifier le gène blaTEM entre 104 et 1010 UG/ml avec un coefficient R² supérieur à 0,9. 

Nous avons donc choisi d’utiliser les amorces ciblant les gènes tetA et blaTEM à une concentration finale 

de 0,4 µM.  

L’optimisation des qPCR utilisant la technologie de sonde TaqMan portait sur le choix d’une 

concentration en amorces et en sonde optimale pour la quantification des gènes sul1 et intI1. 

L’utilisation de la technologie de sonde TaqMan permet une meilleure spécificité des réactions par 

rapport au colorant SYBR Green car le signal d’amplification est détecté par dégradation de la sonde 

par la Taq Polymérase permettant la libération du fluorophore. L’ensemble des concentrations en 

amorces testées dans cette étude ont permis d’avoir une bonne efficacité d’amplification (entre 75 et 

125 %) ainsi qu’une bonne performance de linéarité (R² > 0,9) tant pour la qPCR ciblant le gène sul1 

que pour la qPCR ciblant le gène intI1. En revanche, la sensibilité était réduite quand les amorces 

étaient utilisées à une concentration finale de 1,0 µM pour ces deux qPCR de manière similaire aux 

qPCR utilisant le colorant SYBR Green. La concentration en amorces de 0,4 µM a donc été choisie pour 



Chapitre I : Développement d’outils moléculaires 

122 | P a g e  

 

cibler les gènes sul1 et intI1 en utilisant la technologie de sonde TaqMan. D’autre part, en faisant varier 

la concentration de la sonde, nous avons noté des efficacités d’amplification, des performances de 

linéarité et des sensibilités similaires pour les deux gènes ciblés. Etant donné que les sondes TaqMan 

sont sensibles et ont tendance à se dégrader pendant les réactions de qPCR, il est important de garder 

cette sonde en excès dans le mélange réactionnel afin d’assurer une sensibilité maximale (Green and 

Sambrook, 2018). Pour cette raison, nous avons finalement sélectionné une concentration finale en 

sonde de 0,2 µM ce qui correspond aux recommandations du fabricant du pré-mix et aux conditions 

de qPCR retrouvées dans la littérature. En effet, les amorces et la sonde ciblant le gène sul1 ont été 

utilisées à une concentration finale de 0,25 µM chacune dans la publication de Heuer and Smalla (2007) 

qui est à l’origine de la mise au point de cette qPCR. Aucune information n’a été donnée quant à la 

sensibilité ou l’efficacité de leurs réactions de qPCR mais le gène sul1 a pu être quantifié dans des ADN 

extraits à partir d’échantillons de sol. De même, les amorces et la sonde ciblant le gène intI1 mises au 

point dans la publication de Barraud et al. (2010) ont été utilisées à une concentration finale de 0,4 µM 

et de 0,2 µM, respectivement. Ces concentrations ont permis d’avoir une bonne efficacité 

d’amplification (97 %), un coefficient R² supérieur à 0,9 et une sensibilité comprise entre 2,00.103 et 

2,00.1010 UG/ml soit des résultats similaires aux nôtres.  
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V. Conclusion 

 Le kit PowerBiofilm® (Qiagen) a été sélectionné car il a permis d’extraire de l’ADN en quantité 

suffisante, de bonne pureté et amplifiable par qPCR avec une bonne élimination des 

contaminants environnementaux. 

 L’ajout d’un contrôle positif de processus a été un bon moyen de mettre en évidence la 

présence d’inhibiteurs après l’application de certaines méthodes d’extraction d’ADN. 

 La présence d’inhibiteurs a été plus observée dans les extraits d’ADN des viscères de poissons 

plats et de la chair des mollusques bivalves quelle que soit la méthode d’extraction d’ADN en 

comparaison des autres natures d’échantillons. 

 Le gène de ménage bactérien tuf était un meilleur marqueur général de quantification de la 

population bactérienne dans l’environnement marin par rapport au gène rpoB. 

 Le pré-mix LightCycler® 480 SYBR Green I Master (Roche) a été sélectionné pour réaliser les 

qPCR utilisant le colorant SYBR Green et ciblant les gènes tetA et blaTEM. 

 La concentration des amorces jugée optimale pour cibler ces deux gènes était de 0,4 µM, 

permettant d’obtenir une bonne sensibilité des réactions et d’éviter des réactions non 

spécifiques liées à la formation de dimères d’amorces. 

 Pour les qPCR utilisant la technologie de sonde TaqMan et ciblant les gènes sul1 et intI1, nous 

avons décidé d’utiliser les amorces à une concentration finale de 0,4 µM et les sondes à une 

concentration de 0,2 µM. 
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I. Contexte 

L’abondance et la diversité des GRA sont bien documentées dans les eaux douces mais peu 

d’études ont été réalisées dans les eaux marines comme dans la Manche et la Mer du Nord (ANSES, 

2020a). Ces deux mers se distinguent des vastes milieux marins et océaniques par la présence de 

plusieurs pays côtiers comme le Royaume-Uni, la France, la Belgique, les Pays-Bas, l’Allemagne, le 

Danemark et la Norvège. La Manche et la Mer du Nord sont par conséquent soumises aux nombreux 

effluents de grands fleuves traversant ces pays tels que la Seine (France), la Tamise (Angleterre) et le 

Rhin (Pays-Bas) qui peuvent contenir différents GRA pouvant être portés par des BRA. Il est également 

important de souligner les impacts anthropiques liés aux activités portuaires avec les ports européens 

du Havre, de Rotterdam et d’Anvers ainsi que le trafic maritime lié aux activités de pêche ou de fret. 

Le suivi des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens tetA, blaTEM, sul1 et intI1 par qPCR 

(mises au point dans le Chapitre I) dans les eaux de surface marines et d’eau douce permettrait 

d’obtenir des premières informations sur la contamination de ces milieux par la résistance aux 

antimicrobiens et d’évaluer l’impact potentiel des rejets d’origine anthropique.  

Etudier l’occurrence des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens dans les eaux de 

surface peut néanmoins être complexe à cause d’étapes pouvant être jugées critiques comme la 

préparation des échantillons. Dans la littérature, il est indiqué que les échantillons d’eau sont 

principalement filtrés avec une membrane filtrante de 0,45 µm (Mahon et al., 2019, Na et al., 2014) 

ou de 0,22 µm (Lu et al., 2019, Xu et al., 2019a) mais aucune information n’est donnée sur une 

préfiltration des échantillons. Une préfiltration des échantillons d’eau sur un filtre de 1,2 µm peut 

cependant être nécessaire pour éliminer la matière organique en suspension pouvant agir comme 

inhibiteur de PCR et éviter le colmatage des filtres de porosité inférieure en filtrant de grands volumes 

d’eau. La sensibilité des réactions de qPCR pour détecter et quantifier les gènes indicateurs de 

résistance aux antimicrobiens peut également poser problème si la quantité de matériel génétique 

retenue sur les filtres est insuffisante. Afin de pallier ce seuil de détection, un enrichissement non 

sélectif des échantillons d’eau peut être réalisé en utilisant par exemple de l’eau peptonée tamponnée 
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(EPT) et de l’eau peptonée saline alcaline (EPSA) pour revivifier la flore bactérienne présente dans les 

échantillons avant l’extraction de l’ADN. L’EPT est utilisée dans le développement non sélectif des 

Enterobactéries stressées à partir de matrices alimentaires selon la norme NF EN ISO 21528-2:2017 et 

l’EPSA permet de revivifier les bactéries se développant en présence de fortes concentrations en sel 

comme Vibrio. 

L’objectif de ces travaux a été d’étudier l’occurrence et la répartition géographique des gènes 

indicateurs de résistance aux antimicrobiens tetA, blaTEM, sul1 et intI1 dans les eaux fluviales de la Liane 

(Boulogne-sur-Mer, France), côtières (Boulogne-sur-Mer/Wimereux) et en pleine mer (Manche/Mer 

du Nord).  

La première partie de cette étude a consisté à mettre au point des protocoles de filtration et 

d’extraction d’ADN à partir d’échantillons d’eaux fluviales et d’eaux côtières. Pour appliquer le 

protocole d’extraction d’ADN mis au point dans le Chapitre I aux échantillons d’eau, nous avons 

préfiltré les échantillons sur une membrane filtrante de 1,2 µm puis nous avons utilisé successivement 

des membranes filtrantes de porosités 0,45 µm puis de 0,22 µm. Le filtre de porosité 1,2 µm a été 

utilisé pour éliminer les contaminants de taille supérieure puis les filtres de 0,45 et 0,22 µm ont été 

analysés séparément afin d’évaluer une perte potentielle de biomasse microbienne et de matériel 

génétique. Nous avons également réalisé des enrichissements des échantillons d’eau en EPT et en 

EPSA pour obtenir une croissance et/ou une revivification de la flore bactérienne présente dans les 

échantillons. Le protocole d’extraction d’ADN réalisé avec le kit PowerBiofilm (Qiagen) sélectionné 

dans le Chapitre I a été adapté à l’analyse des filtres d’eau afin d’optimiser le rendement et la pureté 

de l’ADN. L’ADN bactérien a été quantifié par qPCR en ciblant le gène tuf afin d’estimer la 

concentration de la population bactérienne retenue sur les filtres.  

La seconde partie de cette étude a porté sur l’application des protocoles de filtration et 

d’extraction d’ADN validés en première partie à des échantillons d’eau prélevés en pleine mer lors de 

la campagne océanographique IBTS (International Bottom Trawl Survey). Cette campagne a eu lieu en 
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janvier 2020 dans la Manche et la Mer du Nord à bord du navire océanographique le Thalassa afin 

d’évaluer l’abondance et la distribution des stocks de poissons commerciaux (Lazard et al., 2021). Elle 

est intégrée dans un programme international en coordination avec les pays riverains de la Mer du 

Nord. Les qPCR ciblant les gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens tetA, blaTEM, sul1 et intI1 

optimisées dans le Chapitre I ont été appliquées aux ADN extraits des filtres et des enrichissements 

afin d’évaluer l’occurrence des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens dans les eaux 

fluviales, côtières et de pleine mer. Les travaux de recherche sur l’occurrence des gènes indicateurs de 

résistance aux antimicrobiens dans les eaux marines de la Manche et de la Mer du Nord ont fait l’objet 

d’une valorisation par une publication dans le journal Frontiers in Microbiology – Aquatic Microbiology 

(Bourdonnais et al., 2022) (Annexe V).  

II. Matériel et méthodes 

II.1. Prélèvements des échantillons d’eaux fluviales et d’eaux côtières 

En avril 2021, des échantillons d’eau de surface ont été prélevés aux alentours de la ville de 

Boulogne-sur-Mer (France) (Figure 18).  

 

Figure 18 : Localisation des sites de prélèvements des échantillons d’eaux fluviales et d’eaux côtières à proximité de 
Boulogne-sur-Mer (France). EL : eau de la Liane ; EB : eau de la plage de Boulogne-sur-Mer ; EW : eau de la plage de 

Wimereux. 
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Le prélèvement d’eau fluviale a été réalisé dans la Liane (EL), un fleuve d’environ 40 km de long 

qui prend sa source à Quesques (une petite commune située à 25 km de Boulogne-sur-Mer) et traverse 

19 communes dont la ville de Boulogne-sur-Mer avant de se jeter dans la Manche. Cet échantillon 

d’eau a été prélevé à proximité d’un stade nautique où sont pratiquées des activités récréatives, à 

environ 2,5 km en amont de l’embouchure. Les prélèvements d’eaux côtières ont été réalisés au niveau 

de la plage de Boulogne-sur-Mer (EB) et de la plage de Wimereux (EW). Le point de prélèvement EB 

était situé à l’Est de l’embouchure de la Liane et du port de Boulogne-sur-Mer et est caractérisé par 

des activités récréatives de baignade et de sports nautiques. Le point de prélèvement EW était situé à 

la plage de Wimereux à environ 3,5 km au nord de la plage de Boulogne-sur-Mer et à 500 m au sud de 

l’embouchure du Wimereux, un fleuve côtier qui se jette dans la Manche. Ces eaux côtières sont 

également soumises aux diverses activités récréatives ainsi qu’à une forte fréquentation durant la 

saison estivale. Environ 2 L d’eau ont été prélevés à la surface pour les trois sites d’échantillonnage à 

une profondeur d’environ 10 cm à l’aide de bidons stérilisés. Ces échantillons ont été placés dans une 

glacière puis transportés au laboratoire à une température de 4 °C et traités le lendemain.  

II.2. Prélèvements des échantillons d’eau de mer (campagne IBTS 2020) 

Dans le cadre de ces travaux, nous avons prélevé 36 échantillons d’eau de mer dans la Manche 

Est et la Mer du Nord selon le plan d’échantillonnage représenté en Figure 19. Ces prélèvements ont 

été réalisés à bord du Thalassa (Figure 20A) à l’aide d’une bouteille Niskin (Figure 20B) à une 

profondeur d’environ 30 mètres. Environ 600 ml d’eau de mer ont été prélevés à chaque station 

d’échantillonnage notées « Yxxxx » et géographiquement distribuées à raison d’une station par carré 

statistique. La Manche et la Mer du Nord ont été divisées en carrés statistiques d’environ 1 degré de 

longitude × 0,5 degré de latitude afin de centraliser les résultats obtenus par les pays participants lors 

des campagnes océanographiques dans ces eaux. Nous avons regroupé ces carrés statistiques en zones 

définies comme la Manche Est (ME ; n = 5 prélèvements), l’Embouchure de la Tamise (ET ; n = 6 

prélèvements), la Côte Est de l’Angleterre (CEA ; n = 7 prélèvements), le Centre de la Mer du Nord 

(CMN ; n = 8 prélèvements), la Côte Ouest des Pays-Bas (COP ; n = 7 prélèvements) et la Côte du Nord 
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des Pays-Bas (CNP ; n = 3 prélèvements). Les informations sur la localisation des stations de 

prélèvement sont résumées en Annexe VI. Les échantillons ont été conservés dans une chambre froide 

à - 20 °C à bord du navire avant d’être transportés dans une glacière puis acheminés au laboratoire où 

ils ont été stockés à - 20 °C jusqu’à leur analyse.  

 

Figure 19 : Carte d'échantillonnage des prélèvements d'eau de mer réalisés lors de la campagne océanographique IBTS 2020 
dans la Manche et la Mer du Nord. Yxxxx : numéro de station de prélèvement. 

 

 

Figure 20 : Campagne océanographique International Bottom Trawl Survey (IBTS 2020) A) Le Thalassa, navire 
océanographique de l'Ifremer, B) Bouteille Niskin utilisée pour le prélèvement des échantillons d'eau de mer. 
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II.3. Enrichissements des échantillons 

Les échantillons d’eau de la Manche/Mer du Nord ont été décongelés à température 

ambiante. A partir des échantillons d’eaux côtières, fluviales et de la Manche/Mer du Nord, un aliquot 

d’un millilitre a été préparé pour chaque prélèvement d’eau afin de réaliser des enrichissements. Des 

dilutions au 1/2 des échantillons ont été réalisées avec 500 µl d’eau peptonée tamponnée (EPT, Oxoid, 

Dardilly, France) ou 500 µl d’eau peptonée saline alcaline (EPSA, Oxoid) puis incubées pendant 48 h à 

30 °C avant de faire les extractions d’ADN. 

II.4. Filtration des échantillons d’eau 

Chaque échantillon d’eau fluviale et d’eau côtière a été homogénéisé puis divisé en trois 

triplicats de 600 ml. Etant donné le volume d’eau prélevé pendant la campagne IBTS, une seule 

filtration a été réalisée par échantillon. Les échantillons ont été filtrés sous vide successivement à 

travers des membranes filtrantes en nitrocellulose de diamètre 47 mm et de porosités 1,2 µm puis 

0,45 µm et enfin 0,22 µm (Millipore, Burlington, Massachusetts, Etats-Unis). Pour cela, nous avons 

utilisé un système de porte-filtres réutilisable Nalgene (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, 

Etats-Unis) fixé sur une bouteille de 1 L stérilisée et relié à une pompe à vide. Une fois la totalité de 

l’échantillon passé à travers les trois membranes filtrantes, chaque filtre de 0,45 et de 0,22 µm a été 

récupéré à l’aide de pinces stérilisées et placé dans une boîte de Petri. Les filtres ont ensuite été coupés 

en fines lamelles d’environ 1 mm avec un scalpel stérilisé comme indiqué dans la publication de 

Thomsen et al. (2012) puis transférées dans un cryotube et conservées à -20 °C jusqu’à l’extraction 

d’ADN.  

II.5. Extraction de l’ADN total à partir des filtres et des enrichissements d’eau 

L’ADN total a été extrait indépendamment à partir des lamelles des filtres de porosités 0,45 µm 

et 0,22 µm décongelées à température ambiante pour tous les échantillons d’eau. Le filtre de porosité 

1,2 µm n’a pas été analysé dans cette étude. Pour réaliser les extractions d’ADN, nous avons utilisé le 

kit DNeasy® PowerBiofilm® (Qiagen, Hilden, Allemagne) qui a été sélectionné lors de l’étude de 
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comparaison des méthodes d’extraction d’ADN dans le Chapitre I. Pour les échantillons d’eau de mer 

prélevés lors de la campagne IBTS, les extraits d’ADN qui ont été obtenus à partir des filtres de 

porosités 0,22 µm et 0,45 µm ont été poolés.  

Les extractions d’ADN total à partir des enrichissements en EPT et en EPSA des échantillons 

d’eau ont également été réalisées avec le kit PowerBiofilm®. Les bouillons d’enrichissement ont été 

centrifugés pendant 3 min à 13 000 rpm, le culot a été resuspendu dans 400 µl de solution MBL et 

100 µl de solution FB puis cette solution a été transférée dans un tube à billes. Le protocole du Chapitre 

I partie II.1.D a ensuite été suivi.  

Le protocole d’extraction utilisé dans le Chapitre I partie II.1.D a été modifié en s’inspirant de 

la publication de Djurhuus et al. (2017) pour être adapté aux membranes filtrantes. De ce fait, les 

lamelles des filtres ont été transférées de manière stérile dans les tubes à billes fournis dans le kit 

PowerBiofilm®. Ensuite, 700 µl de solution MBL préchauffée à 55 °C et 200 µl de solution FB ont été 

ajoutés aux tubes avant de les agiter horizontalement pendant 45 sec à l’aide d’un adaptateur pour 

agitateur et de les incuber pendant 30 min à 56 °C. Un second cycle d’agitation et d’incubation a été 

réalisé. Suite à ces incubations, 100 µl de protéinase K (2 mg/ml) ont été ajoutés suivi d’une nouvelle 

incubation des tubes à 56 °C pendant 30 min. Les tubes ont ensuite été centrifugés pendant 1 min à 

6 000 rpm. Le surnageant a été transféré dans un nouveau tube en prenant soin d’écraser les lamelles 

de filtre avec le cône de la pipette pour prélever l’intégralité du volume. Ces tubes ont été centrifugés 

pendant 1 min à 13 000 rpm. Le surnageant a été transféré dans un nouveau tube dans lequel 200 µl 

de solution IRS ont été ajoutés avant d’être incubé à 4 °C pendant 5 min. Après une centrifugation à 

14 000 rpm pendant 1 min, 900 µl de solution MR ont été ajoutés au surnageant. Cette solution a été 

chargée sur la colonne et centrifugée pendant 1 min à 14 000 rpm. La colonne a ensuite été lavée avec 

650 µl de solution PW et 650 µl d’éthanol absolu en réalisant une centrifugation pendant 1 min à 

14 000 rpm entre chaque lavage. Finalement, la membrane de la colonne a été séchée par une 
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centrifugation à 14 000 rpm pendant 2 min et l’ADN a été élué en ajoutant deux fois 30 µl de solution 

EB.  

Les échantillons d’ADN ont été dosés et leur pureté a été estimée avec le ratio d’absorbance 

A260nm/A280nm à l’aide d’un spectrophotomètre DS-11 (Denovix, Wilmington, Etats-Unis). L’ADN 

était considéré comme pur lorsque le ratio était compris entre 1,8 et 2,0. Les échantillons d’ADN ont 

été conservés à -20 °C jusqu’à leur analyse par qPCR.  

II.6. Quantification des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens tetA, 
blaTEM, sul1, intI1 et de la population bactérienne par le gène tuf 

  Les gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens tetA, blaTEM, sul1 et intI1 ainsi que le 

gène de ménage bactérien tuf ont été quantifiés par les techniques de qPCR développées et optimisées 

dans le Chapitre I partie III.1.C. Les séquences des amorces et des sondes sont indiquées dans le 

Tableau 17. La qPCR ciblant le gène tuf a été adaptée afin d’utiliser le pré-mix de Roche comme pour 

les qPCR ciblant les gènes tetA et blaTEM plutôt que le pré-mix Takara. De plus, nous avons choisi 

d’utiliser 5 µl d’extrait d’ADN au lieu de 2 µl pour les qPCR ciblant les gènes indicateurs de résistance 

aux antimicrobiens afin d’augmenter le seuil de sensibilité de la méthode.  

Tableau 17 : Amorces et sondes utilisées pour la quantification des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens et la 
population bactérienne par qPCR. 

Technologies 
Gènes 

ciblés 
Amorces/Sondes Séquences nucléotidiques (5’ – 3’) Références 

Colorant 

SYBR Green 

tuf 
tuf-F ACHGGHRTHGARATGTTCCG (Tanaka et 

al., 2010) tuf-R GTTDTCRCCHGGCATNACCAT 

tetA 
tetA-F GCTACATCCTGCTTGCCTTC (Ng et al., 

2001) tetA-R CATAGATCGCCGTGAAGAGG 

blaTEM 
blaTEM-F TTCCTGTTTTTGCTCACCCAG (Bibbal et 

al., 2007) blaTEM-R CTCAAGGATCTTACCGCTGTTG 

Sonde 

TaqMan 

sul1 

sul1-F CCGTTGGCCTTCCTGTAAAG (Heuer and 

Smalla, 

2007) 

sul1-R TTGCCGATCGCGTGAAGT 

sul1-sonde (FAM)CAGCGAGCCTTGCGGCGG(TAMRA) 

intI1 

intI1-F GCCTTGATGTTACCCGAGAG 
(Barraud et 

al., 2010) 
intI1-R GATCGGTCGAATGCGTGT 

intI1-sonde (6-FAM)ATTCCTGGCCGTGGTTCTGGGTTTT(BHQ1) 
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Pour rappel, le mélange réactionnel pour les qPCR utilisant le colorant SYBR Green a été réalisé 

dans un volume final de 20 µl. Il était composé de 10 µl de LightCycler® 480 SYBR Green I Master 

(Roche, Rotkreuz, Suisse), des amorces à 0,4 µM (Eurobio, Les Ulis, France), de l’échantillon d’ADN (2 µl 

pour la quantification du gène tuf ou 5 µl pour la quantification des gènes tetA et blaTEM) et d’eau 

nuclease-free (Qiagen) pour compléter le volume final à 20 µl. Concernant les qPCR utilisant la 

technologie TaqMan (ciblant les gènes sul1 et intI1), le mélange réactionnel a été réalisé dans un 

volume de 20 µl et contenait 10 µl de LightCycler® 480 Probes Master (Roche), les amorces à 0,4 µM, 

la sonde à 0,2 µM (Eurobio), 5 µl d’ADN et de l’eau nuclease-free pour compléter le volume réactionnel.  

Comme indiqué dans le Chapitre I partie III.1.A, les plasmides pRP4, pIP69, pR1 et pTRC99A ont 

servi à la réalisation des gammes étalon pour quantifier les gènes tetA, blaTEM, sul1 et intI1, 

respectivement (Tableau 18). Leur ADN a été extrait à partir de 10 ml de culture de nuit d’E. coli 

contenant le plasmide d’intérêt avec le kit QIAprep® Spin Miniprep (Qiagen, Hilden, Allemagne) selon 

les recommandations du fabricant. Cet ADN a été dosé au spectrophotomètre, dilué dans de l’eau 

nuclease-free pour obtenir une concentration initiale en plasmide de 1,00.1011 UG/ml puis dilué 

successivement au 1/10 pour avoir une gamme étalon allant de 1,00.1011 UG/ml à 1,00.103 UG/ml. Les 

souches de V. parahaemolyticus ayant servi de témoins positifs et négatifs sont décrites dans le 

Tableau 18. Leur ADN a été extrait à partir de quelques colonies isolées sur une gélose nutritive salée 

à 1 % avec du NaCl (GNS, BioRad, Hercules, Californie, Etats-Unis) à l’aide du kit DNeasy® Blood & 

Tissue (Qiagen) selon le protocole détaillé dans le Chapitre I partie III.1.B. Concernant la réaction de 

qPCR ciblant le gène bactérien tuf, nous avons utilisé l’ADN génomique de la souche de 

V. parahaemolyticus 16-B3PA-0006 pour réaliser la gamme étalon. L’ADN de cette souche a été dilué 

une première fois pour obtenir une concentration initiale de 1,00.109 UG/ml puis dilué successivement 

au 1/10 pour avoir une gamme étalon allant de 1,00.109 à 1,00.103 UG/ml. Ces réactions de qPCR ont 

été réalisées dans un thermocycleur LightCycler© 480 (Roche) selon les conditions décrites dans le 

Tableau 19. Les valeurs de Cq ont été calculées automatiquement par le logiciel LightCycler® 480 en 

utilisant la méthode de la dérivée seconde.  
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Tableau 18 : Souches bactériennes et plasmides utilisés dans les réactions de qPCR. 

 tuf tetA blaTEM sul1 intI1 

Gamme 

étalon 

V. 

parahaemolyticus 

16-B3PA-0006 

pRP4 pIP69 pR1 pTRC99A 

Témoin (+) 

V. 

parahaemolyticus 

16-B3PA-0006 

V. 

parahaemolyticus 

16-B3PA-0006 

pIP69 

V. 

parahaemolyticus 

16-B3PA-0006 

V. 

parahaemolyticus 

16-B3PA-0006 

Témoin (-) H2O 

V. 

parahaemolyticus 

15-B3PA-0205 

V. 

parahaemolyticus 

12-B3PA-1629 

V. 

parahaemolyticus 

15-B3PA-0205 

V. 

parahaemolyticus 

13-B3PA-2931 

 

Tableau 19 : Conditions appliquées pour les réactions de qPCR en SYBR Green et en TaqMan. 

Gène ciblé Conditions de qPCR 

tuf 

Dénaturation 95 °C – 5 min 

Amplification (45 cycles) 95 °C – 10 sec ; 60 °C – 30 sec ; 72 °C – 15 sec 

Fusion 95 °C – 5 sec ; 65 °C – 1 min 

tetA  

blaTEM 

Dénaturation 95 °C – 5 min 

Amplification (45 cycles) 95°C – 10 sec ; 60 °C – 30 sec ; 72 °C – 5 sec 

Fusion 95 °C – 5 sec ; 65 °C – 1 min 

sul1 

intI1 

Dénaturation 95 °C – 5 min 

Amplification (45 cycles) 95 °C – 10 sec ; 60 °C – 1 min ; 72 °C – 1 sec 

 

II.7. Analyses des données et traitements statistiques 

Les critères suivants ont été suivis afin de valider les résultats des qPCR selon les normes NF 

U47-600-1:2015 et U47-600-2:2015 : l’efficacité d’amplification devait être comprise entre 75 et 

125 %, le coefficient de détermination R² devait être supérieur à 0,99 et la valeur de Cq du témoin 

négatif devait être en dehors de la limite de quantification de la qPCR. Les courbes standards sont 

présentées en Annexe VII et Annexe VIII.  

La concentration d’un gène, notée x et exprimée en copies/ml d’ADN, a été calculée grâce à 

l’équation suivante : 

𝑥 =  10
𝑦−𝑏

𝑎  

avec y la valeur de Cq, a la pente de la droite et b l’ordonnée à l’origine. 
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L’abondance absolue des gènes a été calculée et correspondait au nombre de copies du gène 

par litre d’eau. Pour cela, le nombre de copies du gène calculé grâce à la courbe standard a été divisé 

par le volume d’eau filtré. L’abondance relative a également été calculée et permettait d’évaluer la 

proportion relative des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens parmi la population 

bactérienne présente dans l’échantillon. Pour cela, nous avons normalisé les résultats d’abondances 

absolues des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens avec ceux du gène bactérien tuf. Cette 

abondance relative était donc sans unité (Zhang et al., 2018).  

Nous avons validé la méthode de filtration et d’extraction d’ADN si la concentration en ADN 

extrait était supérieure à 10 ng/µl. Nous avons réalisé un test T de Student pour échantillons appariés 

afin de comparer l’abondance des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens et du gène tuf 

entre les filtres 0,22 et 0,45 µm pour les échantillons d’eaux fluviales et côtières. Pour cela, l’égalité 

des variances a dans un premier temps été vérifiée par un test de Shapiro-Wilk. Si la différence était 

significative (p < 0,05), nous avons considéré que l’information génétique extrait du filtre de 0,22 µm 

était négligeable par rapport à celle du filtre de 0,45 µm. Les « Heat Map » ont été réalisées avec le 

logiciel RStudio version 1.4.1717 (RStudio, Inc, Boston, Etats-Unis) grâce au package ggplot2.  

III. Résultats 

III.1. Validation des protocoles de filtration d’eau et d’extraction d’ADN  

Dans un premier temps, un protocole de filtration et d’extraction d’ADN a été mis au point et 

appliqué à des échantillons d’eau de surface, à savoir de l’eau fluviale et des eaux côtières. L’ADN a 

été extrait puis dosé à partir des filtres de porosités 0,45 et 0,22 µm (Figure 21). Les protocoles de 

filtration et d’extraction d’ADN ont été validés pour les filtres de 0,45 µm avec lesquels nous avons 

extrait en moyenne plus de 10 ng/µl d’ADN pour les trois échantillons d’eau. En revanche, nous avons 

observé des concentrations d’ADN inférieures à 10 ng/µl pour les filtres de 0,22 µm. Cela montre que 

le filtre de 0,45 µm a retenu seulement une partie de la biomasse microbienne puis qu’une autre partie 

a été retenue sur le filtre de 0,22 µm. Le ratio d’absorbance A260nm/A280nm mesuré pour ces 
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échantillons était en moyenne de 2,07 ± 0,2 pour les ADN extraits des filtres de 0,45 µm et de 2,45 ± 0,6 

pour les ADN extraits des filtres de 0,22 µm (données non montrées). Les échantillons d’ADN extraits 

des filtres de 0,45 µm étaient donc de meilleure pureté que ceux extraits des filtres de 0,22 µm. Les 

contaminants présents dans les échantillons avaient donc potentiellement une taille inférieure à 

0,45 µm et se sont concentrés sur le filtre de 0,22 µm. 

 

Figure 21 : Concentration des extraits d’ADN issus de la filtration des échantillons d’eau sans enrichissement (n=3). Les 
barres d’erreur représentent la variabilité des concentrations d’ADN autour de la moyenne. EB : eau de la plage de 

Boulogne-sur-Mer ; EW : eau de la plage de Wimereux ; EL : eau de la Liane. 

 

Après un enrichissement des échantillons d’eau en EPT et en EPSA, nous avons observé que 

les concentrations en ADN extraits étaient supérieures à celles obtenues directement à partir des 

filtres (Figure 22). Nous avons observé une concentration en ADN trois fois plus élevée en réalisant 

l’extraction à partir de l’enrichissement en EPT que celui en EPSA pour l’échantillon d’eau de la Liane. 

Pour les échantillons d’eau des plages de Boulogne-sur-Mer et de Wimereux, les concentrations d’ADN 

étaient similaires entre les enrichissements en EPT et en EPSA. Ces résultats ont montré qu’avec un 

enrichissement en EPT et EPSA, certaines bactéries présentes dans les échantillons se sont 

développées.  
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Figure 22 : Concentration des extraits d’ADN après un enrichissement des échantillons d’eau en EPT et en EPSA (n=1). EB : 
eau de la plage de Boulogne-sur-Mer ; EW : eau de la plage de Wimereux ; EL : eau de la Liane. 

Ensuite, nous avons ciblé le gène de ménage bactérien tuf dans l’ensemble des échantillons 

filtrés afin de quantifier la population bactérienne retenue sur les filtres de 0,45 µm puis sur ceux de 

0,22 µm (Figure 23). Nous avons observé une abondance absolue du gène tuf comprise entre 7,9 et 

8,2 log copies/L d’eau pour les filtres de 0,45 µm et entre 7,1 et 7,8 log copies/L d’eau pour les filtres 

de 0,22 µm. En réalisant un test de Student, l’abondance absolue du gène tuf quantifiée à partir des 

filtres de 0,45 µm s’est révélée être significativement différente de celle quantifiée à partir des filtres 

de 0,22 µm. Nous en avons donc conclu que la quantité de bactéries récupérée sur le filtre de 0,22 µm 

était moins importante que celle retrouvée sur le filtre de 0,45 µm mais non négligeable au vu de 

l’abondance observée.  

 

Figure 23 : Abondance absolue du gène tuf dans les échantillons d’ADN extraits des filtres de 0,45 et 0,22 µm (n=3). Les 
barres d’erreur représentent la variabilité de l’abondance absolue du gène tuf autour de la moyenne. EB : eau de la plage 

de Boulogne-sur-Mer ; EW : eau de la plage de Wimereux ; EL : eau de la Liane. 
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III.2. Occurrence des quatre gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens 
dans les eaux fluviales et côtières 

Nous avons par la suite ciblé les gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens tetA, 

blaTEM, sul1 et intI1 par qPCR à partir des échantillons filtrés pour déterminer leur prévalence et leur 

abondance absolue (Tableau 20). Dans ces eaux fluviales et côtières, les gènes indicateurs de résistance 

aux antimicrobiens avaient une prévalence globale de 83,3 %.  

Dans la Liane, nous avons détecté les quatre gènes indicateurs de résistance aux 

antimicrobiens dans les enrichissements en EPT et en EPSA excepté le gène blaTEM dans 

l’enrichissement en EPSA. De plus, les gènes tetA, blaTEM, sul1 et intI1 ont été quantifiés dans tous les 

extraits d’ADN des filtres de 0,45 µm et 0,22 µm pour cet échantillon d’eau avec des abondances 

absolues comprises entre 4,8 et 8,1 log copies/L. 

Le gène blaTEM n’a pas été détecté dans l’eau de la plage de Boulogne-sur-Mer. A partir des 

différents enrichissements de cet échantillon d’eau, seul le gène sul1 a été détecté dans 

l’enrichissement en EPSA. Nous avons observé des abondances absolues de l’ordre de 4,8 à 6,1 

log copies/L pour les gènes tetA, sul1 et intI1.  

Nous n’avons également pas détecté le gène blaTEM dans l’eau de la plage de Wimereux. 

L’enrichissement de l’échantillon d’eau de la plage de Wimereux en EPT a permis de détecter le gène 

tetA qui n’était pas directement quantifiable à partir des deux filtres 0,22 et 0,45 µm sans 

enrichissement. De plus, le gène intI1 n’a été quantifié qu’avec le filtre de 0,45 µm et n’a pas été 

détecté dans les enrichissements en EPT/EPSA. L’abondance absolue des gènes sul1 et intI1 était 

comprise entre 4,6 et 5,2 log copies/L d’eau soit une abondance de 3 log inférieure à l’eau de la Liane 

et d’un log inférieure à l’eau de la plage de Boulogne-sur-Mer.  

Pour l’ensemble de ces échantillons d’eaux fluviales et côtières, l’abondance absolue des gènes 

indicateurs de résistance aux antimicrobiens pour le filtre de 0,45 µm était en moyenne d’un demi log 

supérieure à celle du filtre de 0,22 µm. Ces données ont montré que malgré une première filtration 
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avec les filtres de 0,45 µm, des abondances absolues élevées des gènes indicateurs de résistance aux 

antimicrobiens ont pu être observées sur les filtres de 0,22 µm. Des bactéries de taille inférieure à 

0,45 µm étaient donc potentiellement porteuses de ces gènes indicateurs de résistance aux 

antimicrobiens et se sont concentrées sur le filtre de 0,22 µm. De plus, nous avons constaté une 

diminution de l’abondance absolue des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens entre la 

Liane, la plage de Boulogne-sur-Mer et celle de Wimereux qui pouvait s’apparenter à un phénomène 

de dilution.   

Tableau 20 : Détection et quantification (log copies/L d’eau) des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens tetA, 
blaTEM, sul1 et intI1 dans les échantillons d’eau de la Liane (EL), de la plage de Boulogne-sur-Mer (EB) et de la plage de 

Wimereux (EW) après enrichissement en EPT/EPSA et sans enrichissement. Vert : présence ; orange : absence. 

  Lieux de 
prélèvements 

EL EB EW 

tetA 

Détection 
EPT    

EPSA    

Abondance 
absolue 

0,45 µm 6,23 ± 0,1 4,78 ± 0,2  

0,22 µm 5,72 ± 0,1 4,75  

blaTEM 

Détection 
EPT    

EPSA    

Abondance 
absolue 

0,45 µm 5,34 ± 0,3   

0,22 µm 4,75 ± 0,3   

sul1 

Détection 
EPT    

EPSA    

Abondance 
absolue 

0,45 µm 8,13 ± 0,03 6,08 ± 0,4 5,18 ± 0,5 

0,22 µm 7,69 ± 0,4 5,68 ± 0,7 4,63 ± 0,3 

intI1 

Détection 
EPT    

EPSA    

Abondance 
absolue 

0,45 µm 7,78 ± 0,1 5,50 ± 0,3 4,82 ± 0,4 

0,22 µm 7,08 ± 0,4 5,07 ± 1,1  
 

Pour estimer la proportion des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens au sein de 

la population microbienne présente dans les échantillons d’eau, nous avons calculé l’abondance 

relative de ces gènes en normalisant leur abondance absolue par l’abondance absolue du gène 

bactérien tuf (Figure 24). L’abondance relative des gènes sul1 et intI1 était la plus élevée dans les 

échantillons d’eau de la Liane. Au sein des mêmes échantillons, l’abondance relative du gène tetA était 

comprise entre -1,7 et -1,9 et l’abondance relative du gène blaTEM entre -2,8 et -2,6. L’abondance 

relative des gènes sul1 et intI1 était similaire entre les échantillons d’eau de la plage de Wimereux et 
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de Boulogne-sur-Mer. L’ensemble de ces résultats avaient une tendance similaire aux abondances 

absolues indiquant que l’abondance des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens évoluait 

dans le même sens que celle des bactéries quantifiées par le gène tuf.  

 

Figure 24 : Abondance relative des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens tetA, blaTEM, sul1 et intI1 dans les 
échantillons d’eaux fluviales et côtières en fonction du filtre utilisé. EB : eau de la plage de Boulogne-sur-Mer ; EW : eau de 

la plage de Wimereux ; EL : eau de la Liane. 

 

En considérant l’ensemble de ces résultats, nous avons validé le protocole de filtration d’eau et 

d’extraction d’ADN à partir des filtres de 0,45 µm et de 0,22 µm pour la suite de l’étude. Nous avons 

validé que l’analyse du filtre de 0,22 µm en plus du filtre de 0,45 µm était essentielle pour récolter un 

maximum de matériel génétique présent dans les échantillons d’eau. C’est pourquoi les échantillons 

d’ADN extraits des deux filtres ont été poolés en un échantillon unique afin de faciliter les analyses 

moléculaires sur les prélèvements d’eau réalisés dans la Manche et la Mer du Nord. De plus, 

l’enrichissement non sélectif des échantillons d’eau en EPT/EPSA a permis de revivifier et de 

développer les bactéries présentes dans l’eau pour rendre détectables les gènes indicateurs de 

résistance aux antimicrobiens qui avaient un nombre de copies trop faible pour être directement 
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quantifié par qPCR. L’utilisation de ces deux bouillons d’enrichissement pour les échantillons d’eau a 

donc été validée pour récupérer une plus grande diversité bactérienne.  

III.3. Occurrence des quatre gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens 
et du gène tuf dans la Manche et la Mer du Nord 

Nous avons étudié l’occurrence des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens tetA, 

blaTEM, sul1 et intI1 dans la Manche et la Mer du Nord (Tableau 21). La prévalence globale de ces gènes 

dans les échantillons d’eau de mer était de 72,2 %. Les prévalences des gènes indicateurs de résistance 

aux antimicrobiens étaient de 8,3 % pour le gène tetA, de 47,2 % pour le gène sul1 et de 50 % pour le 

gène intI1. Le gène blaTEM n’a pas été détecté ou quantifié dans les échantillons d’eau de mer. Une co-

occurrence des gènes tetA, sul1 et intI1 a été observée dans 1/36 échantillons près de la Côte Ouest 

des Pays-Bas avec des abondances absolues comprises entre 5,2 et 6,5 log copies/L d’eau. Nous avons 

également observé une cooccurrence des gènes sul1 et intI1 dans 9/36 échantillons d’eau dont 

5 échantillons prélevés dans la zone de la Côte Ouest des Pays-Bas. Le gène tetA a été détecté dans 

3/36 échantillons dans la Manche Est, l’Embouchure de la Tamise et la Côte Ouest des Pays-Bas.  

Nous avons observé le gène sul1 dans toutes les zones définies excepté dans la Manche Est. La 

prévalence la plus élevée de ce gène a été observée dans la zone de la Côte Ouest des Pays-Bas (71,4 %) 

et la plus faible dans le Centre de la Mer du Nord (37,5 %) et près de la Côte Est de l’Angleterre (42,9 %). 

Ce gène a été peu détecté dans les enrichissements en EPT (2/36) et en EPSA (2/36) mais a été quantifié 

dans 15/36 échantillons avec des abondances absolues de l’ordre de 4,5 à 6,5 log copies/L d’eau. Le 

gène intI1 a été détecté dans toutes les zones définies dans la Manche et la Mer du Nord avec une 

prévalence de 100 % dans la Manche Est. Similairement au gène sul1, les prévalences les plus faibles 

du gène intI1 ont été observées dans le Centre de la Mer du Nord (25 %) et près de la Côte Est de 

l’Angleterre (28,6 %). Ce gène a été détecté dans 80 % des enrichissements en EPT/EPSA des 

échantillons prélevés dans la Manche Est. Nous avons pu quantifier le gène intI1 dans toutes les zones 

définies (11/36 échantillons) excepté près de la Côte du Nord des Pays-Bas et à l’Embouchure de la 

Tamise. L’abondance absolue de ce gène était comprise entre 4,5 et 6,3 log copies/L d’eau, les 
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abondances les plus élevées ayant été observées dans la zone de la Côte Ouest des Pays-Bas (6,1 et 

6,3 log copies/L). 

Tableau 21 : Détection et quantification (log copies/L d’eau) des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens tetA, 
blaTEM, sul1 et intI1 dans les échantillons d’eau de mer (EM) après un enrichissement en EPT/EPSA et sans enrichissement. 

Vert : présence ; orange : absence. Ech : échantillon. CEA : Côte Est de l’Angleterre ; CMN : Centre de la Mer du Nord ; CNP : 
Côte du Nord des Pays-Bas ; COP : Côte Ouest des Pays-Bas ; ET : Embouchure de la Tamise ; ME : Manche Est. AA : 

abondance absolue. 

  tetA blaTEM sul1 intI1 

  Détection 
AA 

Détection 
AA 

Détection 
AA 

Détection 
AA 

Zone Ech. EPT EPSA EPT EPSA EPT EPSA EPT EPSA 

CEA 

EM25             

EM26             

EM27         4,5    

EM28             

EM30         4,6   4,7 

EM31            4,6 

EM32             

CMN 

EM12             

EM13             

EM20         4,6   4,6 

EM21             

EM22             

EM23             

EM24         4,7    

EM29             

CNP 

EM09         4,7    

EM10             

EM11         4,8    

COP 

EM07         4,8   4,7 

EM08         4,8   4,6 

EM14             

EM15   5,2      6,5   6,1 

EM16         4,5   4,9 

EM17             

EM18         6,0   6,3 

ET 

EM06         4,6    

EM19             

EM33             

EM34         4,5    

EM35         4,6    

EM36         4,8    

ME 

EM01            4,5 

EM02            5,2 

EM03             

EM04            4,7 

EM05             
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Le gène bactérien tuf a également été quantifié afin de calculer la concentration bactérienne 

dans ces échantillons d’eau de mer. Nous avons pu quantifier ce gène dans l’ensemble des échantillons 

d’eau analysés avec des abondances absolues comprises entre 6,4 et 8,0 log copies/L d’eau (données 

non présentées). 

Afin d’estimer la proportion de bactéries porteuses des gènes indicateurs de résistance aux 

antimicrobiens, nous avons déterminé l’abondance relative de ces gènes par rapport au gène tuf 

(Figure 25). L’abondance relative du gène tetA était de -2,1 log. Concernant le gène sul1, nous avons 

observé des abondances relatives entre -2,5 et -3,2 log dans les zones de la Côte Est de l’Angleterre, 

du Centre de la Mer du Nord, de la Côte du Nord des Pays-Bas et de l’Embouchure de la Tamise. Ces 

valeurs correspondaient à la faible abondance absolue du gène sul1 observée dans les mêmes 

échantillons et à une faible prévalence du gène dans les enrichissements en EPT/EPSA. Dans la zone 

de la Côte Ouest des Pays-Bas, l’abondance relative de ce gène était comprise entre -1,0 et -3,1 log. 

Les abondances relatives les plus élevées étaient associées aux abondances absolues les plus élevées 

du gène sul1 indiquant que les bactéries quantifiées par le gène tuf évoluaient dans le même sens que 

sul1 et pouvaient être porteuses de ce gène.  

L’abondance relative la plus faible du gène intI1 (-1,2 log) a été observée dans l’échantillon 

EM15 prélevé dans la zone de la Côte Ouest des Pays-Bas. Dans ce même échantillon, l’abondance 

absolue du gène intI1 la plus élevée a été observée avec une co-occurrence des gènes tetA et sul1. Une 

abondance relative élevée du gène intI1 a également été constatée pour les échantillons prélevés dans 

la Manche Est (de l’ordre de -1,8 log) par rapport à ceux prélevés près de la Côte Est de l’Angleterre 

(de l’ordre de -2,8 log). Les abondances absolues du gène intI1 dans ces échantillons étaient pourtant 

similaires. Cette différence d’1 log de l’abondance relative du gène intI1 entre ces deux zones était 

associée à une détection du gène dans les enrichissements en EPT/EPSA des échantillons de la Manche 

Est et à une absence du gène dans ceux des échantillons de la Côte Est de l’Angleterre. De plus, 

l’abondance absolue du gène tuf était d’environ 1 log plus élevée dans la zone de la Côte Est de 
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l’Angleterre par rapport à la Manche Est. Cela montre qu’il y avait une proportion de bactéries 

porteuses du gène intI1 plus importante dans la Manche Est. 

 

Figure 25 : Abondance relative (log) des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens tetA, blaTEM, sul1 et intI1 dans 
les échantillons d’eau de mer (EM ; n=36) prélevés dans la Manche et la Mer du Nord par zone de prélèvement. CEA : Côte 
Est de l’Angleterre ; CMN : Centre de la Mer du Nord ; CNP : Côte du Nord des Pays-Bas ; COP : Côte Ouest des Pays-Bas ; 

ET : Embouchure de la Tamise ; ME : Manche Est. 

 

IV. Discussion  

Des protocoles de filtration d’échantillons d’eau de surface et d’extraction d’ADN total à partir 

des filtres obtenus ont été mis au point, optimisés et validés dans cette étude. Des ADN avec des 

concentrations entre 3,1 et 15,2 ng/µl ont été extraits à partir des différents échantillons d’eaux 

fluviales et côtières. En comparant l’ADN extrait à partir des deux tailles de filtres utilisés 

successivement, nous avons pu voir que la concentration en ADN total était en moyenne deux fois plus 

élevée pour le filtre de porosité 0,45 µm que celui de 0,22 µm. De plus, l’ADN était d’une meilleure 

pureté pour le filtre 0,45 µm en considérant le ratio d’absorbance A260nm/A280nm. Ce ratio était 

supérieur à 2,0 pour les échantillons d’ADN extraits des filtres 0,22 µm pour les échantillons d’eaux 

côtières ce qui pouvait indiquer une contamination des échantillons par de l’ARN. En effet, le kit 
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d’extraction d’ADN PowerBiofilm® ne contient pas de traitement incluant de la RNase permettant leur 

dégradation. Des ratios de pureté incorrects pouvaient aussi être observés lorsque les concentrations 

d’ADN mesurées étaient inférieures à 10 ng/µl selon les informations du fabricant du 

spectrophotomètre Denovix. Ceci était le cas pour les échantillons d’eaux côtières avec le filtre de 

0,22 µm par exemple. Un dosage des échantillons d’ADN par spectrofluorimétrie pourrait pallier ce 

biais permettant d’obtenir des résultats plus précis que la spectrophotométrie pour de faibles 

concentrations d’ADN. Cependant, la spectrofluorimétrie nécessite une préparation supplémentaire 

des échantillons ce qui peut prendre du temps et ne permet pas de mesurer les ratios de pureté. Une 

pureté moindre des extraits d’ADN pour les filtres de 0,22 µm pourrait aussi s’expliquer par une plus 

forte rétention de contaminants environnementaux à cette taille de filtre comme la matière organique 

dissoute qui est abondante dans les systèmes aquatiques et dont la taille peut varier entre 0,1 et 

1,2 µm (Leenheer and Croué, 2003). Ces contaminants environnementaux peuvent alors agir comme 

des inhibiteurs de PCR comme nous l’avons mis en évidence dans le Chapitre I. Les enrichissements 

des échantillons d’eau en EPT/EPSA a permis de revivifier les bactéries et de palier le seuil de sensibilité 

des qPCR donnant lieu à une détection des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens alors 

qu’ils n’étaient pas quantifiables sans enrichissement. La détection des gènes dans les échantillons 

enrichis mais leur absence de quantification à partir de l’ADN total extrait des filtres pouvait donc être 

associée à la limite de quantification des réactions de qPCR mais aussi à la présence d’inhibiteurs. 

L’ajout de la souche de L. monocytogenes dans les échantillons comme contrôle positif de processus 

et la quantification du gène hlyA pour mettre en évidence ces inhibiteurs n’ont pas été réalisés dans 

cette étude. En effet, le gène tuf étant présent dans cette souche bactérienne, sa quantification dans 

les échantillons d’eau aurait entraîné une surestimation de la concentration bactérienne.  

L’ADN bactérien a été extrait des filtres de 0,45 et de 0,22 µm avec une concentration et une 

pureté suffisante pour être quantifié par qPCR. Le gène de ménage bactérien tuf dont la présence a 

été confirmée dans plus de 50 genres bactériens à Gram + et Gram - a été ciblé (Tanaka et al., 2010). 

Ce gène a pu être quantifié dans l’ensemble des échantillons d’eaux fluviales et d’eaux côtières avec 
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une différence d’environ un demi log entre les deux tailles de filtres utilisés successivement. La 

membrane filtrante de 0,45 µm a permis de récupérer une partie des bactéries par exemple sous forme 

de biofilms ou associées à du plancton de petite taille. En effet, les environnements aquatiques 

abritent une grande diversité bactérienne pouvant vivre sous forme libre dans la colonne d’eau ou 

alors sous forme de biofilms associés à des surfaces abiotiques et biotiques comme le plancton et les 

algues (Dang and Lovell, 2015). La taille des bactéries peut varier entre 0,2 et 3 µm selon le genre 

bactérien et leur morphologie (cocci/bacilles) (Westoby et al., 2021) et il existe dans l’environnement 

des nanobactéries qui ont une taille comprise entre 0,3 et 1,0 µm ainsi que des ultramicrobactéries qui 

ont une taille inférieure à 0,3 µm (Duda et al., 2012). Cette variation de la taille des bactéries peut 

expliquer les abondances absolues élevées du gène tuf observées sur le filtre de 0,22 µm après une 

première filtration avec le filtre de 0,45 µm. Cette abondance du gène tuf sur le filtre de 0,22 µm 

pouvait également indiquer la présence d’ADN libre provenant de bactéries dégradées. La dégradation 

des bactéries aurait pu être provoquée lors d’un stress pendant l’échantillonnage et/ou le traitement 

des échantillons d’eau libérant ainsi l’ADN intracellulaire. Selon la norme NF T90-471:2015, l’utilisation 

de membranes filtrantes de 0,45 µm en polycarbonate est préconisée pour la filtration d’échantillons 

d’eau démontrant une faible adsorption des protéines et de l’ADN. Cette norme précise également 

que les membranes filtrantes en cellulose sont à éviter car elles présentent un taux d’adsorption plus 

élevé pour ces composés. D’après les résultats de cette étude et afin d’étudier les GRA présents dans 

l’environnement aquatique, les filtres en nitrocellulose ont été privilégiés afin de favoriser la 

concentration de l’ADN sous forme libre en plus de la biomasse microbienne. Une première filtration 

a été effectuée avec une membrane filtrante de porosité 1,2 µm afin d’éviter un colmatage des filtres 

de plus petites tailles. Dans la littérature, les échantillons d’eau sont principalement filtrés avec des 

membranes de 0,22 et 0,45 µm entraînant un colmatage rapide des filtres pour les échantillons 

présentant une forte turbidité, c’est-à-dire une forte concentration de matières particulaires. Ceci a 

pour conséquence de limiter le volume d’eau filtré et donc d’entraîner une perte d’informations non 

négligeable (Rees et al., 2014, Eichmiller et al., 2016). Un filtre de porosité 1,2 µm a donc été utilisé 
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pour une filtration préliminaire des échantillons d’eau afin d’éliminer une première fois la matière 

organique et les différents contaminants de grande taille présents dans les échantillons. Même si 

l’utilisation de ce filtre peut entraîner la perte d’informations liées aux bactéries sous forme de 

biofilms, l’avantage est de pouvoir filtrer de plus gros volumes d’eau. Nous avons montré que 

l’utilisation combinée des membranes filtrantes de porosités 0,45 et 0,22 µm permettrait d’acquérir 

plus d’informations sur les gènes présents dans les échantillons qu’en utilisant un seul filtre. C’est 

pourquoi les ADN extraits des filtres de 0,45 µm et 0,22 µm pour les échantillons d’eau de mer prélevés 

lors de la campagne océanographique IBTS ont été poolés ensemble pour ne former qu’un échantillon 

unique afin de limiter la perte d’informations génétiques et le nombre de réactions de qPCR à réaliser.  

Le gène tuf a été quantifié dans l’ensemble des échantillons d’eau de surface avec des abondances 

similaires excepté dans la Manche Est où l’abondance absolue de ce gène était la moins élevée 

(inférieure à 7 log copies/L d’eau). Les gènes sul1 et intI1 avaient des abondances relatives au gène tuf 

proches de 0 dans l’échantillon d’eau de la Liane. Cela signifiait que ces gènes n’étaient pas 

uniquement retrouvés au sein des espèces bactériennes ciblées par le gène tuf et/ou sous forme d’ADN 

libre dans l’eau de la Liane. En revanche, concernant les échantillons d’eau de mer prélevés dans la 

Manche et la Mer du Nord, les abondances relatives des gènes indicateurs de résistance aux 

antimicrobiens avaient une tendance similaire aux abondances absolues, montrant que ces gènes 

étaient principalement portés par les bactéries ciblées par le gène tuf. Il a été mis en évidence que les 

GRA pouvaient être plus abondants sous forme d’ADN extracellulaire que sous forme d’ADN 

intracellulaire dans les environnements aquatiques (Sivalingam et al., 2020). Guo et al. (2018) ont 

montré une prévalence plus élevée des gènes tetA, sul1 et intI1 associés à l’ADN extracellulaire par 

rapport à l’ADN intracellulaire associé aux microorganismes. Cet ADN extracellulaire une fois libéré des 

cellules bactériennes est alors susceptible d’être adsorbé sur différentes matrices comme la matière 

organique dans le milieu marin et de s’accumuler sur les membranes filtrantes lors de la filtration. De 

plus, les GRA peuvent également être véhiculés par les bactériophages, un vecteur important dans la 

dissémination de la résistance aux antimicrobiens. Les bactériophages sont les entités biologiques les 
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plus présentes dans l’environnement marin. Il a été estimé que le nombre de bactériophages pouvait 

être 10 fois supérieur au nombre des bactéries (Wommack and Colwell, 2000). Ces bactériophages 

peuvent transférer des GRA entre bactéries par transduction faisant d’eux des vecteurs importants 

dans l’acquisition et la propagation des GRA. L’étude menée par Blanco-Picazo et al. (2020) dans la 

Mer Méditerranée a mis en évidence une abondance élevée des gènes de résistance blaTEM, blaCTX-M-1, 

blaCTX-M-9, sul1 et tetW dans des particules de bactériophages allant de 4 à 9 log copies de gène/L d’eau 

filtrée. Il serait donc intéressant d’analyser l’ADN phagique des bactériophages en parallèle des 

bactéries afin de caractériser leur rôle dans le maintien et la dissémination des GRA dans le milieu 

marin mais aussi fluvial. Concernant la quantification de la population microbienne, il devrait être 

souligné que le gène tuf peut être présent en une ou deux copies au sein des génomes bactériens, que 

ce gène peut être muté entre les différents genres bactériens et ne reflèterait donc qu'une partie de 

la population microbienne de l'environnement marin où la diversité bactérienne reste encore à être 

explorée. Il serait donc intéressant de cibler d’autres gènes de ménage bactérien en parallèle du gène 

tuf afin de confirmer ces résultats de quantification de la population microbienne.  

La présence, l’abondance et la répartition géographique des gènes indicateurs de résistance aux 

antimicrobiens tetA, blaTEM, sul1 et intI1 ont été étudiées dans les eaux de surface prélevées à 

proximité de Boulogne-sur-Mer ainsi que dans la Manche et la Mer du Nord. La prévalence globale des 

gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens était de 100 % à proximité de Boulogne-sur-Mer 

(comprenant la Liane et les eaux côtières) et de 73,2 % dans la Manche et la Mer du Nord. Nous avons 

observé une prévalence de 8,3 % pour le gène tetA, de 47,2 % pour le gène sul1 et de 50 % pour le 

gène intI1. Les deux enrichissements en EPT et EPSA ont donné des résultats différents l’un de l’autre 

dans la mesure où les bactéries ayant besoin d’un niveau élevé en sels comme les Vibrio et Aeromonas 

vont se développer dans l’EPSA. Les Enterobacteriaceae comme Salmonella, Listeria, Klebsiella, 

Citrobacter et Shigella se développent préférentiellement dans l’EPT qui ne contient pas de sel. Le gène 

blaTEM codant pour la résistance aux β-lactamines n’a été détecté que dans 1/39 échantillons après un 

enrichissement de l’eau de la Liane et quantifié dans 1/39 échantillons d’eau à environ 5 log copies/L 
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d’eau de la Liane. Similairement, Su et al. (2020) ont observé une abondance absolue du gène blaTEM 

de 5 log copies/L d’eau côtière en Mer Jaune (Chine) par qPCR soit un niveau de contamination 

similaire à celui que nous avons observé dans la Liane. La quantification de ce gène dans la Liane 

pourrait être attribuée à une contamination par les rejets des différentes STEU présentes le long du 

fleuve. En effet, le gène blaTEM est majoritairement associé aux Entérobactéries comme E. coli, Shigella, 

Klebsiella, Morganella et Proteus qui sont retrouvées dans la flore intestinale de l’Homme. La 

décontamination des eaux usées dans les STEU n’étant pas efficace à 100 %, ces bactéries 

potentiellement porteuses du gène blaTEM sont alors acheminées dans les rivières et les fleuves qui 

constituent les principaux compartiments récepteurs. Afin de confirmer cette hypothèse, l’analyse de 

prélèvements d’eau en aval et en amont des STEU reliées à la Liane serait à envisager. Selon la base de 

données CARD, le gène blaTEM a été identifié dans la plupart des Entérobactéries au sein de plasmides 

ce qui peut accroitre sa prévalence et sa dissémination dans les eaux de surface par un transfert 

horizontal de gènes avec des bactéries autres que les Entérobactéries.  

Le gène tetA codant pour la résistance aux tétracyclines a été détecté dans 4/39 échantillons d’eau 

après un enrichissement en EPT/EPSA et quantifié dans 3/39 échantillons d’eau prélevés dans la Liane, 

à la plage de Boulogne-sur-Mer et en Mer du Nord à l’Ouest des Pays-Bas. Nous avons noté une 

abondance absolue de 6,0 log copies/L dans la Liane, 4,8 log copies/L dans la Manche près de 

Boulogne-sur-Mer et 5,2 log copies/L dans la Mer du Nord à proximité de la Côte Ouest des Pays-Bas. 

Cette diminution de l’abondance absolue du gène tetA reflétait l’effet de dilution des GRA entre les 

fleuves et le compartiment marin récepteur. Par comparaison, Guo et al. (2018) ont observé jusqu’à 7 

log copies du gène tetA par litre d’eau dans un estuaire en Chine soit une concentration 100 fois 

supérieure à l’abondance absolue que nous avons observé en Mer du Nord et dans la Manche à 

proximité de Boulogne-sur-Mer. Cette différence pourrait être expliquée par une pollution plus 

importante de l’estuaire en Chine qui reçoit des apports considérables de polluants provenant de 

sources terrestres via les fleuves et les rivières après un traitement des eaux usées incomplet dans les 

STEU. De plus, la Chine est le principal pays producteur d’antibiotiques dans le monde avec une 
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consommation élevée dans l’agriculture, la santé humaine et animale pouvant entraîner une plus forte 

pression de sélection sur les bactéries environnementales (Lu et al., 2018). Dans les travaux de Tiirik 

et al. (2014) menés en Mer Baltique, le gène tetA a été quantifié entre 3 et 4 log copies/L d’eau de mer 

à environ 35 km des côtes de la Finlande et 50 km des côtes de l’Estonie. Cette abondance était 

comparable à celle que nous avons observé près de la Côte Ouest des Pays-Bas. 

Les gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens sul1 et intI1, codant respectivement pour 

la résistance aux sulfonamides et pour l’intégrase de l’intégron de classe 1, ont été les plus quantifiés 

dans notre étude que ce soit dans les prélèvements d’eau fluviale, d’eaux côtières ou d’eaux collectées 

en pleine mer. Nous avons observé pour les gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens sul1 et 

intI1 des abondances absolues qui étaient en moyenne de 8 log copies/L d’eau dans la Liane 

(considérée comme le récepteur secondaire), de 4 à 5 log copies/L au niveau des plages de Boulogne-

sur-Mer et de Wimereux, et de 5 log copies/L dans la Manche et la Mer du Nord (considérées comme 

les récepteurs tertiaires). Similairement au gène tetA, un effet de dilution des gènes sul1 et intI1 a été 

observé du fleuve à la mer à mesure que l’impact anthropique caractérisé par les différents rejets dans 

le fleuve diminuait comme indiqué dans la publication de Gao et al. (2018). Dans la Manche et la Mer 

du Nord, le gène sul1 a été détecté dans 47,2 % des échantillons et le gène intI1 dans 50 % des 

échantillons avec une co-occurrence de ces 2 gènes dans 27,8 % des échantillons. Alors que le gène 

sul1 a été quantifié seul dans 53 % des échantillons (sans intI1), le gène intI1 a quant à lui été quantifié 

dans 36 % échantillons dépourvus de sul1. Ces observations ont également été rapportées dans des 

bactéries multi-résistantes aux antibiotiques isolées d’une rivière en Inde où 73 % des souches 

possédaient au moins un intégron avec le gène sul1 et 8 % avaient le gène sul1 mais pas le gène intI1 

(Chaturvedi et al., 2021). En effet, les intégrons de classe 1 sont composés d’une région 5’ conservée 

où est situé le gène intI1 et une région 3’ conservée avec un gène de résistance aux sulfonamides 

(comme sul1, sul2 ou sul3) entre lesquelles un ou plusieurs GRA peuvent être insérés sous forme de 

cassettes. La prévalence et l’abondance élevée du gène intI1 dans l’environnement marin peut 

favoriser la dissémination des GRA par transferts horizontaux entre les bactéries. Les intégrons de 
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classe 1 sont les plus souvent impliqués dans la dissémination des GRA, leur incorporation dans le 

chromosome bactérien mais également dans l’acquisition de multirésistances (Luo et al., 2010). Le 

suivi de ce gène dans l’environnement marin est donc important pour évaluer la dissémination des 

GRA par les intégrons.  

L’abondance des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens dans la Manche et la Mer du 

Nord différait selon la zone géographique étudiée, c’est-à-dire selon la nature et l’origine de l’impact 

anthropique. Etant donné le manque de données sur ces deux mers, certaines hypothèses peuvent 

être avancées pour expliquer l’occurrence des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens. La 

plus forte abondance des gènes tetA, sul1 et intI1 a été observée au sein d’un même échantillon d’eau 

de mer que nous avons prélevé à environ 66 km de la Côte Ouest des Pays-Bas. Certains facteurs 

pourraient expliquer cette forte concentration en gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens 

comme les eaux usées d’origine humaine provenant des structures offshores présentes dans cette 

zone. Ces structures offshores renvoient aux différentes installations présentes en Mer du Nord 

comme les fermes éoliennes et les plateformes pour l’exploitation du pétrole et du gaz. En effet, plus 

de 120 plateformes éoliennes ont été construites en Europe au cours des dernières années dont la 

majorité est située en Mer du Nord (WindEurope, 2019). Les différents rejets d’origine humaine 

provenant des plateformes pour l’exploitation du pétrole et du gaz pourraient constituer une source 

de contamination potentielle des eaux marines par les BRA et les GRA. Mais à notre connaissance, 

aucune étude n’a été menée sur l’efficacité des traitements des eaux usées de ces installations pour 

l’élimination des contaminants biologiques. Les animaux marins comme les mammifères, les poissons 

et les oiseaux à proximité de ces structures peuvent également être un vecteur de contamination de 

l’environnement marin par les GRA. Une étude réalisée en Mer du Nord a mis en évidence l’attraction 

de certaines espèces d’oiseaux comme le goéland par ces plateformes éoliennes (Vanermen et al., 

2014) tandis que les fèces de ces oiseaux marins se sont avérés être un vecteur important de 

contamination par les GRA. Au Portugal, des souches d’E. coli porteuses de différents gènes de type 

bla, sul et tet ont été isolées de fèces de mouettes (Poeta et al., 2008). Des souches d’E. coli 
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productrices de β-lactamases à spectre élargi ont également été isolées de cloaques de mouettes sur 

les côtes au Nord du Chili dans une zone d’accès pourtant interdite à l’Homme (Báez et al., 2015). Cela 

révèle une implication potentielle des fèces d’oiseaux marins contaminés au niveau terrestre dans la 

pollution de l’environnement marin par la résistance aux antimicrobiens même dans des zones peu 

impactées par l’Homme. 

De fortes abondances des gènes sul1 et intI1 ont également été observées plus au sud de cette 

zone à une distance d’environ 4 km des côtes hollandaises et de 15 km de l’embouchure du canal de 

la Mer du Nord. Ce canal est sujet à divers rejets d’origine anthropique notamment avec la ville 

d’Amsterdam à proximité et son port. Il est maintenant reconnu que les eaux de rivières sont 

contaminées par différentes natures de polluants incluant les GRA qui ne sont pas totalement éliminés 

lors du traitement des eaux usées et disséminent dans les environnements en aval des rejets (Zhang 

et al., 2009). De plus, trois parcs éoliens offshores sont situés à proximité constituant un impact 

potentiel sur l’occurrence des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens.  

Les gènes sul1 et intI1 ont également été quantifiés à une distance d’environ 25 km des côtes 

hollandaises où le Rhin et la Meuse, deux grands fleuves longs de 1 233 km et 950 km respectivement, 

se jettent dans la Mer du Nord. Dans une étude récente, ces deux gènes ont été quantifiés tout le long 

du Rhin en Suisse, en Allemagne et aux Pays-Bas (Paulus et al., 2020). Les auteurs ont montré que la 

présence et l’abondance des gènes sul1 et intI1 variaient entre les points de prélèvement des différents 

pays mais que l’abondance de ces deux gènes était la plus élevée dans deux zones polluées par des 

industries pharmaceutiques et dans la zone plus en aval juste avant l’embouchure. L’impact des 

effluents du Rhin et de la Meuse sur la pollution de la Mer du Nord pourrait s’ajouter à l’impact de la 

ville de Rotterdam et de son port qui est le plus grand port maritime d’Europe. Ce port est caractérisé 

par un trafic maritime intense avec plus de 30 000 bateaux faisant escale chaque année mais 

également par de grandes zones industrielles composées de raffineries de pétrole et d’industries 
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chimiques. Cependant, peu d’études décrivent le rôle des effluents de ces différentes installations dans 

la propagation de la résistance aux antimicrobiens et le traitement des eaux usées à bord des bateaux.  

Les gènes sul1 et intI1 ont été quantifiés dans le même échantillon d’eau de mer prélevé à 45 km 

de l’embouchure de l’Humber, un grand estuaire maritime situé sur la côte Est du Nord de l’Angleterre. 

Cet estuaire constitue la plus grande source d’eau douce rejetée de l’Angleterre dans la Mer du Nord. 

Une étude réalisée sur ces eaux estuariennes a permis d’identifier des souches de V. parahaemolyticus 

résistantes à plusieurs antibiotiques (kanamycine, gentamicine, céfazoline et tétracycline) indiquant 

que cet estuaire pourrait être une potentielle source de contamination par les GRA (Daramola et al., 

2009). De plus, cette zone est caractérisée par la présence de plusieurs parcs éoliens mais également 

de ports en amont de l’estuaire comme le port de Hull, le Green Port Hull et le port d’Immingham. 

Dans la Manche Est, seul le gène intI1 a été quantifié. Dans cette zone, une abondance plus élevée 

de ce gène a été observée dans un échantillon d’eau de mer prélevé à environ 15 km du Havre qui est 

le second port de France dans le trafic maritime et le cinquième port européen dans le trafic de 

conteneurs, situé à l’embouchure de la Seine. Une étude a mis en évidence la présence du gène intI1 

dans la Seine qui réceptionne les effluents de 16 STEU (Laroche et al., 2009). Ce gène a ainsi été détecté 

dans des souches d’E. coli isolées le long du fleuve et avait une prévalence plus élevée dans l’estuaire 

près de Tancarville et d’Honfleur, deux villes situées à proximité du Havre. De surcroît, la Manche est 

considérée comme une « autoroute de la mer » avec environ 800 bateaux naviguant chaque jour dans 

ces eaux (Amara, 2010). A l’inverse, seul le gène sul1 a été quantifié dans la zone s’étendant de 

l’embouchure de la Tamise à la ville de Calais au Nord de la France. Cette zone est soumise aux rejets 

de la Tamise, un fleuve de 346 km de long, lui-même soumis à différents effluents. Plusieurs études 

ont révélé que ces eaux étaient polluées notamment par des résidus d’antibiotiques et des GRA. Entre 

autres, White et al. (2019) ont détecté trois antibiotiques de la famille des sulfonamides (sulfadiazine, 

sulfamethoxazole et sulfanilamide) le long de la Tamise jusqu’à l’embouchure, en aval des effluents de 

7 STEU qui exerceraient une potentielle pression de sélection sur les bactéries environnantes et 



Chapitre II : Occurrence des gènes indicateurs dans les eaux de surface 

155 | P a g e  

 

conduisant ainsi à l’apparition de souches résistantes aux sulfonamides. Les eaux de cette rivière ont 

également montré une grande diversité de GRA associée une forte abondance des gènes ermB, blaTEM, 

tetA, tetG, tetW, tetX, sul1, sul2, intI1 et intI2 qui ont été quantifiés jusqu’à 8 log copies/L d’eau (Xu et 

al., 2019b). Dans la zone au Nord de la France, l’échantillon avec l’abondance la plus élevée du gène 

sul1 a été prélevé près de Calais. Ce secteur est caractérisé par le passage de nombreux navires à 

passagers comme les ferrys qui relient Calais à la ville de Douvres en Angleterre. De plus, nous avons 

montré dans cette étude que l’eau de la Liane qui se jette à une trentaine de kilomètres au sud de 

Calais était contaminée par les gènes blaTEM, tetA, sul1 et intI1. Cette occurrence du gène sul1 a 

également été observée dans deux échantillons au Nord des Pays-Bas à une distance de 50 km et de 

80 km des côtes hollandaises où deux parcs éoliens offshores sont actuellement en service.  

Les gènes sul1 et intI1 ont également été quantifiés au centre de la Mer du Nord. Cette zone est 

contrairement aux autres assez éloignée des côtes et donc de leur potentielle influence, mais 

concentre différentes installations offshores pour l’exploitation du pétrole et du gaz (Fujii, 2015). 

L’occurrence des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens dans cette zone pourrait refléter 

une contamination des eaux marines par les rejets liés à ces structures ou alors une importante 

dissémination des BRA et des GRA sur de longues distances favorisée par différents facteurs tels que 

les courants marins. Cette dispersion des BRA et GRA par les courants marins est plus difficile à suivre 

que leur dispersion dans les eaux fluviales dans la mesure où les mers et les océans sont des milieux 

très vastes mais constitue une perspective intéressante. De plus, cette dispersion des gènes indicateurs 

de résistance aux antimicrobiens dans l’environnement marin peut soulever des questions sur 

l’implication du trafic maritime intense dans ces eaux et des différents rejets que cela implique comme 

les eaux de lestage qui sont pompées puis rejetées en mer. Très peu d’informations sont disponibles 

sur la contamination de ces eaux de lestage par les BRA et les GRA ainsi que leur dissémination dans 

les eaux marines. Cependant, il a été estimé qu’environ 1019 bactéries sont transportées dans le monde 

chaque année dans les eaux de lestage des bateaux (Brinkmeyer, 2016). De plus, une étude menée 

récemment a mis en évidence une importante diversité de GRA dans des eaux de lestage de navires 
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venant du monde entier (Australie, Japon, Europe, Corée, Asie, Amérique du Sud) et ayant accostés 

dans deux ports en Chine (Lv et al., 2020). Ainsi, les gènes sul1, sul2, tetM, tetQ, ermB, strB et intI1 ont 

été quantifiés dans ces eaux avec des abondances pouvant aller jusqu’à 9 log copies/L d’eau. Le 

remplacement de ces eaux de lestage au sein des réservoirs des bateaux est réalisé sur le littoral mais 

aussi en pleine mer, ce qui peut entraîner une dispersion de ces contaminants sur de longues distances. 

Entre 1998 et 1999 en Mer du Nord et dans la Manche, il a été estimé qu’environ 3 millions et 6 millions 

de tonnes d’eaux de lestage ont été déversées dans les ports de Dunkerque et du Havre, 

respectivement, par des navires en provenance d’Afrique, d’Asie, du Moyen-Orient, d’Amérique du 

Nord et d’Asie du Sud-Est (Masson et al., 2000). Plusieurs espèces bactériennes pathogènes pour 

l’Homme ont été détectées dans ces eaux telles que Clostridium perfringens, Vibrio parahaemolyticus 

et Pseudomonas aeruginosa. Outre ces eaux de lestage, il est également important de prendre en 

considération l’impact des rejets d’eaux usées des bateaux. Ces eaux usées comprennent les eaux 

noires qui correspondent aux eaux usées des salles de bain et des toilettes ainsi que les eaux grises qui 

correspondent aux eaux usées des éviers et des machines à laver. Des traces d’antibiotiques ont été 

détectées dans ces eaux usées comme le sulfaméthoxazole de la famille des sulfamides. Ces résidus 

d’antibiotiques ont été identifiés dans des bateaux de croisière sur le port de Hambourg (Allemagne) 

et pourraient exercer une pression de sélection sur les bactéries environnementales et induire 

l’apparition de souches résistantes (Westhof et al., 2016).  
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V. Conclusion 

 Le protocole de filtration d’échantillons d’eau et d’extraction d’ADN à partir de membranes 

filtrantes a été mis en place et validé. Une préfiltration sur un filtre de 1,2 µm puis deux 

filtrations successives sur des filtres de 0,45 et 0,22 µm ont été retenues pour récupérer un 

maximum de matériel génétique.  

  L’eau de la Liane (eau fluviale) avait un niveau de contamination par les gènes indicateurs de 

résistance aux antimicrobiens plus important que les eaux côtières et marines. 

 La prévalence globale des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens était de 74,4 % 

dans les eaux de surface (fluviales, côtières et de pleine mer) et de 72,2 % dans les eaux 

marines de la Manche et la Mer du Nord. 

 La prévalence des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens dans les eaux de surface 

était de 2,6 % pour le gène blaTEM (0 % dans les eaux de pleine mer), de 15,4 % pour le gène 

tetA (8,3 % dans les eaux de pleine mer), de 51,3 % pour le gène sul1 (47,2 % dans les eaux de 

pleine mer) et de 53,8 % pour le gène intI1 (50 % dans les eaux de pleine mer). 

 Un phénomène de décroissance de l’abondance des gènes sul1 et intI1 entre le point 

d’émission (le fleuve) et le compartiment final (la Manche et la Mer du Nord) montrait une 

dissémination importante de la résistance aux antimicrobiens. 

 Une contamination plus importante de la zone de la Côte Ouest des Pays-Bas par les gènes 

tetA, sul1 et intI1 a été observée révélant l’impact potentiel des installations offshores et du 

trafic maritime sur la pollution de l’environnement marin par la résistance aux antimicrobiens. 

 Les gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens quantifiés dans cette étude pourraient 

être portés par d’autres vecteurs de transmission que les bactéries ciblées par le gène tuf 

comme les bactériophages ou alors étaient sous forme d’ADN libre dans les eaux marines. 

 Les gènes tetA, blaTEM, sul1 et intI1 seraient de bons indicateurs de contaminations des eaux 

fluviales et côtières par la résistance aux antimicrobiens mais seuls les gènes sul1 et intI1 

seraient pertinents pour un suivi de cette contamination dans les eaux en pleine mer.
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I. Contexte 

Nous avons mis en évidence une prévalence globale des gènes indicateurs de résistance aux 

antimicrobiens tetA, blaTEM, sul1 et intI1 de 72,2 % dans les eaux en pleine mer de la Manche et de la 

Mer du Nord. Ces gènes avaient des abondances plus élevées dans certaines zones révélant un impact 

anthropique potentiel. Une fois les BRA et les GRA présents dans l’environnement marin, ces 

contaminants biologiques peuvent se propager sous forme libre dans l’eau mais également s’associer 

à des surfaces biotiques et abiotiques. Nous nous sommes intéressés plus particulièrement aux 

surfaces biotiques qui comprennent différentes espèces marines (animales et végétales) réparties 

dans des niveaux trophiques différents et constituant des réseaux trophiques complexes. Les espèces 

marines peuvent être contaminées via leur alimentation en consommant les végétaux/animaux d’un 

niveau trophique inférieur porteurs eux aussi des contaminants et/ou en filtrant l’eau de mer 

contaminée. Les espèces marines benthiques, c’est-à-dire les espèces vivant près des fonds marins, 

sont également en contact avec les sédiments marins qui sont des réservoirs de GRA (Habibi et al., 

2022). La présence de ces gènes dans les réseaux trophiques benthiques représente un risque sanitaire 

dans la mesure où les espèces marines de niveau trophique supérieur comme les poissons plats et les 

mollusques peuvent être destinés à la consommation humaine. S’il existe des données dans la 

littérature montrant un phénomène d’accumulation de contaminants chimiques comme les résidus 

d’antibiotiques dans un réseau trophique marin (Liu et al., 2017), aucune information n’a été publiée 

quant à l’occurrence et l’accumulation de GRA au sein de ce type de réseau trophique benthique.  

Le but de ces travaux a été d’étudier l’occurrence des quatre gènes indicateurs de résistance 

aux antimicrobiens tetA, blaTEM, sul1 et intI1 dans des échantillons de phytoplancton, de zooplancton, 

de mollusques bivalves et de poissons plats représentatifs d’un réseau trophique benthique dans la 

Manche et la Mer du Nord. Ces échantillons ont été prélevés lors de la campagne océanographique 

IBTS 2020 et analysés en relation avec les résultats des échantillons d’eau de pleine mer du Chapitre II 

partie III.3.  
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Dans une première partie, nous avons cherché à détecter les gènes indicateurs de résistance 

aux antimicrobiens par qPCR après une étape d’enrichissement des différents échantillons marins en 

EPT et en EPSA. Les gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens ont également été quantifiés à 

partir de l’ADN total extrait des mêmes échantillons afin d’évaluer leur abondance absolue et leur 

abondance relative par rapport au gène bactérien tuf. La méthode de détection des gènes dans l’ADN 

des échantillons enrichis et leur quantification dans l’ADN des échantillons non enrichis a été validée 

pour les échantillons d’eau de surface dans le Chapitre II partie III.3. 

Dans une seconde partie, nous avons réalisé des cartographies représentant différents niveaux 

de contamination des échantillons marins par la résistance aux antimicrobiens dans la Manche et la 

Mer du Nord afin d’identifier les sources potentielles de contamination.  

Dans une troisième partie, nous avons évalué l’influence potentielle de certains facteurs 

biotiques et abiotiques sur l’abondance des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens dans 

les échantillons marins prélevés près de la surface comprenant le phytoplancton, le zooplancton et 

l’eau de mer dont les résultats ont été présentés dans le Chapitre II partie III.3 et intégrés dans cette 

partie de l’étude.  

Dans une dernière partie, les données d’abondance relative des gènes indicateurs de 

résistance aux antimicrobiens observées dans l’ensemble des échantillons marins (réseau trophique 

et eau de mer) ont été regroupées afin d’établir des modèles d’accumulation des gènes le long d’un 

réseau trophique benthique.  
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II. Matériel et méthodes 

II.1. Plan d’échantillonnage 

Le plan d’échantillonnage a été réalisé en considérant la position des espèces marines dans la 

colonne d’eau et par rapport à leur consommation d’espèces marines de niveau trophique inférieur. 

En raison de la complexité des réseaux trophiques, nous avons décidé de simplifier l’appartenance des 

espèces marines analysées dans cette étude à un niveau trophique défini en s’appuyant sur l’étude de 

Giraldo et al. (2017) réalisée dans la Manche (Figure 26). Les résultats des analyses des échantillons 

d’eau de pleine mer prélevés près de la surface ont été présentés dans le Chapitre II partie III.3 et ils 

constituaient le niveau 0 du réseau trophique. Le phytoplancton appartenait au niveau 1 et était 

composé d’organismes végétaux et de matière organique particulaire. Le zooplancton, principalement 

composé de copépodes, représentait le niveau 2 du réseau trophique. Le niveau 3 était composé 

d’Aequipecten opercularis (pétoncle blanc), une espèce de mollusque bivalve benthique reposant sur 

les fonds marins, et de deux espèces de poissons plats également benthiques : Limanda limanda 

(limande commune) et Pleuronectes platessa (plie commune). Le pétoncle blanc est un suspensivore 

qui se nourrit de la matière organique et du plancton en suspension en filtrant l’eau grâce à ses 

branchies. La limande et la plie se nourrissent aux stades larvaires et juvéniles d’organismes 

unicellulaires et de zooplancton comme les copépodes et une fois adultes de crustacés et de 

mollusques bivalves. Etant donné la diversité de taille des espèces pêchées et donc de leur stade de 

développement, nous avons choisi de considérer leur appartenance au niveau trophique 3. Les plies 

et les limandes n’ont pas été différenciées dans cette étude en raison de leurs similitudes 

morphologiques, comportementales et alimentaires, et aussi pour avoir un nombre d’échantillons plus 

significatif. Nous les avons donc désignées comme « poissons plats ». 
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Figure 26 : Répartition des espèces marines analysées dans la colonne d'eau et leur appartenance à un niveau trophique 
défini. Images tirées des sites aquaportail.com ; ec.europa.eu et de BioRender.com sous le numéro d’agrément 

AS24394NSB. 

II.2. Echantillonnage 

Les échantillons analysés ont été prélevés en parallèle des échantillons d’eau de pleine mer lors 

de la campagne océanographique IBTS 2020 dans la Manche et la Mer du Nord présentée dans le 

Chapitre II partie II.2.  

Les échantillons de phytoplancton (n = 16) ont été prélevés aux stations d’échantillonnage 

présentées en Figure 27. Pour cela, un filet BabyNet avec une taille de maille de 20 µm relié à une 

capsule a été immergé près de la surface (Figure 28A). Le contenu de la capsule a ensuite été transféré 

sur un tamis de 20 µm, rincé avec de l’eau de mer filtrée et placé dans un flacon contenant de l’eau de 

mer filtrée et 20 % de glycérol. Les échantillons de zooplancton (n = 16) ont été prélevés aux mêmes 

stations d’échantillonnage que le phytoplancton (Figure 27). Pour ces échantillons, un filet WP2 avec 

une taille de maille de 200 µm relié à une capsule a été utilisé (Figure 28B). Le contenu de la capsule a 

été tamisé sur un tamis de 180 µm puis rincé avec de l’eau de mer filtrée et placé dans un flacon 

contenant de l’eau de mer filtrée et 20 % de glycérol. Tous ces échantillons de phytoplancton et de 
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zooplancton ont été conservés à - 20 °C à bord du navire puis transférés dans un congélateur à - 20 °C 

au laboratoire jusqu’à leur analyse. 

Les échantillons de mollusques bivalves (n = 40) et de poissons plats (n = 350) correspondant au 

« benthos » ont été prélevés par chalutage de fond aux stations d’échantillonnage indiquées en Figure 

29 et Figure 30, respectivement, à raison de 10 individus par station. Pour cela, un chalut de fond 36/47 

à grande ouverture verticale (GOV) a été traîné de jour à l’arrière du navire pendant une durée de 

30 min et une vitesse constante de 4 nœuds (Figure 28D). Suite au chalutage, les échantillons ont été 

triés, identifiés et placés dans des sachets hermétiques. Ces échantillons ont été conservés dans une 

chambre froide à - 20 °C à bord du navire avant d’être transférés à - 20 °C au laboratoire. 

 

 

Figure 27 : Stations d'échantillonnage des prélèvements de phytoplancton (n = 16) et de zooplancton (n = 16) dans les 
différentes zones définies dans la Manche et la Mer du Nord. Etoiles rouges : Manche Est (ME) ; violettes : Embouchure 
Tamise (ET) ; bleues : Côte Est Angleterre (CEA) ; vertes : Centre Mer du Nord (CMN) ; jaunes : Côte Ouest des Pays-Bas 

(COP) ; roses : Côte du Nord des Pays-Bas (CNP). 
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Figure 28 : Equipements utilisés lors de la campagne océanographique IBTS 2020. A) Filet BabyNet de 20 µm pour les 
prélèvements de phytoplancton. B) Filet WP2 de 200 µm pour les prélèvements de zooplancton. C) Bathysonde pour les 

mesures des paramètres environnementaux. D) Chalut de fond à GOV (Grande Ouverture Vertical). E) Schéma du chalutage 
de fond (d’après le Comité National des Pêches (2019)). 

 

 

 

 

Figure 29 : Stations d'échantillonnage des mollusques bivalves (n = 40 ; 10 individus par station) dans la Manche Est. 
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Figure 30 : Stations d'échantillonnage des poissons plats (n = 350 ; 10 individus par station) dans les différentes zones 
définies dans la Manche et la Mer du Nord. Etoiles rouges : Manche Est (ME) ; violettes : Embouchure Tamise (ET) ; bleues : 

Côte Est Angleterre (CEA) ; vertes : Centre Mer du Nord (CMN) ; jaunes : Côte Ouest des Pays-Bas (COP) ; roses : Côte du 
Nord des Pays-Bas (CNP). 

Les informations sur les prélèvements de phytoplancton, de zooplancton, de mollusques 

bivalves et de poissons plats sont répertoriées en Annexe IX, Annexe X et Annexe XI.  

En parallèle de ces échantillonnages, certains paramètres environnementaux ont été mesurés à 

l’aide d’une bathysonde (Sea-Bird Scientific, Bellevue, Etats-Unis) comportant différents capteurs 

(Figure 28C). Cette sonde a été immergée près de la surface après chaque chalutage et a notamment 

permis d’obtenir les paramètres suivants considérés comme les facteurs abiotiques dans cette étude :  

 la température de l’eau (en °C) 

 le pH 

 la pression (en mbar) 

 la salinité (en PSU ; Practical Salinity Unit) 

 la saturation en oxygène (en %) 

 la turbidité (en FTU ; Formazine Turbidity Unit) 
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La concentration en algues (µg/L) a également été mesurée avec la bathysonde et constitue un des 

facteurs biotiques analysés dans notre étude. 

II.3. Préparation des échantillons 

Les échantillons de phytoplancton, de zooplancton, de mollusques bivalves et de poissons plats 

ont été préparés selon le protocole défini dans le Chapitre I en partie II.1.B. Chaque échantillon de 

phytoplancton (n = 16) et de zooplancton (n = 16) a été analysé individuellement. La chair de chacun 

des dix individus de mollusques bivalves prélevés à chaque station d’échantillonnage a été poolée en 

un échantillon unique (n = 4) pour réaliser les analyses. Les informations relatives aux caractéristiques 

de ces échantillons sont indiquées en Annexe XII. De même, les prélèvements de peau, de branchies 

et de viscères de dix individus de poissons plats prélevés à la même station d’échantillonnage ont été 

poolés pour donner 35 échantillons par nature de prélèvement. Nous avons estimé la superficie des 

poissons en assimilant leur forme à une ellipse. Ainsi, la superficie totale des poissons a été calculée 

selon la formule suivante : 

 

 

Figure 31 : Estimation de la superficie des poissons plats en cm². 

 

Les données relatives aux caractéristiques de ces prélèvements sont indiquées en Annexe XIII. 
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Comme pour les échantillons d’eau, les différentes natures d’échantillons ont eu 2 enrichissements 

distincts en diluant 500 µl d’échantillon dans 500 µl d’eau peptonée tamponnée (EPT, Oxoid, Dardilly, 

France) et 500 µl d’eau peptonée saline alcaline (EPSA, Oxoid). Ces enrichissements ont été incubés 

pendant 48 h à 30 °C.  

II.4. Extraction de l’ADN total des échantillons marins 

Afin d’extraire l’ADN total à partir des différents échantillons, le kit DNeasy® PowerBiofilm® 

(Qiagen, Hilden, Allemagne) sélectionné dans le Chapitre I a été utilisé. Ainsi, l’ADN a été extrait à partir 

d’1 ml de broyat en suivant le protocole d’extraction indiqué dans le Chapitre I partie II.1.D. Pour 

extraire l’ADN à partir des enrichissements en EPT et en EPSA, les bouillons ont été centrifugés pendant 

3 min à 13 000 rpm puis le culot a été resuspendu dans 400 µl de solution MBL et 100 µl de solution 

FB du kit PowerBiofilm®. La solution a été transférée dans les tubes à billes puis nous avons suivi le 

protocole décrit dans le Chapitre I partie II.1.D. Les échantillons d’ADN ont été conservés à - 20 °C 

jusqu’à leur analyse.  

II.5. Quantification des gènes tetA, blaTEM, sul1, intI1 et tuf 

Les gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens tetA, blaTEM, sul1 et intI1 ainsi que le gène 

bactérien tuf ont été détectés et quantifiés par qPCR en suivant les mêmes conditions que celles 

utilisées pour les échantillons d’eau (Chapitre II partie II.6). Afin de réduire l’effet des inhibiteurs 

potentiellement présents dans les échantillons, nous avons dilué les extraits d’ADN à 1/10 dans de 

l’eau nuclease-free pour réaliser les réactions de qPCR.  

II.6. Analyse des données et traitements statistiques 

La validation des résultats de qPCR et le calcul de la concentration des gènes (copies/ml d’ADN) 

ont été effectués conformément au Chapitre II partie II.7 (Annexe XIV). L’abondance absolue des gènes 

a été calculée en normalisant la concentration du gène avec le volume ou la masse de l’échantillon 

analysé. Pour les échantillons de phytoplancton et de zooplancton, la concentration du gène a été 
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divisée par le volume d’échantillon utilisé pour l’extraction (soit 1 ml) : l’abondance absolue était donc 

exprimée en copies du gène/ml d’échantillon. Concernant les échantillons de chair de mollusques 

bivalves, de branchies et de viscères de poissons plats, la concentration des gènes a été normalisée 

avec la masse des échantillons en prenant en compte le facteur de dilution utilisé lors de la préparation 

des broyats (1/2) : l’abondance absolue était exprimée en copies du gène/g. Pour les échantillons de 

peau de poissons plats, la concentration des gènes a été divisées par la superficie totale des poissons 

calculée précédemment : l’abondance absolue était exprimée en copies du gène/cm². Nous avons 

calculé l’abondance relative des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens en divisant 

l’abondance absolue du gène par l’abondance absolue du gène tuf. Cette abondance relative n’avait 

donc pas d’unité. Nous avons également calculé l’abondance absolue totale des gènes indicateurs de 

résistance aux antimicrobiens en additionnant l’abondance absolue de chaque gène pour un 

échantillon donné. Cette abondance absolue totale a été classée en 4 groupes distincts afin de définir 

des niveaux de contamination des échantillons marins par la résistance aux antimicrobiens Tableau 22. 

Tableau 22 : Détermination arbitraire des niveaux de contamination des échantillons marins selon l'abondance absolue 
totale des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens mesurée. PH : phytoplancton ; ZO : zooplancton ; PE : peau de 

poissons plats ; BR : branchies de poissons plats ; VI : viscères de poissons plats ; CH : chair de mollusques bivalves. 

 
Abondance absolue totale des gènes indicateurs de résistance aux 

antimicrobiens 

Niveau de 
contamination 

PH – ZO PE BR – VI – CH 

0 (nul) Aucune quantification 

1 (faible) < 5 log copies/ml < 2 log copies/cm² < 4 log copies/g 

2 (moyen) 5 - 6 log copies/ml 2 - 3 log copies/cm² 4 - 5 log copies/g 

3 (fort) > 6 log copies/ml > 3 log copies/cm² > 5 log copies/g 

 

Pour évaluer l’impact des facteurs biotiques et abiotiques sur l’abondance des gènes indicateurs 

de résistance aux antimicrobiens dans les échantillons d’eau de mer, de phytoplancton et de 

zooplancton, le coefficient de corrélation de Pearson (r) a été calculé. Ce coefficient n’a pas été analysé 

pour les échantillons de mollusques bivalves et de poissons plats étant donné que la mesure des 

paramètres environnementaux n’a été réalisée qu’en surface. L’analyse des corrélations pour un gène 

donné a été réalisée si ce gène a pu être quantifié dans au moins 15 % des échantillons analysés. La 
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force de la corrélation entre les données a été définie de manière arbitraire comme suit : très faible 

corrélation (0 < r < 0,19), faible corrélation (0,20 < r < 0,39), corrélation modérée (0,40 < r < 0,59), forte 

corrélation (0,60 < r < 0,79), très forte corrélation (0,80 < r < 0,99) et corrélation parfaite (r = 1,00). Les 

p-values ont été obtenues pour chaque paire de variables par un test de significativité. 

Afin de modéliser l’accumulation des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens dans le 

réseau trophique benthique, les abondances ont été représentées sous forme de nuages de points. Au 

sein du même graphique, la droite de régression linéaire définie par la méthode des moindres carrés 

ainsi que la courbe de régression locale (de type lowess) représentant la tendance globale entre les 

variables ont été tracées. Les intervalles de confiance à 95 % de la courbe de lowess ont également été 

représentées. Si la droite de régression linéaire était située dans cette intervalle de confiance, 

l’hypothèse de linéarité du modèle était acceptée. Pour les régressions linéaires, plusieurs paramètres 

ont pu être identifiés : l’équation de la droite de régression de type y = ax + b ; le coefficient de 

détermination R² et la p-value obtenue par un test de la pente.  

Les analyses statistiques ainsi que les figures ont été réalisés avec le logiciel RStudio version 

1.4.1717 (RStudio, Inc, Boston, Etats-Unis). 

III. Résultats 

III.1. Occurrence des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens dans la 
Manche et la Mer du Nord 

Afin d’étudier l’occurrence des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens dans la Manche 

et la Mer du Nord, nous avons ciblé les gènes tetA, blaTEM, sul1 et intI1 par qPCR dans les différents 

échantillons marins après une étape d’enrichissement en EPT et en EPSA mais également sans étape 

d’enrichissement pour évaluer leur abondance absolue. En prenant en compte les résultats des 

échantillons d’eau de pleine mer présentés dans le Chapitre II partie III.3, nous avons observé une 

prévalence globale des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens dans la Manche et la Mer 

du Nord de 81,4 %. En considérant uniquement les échantillons représentatifs du réseau trophique 
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benthique (le phytoplancton, le zooplancton, les mollusques bivalves et les poissons plats), la 

prévalence des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens dans la Manche et la Mer du Nord 

était de 83,7 %. Le gène intI1 était le plus présent dans les échantillons (63,8 %), suivi du gène sul1 

(59,6 %) puis des gènes tetA (47,5 %) et blaTEM (46,1 %). La suite des analyses a été présentée par nature 

d’échantillon. 

III.1.A. Phytoplancton 

Les communautés phytoplanctoniques analysées étaient une des matrices les plus 

contaminées avec une prévalence de 93,8 % des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens 

(Tableau 23). Les gènes tetA et blaTEM étaient moins présents (43,8 et 50 %, respectivement) que les 

gènes sul1 et intI1 (87,5 et 62,5 %, respectivement). Nous avons noté une co-occurrence des quatre 

gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens dans 5/16 échantillons de phytoplancton dont 3 

échantillons dans lesquels les gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens ont pu être 

quantifiés. L’abondance absolue des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens était plus 

élevée dans ces 3 échantillons que dans les autres, entre 4,0 et 4,9 log copies du gène tetA/ml 

d’échantillon, entre 5,1 et 5,6 log copies du gène blaTEM/ml d’échantillon, entre 5,5 et 6,2 log copies du 

gène sul1/ml d’échantillon et entre 5,2 et 5,4 log copies du gène intI1/ml d’échantillon. Dans les autres 

échantillons, l’abondance absolue des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens était de 

l’ordre de 4,3 - 5,2 log copies/ml d’échantillon. Une co-occurrence des gènes sul1 et intI1 a été 

observée dans 10/16 échantillons de phytoplancton. Dans 6/16 échantillons de phytoplancton, les 

gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens ont pu être détectés dans les enrichissements en 

EPT et/ou en EPSA mais n’ont pas été quantifiés. A l’inverse, nous avons observé une quantification 

des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens dans 4/16 échantillons alors que ces gènes 

n’ont pas été détectés dans les enrichissements en EPT et en EPSA comme par exemple les gènes tetA 

et blaTEM dans les échantillons PH01 et PH06.  
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Tableau 23 : Détection des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens tetA, blaTEM, sul1 et intI1 dans les 
échantillons de phytoplancton (PH) après enrichissement en EPT et en EPSA et abondance absolue des gènes (AA ; en log 

copies du gène/ml d’échantillon). Vert : présence ; orange : absence. 

 tetA blaTEM sul1 intI1 

 Détection 
AA 

Détection 
AA 

Détection 
AA 

Détection 
AA 

Echantillon EPT EPSA EPT EPSA EPT EPSA EPT EPSA 

PH01   4,0   5,1   5,5   5,2 

PH02   -   4,9   4,5   - 

PH03   -   -   -   - 

PH04   -   -   -   - 

PH05   -   -   5,2   4,8 

PH06   4,9   5,6   6,2   5,4 

PH07   -   -   5,0   4,2 

PH08   -   -   4,3   - 

PH09   -   -   -   - 

PH10   -   -   -   - 

PH11   -   -   -   - 

PH12   4,8   5,3   5,9   5,3 

PH13   -   -   5,1   4,4 

PH14   -   -   4,4   4,2 

PH15   -   -   4,5   - 

PH16   -   -   4,9   4,3 

 

III.1.B. Zooplancton 

La prévalence des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens dans les échantillons de 

zooplancton était de 87,5 %, soit un niveau de contamination plus faible que ceux de phytoplancton 

(Tableau 24). Par rapport au phytoplancton, les gènes tetA et blaTEM ont été moins détectés, dans 

respectivement 18,8 et 12,5 % des échantillons de zooplancton. Nous avons quantifié ces deux gènes 

dans un seul et même échantillon (ZO08), dans lequel les gènes sul1 et intI1 ont également été 

quantifiés. Les abondances absolues des gènes observées dans cet échantillon étaient les plus élevées 

et étaient comprises entre 5,3 et 6,9 log copies/ml d’échantillon. Une co-occurrence des quatre gènes 

indicateurs de résistance aux antimicrobiens a également été observée dans un autre échantillon de 

zooplancton (ZO09) mais dans lequel seul le gène sul1 a été quantifié. Comme les échantillons de 

phytoplancton, les gènes sul1 et intI1 ont été les plus détectés, dans respectivement 87,5 et 81,3 % 

des échantillons. De même, une co-occurrence de ces deux gènes a été notée dans 13/16 échantillons 

de zooplancton avec des abondances absolues similaires aux échantillons de phytoplancton (entre 4,2 

et 6,2 log copies/ml d’échantillon).  
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Tableau 24 : Détection des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens tetA, blaTEM, sul1 et intI1 dans les 
échantillons de zooplancton (ZO) après enrichissement en EPT et en EPSA, et abondance absolue des gènes (AA ; en log 

copies du gène/ml d’échantillon). Vert : présence ; orange : absence. 

 tetA blaTEM sul1 intI1 

 Détection 
AA 

Détection 
AA 

Détection 
AA 

Détection 
AA 

Echantillon EPT EPSA EPT EPSA EPT EPSA EPT EPSA 

ZO01   -   -   5,2   4,4 

ZO02   -   -   -   - 

ZO03   -   -   5,5   4,7 

ZO04   -   -   -   - 

ZO05   -   -   4,8   4,4 

ZO06   -   -   4,5   - 

ZO07   -   -   -   - 

ZO08   6,9   5,3   6,2   5,7 

ZO09   -   -   4,4   - 

ZO10   -   -   5,1   4,5 

ZO11   -   -   4,5   4,2 

ZO12   -   -   5,1   4,4 

ZO13   -   -   4,9   4,7 

ZO14   -   -   4,8   5,1 

ZO15   -   -   4,4   4,9 

ZO16   -   -   -   - 

 

III.1.C. Poissons plats 

Concernant les poissons plats, nous avons considéré trois natures de prélèvements : la peau, 

les branchies et les viscères. La prévalence des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens 

associée aux poissons plats était de 80,95 % en considérant ces trois natures de prélèvements. La 

prévalence des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens sur la peau des poissons plats était 

de 82,9 % ce qui représentait un niveau de contamination légèrement plus faible que les échantillons 

de phytoplancton et de zooplancton (Tableau 25). Le gène blaTEM était également le moins détecté 

dans ces échantillons de peau avec une prévalence de 20 % suivi du gène tetA avec une prévalence de 

28,6 %. Nous avons noté que les gènes blaTEM et tetA étaient toujours associé à au moins un autre gène 

indicateur de résistance aux antimicrobiens. Les gènes sul1 et intI1 étaient les plus présents avec des 

prévalences respectives de 51,4 et 62,9 %. Une co-occurrence des quatre gènes indicateurs de 

résistance aux antimicrobiens a été observée dans trois échantillons de peau de poissons plats (PE02, 

PE04 et PE05). Comme les autres matrices, les abondances absolues des gènes indicateurs de 

résistance aux antimicrobiens les plus élevées étaient associées à la co-occurrence des quatre gènes 
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au sein de l’échantillon PE02. Globalement, l’abondance absolue des gènes tetA et blaTEM pouvait être 

plus élevée dans certains échantillons (entre 2,9 et 4,8 log copies/cm²) comparée à celle des gènes sul1 

et intI1 (entre 1,9 et 4,5 log copies/cm²) malgré le peu de quantification des gènes tetA et blaTEM dans 

les échantillons de peau.  

Les branchies des poissons plats étaient la matrice la moins contaminée dans ces travaux, avec 

une prévalence des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens de 71,4 % (Tableau 26). 

Cependant, nous avons observé des prévalences similaires entre les gènes indicateurs de résistance 

aux antimicrobiens qui étaient comprises entre 42,9 et 48,6 % avec une co-occurrence des quatre 

gènes dans 28,6 % des échantillons. Cette co-occurrence a été principalement constatée dans les 

enrichissements en EPT/EPSA des échantillons BR31 à BR35 et dans les échantillons BR01 à BR08 sans 

enrichissement avec des abondances absolues de l’ordre de 3,2 - 4,8 log copies/g.  

Les viscères étaient l’organe avec le niveau de contamination le plus élevé des poissons plats 

avec une prévalence des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens de 88,6 % (Tableau 27). 

Le gène le plus détecté était blaTEM avec une prévalence de 82,9 % suivi des gènes tetA (74,3 %), intI1 

(74,3 %) et sul1 (60 %). Les gènes ont été principalement détectés après un enrichissement des 

échantillons de viscères en EPT et/ou en EPSA. Les gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens 

ont été quantifiés dans seulement 27,5 % des échantillons et avaient des abondances absolues de 

l’ordre de 3,2 - 4,4 log copies/g qui étaient similaires aux échantillons de branchies. Une co-occurrence 

des quatre gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens a été observée dans 54,3 % des 

échantillons de viscères ce qui était plus élevé que pour les autres matrices analysées.  
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Tableau 25 : Détection des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens tetA, blaTEM, sul1 et intI1 dans les 
échantillons de peau de poissons plats (PE) après enrichissement en EPT et en EPSA, et abondance absolue des gènes (AA ; 

en log copies du gène/cm² de peau). Vert : présence ; orange : absence. 

 tetA blaTEM sul1 intI1 

 Détection 
AA 

Détection 
AA 

Détection 
AA 

Détection 
AA 

Echantillon EPT EPSA EPT EPSA EPT EPSA EPT EPSA 

PE01   -   -   2,2   1,9 

PE02   4,1   4,8   4,5   3,4 

PE03   -   -   -   - 

PE04   3,0   -   -   - 

PE05   2,9   -   2,2   1,9 

PE06   2,9   3,1   -   - 

PE07   -   -   -   2,0 

PE08   -   -   2,5   - 

PE09   -   -   2,4   - 

PE10   -   -   -   1,9 

PE11   -   -   -   - 

PE12   -   -   -   2,0 

PE13   -   -   -   - 

PE14   -   -   2,2   1,9 

PE15   -   -   -   - 

PE16   3,2   -   -   - 

PE17   -   -   -   - 

PE18   -   -   -   - 

PE19   -   -   -   2,1 

PE20   -   -   -   2,7 

PE21   -   -   2,1   2,1 

PE22   -   -   -   - 

PE23   -   -   -   - 

PE24   -   -   -   - 

PE25   -   -   -   - 

PE26   -   -   -   - 

PE27   -   -   -   2,2 

PE28   -   -   -   2,1 

PE29   -   -   2,2   - 

PE30   -   3,0   2,7   2,2 

PE31   -   -   2,4   2,4 

PE32   -   -   -   - 

PE33   -   -   -   2,3 

PE34   -   -   -   - 

PE35   -   -   2,1   2,0 
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Tableau 26 : Détection des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens tetA, blaTEM, sul1 et intI1 dans les 
échantillons de branchies de poissons plats (BR) après enrichissement en EPT et en EPSA, et abondance absolue des gènes 

(AA ; en log copies du gène/g de branchies). Vert : présence ; orange : absence. 

 tetA blaTEM sul1 intI1 

 Détection 
AA 

Détection 
AA 

Détection 
AA 

Détection 
AA 

Echantillon EPT EPSA EPT EPSA EPT EPSA EPT EPSA 

BR01   4,2   -   4,8   3,2 

BR02   -   -   3,5   - 

BR03   4,1   4,3   4,0   - 

BR04   4,5   4,4   -   3,7 

BR05   4,3   -   3,5   - 

BR06   -   4,8   3,8   - 

BR07   -   4,5   -   - 

BR08   4,3   -   3,6   - 

BR09   -   -   -   - 

BR10   -   -   -   - 

BR11   -   -   -   - 

BR12   -   -   -   - 

BR13   -   -   -   - 

BR14   -   -   -   - 

BR15   -   -   -   - 

BR16   -   -   -   - 

BR17   -   -   -   - 

BR18   -   -   -   - 

BR19   -   -   -   - 

BR20   -   -   -   - 

BR21   -   -   -   - 

BR22   -   -   -   - 

BR23   -   -   -   - 

BR24   -   -   -   - 

BR25   4,1   -   -   - 

BR26   -   -   -   - 

BR27   -   -   -   - 

BR28   -   -   -   - 

BR29   -   -   -   - 

BR30   -   -   -   - 

BR31   -   -   -   - 

BR32   -   -   -   - 

BR33   -   -   -   - 

BR34   -   -   -   - 

BR35   -   -   -   - 
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Tableau 27 : Détection des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens tetA, blaTEM, sul1 et intI1 dans les 
échantillons de viscères de poissons plats (VI) après enrichissement en EPT et en EPSA, et abondance absolue des gènes 

(AA ; en log copies du gène/g de viscères). Vert : présence ; orange : absence. 

 tetA blaTEM sul1 intI1 

 Détection 
AA 

Détection 
AA 

Détection 
AA 

Détection 
AA 

Echantillon EPT EPSA EPT EPSA EPT EPSA EPT EPSA 

VI01   -   -   -   - 

VI02   -   -   4,4   3,5 

VI03   -   -   -   - 

VI04   -   4,2   -   - 

VI05   3,9   -   -   - 

VI06   -   -   -   - 

VI07   4,0   4,1   -   - 

VI08   -   -   -   - 

VI09   4,0   -   -   - 

VI10   -   -   -   - 

VI11   -   -   -   - 

VI12   -   -   -   - 

VI13   -   -   -   - 

VI14   -   -   -   - 

VI15   -   -   -   - 

VI16   -   -   -   3,2 

VI17   -   -   -   - 

VI18   -   -   -   - 

VI19   -   -   -   - 

VI20   -   -   -   - 

VI21   -   -   -   - 

VI22   -   -   -   - 

VI23   -   -   3,2   - 

VI24   -   -   -   - 

VI25   -   -   -   - 

VI26   -   -   -   - 

VI27   -   -   4,1   - 

VI28   -   -   -   - 

VI29   -   -   -   - 

VI30   -   -   -   - 

VI31   4,1   -   -   - 

VI32   -   -   -   - 

VI33   -   -   -   - 

VI34   -   -   -   - 

VI35   -   -   -   - 
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III.1.D. Mollusques bivalves 

Dans cette étude, l’occurrence des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens a été 

étudiée dans 4 pools de 10 individus de mollusques bivalves constituant un échantillonnage restreint 

lors de la campane IBTS 2020 en raison du caractère aléatoire de la pêche de capture par chalutage de 

fond (Tableau 28). Chaque échantillon (pool) analysé était contaminé par au moins un gène indicateur 

de résistance aux antimicrobiens ce qui représentait une prévalence de 100 %. Le gène tetA a été 

détecté dans 4/4 échantillons, les gènes sul1 et intI1 dans 2/4 échantillons et le gène blaTEM dans 1/4 

échantillons. Aucune co-occurrence des 4 gènes n’a été observée. Une co-occurrence des gènes tetA, 

sul1 et intI1 a été observée dans l’échantillon CH02. Concernant les abondances absolues des gènes 

indicateurs de résistance aux antimicrobiens, nous avons constaté que le nombre de copies du gène 

tetA était plus élevé que ceux des gènes blaTEM et sul1, qui étaient également plus élevés que celui du 

gène intI1.  

 

Tableau 28 : Détection des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens tetA, blaTEM, sul1 et intI1 dans les 
échantillons de chair de mollusques bivalves (CH) après enrichissement en EPT et en EPSA, et abondance absolue des gènes 

(AA ; en log copies du gène/g de chair). Vert : présence ; orange : absence. 

 tetA blaTEM sul1 intI1 

 Détection 
AA 

Détection 
AA 

Détection 
AA 

Détection 
AA 

Echantillon EPT EPSA EPT EPSA EPT EPSA EPT EPSA 

CH01   4,9   -   -   - 

CH02   -   -   3,5   2,8 

CH03   -   -   -   2,6 

CH04   -   3,8   -   - 
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III.2. Distribution géographique des gènes indicateurs de résistance aux 
antimicrobiens dans la Manche et la Mer du Nord 

Les résultats d’abondances absolues des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens au 

sein des échantillons marins indiquaient que ces échantillons étaient différemment contaminés par la 

résistance aux antimicrobiens. Une hypothèse expliquant cette différence de contamination 

concernait les sites de prélèvement des échantillons dans la Manche et la Mer du Nord qui ont été 

regroupés en 6 zones distinctes caractérisées par des sources de contaminations différentes.   

Afin de réaliser des cartographies de la résistance aux antimicrobiens dans la Manche et la Mer du 

Nord, nous avons calculé l’abondance absolue totale des gènes indicateurs de résistance aux 

antimicrobiens dans chaque échantillon, c’est-à-dire la somme des abondances absolues des quatre 

gènes. Cette abondance absolue totale était donc proportionnelle à la co-occurrence des gènes 

indicateurs de résistance aux antimicrobiens au sein d’un même échantillon : plus il y avait de gènes 

indicateurs de résistance aux antimicrobiens quantifiés dans l’échantillon, plus l’abondance absolue 

totale était élevée. Nous avons alors regroupé ces abondances absolues totales en 4 niveaux de 

contamination (Tableau 22) avant de les représenter sur des cartes en fonction de la nature de 

l’échantillon (Figure 32). Toutes les zones de la Manche et de la Mer du Nord étaient caractérisées par 

un niveau de contamination des échantillons marins qui différait selon leur nature. Concernant les 

résultats obtenus sur les échantillons d’eau de mer analysés dans le Chapitre II, un niveau de 

contamination élevé a été observé dans les échantillons EM15 et EM18 prélevés près de la Côte Ouest 

des Pays-Bas avec une abondance absolue totale supérieure à 6,0 log copies/L d’eau (données non 

montrées). Nous avons constaté un niveau moyen de contamination de 3 échantillons prélevés près 

de la Côte Ouest des Pays-Bas et d’un échantillon prélevé dans la Manche Est (abondance absolue 

totale entre 5,0 et 6,0 log copies/L d’eau). Enfin, un faible niveau de contamination a été observé pour 

13/36 échantillons d’eau de mer répartis dans les zones de la Manche Est, de l’Embouchure de la 

Tamise, de la Côte du Nord des Pays-Bas, du Centre de la Mer du Nord et de la Côte Est de l’Angleterre.   
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Dans la Manche Est, nous avons observé un niveau moyen de contamination des échantillons de 

phytoplancton et d’un seul échantillon de zooplancton localisés au large de la baie de Somme (France). 

Une contamination des échantillons de peau et de branchies de poissons plats a également été 

constatée près des côtes françaises et anglaises. A proximité du Havre (France), le niveau de 

contamination était élevé pour la peau des poissons plats, moyen pour les viscères et faible pour les 

branchies, là où nous avons constaté une forte abondance absolue du gène intI1 dans l’eau de mer. 

Aucune contamination des viscères de poissons plats n’a été constatée pour les autres points de 

prélèvement dans la Manche Est. Concernant les échantillons de mollusques bivalves, un niveau élevé 

de contamination de la chair a été observé au large de la ville de Fécamp (France) qui se trouve au 

nord du Havre.  

Dans la zone de l’Embouchure de la Tamise, nous avons observé un faible niveau de contamination 

du phytoplancton, un niveau moyen de contamination des échantillons de zooplancton, de branchies 

et de viscères de poissons plats ainsi que des niveaux moyens et élevés de contamination des 

échantillons de peau de poissons plats. Ces niveaux de contamination ont été observés à deux 

endroits : au nord de l’embouchure de la Tamise et à proximité des villes de Calais et de Dunkerque 

(France). Pour le zooplancton, la peau et les viscères de poissons plats, un niveau moyen de 

contamination a également été observé plus au large des côtes. 

Concernant la zone de la Côte Est de l’Angleterre, aucune contamination des branchies de poissons 

plats n’a été observée. Le niveau de contamination le plus élevé a été observé pour le phytoplancton 

prélevé au large de l’Humber qui est un des principaux estuaires d’Angleterre. Un niveau de 

contamination globalement moyen a été observé pour les échantillons de zooplancton et de peau de 

poissons plats le long des côtes anglaises. En revanche, nous avons constaté une contamination des 

viscères de poissons plats plus loin des côtes par rapport aux autres matrices. 

Dans la zone de la Côte du Nord des Pays-Bas, il n’y avait aucune contamination des échantillons 

de phytoplancton, de branchies et de viscères de poissons plats. Cependant, nous avons observé un 
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niveau moyen de contamination des échantillons de zooplancton et de peau des poissons plats au 

large de l’estuaire de l’Ems (Pays-Bas).  

En ce qui concerne la zone de la Côte Ouest de Pays-Bas, il y avait une faible contamination du 

phytoplancton et une contamination élevée du zooplancton là où nous avons constaté des abondances 

élevées des gènes tetA, sul1 et intI1 dans l’eau de mer à proximité des stations offshores. De même, 

au large de l’embouchure de la Meuse, nous avons constaté un faible niveau de contamination des 

viscères de poissons plats, un niveau moyen de contamination des branchies mais un niveau élevé de 

contamination de la peau qui étaient associés à une co-occurrence des gènes sul1 et intI1 dans l’eau 

de mer. Seul un niveau de contamination moyen de la peau des poissons plats a été observé à 

l’embouchure du canal de la mer du Nord en aval de la ville d’Amsterdam et pouvait être liée à la forte 

abondance des gènes sul1 et intI1 dans l’eau de mer.  

Finalement, la zone du Centre de la Mer du Nord était globalement caractérisée par des 

échantillons de peau, de branchies et de viscères de poissons plats d’un faible niveau de 

contamination. Une contamination élevée a été observée pour un échantillon de peau de poissons 

plats et un échantillon de phytoplancton au large de la Côte Est de l’Angleterre. De faibles niveaux et 

des niveaux moyens de contamination de tous les échantillons marins étaient visibles d’une manière 

dispersée dans le Centre de la Mer du Nord témoignant d’un grand potentiel de dissémination des 

gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens. 
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Figure 32 : Cartographie des niveaux de contamination par les gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens des 
échantillons de (A) phytoplancton, (B) zooplancton, (C) peau de poissons plats, (D) branchies de poissons plats, (E) viscères 
de poissons plats et (F) chair de mollusques bivalves dans la Manche et la Mer du Nord. CEA : Côte Est Angleterre ; CMN : 
Centre Mer du Nord ; CNP : Côte Nord Pays-Bas ; COP : Côte Ouest Pays-Bas ; ET : Embouchure Tamise ; ME : Manche Est. 
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III.3. Influence de facteurs biotiques et abiotiques sur l’abondance des gènes 
indicateurs de résistance aux antimicrobiens 

Dans un premier temps, nous avons évalué le rôle de la population microbienne dans l’occurrence 

des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens. Pour cela, le gène bactérien tuf a été quantifié 

dans les échantillons par qPCR (Annexe XV). Une quantification de ce gène a été observée dans tous 

les échantillons de phytoplancton avec une abondance absolue de l’ordre de 6,0 - 7,8 log copies/ml 

d’échantillon. En revanche, nous avons quantifié le gène tuf dans seulement 2/16 échantillons de 

zooplancton. Les abondances absolues étaient de 6,5 et 7,1 log copies/ml d’échantillon. Comme les 

échantillons de phytoplancton, le gène tuf a été quantifié dans l’ensemble des échantillons de peau et 

de branchies de poissons plats avec des abondances de l’ordre de 3,8 - 5,4 log copies/cm² et de 5,0 - 

6,6 log copies/g, respectivement. Concernant les viscères de poissons plats, nous n’avons quantifié le 

gène tuf que dans 3/35 échantillons avec des abondances absolues de 5,8 à 6,6 log copies/g. Des 

abondances absolues de ce gène entre 5,8 et 6,6 log copies/g de chair ont été observées pour tous les 

échantillons de mollusques bivalves. Les échantillons marins étaient donc colonisés par des 

concentrations différentes de bactéries qui peuvent être des hôtes potentiels des gènes indicateurs de 

résistance aux antimicrobiens.  

En regardant l’abondance relative des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens par 

rapport au gène tuf, nous avons observé des tendances similaires aux abondances absolues (Annexe 

XV). Une abondance élevée des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens était donc associée 

à une abondance élevée de la population microbienne dans les échantillons indiquant que les bactéries 

étaient porteuses des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens ciblés. Mais dans certains 

échantillons marins comme l’échantillon PE02, nous avons noté des log d’abondances relatives positifs 

pour les gènes tetA, blaTEM et intI1. L’abondance de ces trois gènes indicateurs de résistance aux 

antimicrobiens était donc supérieure à la biomasse microbienne quantifiée par le gène tuf indiquant 

que les gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens n’étaient pas forcément portés par les 

bactéries et/ou que le gène tuf ne ciblait pas la totalité de la population microbienne. Une analyse des 
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corrélations a été effectuée afin d’évaluer la relation entre l’abondance des gènes indicateurs de 

résistance aux antimicrobiens et celle de la population microbienne. Nous avons observé que 

l’abondance absolue du gène tuf n’était pas corrélée à celle du gène sul1 mais était faiblement et 

positivement corrélée à celle du gène intI1 dans les échantillons d’eau de pleine mer dont les résultats 

ont été obtenus dans le Chapitre II partie III.3 (Figure 33). En revanche, l’abondance absolue du gène 

tuf était fortement et positivement corrélée aux abondances absolues des gènes indicateurs de 

résistance aux antimicrobiens blaTEM, sul1 et intI1 mais également parfaitement corrélée à l’abondance 

absolue du gène tetA associées aux échantillons de phytoplancton (Figure 34). 

L’influence de certains facteurs biotiques et abiotiques mesurés dans l’environnement marin sur 

l’abondance absolue des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens et de la population 

microbienne a également été estimée par une analyse de corrélations. Cette analyse a été réalisée 

pour les échantillons qui ont été prélevés près de la surface de la mer (eau de mer, phytoplancton et 

zooplancton) puisque les paramètres environnementaux ont été mesurés entre 0 et 50 m de 

profondeur et non dans les fonds marins où ont été prélevés les échantillons de mollusques bivalves 

et de poissons plats. Les données relatives à la mesure des différents paramètres environnementaux 

sont disponibles à la demande sur le portail des données marines de 

l’Ifremer (http://data.ifremer.fr/pdmi/portalssearch/main). Aux stations de prélèvements prises en 

compte dans cette étude, il y avait une variation des valeurs de pH entre 8,04 et 8,14, de la 

température de l’eau entre 7,4 et 11,2 °C, de la salinité entre 30,9 et 35,3 PSU, de la saturation en 

oxygène entre 82,1 et 87,8 %, de la pression entre 125,5 et 145,3 mbar, de la turbidité entre 1,03 et 

20,17 FTU ainsi que de la concentration en algues entre 1,8 et 4,4 µg/L. Les matrices de corrélation 

représentant les coefficients r et les p-values obtenues par le test de significativité sont indiquées dans 

les Annexe XVI à Annexe XVIII. Pour rappel, seuls les coefficients de corrélation significatifs (p < 0,05) 

ont été représentés dans les corrélogrammes (Figure 33 à Figure 35). 

http://data.ifremer.fr/pdmi/portalssearch/main
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Dans un premier temps, les abondances absolues des gènes sul1, intI1 et tuf dans les échantillons 

d’eau de mer (calculées dans le Chapitre II) ont été analysées en lien avec les différents facteurs 

biotiques et abiotiques (Figure 33). Les abondances absolues des gènes sul1 et intI1 étaient fortement 

corrélées entre elles et avec les mesures de turbidité et de saturation en oxygène. Nous avons 

cependant observé une faible corrélation de l’abondance des gènes sul1 et intI1 avec les valeurs de 

salinité. Aucune corrélation significative n’a été observée entre l’abondance absolue des gènes sul1 et 

intI1 et les valeurs de pH, de pression, de température et de concentrations en algues. Comme les 

gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens, l’abondance absolue du gène tuf était fortement 

corrélée au taux de saturation en oxygène et plus faiblement aux valeurs de turbidité. Cependant, 

l’abondance absolue du gène tuf était négativement corrélée aux valeurs de pH, de pression, de 

température et de salinité. 

Ensuite, nous avons analysé les corrélations des facteurs biotiques et abiotiques avec les 

abondances absolues des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens associées aux 

communautés phytoplanctoniques (Figure 34). Nous avons observé une forte corrélation entre les 

abondances absolues des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens tetA, blaTEM, sul1 et intI1 

ainsi qu’une corrélation parfaite entre l’abondance absolue du gène sul1 et celle du gène intI1. Ces 

résultats confirmaient la co-occurrence des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens 

évoquée précédemment.  

Comme pour les échantillons d’eau de mer, l’abondance absolue des quatre gènes indicateurs de 

résistance aux antimicrobiens et du gène tuf étaient fortement corrélées aux mesures de turbidité et 

de saturation en oxygène. Nous avons noté que la concentration en algues et les valeurs de pression 

étaient très fortement corrélées à l’abondance absolue des gènes blaTEM, sul1 et intI1 et fortement 

corrélées à l’abondance absolue des gènes tetA et tuf. Cette disparité de corrélation entre les gènes a 

également été observée avec les abondances absolues des gènes tetA et tuf qui étaient négativement 

et très fortement corrélées aux valeurs de pH et de température. Les abondances absolues des gènes 
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blaTEM, sul1 et intI1 étaient en revanche négativement et modérément corrélées aux valeurs de pH et 

négativement et fortement corrélées à la température. En revanche, aucune corrélation significative 

n’a été observée avec les mesures de salinité alors qu’elles étaient négativement corrélées à 

l’abondance absolue des gènes tuf, sul1 et intI1 dans l’eau de mer. 

Enfin, nous avons évalué l’influence des paramètres environnementaux sur l’abondance 

absolue des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens sul1 et intI1 dans les communautés 

zooplanctoniques (Figure 35). Peu de corrélations significatives ont été observées entre l’abondance 

des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens et les paramètres environnementaux. Seule 

l’abondance du gène intI1 était fortement corrélée aux mesures de turbidité et à la concentration en 

algues. L’abondance du gène sul1 n’était pas corrélée à l’abondance du gène intI1 ni aux paramètres 

environnementaux.  

 

 

Figure 33 : Corrélogramme de l’abondance absolue des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens, du gène tuf et 
des paramètres environnementaux associés aux échantillons d’eau de mer (résultats obtenus dans le Chapitre II partie III.3). 

Pr : pression ; Temp : température de l’eau ; Sal : salinité ; Turb : turbidité ; Oxyg : saturation en oxygène ; Alg : 
concentration en algues. 
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Figure 34 : Corrélogramme de l’abondance absolue des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens, du gène tuf et 
des paramètres environnementaux associés aux échantillons de phytoplancton. Pr : pression ; Temp : température de 

l’eau ; Sal : salinité ; Turb : turbidité ; Oxyg : saturation en oxygène ; Alg : concentration en algues. 

 

 

 

Figure 35 : Corrélogramme de l’abondance absolue des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens et des 
paramètres environnementaux associés aux échantillons de zooplancton. Pr : pression ; Temp : température de l’eau ; Sal : 

salinité ; Turb : turbidité ; Oxyg : saturation en oxygène ; Alg : concentration en algues. 
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III.4. Accumulation des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens le 
long d’un réseau trophique benthique 

Afin d’étudier un potentiel phénomène d’accumulation des gènes indicateurs de résistance aux 

antimicrobiens au sein des différents échantillons représentatifs d’un réseau trophique benthique 

dans la Manche et la Mer du Nord, des modèles de régression ont été construits. L’abondance relative 

des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens par rapport au gène tuf a été utilisée dans ces 

modèles pour pouvoir comparer les données en ayant une grandeur unique entre les différents 

niveaux trophiques. Les niveaux 0 et 1 de la modélisation du réseau trophique étaient représentés par 

les échantillons d’eau de pleine mer (résultats obtenus dans le Chapitre II partie III.3) et de 

phytoplancton, respectivement. Le niveau 3 était caractérisé par les différents prélèvements des 

spécimens du niveau trophique le plus élevé, c’est-à-dire la chair des mollusques bivalves ainsi que la 

peau et les branchies des poissons plats. Le zooplancton (représentant le niveau 2 du réseau trophique) 

et les viscères de poissons plats (niveau 3 du réseau trophique) n’ont pas été inclus dans les modèles 

étant donné la faible quantification du gène tuf dans ces échantillons. Pour la validation de l’hypothèse 

de linéarité des modèles construits, les graphiques représentant les différentes régression linéaires et 

locales combinées avec l’intervalle de confiance ont été réalisés et figurent dans les Annexe XIX à 

Annexe XXII.  

En raison d’une faible quantification du gène tetA dans les échantillons de niveaux trophiques 

inférieurs, la droite de régression linéaire était en dehors de l’intervalle de confiance à 95 % (Annexe 

XIX). L’hypothèse de linéarité entre l’abondance de ce gène et les niveaux trophiques n’a pas été 

validée. Nous avons donc construit des modèles de régressions locales pour caractériser 

l’accumulation du gène tetA dans ces échantillons (Figure 36). Sur ces modèles de régression, nous 

avons observé une abondance relative constante du gène tetA entre les niveaux trophiques 0 et 1 à 

environ - 2,1 log. En revanche, une augmentation de cette abondance relative au niveau trophique 3 

(Figure 36A et Figure 36B) a révélé une accumulation du gène tetA sur la peau et dans les branchies 

des poissons plats analysés. Une faible quantification de ce gène dans la chair des mollusques bivalves 
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n’a pas permis la réalisation d’un modèle de régression (Figure 36C). Cependant, une abondance 

relative du gène tetA 2,5 fois plus élevée dans la chair de bivalve par rapport à l’eau de mer et le 

phytoplancton a été observée. 

Comme le gène tetA, l’hypothèse de linéarité n’a pas été concluante entre l’abondance relative 

du gène blaTEM et les niveaux trophiques (Annexe XX). Des modèles de régressions locales ont donc été 

tracés pour ce gène (Figure 37). Etant donné qu’il n’y avait aucune quantification du gène blaTEM dans 

les échantillons d’eau de mer, seules les abondances relatives dans les échantillons de phytoplancton, 

de chair de mollusques bivalves, de peau et de branchies de poissons plats ont été prises en compte. 

Ainsi, nous avons observé une plus faible accumulation du gène blaTEM dans les échantillons de 

phytoplancton que sur la peau et les branchies des poissons plats. Concernant la chair de mollusques 

bivalves, la construction du modèle de régression n’était pas concluante mais les abondances relatives 

du gène blaTEM étaient globalement similaires avec les échantillons de phytoplancton. 

Concernant l’abondance relative du gène sul1, l’hypothèse de linéarité avec les niveaux 

trophiques a été validée (Annexe XXI). Des modèles de régressions linéaires ont donc été construits 

pour ce gène et les paramètres de ces droites de régressions ont été considérés (Figure 38). En 

considérant la pente de ces droites, nous avons noté une plus forte accumulation dans les branchies 

des poissons plats (a = 0,29) et dans la chair des mollusques bivalves (a = 0,33) que sur la peau des 

poissons plats (a = 0,16). Les faibles valeurs du coefficient de détermination R² indiquaient que les 

valeurs d’abondances relatives du gène sul1 étaient très dispersées autour de la droite de régression 

et donc que les échantillons étaient différemment contaminés par ce gène. Ce modèle d’accumulation 

du gène sul1 dans les niveaux trophiques est donc à considérer avec précaution.  

De même que pour le gène sul1, l’hypothèse de linéarité entre l’abondance relative du gène 

intI1 et les niveaux trophiques a été validée (Annexe XXII). Les modèles de régressions linéaires pour 

ce gène sont présentés en Figure 39. A l’inverse du gène sul1, la pente de la droite n’indiquait aucune 

accumulation du gène intI1 au niveau de la peau des poissons plats. En revanche, une accumulation 
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de ce gène dans les branchies des poissons plats a été constatée avec une pente de la droite à 0,12. 

Cette accumulation du gène intI1 était plus faible que celle du gène sul1 dans les branchies. De façon 

surprenante, un effet de dilution du gène intI1 a été observé entre les échantillons d’eau de mer, de 

phytoplancton et de chair de mollusques bivalves (a = -0,25). Les valeurs du coefficient R² des droites 

de régression indiquaient que les échantillons étaient contaminés de manière hétérogène par le gène 

intI1. Comme le gène sul1, ce modèle est également à considérer avec précaution.   
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Figure 36 : Modèles de régressions locales (de type lowess) de l’abondance relative du gène tetA en fonction du niveau 
trophique. Le niveau trophique 3 correspond aux échantillons de (A) peau de poissons plats, (B) branchies de poissons plats 

et (C) chair de mollusques bivalves. 



Chapitre III : Occurrence des gènes indicateurs dans un réseau trophique benthique 

192 | P a g e  

 

 

Figure 37 : Modèles de régressions locales (de type lowess) de l’abondance relative du gène blaTEM en fonction du niveau 
trophique. Le niveau trophique 3 correspond aux échantillons de (A) peau de poissons plats, (B) branchies de poissons plats 

et (C) chair de mollusques bivalves. 
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Figure 38 : Modèles de régressions linéaires de l’abondance relative du gène sul1 en fonction du niveau trophique. Le 
niveau trophique 3 correspond aux échantillons de (A) peau de poissons plats, (B) branchies de poissons plats et (C) chair de 

mollusques bivalves. 
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Figure 39 : Modèles de régressions linéaires de l’abondance relative du gène intI1 en fonction du niveau trophique. Le 
niveau trophique 3 correspond aux échantillons de (A) peau de poissons plats, (B) branchies de poissons plats et (C) chair de 

mollusques bivalves. 
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IV. Discussion 

Cette étude menée sur l’occurrence de gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens a 

été la première réalisée sur un réseau trophique benthique représenté par des échantillons de 

phytoplancton, de zooplancton, de mollusques bivalves et de poissons plats mais également la 

première réalisée dans la Manche et la Mer du Nord. En effet, peu de données ont été acquises sur la 

contamination de l’environnement marin en France par les GRA (ANSES, 2020a). Pour pallier cela, nous 

avons suivi les quatre gènes indicateurs résistance aux antimicrobiens tetA, blaTEM, sul1 et intI1 dans 

des échantillons de phytoplancton, de zooplancton, de mollusques bivalves et de poissons plats.  

La prévalence totale des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens dans les 

échantillons marins représentatifs du réseau trophique benthique dans la Manche et la Mer du Nord 

était de 83,7 % et de 81,4 % si on tient compte des résultats sur les échantillons d’eau de pleine mer 

analysés dans le Chapitre II. En considérant uniquement les échantillons représentatifs du réseau 

trophique (sans l’eau de pleine mer), nous avons observé des prévalences de 47,5 % pour le gène tetA, 

de 46,1 % pour le gène blaTEM, de 59,6 % pour le gène sul1 et de 63,8 % pour le gène intI1. Les gènes 

sul1 et intI1, codant respectivement pour la résistance aux sulfonamides et l’intégrase de l’intégron de 

classe 1, ont été détectés dans plus de 60 % des échantillons de phytoplancton et de zooplancton. Les 

abondances absolues observées pour ces échantillons variaient entre 4,2 et 6,2 log copies/ml 

d’échantillon selon la zone de prélèvement considérée. Comme pour les échantillons d’eau de mer 

analysés dans le Chapitre II, les gènes blaTEM et tetA, codant respectivement pour la résistance aux β-

lactamines et aux tétracyclines, ont été les moins détectés notamment dans les échantillons de 

phytoplancton et de zooplancton (entre 6 et 25 % des échantillons). Les abondances absolues 

observées pour ces deux gènes étaient globalement inférieures à celles des gènes sul1 et intI1. Des 

résultats similaires ont été mis en évidence dans l’étude de Xue et al. (2021) dans laquelle l’analyse de 

communautés de phytoplancton et de zooplancton prélevées le long d’une rivière en Chine a révélée 

des abondances du gène sul1 plus élevées que celles du gène tetA. Le gène blaTEM n’a pas été ciblé 

dans leur étude mais de faibles abondances des gènes blaNDM-1, blaIMP-4 et blaSHV codant également pour 
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des β-lactamases ont été mises en évidence. Les gènes intI1 et sul2 ont également été quantifiés par 

ddPCR (Digital Droplet PCR) dans du plancton marin entre 3,0.10-3 et 2,9.10-1 copies d’unités génomes 

dans le sud de la Mer du Nord, la Mer d’Irlande et l’Atlantique Nord (Di Cesare et al., 2018). Ces 

résultats suggèrent comme les nôtres que les communautés de phytoplancton et de zooplancton 

marins sont des réservoirs de GRA.  

 Peu d’échantillons de mollusques bivalves ont été prélevés dans le cadre de la campagne 

océanographique IBTS 2020 constituant un échantillonnage restreint à la Manche Est. En effet, les 

mollusques bivalves n’ont pas pu être pêchés à chaque station d’échantillonnage comme les poissons 

plats à cause du caractère aléatoire de la pêche de capture par chalutage de fond. Au moins un gène 

indicateur de résistance aux antimicrobiens a pu être quantifié dans chacun des pools d’individus avec 

des abondances variant entre 2,6 et 5,5 log copies/g de chair. Les plus fortes abondances étaient 

associées aux échantillons prélevés près des côtes pouvant indiquer l’impact potentiel des rejets 

côtiers sur l’occurrence des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens dans les mollusques. 

Peu d’études ont été menées sur la quantification des GRA dans les mollusques bivalves. Cependant, 

certains travaux de recherche ont mis en évidence la présence de GRA comme les gènes blaampC et 

tet(34) dans des souches de Vibrio isolées de moules, de pétoncles et d’huîtres prélevés près des côtes 

norvégiennes (Håkonsholm et al., 2020). Les gènes dfrA14, sul1, sul2, tetA, tetD, blaTEM et blaCTX-M-3 ont 

été identifiés par un séquençage complet du génome de souches de K. pneumoniae isolées de ces 

mollusques bivalves (Håkonsholm et al., 2022). Près des côtes norvégiennes, des souches 

d’entérobactéries ont également été isolées de mollusques bivalves (Grevskott et al., 2017). Parmi ces 

souches, 38 % présentaient une résistance phénotypique à au moins un des antibiotiques testés et 5 % 

étaient multirésistantes. Une majorité des souches d’E. coli isolées dans cette étude étaient porteuses 

du gène blaTEM-1B et certaines souches possédaient les gènes tetA, tetB, tetD, sul1, sul2, strA et strB. En 

se nourrissant des particules en suspension dans l’eau par filtration, les mollusques bivalves sont ainsi 

sujets à l’accumulation de GRA au niveau de leur chair. De plus, en vivant au contact des fonds marins, 
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les mollusques bivalves sont particulièrement exposés au réservoir de GRA que constituent les 

sédiments marins.   

 Afin d’étudier l’abondance des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens associés aux 

poissons plats, nous avons considéré trois natures de prélèvements : la peau, les branchies et les 

viscères. Les gènes tetA et blaTEM ont été détectés dans 20 à 28,6 % des échantillons de peau, 48,6 % 

des échantillons de branchies et dans 74,3 à 82,9 % des échantillons de viscères. La prévalence des 

gènes sul1 et intI1 au sein de ces échantillons variait peu : entre 51,4 et 62,9 % dans les échantillons 

de peau, entre 42,9 et 45,7 % dans les échantillons de branchies, et entre 60 et 74,3 % dans les 

échantillons de viscères. Globalement, l’abondance absolue des gènes tetA et blaTEM était supérieure 

à celle des gènes sul1 et intI1 dans les trois matrices étudiées. L’occurrence des GRA et des EGM au 

sein des populations de poissons marins sauvages est peu décrite. La peau des poissons est 

caractérisée par une sécrétion de mucus qui constitue une barrière immunitaire et est colonisée par 

différentes espèces bactériennes commensales et/ou opportunistes appartenant principalement aux 

phyla des Protéobactéries, des Firmicutes et des Acidobactéries (Minniti et al., 2017). Des GRA tels que 

les gènes blaDHA, tetM et vgaB (codant pour la résistance à la streptogramine A et aux composés 

apparentés) ont été identifiés sur la peau et les filets de truites arc-en-ciel d’élevage (Oncorhynchus 

mykiss) où les conditions environnementales sont très différentes du milieu marin (Helsens et al., 

2020). L’intestin des poissons sécrète également du mucus pour les protéger des agressions et peut 

être caractérisé par une grande diversité bactérienne qui peut être associée à des GRA. Dans les 

intestins de soles sauvages (Cynoglossus semilaevis) prélevées dans la Baie de Bohai au Nord Est de la 

Chine, une abondance élevée de gènes de résistance aux aminoglycosides, aux β-lactamines et aux 

tétracyclines a été observée (Jia et al., 2022). De même, une quantification des gènes sul1, blaTEM et 

qnrS avec des abondances relatives au gène de l’ARNr 16S entre 10-1 et 10-5 a été reportée dans des 

échantillons de mucus intestinal de carpes (Cyprinus carpio), de barbeaux (Luciobarbus graellsii) et de 

truites sauvages (Salmo trutta) d’eau douce en Espagne (Marti et al., 2018). Les branchies constituent 

également un réservoir de GRA étant un site clé de la respiration et d’échanges avec l’environnement 
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pour les poissons. En Mer Méditerranée, plusieurs souches d’Entérobactéries ont été isolées des 

branchies et des viscères de sardines (Sardina pilchardus), de saupes (Sarpa salpa), de chinchards 

(Trachurus trachurus) et d’anchois (Engraulis encrasicolus) (Brahmi et al., 2018). Environ 15 % de ces 

isolats possédaient le gène blaTEM et 11 % le gène sul1.  

 Une co-occurrence des gènes sul1 et intI1 a été constatée dans 46,8 % des échantillons marins 

analysés. Ces résultats étaient cohérents avec les résultats d’abondance des gènes indicateurs de 

résistance aux antimicrobiens dans les prélèvements d’eau de mer (résultats obtenus dans le 

Chapitre II), étant donné que les gènes sul1 et intI1 sont majoritairement localisés au sein des intégrons 

de classe 1. De plus, les abondances absolues de ces deux gènes étaient fortement corrélées entre 

elles dans les échantillons d’eau de mer et de phytoplancton selon l’analyse des corrélations que nous 

avons effectué. Une co-occurrence des quatre gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens tetA, 

blaTEM, sul1 et intI1 a été observée dans au moins un échantillon de chaque matrice excepté dans les 

mollusques bivalves. Cette co-occurrence était associée à une plus forte abondance des gènes pouvant 

démontrer une plus forte contamination des zones où ces échantillons ont été prélevés. L’échantillon 

de zooplancton présentant cette co-occurrence des quatre gènes a été prélevé au niveau de la Côte 

Ouest des Pays-Bas, la zone où nous avons constaté une plus forte contamination de l’eau de mer par 

les gènes sul1 et intI1. Trois échantillons de phytoplancton présentaient une co-occurrence des quatre 

gènes et ont été prélevés en Manche Est, près de la Côte Est de l’Angleterre et même au Centre de la 

Mer du Nord. Cette co-occurrence au sein des échantillons de phytoplancton a été appuyée par une 

forte corrélation entre ces quatre gènes. Ces résultats étaient assez différents de ceux observés par 

Xue et al. (2021) qui ont mis en évidence une corrélation partielle entre les gènes intI1 et sul1 ainsi 

qu’une corrélation très faible du gène intI1 avec les gènes tetA, blaNDM-1, blaIMP-4 et blaSHV associés aux 

communautés de phytoplancton et de zooplancton. Cependant, leur étude portait sur un système 

fluvial en Chine donc présentant des caractéristiques, des impacts anthropiques et des populations 

bactériennes différents de l’environnement marin. 
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L’abondance totale des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens dans les diverses 

matrices environnementales nous a permis d’observer des disparités dans la contamination des zones 

selon la nature de l’échantillon analysée. Globalement, les zones de la Manche Est et de l’Embouchure 

de la Tamise étaient caractérisées par une contamination plus importante des échantillons marins par 

la résistance aux antimicrobiens alors que les zones de la Côte du Nord des Pays-Bas et du Centre de 

la Mer du Nord avaient un niveau de contamination moins élevé. Ces résultats montrent que les 

échantillons ont potentiellement été impactés de manière différente par des sources de contamination 

de diverses origines. La plus forte contamination au niveau de la Manche Est pouvait s’expliquer par 

un trafic maritime intense dans ces eaux et la présence de plusieurs ports au niveau des côtes. Une 

contamination plus importante des mollusques bivalves par les gènes indicateurs de résistance aux 

antimicrobiens a d’ailleurs été observée au large des villes de Fécamp et de Le Touquet-Paris-Plage, 

deux secteurs caractérisés respectivement par les rejets du port de plaisance de Fécamp et de la 

Canche, un long fleuve côtier exposé à de nombreux affluents dans le Pas-de-Calais. La zone de 

l’Embouchure de la Tamise est principalement impactée par les effluents de la Tamise, le plus long 

fleuve d’Angleterre qui réceptionne de nombreux affluents potentiellement contaminés par la 

résistance aux antimicrobiens. La contamination de l’Embouchure de la Tamise observée dans cette 

étude fait également suite à l’actualité concernant les déversements d’eaux usées non traitées par le 

Royaume-Uni dans les rivières et la mer. Selon une norme législative britannique, en cas de fortes 

pluies comme en août 2022 par exemple, les compagnies des eaux usées sont dispensées de traiter les 

eaux usées et ont la possibilité de les rejeter en mer près des côtes. Entre 2016 et 2021, il a été estimé 

qu’environ 1,2 millions de déversements en mer ont eu lieu dont 400 000 en 2021 pouvant entraîner 

une pollution des eaux côtières par des BRA et GRA d’origine fécale entre autres. Nous avons 

également observé une contamination des échantillons de phytoplancton et de la peau des poissons 

plats dans la zone du Centre de la Mer du Nord théoriquement sujette à peu d’impacts anthropiques. 

Comme nous l’avons développé dans la partie discussion du Chapitre II, la présence de plateformes 

offshores dans cette zone pourrait jouer un rôle dans la propagation des GRA par les différents 
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effluents et/ou les animaux marins contaminés par les résistances aux antimicrobiens qui sont attirés 

par ces plateformes. Cela démontre la complexité des études dans des milieux aussi vastes que la 

Manche et la Mer du Nord dans lesquels il est difficile de relier les niveaux de contamination à la 

proximité des côtes et des rejets d’origine terrestre tout en considérant l’impact des activités en mer 

et des courants marins. Ces différences dans l’occurrence des gènes indicateurs de résistance aux 

antimicrobiens selon la zone d’étude et la nature de l’échantillon considéré peuvent en effet traduire 

une dissémination importante des GRA dans l’environnement marin. 

Les bactéries sont l’un des acteurs majeurs impliqués dans la dissémination des GRA dans 

l’environnement. Afin d’estimer cette population microbienne dans chaque nature d’échantillon 

prélevé dans le milieu marin, le gène bactérien tuf a été quantifié. Ce gène a pu être quantifié dans 

l’ensemble des échantillons de phytoplancton, de chair de mollusques bivalves, de peau et de 

branchies de poissons plats avec des abondances qui variaient peu selon les zones de prélèvements. 

De plus, nous avons mis en évidence par l’analyse des corrélations qu’une abondance élevée du gène 

tuf était en partie associée à une abondance élevée des gènes sul1 et intI1 dans l’eau de mer et des 

quatre gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens associés aux communautés de 

phytoplancton. L’abondance relative des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens par 

rapport au gène tuf a pu être déterminée pour les échantillons de phytoplancton, de chair de 

mollusques bivalves, de peau et de branchies de poissons plats et avaient une tendance similaire aux 

abondance absolues. Ces résultats indiquaient que les bactéries quantifiées par le gène tuf étaient les 

principaux hôtes des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens. Etonnamment, le gène tuf a 

été peu quantifié dans les échantillons de zooplancton. Ceci pouvait être expliqué par le fait que la 

totalité de la flore bactérienne associée à ces matrices n’était pas ciblée par le gène tuf. Il a été mis en 

évidence qu’une très faible densité de bactéries était associée aux copépodes, principaux 

représentants du zooplancton, rendant leur quantification difficile par des méthodes de biologie 

moléculaire (Brandt et al., 2010). Nous avons d’ailleurs détecté les gènes tetA et blaTEM dans 

respectivement 6 et 13 % des enrichissements des échantillons de zooplancton. La faible quantification 
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du gène tuf pouvait provenir d’une hétérogénéité de colonisation du zooplancton par les bactéries 

étant donné la diversité des espèces composant ce zooplancton comme les larves de vertébrés, 

d’invertébrés, le krill, les copépodes … Ces espèces possèdent des systèmes immunitaires différents et 

peuvent donc être plus ou moins colonisées par des espèces bactériennes assez variées dépendantes 

du milieu environnemental où elles vivent. Par exemple, des bactéries des genres Arcobacter, 

Campylobacter, Vibrio et Aeromonas étaient associées à des espèces phytoplanctoniques comme les 

diatomées et les dinoflagellés et zooplanctoniques (principalement les copépodes) en Mer Ionienne et 

Tyrrhénienne (Maugeri et al., 2004). Cela montre que ces communautés de plancton peuvent être 

colonisées et véhiculer les microorganismes dans l’environnement marin. De plus, Chaix et al. 

(2017) ont mis en évidence des souches d’Aeromonas présentant des résistances phénotypiques au 

sulfaméthoxazole (sulfonamide), à l’ertapénème (carbapénème) ainsi qu’à certaines céphalosporines 

et pénicillines. Ces souches ont été isolées de copépodes à l’embouchure de l’estuaire de la Seine à 

proximité de Tancarville. Certains isolats d’Aeromonas présentaient même une résistance jusqu’à 6 

antibiotiques indiquant que le zooplancton peut être un vecteur de bactéries porteuses de GRA. 

L’étude du phytoplancton et du zooplancton reste cependant complexe en raison de leur mouvement 

horizontal sur de longues distances via les courants marins et du mouvement vertical du zooplancton 

qui peut directement impacter l’alimentation des espèces benthiques comme les mollusques bivalves 

et les poissons plats.  

Le gène tuf n’a été détecté que dans 3/35 échantillons de viscères de poissons plats. Une présence 

élevée de sels biliaires et de polysaccharides complexes dans les viscères de poissons a été mise en 

évidence dans l’étude de Larsen et al. (2014). Ces composés sont connus pour agir comme inhibiteurs 

de la PCR ce qui peut expliquer la faible quantification des gènes indicateurs de résistance aux 

antimicrobiens et du gène bactérien tuf dans les échantillons de viscères. Nous avons d’ailleurs mis en 

évidence lors de notre comparaison des méthodes d’extraction de l’ADN bactérien (Chapitre I) un taux 

de 28 % de faux négatifs lié à la présence d’inhibiteurs dans les échantillons de viscères de poissons 

plats. Une prévalence des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens plus élevée dans les 
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enrichissements en EPT/EPSA que sans aucune étape d’enrichissement a d’ailleurs été observée 

principalement pour les viscères de poissons plats. Cela confirme qu’une absence de quantification 

pouvait être liée aux composés inhibiteurs de la PCR ou à une sensibilité insuffisante des réactions de 

qPCR pour quantifier un faible nombre de copies des gènes indicateurs de résistance aux 

antimicrobiens. Le gène qui a été le plus détecté dans ces échantillons enrichis de viscères était blaTEM 

codant pour la β-lactamase la plus couramment retrouvée dans les Entérobactéries. Des genres 

bactériens comme Vibrio, Pseudomonas et Flavobacterium sont les plus fréquemment identifiés dans 

les viscères de poissons marins tels que le cabillaud (Gadus morhua), le flétan (Hippoglossus 

hippoglossus) et la sole (Solea solea) (Egerton et al., 2018) et sont souvent caractérisés par une 

multirésistance aux antimicrobiens (Briet et al., 2018, Thomassen et al., 2022, Clark et al., 2009). 

Concernant les autres échantillons marins, certains gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens 

ont été quantifiés alors qu’aucune détection dans les enrichissements des échantillons en EPT/EPSA 

n’a été observée. Plusieurs hypothèses peuvent être avancées pour expliquer ces résultats. 

Premièrement, il a été mis en évidence que seulement 1 % des bactéries présentes dans 

l’environnement seraient cultivables en laboratoire, le reste étant dans un état viable mais non 

cultivable ou en mort cellulaire (Bloomfield et al., 1998). Les enrichissements en EPT et en EPSA que 

nous avons faits n’étaient peut-être pas des conditions optimales (milieux, température et temps 

d’incubation) pour revivifier et développer toutes les bactéries stressées présentes dans les 

échantillons et porteuses des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens. Il faudrait alors 

tester et optimiser les conditions de culture des bactéries dans des échantillons complexes comme 

ceux analysés dans ces travaux. Deuxièmement, les GRA dans l’environnement marin peuvent 

également être encapsidés au sein de bactériophages qui sont considérés comme l’entité biologique 

dominante dans l’environnement, jouant un rôle majeur dans la dissémination par le transfert des GRA 

par transduction (Wommack and Colwell, 2000, Blanco-Picazo et al., 2020). L’analyse moléculaire des 

particules virales isolées des échantillons marins permettrait de confirmer cette hypothèse. L’analyse 
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de l’ADN extracellulaire permettrait également de caractériser son rôle dans le portage et la 

dissémination des GRA. 

Afin d’évaluer l’impact potentiel des facteurs biotiques et abiotiques de l’environnement marin 

sur l’abondance des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens associés aux échantillons 

prélevés à la surface de la mer, une analyse de corrélations a été effectuée. La turbidité et la saturation 

en oxygène étaient positivement corrélées avec l’abondance des gènes sul1 et intI1 dans l’eau de mer 

ainsi qu’avec l’abondance des quatre gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens associée au 

phytoplancton. La mesure de la turbidité près de la surface reflétait la présence de matière biotique 

en suspension tels que les microorganismes mais également le phytoplancton et le zooplancton sur 

lesquels les microorganismes peuvent s’agréger. La turbidité peut également indiquer de la matière 

abiotique comme les microplastiques qui sont reconnus comme étant un hotspot pour les GRA portés 

par les BRA qui s’agrègent sur ces particules (Liu et al., 2021). Une forte turbidité exprimée par une 

concentration importante de cellules phytoplanctoniques serait à l’origine d’une augmentation du 

processus de photosynthèse en plus d’une quantité élevée de microorganismes associés au 

phytoplancton. Cela expliquerait la forte corrélation entre l’abondance absolue du gène bactérie tuf, 

la turbidité, la saturation en oxygène et la concentration en algues. De plus, une forte turbidité 

limiterait la pénétration des rayons UV dans l’eau constituant ainsi une protection des 

microorganismes et de l’ADN sous forme libre de la dégradation. Des eaux avec une forte turbidité liée 

à la présence de microorganismes et de communautés phytoplanctoniques constitueraient donc un 

milieu propice à l’occurrence et au transfert des GRA entre les bactéries. Concernant les échantillons 

de zooplancton, nous avons observé peu d’impact des facteurs environnementaux sur l’abondance des 

gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens. Seules la turbidité et la concentration en algues 

étaient positivement corrélées à l’abondance du gène intI1. Des observations similaires ont été 

constatées dans l’étude de Reichert et al. (2021) qui a été réalisée sur des eaux de rivières en 

Allemagne et dans laquelle l’abondance des gènes de résistance blaTEM, sul1, tetM et ermB était 

fortement corrélée à la turbidité. De même, Chen et al. (2020) ont mis en évidence au niveau d’un 
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estuaire en Chine qu’une forte turbidité de l’eau était associée à des abondances plus élevées des 

gènes sul2, sul3, tetW ou encore du gène intI1 impliquant que la matière particulaire en suspension 

dans l’eau pouvait être un réservoir de GRA. La saturation en oxygène mesurée dans notre étude 

pourrait également être un facteur important dans le maintien des gènes indicateurs de résistance aux 

antimicrobiens dans l’environnement marin que ce soit en suspension dans l’eau ou associés aux 

communautés de phytoplancton. De même, Tao et al. (2016) ont montré que l’oxygène pouvait avoir 

un impact sur la structure des communautés microbiennes dans les systèmes de traitement des eaux 

usées notamment dans les proportions des bactéries des genres Xanthomonas, Bacteroides, 

Lactobacillus et Porphyromonas. L’oxygène serait donc un facteur environnemental favorisant la 

croissance de certaines espèces bactériennes potentiellement porteuses de GRA. Une expérience in 

vitro menée par Rysz et al. (2013) a permis de mettre en évidence que la maintenance de souches 

d’E. coli porteuses du gène de résistance tetC sur un plasmide était favorisée en condition aérobie 

plutôt qu’anaérobie. Aucune corrélation n’a été observée entre la concentration en algues et 

l’abondance des gènes sul1, intI1 et tuf associés à l’eau de mer. Mais nous avons démontré une 

corrélation significative entre l’abondance des quatre gènes indicateurs de résistance aux 

antimicrobiens et du gène tuf et la concentration en algues mesurée dans les communautés de 

phytoplancton. Cette mesure de la concentration en algues comprenait les algues vertes, les 

cyanobactéries, les diatomées et les cryptophytes qui sont les principaux représentants du 

phytoplancton. Une concentration élevée de cellules phytoplanctoniques serait donc associée à une 

plus forte abondance de la population microbienne ainsi qu’à une plus forte abondance des gènes 

indicateurs de résistance aux antimicrobiens. Cette observation était cohérente avec l’étude de Wang 

et al. (2020) réalisée sur l’occurrence de GRA dans des cyanobactéries prélevées dans un lac en Chine. 

Ils ont mis en évidence que les cyanobactéries étaient associées à des abondances élevées des gènes 

intI1, sul1, sul2, tetA, tetB, blaTEM, qnrB et strA, jusqu’à 1,0.106 copies/g de cellules de cyanobactéries 

montrant ainsi que ces algues constituent une source de GRA et d’EGM. Leur étude a également permis 

de mettre en évidence que les GRA associés à ces cyanobactéries étaient relativement stables dans 
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l’eau à faible température et qu’une forte concentration en cyanobactéries était propice aux transferts 

conjugatifs de ces résistances. De plus, nous avons observé un effet négatif de la salinité sur 

l’abondance des gènes sul1, intI1 et tuf associés à l’eau de mer. Ces résultats étaient cohérents avec 

ceux observés par Tan et al. (2019) qui ont montré in vitro que l’abondance des gènes impliqués dans 

la résistance aux antimicrobiens comme tetR, acrA, acrB, mexF et mphA diminuait significativement au 

sein des communautés bactériennes à mesure que la salinité augmentait. Ils ont également mis en 

évidence une diminution de l’abondance de gènes de transposases (tnpA-02 à tnpA-07) ainsi qu’une 

diminution de la fréquence de transfert de plasmides résistants par conjugaison. Dans notre étude, les 

variations de salinité dans la mer auraient un impact indirect sur l’occurrence des gènes indicateurs de 

résistance aux antimicrobiens en ayant un effet direct sur la composition des communautés 

microbiennes porteuses de ces gènes. Nous n’avons mis en évidence aucun impact significatif d’une 

variation du pH, de la pression et de la température de l’eau sur l’abondance des gènes sul1 et intI1 

dans l’eau de mer. Cependant, ces trois facteurs abiotiques ont démontré une corrélation négative 

avec l’abondance de la population bactérienne estimée par le gène tuf indiquant qu’une augmentation 

du pH, de la pression et de la température de l’eau pourrait induire un stress dans les bactéries 

environnementales et entraîner une baisse de leur abondance ou une modification de la diversité 

bactérienne ou de leur viabilité. Concernant l’abondance des gènes indicateurs de résistance aux 

antimicrobiens et du gène tuf associés aux communautés de phytoplancton, une corrélation négative 

avec le pH et la température a été observée. Mais contrairement aux échantillons d’eau de mer, 

l’abondance des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens et de la population bactérienne 

était positivement corrélée à la pression de l’eau. Ces résultats différents de ceux des échantillons 

d’eau pourraient être expliqués par un attachement des bactéries sur les communautés de 

phytoplancton sous forme de biofilm et qui résisteraient alors mieux aux stress environnementaux 

comme une variation de pression. L’étude menée in vitro par Morrissey et al. (2021) sur des algues 

vertes marines prélevées en Mer Adriatique a permis de mettre en évidence un effet significatif d’une 

variation de température d’environ 6 °C (soit une variation de 2 °C de plus que dans notre étude) sur 
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la diversité microbienne associée à ces algues montrant ainsi que le microbiome algal était dynamique 

face à ce stress environnemental. Ces résultats suggèrent que certains facteurs biotiques et abiotiques 

liés à l’environnement marin seraient susceptibles d’influencer l’occurrence des GRA et des EGM parmi 

les communautés de plancton mais également dans l’eau de mer. Xue et al. (2021) ont soulignés des 

effets directs et indirects des communautés de phytoplancton et de zooplancton dans la dynamique 

de la résistance aux antimicrobiens. L’effet direct est caractérisé par la sécrétion de carbone organique 

par ces communautés de plancton qui protègent les GRA de la dégradation par des nucléases 

présentes dans l’environnement. Concernant l’effet indirect, il a été mis en évidence que la matière 

organique produite par le plancton est une source de nutriments pour les bactéries, hôtes principaux 

des GRA, qui viendraient alors se fixer et se développer à leur surface. Tous les facteurs biotiques et 

abiotiques analysés dans notre étude auraient donc une influence sur la croissance des bactéries dans 

l’eau de mer et associées au phytoplancton ce qui provoquerait les variations d’abondance des gènes 

indicateurs de résistance aux antimicrobiens que nous avons observé. 

Des régressions locales et linéaires ont été modélisées afin d’étudier une potentielle accumulation 

des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens à chaque niveau trophique. Etant donné que 

les unités de mesure de l’abondance absolue des gènes différaient selon la nature de l’échantillon 

(cm², gramme, ml d’échantillon, L d’eau), l’abondance relative par rapport au gène bactérien tuf a été 

utilisée. Concernant les gènes tetA et blaTEM, les régressions locales étaient assez limitées en raison 

d’une faible prévalence dans les différents échantillons. Cependant, nous avons noté une 

accumulation de ces gènes associés à la population microbienne qui était plus importante au niveau 

des peaux et des branchies de poissons plats ainsi que dans la chair de mollusques bivalves par rapport 

à l’eau de mer et au phytoplancton. De même, une accumulation du gène sul1 a été observée au sein 

des mêmes échantillons alors que le gène intI1 montrait différentes tendances selon l’échantillon 

analysé. En effet, une accumulation de ce gène au niveau des branchies des poissons plats, un 

phénomène de dilution au niveau de la chair des mollusques bivalves mais une abondance 

relativement constante au niveau de la peau des poissons plats a été observée. Dans la mesure où les 
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mollusques bivalves sont des suspensivores, il est maintenant reconnu que ces espèces marines 

filtrent, retiennent et concentrent les particules en suspension dans la colonne d’eau faisant d’eux des 

candidats idéals comme indicateurs de contamination des environnements aquatiques (Grevskott et 

al., 2017). Des contaminants tels que les bactéries libres, les bactéries associées au plancton dont les 

mollusques se nourrissent, ou encore les GRA sont donc accumulés au niveau de leur chair ce qui a été 

observé dans notre étude concernant les gènes tetA, blaTEM et sul1. De même, le rôle des branchies 

des poissons dans l’accumulation de contaminants chimiques a déjà été mis en évidence, par exemple 

dans l’accumulation de microplastiques (Yin et al., 2022) ou encore de métaux lourds (Fakankun et al., 

2012). Sachant que les poissons plats sont en contact très étroit avec leur environnement, les 

microorganismes présents dans l’eau de mer et les sédiments sont retrouvés au niveau de la peau et 

des branchies des poissons. Notamment, une similarité dans la diversité bactérienne a été démontrée 

entre l’eau de mer, la peau et les branchies de maquereaux (Minich et al., 2020). Les viscères des 

poissons n’ont pu être incorporées dans les modèles de régression étant donné la faible quantification 

des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens et du gène bactérien tuf. Cependant, nous 

pouvons émettre l’hypothèse que la diversité microbienne et la diversité des GRA présentes dans le 

système digestif des poissons refléterait également ce qui est observé dans les eaux marines et dans 

les espèces marines dont se nourrissent les poissons plats. De même, les communautés de zooplancton 

n’ont pu être intégrées aux modèles pour les mêmes raisons. Néanmoins, la majorité des espèces de 

zooplancton jouent un rôle important dans le transport des bactéries le long de la colonne d’eau par 

migration verticale, se déplaçant vers les eaux profondes pour échapper aux prédateurs. Les BRA et 

les GRA sous forme libre dans la colonne d’eau peuvent se fixer sur les matières en suspension comme 

la matière organique et le phytoplancton formant ainsi des agrégats qui vont descendre dans les eaux 

profondes. Mais ces BRA et GRA peuvent également être ingérés par des organismes filtreurs tels que 

certaines espèces de zooplancton et être libérés dans les eaux plus profondes par les matières fécales 

ou être ingérés par les organismes consommateurs de ce zooplancton comme les mollusques bivalves 

ou les poissons de petite taille. Tout ceci formerait un gradient descendant le long de la colonne d’eau. 
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De plus, les microorganismes et les GRA peuvent également se déplacer de manière horizontale 

lorsqu’ils sont associés à des espèces marines migratrices de plus grande taille telles que les poissons 

entraînant alors leur dispersion sur de longues distances en complément des courants marins. Afin 

d’améliorer la qualité des modèles construits, il faudrait harmoniser les prélèvements effectués afin 

d’avoir une même unité de mesure comme la masse d’échantillon analysé et de réaliser l’ensemble 

des prélèvements au sein d’une même station de prélèvement soumise à une même source de 

contamination par la résistance aux antimicrobiens. De plus, nous sommes conscients de la variabilité 

de contamination de nos échantillons dans la mesure où les échantillons de poissons plats et de 

mollusques bivalves étaient composés de 10 individus et les échantillons de plancton de plusieurs 

milliers de cellules de phytoplancton/zooplancton. Néanmoins, les modèles réalisés dans cette étude 

ont permis d’obtenir une première approche de l’occurrence des gènes indicateurs de résistance aux 

antimicrobiens dans les différents niveaux trophiques. Ces modèles constituent une première piste 

intéressante concernant le rôle des réseaux trophiques dans l’accumulation des GRA.  
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V. Conclusion 

 La prévalence totale (eau de pleine mer et échantillons du réseau trophique benthique) des 

gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens dans la Manche et la Mer du Nord était de 

81,4 %. 

 La prévalence des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens dans les échantillons du 

réseau trophique benthique était de 63,8 % pour le gène intI1, de 59,6 % pour le gène sul1, de 

47,5 % pour le gène tetA et de 46,1 % pour le gène blaTEM. 

 Les gènes sul1/intI1 ont été les indicateurs les plus quantifiés dans les échantillons de 

phytoplancton, de zooplancton, de mollusques bivalves et de poissons plats avec une co-

occurrence dans 46,8 % des échantillons. 

 Les gènes tetA/blaTEM ont été peu quantifiés dans les échantillons mais avaient une prévalence 

élevée dans les enrichissements des échantillons notamment des branchies et des viscères de 

poissons plats. 

 Les gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens étaient majoritairement portés par la 

population microbienne mais pouvaient également se propager dans l’environnement 

potentiellement sous forme d’ADN libre ou associés aux bactériophages. 

 Une contamination plus importante des échantillons a été constatée en Manche Est, une zone 

considérée comme une véritable autoroute de la mer en raison d’un trafic maritime intense 

et impliquant différents rejets dans l’environnement marin ainsi qu’à l’Embouchure de la 

Tamise qui est soumise aux effluents du fleuve. 

 Certains facteurs abiotiques tels que la turbidité et la saturation en oxygène du milieu marin 

étaient impliqués dans le maintien des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens 

dans les communautés de phytoplancton et dans l’eau de mer alors que les variations de pH 

et de salinité avaient un effet négatif sur l’occurrence des gènes. 
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 L’accumulation des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens associés à la 

population microbienne était plus prononcée au niveau des branchies de poissons plats et de 

la chair des mollusques bivalves étant donné leur rôle dans la filtration d’eau et leur capacité 

de concentrer les polluants. Une légère accumulation des gènes a également été notée au 

niveau de la peau des poissons plats reflétant une contamination non négligeable de la surface 

des poissons par des GRA pouvant provenir d’une sédimentation des gènes dans les eaux 

profondes, de la présence des gènes au niveau des sédiments ou d’un transfert des gènes à la 

flore commensale des poissons. 

 Les gènes sul1 et intI1 seraient de bons indicateurs de contamination de l’environnement 

marin par la résistance aux antimicrobiens tant au niveau de l’eau de mer que dans les espèces 

représentatives d’un réseau trophique benthique.  
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I. Contexte 

Pour nos travaux, nous avons sélectionné quatre gènes indicateurs tetA, blaTEM, sul1 et intI1 

dans une liste de 16 gènes décrits par Berendonk et al. (2015) sur la base des connaissances actuelles 

de la contamination du milieu marin par les GRA mais principalement sur celles du milieu terrestre qui 

sont beaucoup plus importantes. Dans les Chapitres II et III, nous avons mis en évidence une prévalence 

globale de 72,2 % des 4 gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens tetA, blaTEM, sul1 et intI1 

par qPCR dans l’eau de mer et de 83,7 % dans les échantillons représentatifs du réseau trophique 

benthique prélevés dans la Manche et la Mer du Nord. Les abondances absolues de ces gènes variaient 

selon la nature de l’échantillon et la zone de prélèvement. A la vue de nos résultats, les deux gènes 

sul1 et intI1 peuvent paraître intéressants pour être des gènes indicateurs de résistance aux 

antimicrobiens des réseaux trophiques benthiques mais il faut conforter ces travaux préliminaires par 

d’autres campagnes spatio-temporelles. Elargir à d’autres réseaux trophiques et voir si d’autres gènes 

pourraient être plus pertinents comme indicateurs de la contamination antimicrobienne de 

l’environnement marin. De plus, de nouveaux gènes, pas encore décrits, pourraient être encore plus 

intéressants comme gènes indicateurs de l’environnement marin. Pour nos travaux, nous avons utilisé 

des méthodes classiques de qPCR pour détecter/quantifier les quatre gènes indicateurs de résistance 

aux antimicrobiens cibles dans des échantillons environnementaux. Mais ces méthodes permettent de 

cibler uniquement des gènes déjà identifiés et dont les séquences génétiques sont connues pour 

pouvoir dessiner des couples d’amorces spécifiques. De même, des techniques plus récentes comme 

la métagénomique par séquençage haut-débit de l’ADN environnemental permet d’obtenir des 

informations sur le résistome en identifiant des gènes déjà présents dans les bases de données. Ces 

techniques ont l’inconvénient de ne pas pouvoir identifier de nouveaux GRA qui pourraient être 

pertinents comme indicateurs de la contamination antimicrobienne de l’environnement.  

Une technique très récente, la métagénomique fonctionnelle, commence un peu à se 

développer. C’est un outil puissant et innovant pour caractériser le résistome et le mobilome de 
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matrices environnementales indépendamment de la culture des microorganismes. De plus, elle 

permet de caractériser de nouveaux gènes de résistance à partir de l’ADN extrait d’échantillons 

complexes comprenant la fraction cultivable mais aussi non cultivable des microorganismes et l’ADN 

libre, ce qui est une perspective très intéressante pour les échantillons environnementaux où la flore 

cultivable n’est que de 1 % et encore assez peu identifiée. Mais malgré ces importants avantages, cette 

technique est encore très peu utilisée de nos jours car beaucoup d’étapes de préparation sont 

nécessaires pour son application sur des échantillons complexes. En effet, l’ADN total doit être extrait 

de l’échantillon complexe et fragmenté avant de le cloner dans un vecteur de clonage comme un 

plasmide qui sera ensuite transformé dans un hôte bactérien par exemple. Ces bactéries constituent 

des librairies métagénomiques qui sont criblées en présence d’antibiotiques à une concentration 

capable d’inhiber la croissance de l’hôte sauf s’il possède un gène de résistance cloné dans le plasmide. 

Le fragment d’ADN est alors isolé puis séquencé afin d’identifier le gène responsable de la résistance. 

Quelques exemples de publications dans lesquelles la métagénomique fonctionnelle a été utilisée pour 

caractériser de nouveaux GRA dans l’environnement et les animaux marins sont indiqués dans le 

Tableau 29. Ces études ont permis d’identifier de nouveaux gènes de résistance aux β-lactamines, à la 

rifampicine, au chloramphénicol, aux aminoglycosides et à la tétracycline.  

Cependant, les auteurs de ces publications ont utilisé des protocoles très différents les uns des 

autres et aucune information n’est donnée sur la validation de leur protocole de métagénomique 

fonctionnelle ni sur la mise en place de contrôles permettant de valider les étapes critiques de cette 

méthode. Il a donc été difficile de définir la perte d’informations génétiques liée aux nombreuses 

étapes de la méthode dans ces études ainsi que la répétabilité, la reproductibilité et la robustesse des 

protocoles employés. En effet, cette méthode comporte des étapes critiques telles que la 

fragmentation de l’ADN en fragments de tailles optimales pour contenir des GRA ou encore l’étape de 

transformation bactérienne des plasmides recombinants. Toutes les étapes successives entre 

l’extraction de l’ADN et le criblage des librairies métagénomiques sur antibiotiques peuvent conduire 

à une perte de l’information génétique et donc à une identification seulement partielle du résistome 
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présent dans les échantillons complexes environnementaux. Il est donc nécessaire d’avoir recours à 

une mise au point de la méthode de métagénomique fonctionnelle sur des souches bactériennes déjà 

caractérisées génétiquement par un séquençage complet du génome pour valider la méthode sur des 

gènes déjà connus. Il apparait donc intéressant de travailler sur des souches de V. parahaemolyticus 

qui est une espèce pathogène alimentaire indigène du milieu marin, isolée principalement de crustacés 

et de coquillages. Les bactéries du genre Vibrio ont une certaine plasticité génétique avec deux 

chromosomes et un certain nombre de plasmides. Elles peuvent acquérir des EGM et elles possèdent 

des intégrons chromosomiques. Ce genre bactérien a été proposé comme indicateur de la résistance 

aux antibiotiques pour le milieu aquatique (Banerjee and Farber, 2018). 

L’objectif de ce travail a été de mettre au point une méthode de métagénomique fonctionnelle 

sur les souches de V. parahaemolyticus 12-B3PA-1629, 13-B3PA-2931 et 16-B3PA-0006 qui pourra être 

par la suite appliquée à des échantillons complexes et permettra l’identification de gènes 

potentiellement pertinents comme indicateurs de la contamination antimicrobienne de 

l’environnement marin. Ces souches ont été isolées de produits de la pêche et leurs résistances 

phénotypiques aux antibiotiques ont été caractérisées dans le cadre de la thèse ANTIBIOFISH (Briet, 

2018). 

Dans un premier temps, les librairies métagénomiques des souches de Vibrio ont été 

construites en clonant leur ADN dans un vecteur plasmidique et en transformant les plasmides 

recombinants dans un hôte bactérien. Pour cela, différentes conditions de fragmentation de l’ADN et 

deux méthodes de transformation bactérienne ont été comparées.  

Ensuite, un criblage a été appliqué à ces librairies métagénomiques avec des antibiotiques 

d’importances critiques et élevées en santé humaine afin d’identifier les gènes responsables des 

résistances phénotypiques des souches de Vibrio et de comparer ces résultats aux données obtenues 

par séquençage complet du génome de ces souches. Pour cela, différentes bases de données (NCBI, 
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CARD, ARG-ANNOT, ResFinder, ResFinderFG) ont été comparées pour identifier les GRA isolés par 

métagénomique fonctionnelle.  

Tableau 29 : Exemples d'études ayant utilisé la métagénomique fonctionnelle pour caractériser les gènes de résistance aux 
antimicrobiens dans des matrices environnementales. 

Références 
(Marathe et al., 

2018) 
(Martiny et al., 

2011) 
(Zhang et al., 

2019) 
(Su et al., 2014) 

Echantillons 
analysés 

Sédiments de 
rivière  
(Inde) 

Fèces de 
goélands 

(Etats-Unis) 

Effluents 
industriels et 

boues 
d’épuration 
(Angleterre) 

Sols agricoles 
(Chine) 

Plasmides pZE21-MCS pSMART-HCkan pCF430 pUC19 

Tailles des 
librairies / 

inserts 

Librairies : 1 à 4 Gb 
Inserts : 0,5 à 3,5 kb 

Librairies : ? 
Inserts : 3 kb 

Librairies : 0,6 à 
3,6 Gb 
Inserts : 3 à 9 kb 

Librairies : 0,4 
Gb 
Inserts : 2 kb 

Gènes identifiés 

qnrB1, S2, VC1, D 
(ciprofloxacine) 
blaCMY-4 
(ampicilline) 
blaGES-2, blaGES-13, 
blaGES-5 (ampicilline 
et ceftazidime) 
sul2 
(sulfaméthoxazole) 
tetA (tétracycline) 

9 gènes codant 
pour des β-
lactamases 
6 gènes de 
résistance à la 
tétracycline 
2 pompes à 
efflux 
multirésistantes 

  

Nouveaux 
gènes identifiés 

blaRSA1, blaRSA2, 
blaRSD1, blaRSD2, 
blaRSD3 (ampicilline) 
blaRSC1 (ampicilline 
et ceftazidime) 
RSagr1 (amikacine) 

31 gènes non 
annotés 

5 gènes codant 
pour des β-
lactamases : 
blaCX1, blaRM3, 
blaH33, blaAM1, 
blaCM1 

Gènes impliqués 
dans la 
résistance à la 
rifampicine (6), 
au 
chloramphénicol 
(11), aux 
aminoglycosides 
(25) et à la 
tétracycline (7) 

 

II. Matériel et méthodes 

II.1. Sélection des souches bactériennes et du vecteur plasmidique 

Nous avons utilisé les souches de V. parahaemolyticus 12-B3PA-1629, 13-B3PA-2931 et 16-B3PA-

0006 pour mettre au point la méthode de métagénomique fonctionnelle. Ces souches ont été isolées 

de crevettes importées et leurs résistances phénotypiques aux antimicrobiens ont été caractérisées 
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dans le cadre de la thèse ANTIBIOFISH (Briet, 2018). Les GRA portés par ces souches ont été identifiés 

par un séquençage du génome complet (Illumina) réalisé par la société Genoscreen (Lille, France). 

L’analyse génétique de la souche 16-B3PA-0006 a déjà été réalisée dans la publication de Briet et al. 

(2018) et l’analyse des souches 12-B3PA-1629 et 13-B3PA-2931 a été réalisée dans cette étude en 

interrogeant la base de données ResFinder.  

Le plasmide pZE21-MCS a été utilisé comme vecteur plasmidique pour la création des librairies 

métagénomiques et était porté par la souche d’E. coli DH5α (Expressys, Bammental, Allemagne) (Lutz 

and Bujard, 1997). La carte et la séquence nucléotidique complète de ce plasmide sont indiquées en 

Annexe XXIII. Ce plasmide possède entre autre le gène de l’origine de réplication colE1, le gène de 

résistance à la kanamycine pour la sélection du plasmide, le promoteur PLtetO-1 et un site multiple de 

clonage (MCS) pour le clonage des fragments d’ADN.  

II.2. Construction des librairies métagénomiques 

Les différentes étapes décrivant la construction des librairies métagénomiques à partir des trois 

souches de V. parahaemolyticus sont résumées dans la Figure 40. 
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Figure 40 : Schéma décrivant les étapes de la construction des librairies métagénomiques à partir des souches de 
V. parahaemolyticus. Les triangles jaunes indiquent une étape de purification de l’ADN après les réactions enzymatiques. Ce 

schéma a été réalisé avec BioRender.com sous le numéro d’agrément RD24C9PAOF. 
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II.2.A. Etape 1 : Extraction de l’ADN génomique de Vibrio et plasmidique 
d’E. coli 

Les souches de V. parahaemolyticus ont été cultivées sur des géloses nutritives salées avec 1 % de 

NaCl (GNS, BioRad, Hercules, Californie, Etats-Unis) pendant 24 h à 37 °C. L’ADN a été directement 

extrait des colonies isolées sur gélose avec le kit DNeasy® Blood & Tissue (Qiagen, Hilden, Allemagne) 

selon le protocole indiqué dans le Chapitre I partie III.1.B.  

La souche d’E. coli DH5α portant le plasmide pZE21-MCS a été isolée sur un milieu LB gélosé 

(Lysogeny Broth) supplémenté avec 40 ng/µl de kanamycine. La gélose a été incubée pendant 18 h à 

37 °C puis une colonie a été repiquée dans 10 ml de bouillon LB contenant 40 ng/µl de kanamycine. La 

composition de ces milieux est indiquée en Annexe XXIV. Après une incubation de 18 h à 37 °C, 

l’extraction de l’ADN plasmidique a été réalisée avec le kit QIAprep Miniprep (Qiagen) selon le 

protocole décrit dans le Chapitre I partie III.1.B.  

Les extraits d’ADN ont été dosés au spectrophotomètre DS-11 (Denovix, Wilmington, Etats-Unis) 

puis conservés à -20 °C. 

II.2.B. Etape 2 : Fragmentation et réparation de l’ADN génomique de 
Vibrio 

L’ADN génomique des souches de V. parahaemolyticus a été fragmenté afin de générer des 

fragments d’ADN d’environ 500 – 3 000 pb. Pour cela, le kit NEBNext dsDNA Fragmentase (New 

England Biolabs, Ipswich, Etats-Unis) a été utilisé selon les recommandations du fabricant. Le fabricant 

de ce kit recommande une fragmentation de 5 ng à 3 µg d’ADN pendant 10 à 15 min afin d’obtenir des 

fragments d’ADN entre 1 000 et 2 000 pb. Nous avons donc choisi d’expérimenter une fragmentation 

de 1 et 2 µg d’ADN génomique de V. parahaemolyticus pendant des temps d’incubation de 5 et 10 min. 

Le volume réactionnel de 20 µl était donc composé de l’ADN génomique à une quantité de 1 ou 2 µg, 

2 µl de tampon de réaction 10X Fragmentase v2, 2 µl de l’enzyme dsDNA Fragmentase et d’eau 

nuclease free pour compléter le volume. Les mélanges réactionnels ont ensuite été incubés pendant 5 

ou 10 min à 37 °C. Afin d’arrêter la réaction enzymatique, nous avons ajouté 5 µl d’EDTA à 0,5 M. Les 
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tailles des fragments d’ADN obtenus ont été contrôlées sur un gel d’agarose à 1 % (m/v) en faisant 

migrer en parallèle un marqueur de taille 100 pb (Figure 41). L’ADN fragmenté a ensuite été purifié 

grâce au kit QIAquick PCR Purification (Qiagen) en suivant les recommandations du fabricant.  

Les fragments d’ADN purifiés ont par la suite été réparés avec le kit NEBNext End Repair 

Module (New England Biolabs) en suivant les recommandations du fabricant. Cette étape a permis de 

générer des extrémités franches possédant des groupements phosphates aux extrémités 5’ et des 

groupements hydroxyles aux extrémités 3’. L’ADN fragmenté purifié a été ajouté à 10 µl de tampon de 

réaction NEBNext End Repair 10X, 5 µl du mix enzymatique NEBNext End Repair et de l’eau nuclease-

free pour compléter le volume réactionnel à 100 µl. Ce mélange réactionnel a été incubé dans un 

thermocycleur à 20 °C pendant 30 min puis l’ADN réparé a été purifié avec le kit QIAquick PCR 

Purification (Qiagen) en suivant les recommandations du fabricant avant d’être dosé au 

spectrophotomètre DS-11.  

 

Figure 41 : Marqueur de taille 100 pb. 

II.2.C. Etape 3 : Digestion et déphosphorylation du vecteur plasmidique 
pZE21-MCS 

Le plasmide pZE21-MCS a été clivé au niveau du site multiple de clonage par l’enzyme de 

restriction HincII (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, Etats-Unis). Pour cliver le plasmide 
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pZE21-MCS, le mélange réactionnel était composé de 1 µg d’ADN plasmidique, 2 µl de tampon 

FastDigest 10X, 1 µl de l’enzyme HincII FastDigest et d’eau nuclease-free pour compléter le volume 

final à 20 µl. Ce mélange réactionnel a été incubé dans un thermocycleur pendant 5 min à 37 °C puis 

pendant 5 min à 65 °C pour inactiver l’enzyme. Enfin, l’ADN plasmidique ainsi linéarisé a été purifié 

avec le kit QIAquick PCR Purification (Qiagen) en suivant les recommandations du fabricant puis 

contrôlé sur un gel d’agarose à 1% (m/v) pour vérifier le bon déroulement du clivage enzymatique. La 

taille attendue était d’environ 2,3 kb correspondant à la taille totale du plasmide.  

Pour déphosphoryler les extrémités 5’ du plasmide linéarisé, l’antarctic phosphatase (New 

England Biolabs) a été utilisée. Le mélange réactionnel était composé d’1 µg d’ADN plasmidique 

linéarisé, 2 µl de tampon de réaction antarctic phosphatase 10X, 1 µl d’antarctic phosphatase et d’eau 

nuclease-free pour compléter le volume final à 20 µl. Ce mélange réactionnel a été incubé dans un 

thermocycleur pendant 30 min à 37 °C puis pendant 2 min à 80 °C pour inactiver l’enzyme. L’ADN 

plasmidique linéarisé et déphosphorylé a été purifié avec le kit QIAquick PCR Purification (Qiagen) en 

suivant les recommandations du fabricant puis dosé au spectrophotomètre DS-11.  

II.2.D. Etape 4 : Clonage des fragments d’ADN de Vibrio dans le vecteur 
plasmidique 

Pour insérer les fragments d’ADN génomique de V. parahaemolyticus au sein du site multiple 

de clonage du plasmide pZE21-MCS, nous avons utilisé la T4 DNA ligase (Thermo Scientific). Nous avons 

déterminé un ratio (insert: vecteur) de « 4: 1 » pour réaliser cette ligation. Le mélange réactionnel était 

constitué d’ADN génomique et d’ADN plasmidique selon le ratio mentionné précédemment, 2 µl de 

tampon de réaction T4 DNA ligase 10X, 1 µl de l’enzyme T4 DNA ligase, 2 µl de solution PEG 4000 à 

50 % et d’eau nuclease-free pour compléter le volume réactionnel à 20 µl. Ce mélange réactionnel a 

été incubé dans un thermocycleur pendant 1 h à 22 °C puis purifié à l’aide du kit QIAquick PCR 

Purification (Qiagen) en suivant les recommandations du fabricant. Ces plasmides contenant les 

fragments d’ADN génomique de Vibrio sont les plasmides recombinants.  
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II.2.E. Etape 5 : Transformation des plasmides recombinants dans l’hôte 
bactérien E. coli 

Pour transformer les plasmides recombinants dans la cellule hôte (E. coli), nous avons comparé 

deux techniques : la transformation par choc thermique et la transformation par électroporation.  

Pour la transformation par choc thermique, le kit Library Efficiency DH5α Competent Cells 

(Invitrogen) a été utilisé selon les recommandations du fabricant. Dans un microtube préalablement 

réfrigéré à 4 °C, nous avons mélangé 50 µl de cellules chimio-compétentes d’E. coli DH5α du kit avec 

2 µl de plasmides recombinants. Les tubes ont été incubés sur glace pendant 30 min puis à 42 °C 

pendant 45 sec et de nouveau sur glace pendant 2 min pour réaliser le choc thermique. Nous avons 

ajouté 950 µl de milieu de régénération SOC (Super Optimal broth with Catabolite repression) 

(Invitrogen) à température ambiante aux cellules. Les tubes ont été incubés pendant 1 h à 37 °C avec 

une agitation à 225 rpm avant de réaliser des dilutions successives au 1/10 avec du milieu SOC. Ces 

manipulations ont également été réalisées en remplaçant les 2 µl de plasmides recombinants par 2 µl 

de plasmide pUC19 à 10 pg/µl (Invitrogen) servant de témoin de transformation. Nous avons ensuite 

étalé 100 µl de cellules contenant les plasmides recombinants ou le plasmide pUC19 et des dilutions 

10-1, 10-2 et 10-3 sur des géloses LB, des géloses LB + kanamycine à 40 µg/ml (pour les cellules contenant 

le plasmide pZE21-MCS) et sur des géloses LB + ampicilline à 100 µg/ml (pour les cellules contenant le 

plasmide pUC19) avant de les incuber pendant 24 h à 37 °C. Les cellules restantes contenant les 

plasmides recombinants ont été diluées au 1/10 dans du bouillon LB avec 40 µg/ml de kanamycine 

puis incubées pendant 24 h à 37 °C. A l’issue de cette incubation, 20 % (v/v) de glycérol ont été ajoutés 

aux cellules avant de les conserver à -80 °C constituant ainsi les librairies métagénomiques.  

Pour la méthode de transformation bactérienne par électroporation, les cellules NEB 10-beta 

Electrocompetent E. coli (New England Biolabs) ont été utilisées selon les recommandations du 

fabricant. Sur glace, nous avons mélangé 50 µl de cellules électro compétentes d’E. coli avec 2 µl de 

plasmides recombinants dans une cuve d’électroporation 1 mm. Cette cuve a été placée dans un 

électroporateur Gene Pulser II (BioRad, Hercules, Etats-Unis) et l’électroporation a été réalisée à 
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2,0 kV, 200 Omega (Ω) et 25 µF. Pour une électroporation optimale, la constante de temps devait être 

comprise entre 4,8 et 5,1 msec et ne pas produire d’arc électrique. A la suite de cette électroporation, 

les cellules ont immédiatement été régénérées dans 950 µl de milieu SOC préalablement chauffé à 

37 °C puis transférées dans un microtube et incubées pendant 1 h à 37 °C à 225 rpm. Des dilutions 

successives au 1/10 des cellules régénérées ont été réalisées avec du milieu SOC. Similairement à la 

transformation bactérienne par choc thermique, nous avons également réalisé cette expérience avec 

2 µl de plasmide pUC19 à 10 pg/µl (New England Biolabs) constituant le témoin de transformation. Un 

volume de 100 µl des cellules contenant les plasmides recombinants ou le plasmide pUC19 et des 

dilutions 10-1, 10-2 et 10-3 ont été étalées sur les mêmes géloses mentionnées précédemment puis 

incubées pendant 24 h à 37 °C. De même, les cellules restantes contenant les plasmides recombinants 

ont été diluées au 1/10 dans du bouillon LB avec 40 µg/ml de kanamycine puis incubées pendant 24 h 

à 37 °C. Nous avons ajouté 20 % (v/v) de glycérol à ces cellules avant de les conserver à - 80 °C 

constituant ainsi les librairies métagénomiques. 

II.2.F. Comparaison des efficacités des deux méthodes de transformation 
bactérienne 

 Afin de comparer l’efficacité des deux méthodes de transformation bactérienne utilisées, nous 

avons estimé le nombre de bactéries ayant intégré le plasmide pZE21-MCS pour chaque méthode en 

dénombrant les clones s’étant développé en présence de kanamycine. Nous avons également calculé 

l’efficacité de transformation (E) en UFC/µg du plasmide pUC19 selon la formule suivante : 

E =  
nombre de colonies

quantité d′ADN(µg)
 ×  

volume de transformants (ml)

volume ensemencé (ml)
 × facteur de dilution 

Ensuite, la taille moyenne des inserts dans les plasmides et la taille totale de chaque librairie 

métagénomique ont été estimées en réalisant des PCR sur colonies. Pour cela, le couple d’amorces 

pZE21-colF/pZE21-colR entourant le site multiple de clonage a été utilisé (Tableau 30, Annexe XXIII). 

Ces réactions de PCR ont été réalisées dans un volume réactionnel de 50 µl contenant 5 µl de PCR 

Buffer 10X (Qiagen), 0,2 mM de dNTP (Eurobio, Les Ulis, France), 0,4 µM de chaque amorce (Eurobio), 
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0,5 µl de la Taq DNA Polymerase à 5 U/µl (Qiagen) et d’eau nuclease-free pour compléter le volume 

final. Environ 30 clones isolés des géloses LB avec kanamycine ont été piqués individuellement avec un 

cône de pipette (type p200) et plongés dans le mélange réactionnel. De l’eau nuclease-free a été 

utilisée comme témoin négatif. Nous avons également utilisé 2 µl d’ADN du plasmide pZE21-MCS initial 

(sans insert) afin de différencier les plasmides contenant un fragment d’ADN des plasmides vides. 

L’amplification de l’ADN a été réalisée dans un thermocycleur iCycler (Biorad) avec les conditions 

suivantes : une première étape de dénaturation à 95 °C pendant 15 min puis 30 cycles à 94 °C pendant 

45 sec, 59 °C pendant 45 sec, 72 °C pendant 2 min et une étape finale d’élongation à 72 °C pendant 

10 min. A l’issue des réactions d’amplification, les tailles des amplicons ont été obtenues par 

électrophorèse sur un gel d’agarose à 1 % (m/v) en faisant migrer en parallèle un marqueur de taille 

100 pb.  

Tableau 30 : Amorces utilisées pour les réactions de PCR ciblant le site multiple de clonage du plasmide pZE21-MCS. 

Amorce Séquence nucléotidique (5’ – 3’) 
Taille de l’amplicon 

(plasmide vide) 
Référence 

pZE21-colF GATACTGAGCACATCAGCAGGA 
321 pb 

(Boolchandani et al., 2017)  
(Sommer et al., 2009) 

pZE21-colR CCTGATTCTGTGGATAACCGTA 

pZE21-seqF GAATTCATTAAAGAGGAGAAAGGT 
130 pb 

pZE21-seqR TTTCGTTTTATTTGATGCCTCTAG 

 

Pour calculer la taille des librairies métagénomiques (Gb), la formule suivante a été utilisée : 

Taille (Gb) =  
[TC × (

TR − (FR + NI + LS)
TR − FR ) × AI]

109
 

TC = nombre total de clones (UFC/ml) ; TR = nombre total de réactions PCR ; FR = nombre de réactions 

ratées (aucune bande) ; NI = nombre de clones possédant un plasmide sans insert (bande à environ 

300 pb) ; LS = nombre de clones possédant un plasmide avec un insert < 500 pb (en soustrayant 

300 pb) ; AI = moyenne de la taille des inserts (après soustraction de 300 pb).  
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II.3. Analyse des librairies métagénomiques 

Les différentes étapes décrivant le criblage et l’analyse des librairies métagénomiques sont 

résumées dans la Figure 42. 

II.3.A. Etape 6 : Criblage des librairies métagénomiques 

Pour le criblage des librairies métagénomiques, nous avons dilué à 1/10 dans du bouillon LB 

chaque librairie métagénomique conservée avec du glycérol. Nous avons étalé 100 µl de la solution 

mère et des dilutions 10-1, 10-2 et 10-3 sur une gélose LB contenant 40 µg/ml de kanamycine pour la 

pression de sélection du plasmide et un des antibiotiques indiqués dans le Tableau 31 à la 

concentration minimale inhibitrice (CMI), c’est-à-dire à la concentration inhibant la croissance des 

souches d’E. coli porteuses du plasmide pZE21-MCS sans insert. Les géloses ont ensuite été incubées 

pendant 24 h à 37 °C.  

Tableau 31 : Antibiotiques utilisés pour le criblage des librairies métagénomiques. C3G : céphalosporine de 3ème génération. 
Les CMI utilisées ont été tirées des travaux de Boolchandani et al. (2017) et Su et al. (2014). 

Antibiotiques Acronymes Familles d’antibiotiques CMI (µg/ml) Géloses 

Céfotaxime CEF β-lactamine (C3G) 8 

LB 

Ciprofloxacine CIP Fluoroquinolone 0,5 

Colistine COL Polymyxine 8 

Doripénème DOR β-lactamine (carbapénème) 16 

Erythromycine ERY Macrolide 100 

Tétracycline TET Tétracycline 8 

Sulfaméthoxazole SUL Sulfonamide 38 Mueller-Hinton (MH) 

 

A l’issue de cette incubation, les clones résistants aux antibiotiques ont été repiqués sur une 

gélose contenant la kanamycine et l’antibiotique d’intérêt afin de vérifier le phénotype de résistance. 

Les géloses ont été incubées pendant 24 h à 37 °C et les clones résistants aux antibiotiques ont été 

dénombrés. 
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Figure 42 : Schéma décrivant les étapes de criblage des librairies métagénomiques et de l’analyse des séquences 
(BioRender.com ; numéro d’agrément AG24D8MKTP). GRA : gènes de résistance aux antimicrobiens. 
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II.3.B. Etape 7 : Séquençage des inserts conférant une résistance aux 
clones 

Des réactions de PCR ont été réalisées sur les clones phénotypiquement résistants aux 

antibiotiques. Pour ces PCR, les clones ont été prélevés à l’aide d’une oese stérilisée et resuspendus 

dans 50 µl d’eau physiologique stérilisée. Après une incubation pendant 5 min à 100 °C, les tubes ont 

été centrifugés pendant 5 min à 13 000 rpm. Le surnageant obtenu a été utilisé comme matrice d’ADN 

pour les réactions de PCR. Le couple d’amorces pZE21-seqF/pZE21-seqR a été utilisé (Tableau 30, 

Annexe XXIII). Le mélange réactionnel de 50 µl était composé de 5 µl de PCR Buffer 10X (Qiagen), 

0,2 mM de dNTP (Eurobio), 0,4 µM de chaque amorce (Eurobio, Les Ulis, France), 0,5 µl de la Taq DNA 

Polymerase à 5 U/µl (Qiagen), 5 µl d’ADN et d’eau nuclease-free pour compléter le volume final. 

L’amplification de l’ADN a été réalisée dans un thermocycleur iCycler (Biorad) avec les conditions 

suivantes : une première étape de dénaturation à 95 °C pendant 15 min puis 30 cycles à 94 °C pendant 

45 sec, 60 °C pendant 45 sec, 72 °C pendant 2 min et une étape finale d’élongation à 72 °C pendant 

10 min. Les tailles des amplicons ont été vérifiées par électrophorèse sur un gel d’agarose à 1 % (m/v) 

avec un marqueur de taille 100 pb. Ces produits PCR ont ensuite été séquencés par la société Eurofins 

Genomics (Ebersberg, Allemagne) avec un séquençage de type Sanger en utilisant les amorces pZE21-

seqF et pZE21-seqR (Tableau 30).  

II.3.C. Etape 8 : Traitement des séquences d’ADN 

Les séquences d’ADN obtenues par le séquençage Sanger ont été traitées avec le logiciel 

BioEdit Sequence Alignment Editor (Hall, 1999). Dans un premier temps, la qualité des séquences a été 

contrôlée en regardant les chromatogrammes obtenus. Le complément inverse de la séquence 

obtenue avec l’amorce pZE21-seqR a été généré puis aligné avec la séquence obtenue avec l’amorce 

pZE21-seqF. La séquence consensus a ensuite été obtenue à partir de cet alignement. 
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II.3.D. Etape 9 : Analyse des séquences  

  A partir des séquences consensus obtenues, plusieurs bases de données ont été interrogées : 

CARD (Comprehensive Antibiotic Resistance Database ; http://card.mcmaster.ca), ResFinder 

(http://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder), ResFinderFG (ResFinder Functional Metagenomics ; 

http://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinderFG), ARG-ANNOT (Antibiotic Resistance Gene-ANNOTation ; 

http://ifr48.timone.univ-mrs.fr/blast/arg-annot_nt.html) et la base de données nucléotidiques de 

NCBI (National Center for Biotechnology Information ; http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Le seuil 

du pourcentage d’identité a été fixé à 90 % pour les bases de données ResFinder et ResFinderFG. Pour 

les autres bases de données spécialisées dans les GRA, le seuil de pourcentage d’identité ne pouvait 

pas être fixé. Les séquences génétiques obtenues par le séquençage complet du génome des souches 

de V. parahaemolyticus 12-B3PA-1629 et 13-B3PA-2931 ont été analysées avec la base de données 

Resfinder. 

III. Résultats 

III.1. Identification des gènes de résistance aux antimicrobiens des souches de 
V. parahaemolyticus par séquençage complet du génome 

Les gènes de résistance des souches de V. parahaemolyticus 12-B3PA-1629, 13-B3PA-2931 et 16-

B3PA-0006 identifiés par le séquençage complet du génome sont présentés dans le Tableau 32. 

Comme indiqué dans la publication de Briet et al. (2018), les gènes de résistance blaNDM-1 (résistance 

aux β-lactamines), floR (résistance aux amphénicols), tetA (résistance aux tétracyclines), sul1 et sul2 

(résistance aux sulfamides), aadA2b, strA, strB (résistance aux aminoglycosides) et dfrA16 (résistance 

aux diaminopyrimidines) ont été identifiés pour la souche de V. parahaemolyticus 16-B3PA-0006 avec 

la base de données ResFinder. Nous avons identifié en plus pour cette souche une homologie de 

99,06 % avec les gènes blaCARB-35/43/44 codant pour une β-lactamase de classe A et conférant une 

résistance aux carbapénèmes. Ces résultats étaient cohérents avec les résistances phénotypiques de 

la souche 16-B3PA-0006 à l’amoxicilline/acide clavulanique, la ceftazidime, la céfoxitine, la céfotaxime, 
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la céfalotine, la tétracycline, le cotrimoxazole, la streptomycine et le chloramphénicol (Briet et al., 

2018). 

Tableau 32 : Identification des gènes de résistance aux antimicrobiens des souches de V. parahaemolyticus par un 
séquençage complet du génome avec la base de données ResFinder. 

Souches de V. 
parahaemolyticus 

Gènes identifiés Antibiotiques % d’identité Références 

12-B3PA-1629 
blaOXA-SHE β-lactamines 91,26 % 

Cette étude 

qnrA5 Quinolones 99,39 % 

13-B3PA-2931 

blaCARB-26 β-lactamines 99,53 % 

floR Amphénicols 98,02 % 

tetA 
tet(59) 

Tétracyclines 
99,42 % 
99,67 % 

sul2 Sulfamides 100 % 

strA 
strB 

Aminoglycosides 
100 % 
99 % 

16-B3PA-0006 

blaCARB-35/43/44 β-lactamines 99,06 % 

blaNDM-1 β-lactamines 100 % 

(Briet et al., 
2018) 

 

floR Amphénicols 98,19 % 

tetA Tétracyclines 99,83 % 

sul1 
sul2 

Sulfamides 
100 % 
100% 

aadA2b 
strA 
strB 

Aminoglycosides 
99,87 % 
100 % 
99 % 

dfrA16 Diaminopyrimidines 100 % 

 

Pour la souche de V. parahaemolyticus 12-B3PA-1629, nous avons observé une homologie de 

91,26 % avec le gène de résistance blaOXA-SHE qui code pour une carbapénémase et conférant une 

résistance aux carbapénèmes. La résistance phénotypique liée à ce gène n’a pas été vérifiée dans la 

mesure où aucun carbapénème n’a été utilisé pour réaliser les antibiogrammes pour cette souche 

(Briet, 2018). Le gène qnrA5 codant pour la résistance aux quinolones à médiation plasmidique a 

également été identifié. Cependant, aucune résistance phénotypique de la souche à la ciprofloxacine 

ni à l’acide nalidixique n’a été observée. 

Des gènes conférant une résistance à 5 familles d’antibiotiques ont été identifiés dans la souche 

de V. parahaemolyticus 13-B3PA-2931. Nous avons détecté la présence de gènes conférant une 

résistance aux β-lactamines (blaCARB-26 codant pour une carbapénémase), aux amphénicols (floR), aux 
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tétracyclines (tet(59) et tetA), aux sulfamides (sul2) et aux aminoglycosides (strA et strB). Ces résultats 

d’identification génétique étaient associés aux résistances phénotypiques de la souche au 

chloramphénicol, à la tétracycline, au cotrimoxazole et à la streptomycine. Mais similairement à la 

souche 12-B3PA-1629, la résistance aux carbapénèmes n’a pas été étudiée phénotypiquement.  

III.2. Extraction et fragmentation de l’ADN génomique de Vibrio  

La qualité de l’ADN génomique extrait des souches de V. parahaemolyticus 12-B3PA-1629, 13-

B3PA-2931 et 16-B3PA-0006 a été contrôlée sur un gel d’agarose à 1 % (Figure 43). Pour ces trois 

souches, nous avons pu observer que l’ADN génomique était de bonne qualité visible par une bande 

bien distincte en haut du gel d’agarose. Un léger smear était apparent sous ces bandes témoignant 

d’une légère dégradation de l’ADN. Nous avons donc jugé ces ADN génomiques comme étant de bonne 

qualité pour être utilisés dans la préparation des librairies métagénomiques.  

 

Figure 43 : Révélation sur gel d’agarose à 1 % de l’ADN génomique des souches de V. parahaemolyticus 12-B3PA-1629 (puit 
1), 13-B3PA-2931 (puit 2) et 16-B3PA-0006 (puit 3). M : marqueur de taille 100 pb. 

 

Pour fragmenter l’ADN génomique des souches de Vibrio en fragments d’environ 500 – 3000 pb, 

une fragmentation enzymatique a été privilégiée par rapport à la sonication afin de mieux contrôler la 
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fragmentation. Nous avons choisi de fragmenter 1 µg et 2 µg d’ADN de V. parahaemolyticus 16-B3PA-

0006 pendant des temps d’incubation de 5 min et de 10 min. Pour vérifier la taille des fragments d’ADN 

obtenus, nous les avons fait migrer sur un gel d’agarose à 1 % (données non présentées). En 

fragmentant 1 µg d’ADN, un smear très peu visible a été observé pour les temps d’incubation de 5 et 

10 min. En revanche, en fragmentant 2 µg d’ADN, le smear était plus visible pour ces deux temps 

d’incubation. En incubant l’ADN pendant 5 min, la taille des fragments obtenus était comprise entre 

100 et 3 000 pb environ. En augmentant le temps d’incubation à 10 min, la taille des fragments allait 

de 100 à 1 500 pb environ. Pour obtenir une majorité de fragments d’ADN entre 100 et 3 000 pb, nous 

avons choisi d’utiliser le temps d’incubation le plus court, soit 5 min à 37 °C pour fragmenter l’ADN 

génomique des trois souches de Vibrio. Ces ADN fragmentés ont ensuite été réparés et des extrémités 

franches ont été générées avant de réaliser le clonage de ces ADN dans le plasmide pZE21-MCS.  

III.3. Extraction et clivage du vecteur plasmidique pZE21-MCS 

L’ADN du plasmide pZE21-MCS a été linéarisé en le clivant au niveau du site multiple de 

clonage par l’enzyme HincII. Cette enzyme reconnaît un site unique de restriction au sein du plasmide 

qui est le même que l’enzyme SalI en position 123 (Annexe XXIII). Mais au lieu de générer des 

extrémités cohésives comme SalI, l’enzyme HincII génère des extrémités franches ce qui favorise 

l’insertion des fragments d’ADN. Pour vérifier la linéarisation du plasmide pZE21-MCS, nous avons fait 

migrer l’ADN clivé par l’enzyme HincII sur un gel d’agarose à 1 % (Figure 44). En faisant migrer l’ADN 

plasmidique non coupé, nous avons observé une bande de très faible intensité un peu au-dessus de 

3 000 pb et une bande plus intense un peu au-dessus de 1 500 pb indiquées par des cercles en pointillés 

sur la figure (les bandes étaient bien visibles sur le gel et l’écran d’ordinateur). Le plasmide a donc bien 

été extrait et était sous deux conformations plasmidiques : une première sous forme d’ADN circulaire 

(bande supérieure) et une seconde sous forme d’ADN super-enroulé (bande inférieure). Une seule 

bande était visible en-dessous de 3 000 pb en clivant le plasmide par l’enzyme HincII ce qui 

correspondait à la taille complète du plasmide qui est de 2 253 pb. Cette bande unique indiquait qu’un 

seul site de restriction HincII était bien présent au sein du plasmide pZE21-MCS. Nous avons cloné les 
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fragments d’ADN génomique dans ce plasmide après avoir déphosphorylé les extrémités 5’ de l’ADN 

plasmidique linéarisé. Ensuite, ces plasmides recombinés ont été transformés dans la souche hôte 

E. coli en comparant la méthode de transformation bactérienne par choc thermique et celle par 

électroporation. 

 

Figure 44 : Révélation sur gel d’agarose à 1 % de la linéarisation du plasmide pZE21-MCS par l’enzyme de restriction HincII. 
M : marqueur de taille 100 pb ; puit 1 : ADN génomique de V. parahaemolyticus 16-B3PA-0006 fragmenté ; puit 2 : ADN 

génomique de V. parahaemolyticus 16-B3PA-0006 ; puit 3 : ADN plasmidique non coupé ; puit 4 : ADN plasmidique coupé 
par l’enzyme HincII ; puit 5 : ADN plasmidique coupé par l’enzyme HincII et dilué au 1/10. Les cercles en pointillés 

représentent l’ADN sous forme circulaire (cercle du haut) et super-enroulé (cercle inférieur). 

 

III.4. Comparaison de l’efficacité des méthodes de transformation bactérienne 
par choc thermique et par électroporation 

Pour transformer les plasmides recombinants dans la souche bactérienne hôte et ainsi générer les 

librairies métagénomiques, nous avons comparé deux méthodes : la transformation par 

électroporation et la transformation par choc thermique. A l’issue de ces transformations, les librairies 

métagénomiques ont été ensemencées sur une gélose LB sans antibiotique pour vérifier la présence 

des bactéries et sur une gélose LB avec la kanamycine pour les plasmides recombinants ou l’ampicilline 

pour le pUC19 afin d’estimer le nombre de transformants, c’est-à-dire le nombre de clones ayant 

intégré le plasmide (Tableau 33). Les bactéries étaient non dénombrables lorsque le nombre de 
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colonies sur gélose était inférieur à 30 ou supérieur à 300. Pour le plasmide pUC19 qui était le témoin 

de transformation, un tapis bactérien a été observé sur les géloses sans antibiotique pour les deux 

méthodes de transformation. Le nombre de transformants possédant le plasmide pUC19 était similaire 

lorsqu’on intégrait le plasmide par électroporation (4,9 log UFC/ml) et par choc thermique 

(4,1 log UFC/ml). Concernant les librairies métagénomiques des souches 12-B3PA-1629 et 16-B3PA-

0006, des tapis bactériens ont été observés pour l’ensemble des dilutions sur les géloses sans 

antibiotique quelle que soit la méthode de transformation utilisée. En utilisant la méthode de choc 

thermique, les transformants n’étaient pas dénombrables sur la gélose avec antibiotique. En effet, 

nous avons observé un tapis bactérien pour la librairie métagénomique non diluée de la souche 12-

B3PA-1629 et un nombre de transformants inférieur à 30 pour la librairie métagénomique non diluée 

de la souche 16-B3PA-0006 et pour les trois dilutions des deux librairies métagénomiques. Mais en 

utilisant la méthode d’électroporation, un nombre de transformants 2 fois plus élevé qu’en utilisant la 

méthode de choc thermique a été observé. 

Tableau 33 : Dénombrements bactériens des librairies métagénomiques des souches de V. parahaemolyticus pour les deux 
méthodes de transformation bactérienne testées (en log UFC/ml). ATB : antibiotique ; (+) : nombre de colonies > 300 ; (-) : 

nombre de colonies < 30. 

Plasmide Dilution 

Dénombrement des bactéries par méthode (log UFC/ml) 

Electroporation Choc thermique 

Avec ATB Sans ATB Avec ATB Sans ATB 

pUC19 (témoin) 

100 + + + + 

10-1 + + 4,1 + 

10-2 4,9 + - + 

10-3 - + - + 

pZE21 + 12-B3PA-1629 

100 + + + + 

10-1 + + - + 

10-2 + + - + 

10-3 5,9 + - + 

pZE21 + 13-B3PA-2931 

100 + + 2,6 + 

10-1 + + - + 

10-2 + + - + 

10-3 6,1 + - + 

pZE21 + 16-B3PA-0006 

100 + + - + 

10-1 + + - + 

10-2 + + - + 

10-3 5,8 + - + 
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Afin de comparer les deux méthodes de transformation, l’efficacité moyenne de 

transformation a été calculée pour chaque librairie métagénomique en fonction de la méthode 

utilisée. La quantité de plasmide utilisée pour la transformation estimée par spectrophotométrie ainsi 

que le volume total de transformants ont été pris en compte (Tableau 34). Une meilleure efficacité de 

transformation du témoin a été observée avec la méthode d’électroporation par rapport à la méthode 

de choc thermique avec une différence de 1,4 log UFC/µg de plasmide. En revanche, une différence 

d’efficacité de transformation allant jusqu’à 3,6 log UFC/µg de plasmide a été observée entre 

l’électroporation et le choc thermique pour les librairies métagénomiques des trois souches de Vibrio.  

Tableau 34 : Efficacité moyenne de transformation bactérienne du plasmide témoin et des plasmides recombinés avec les 
deux méthodes de transformation. nd : non dénombrable. 

Plasmide 
Efficacité moyenne de transformation par méthode  

(log UFC/µg de plasmide) 

Electroporation Choc thermique 

pUC19 (témoin) 9,8 8,4 

pZE21 + 12-B3PA-1629 7,5 nd 

pZE21 + 13-B3PA-2931 7,7 4,1 

pZE21 + 16-B3PA-0006 7,4 nd 

 

Les librairies métagénomiques des souches de Vibrio obtenues par électroporation ont donc 

été choisies pour réaliser la suite des analyses.  

III.5. Taille des librairies métagénomiques de V. parahaemolyticus 

Etant donné le faible nombre de clones ayant poussé sur les géloses LB supplémentées de 

kanamycine avec la méthode de choc thermique, la PCR sur colonies amplifiant le site multiple de 

clonage avec les amorces pZE21-colF et pZE21-colR a été réalisée uniquement sur la librairie 

métagénomique de la souche 13-B3PA-2931. Les résultats sont présentés en Annexe XXV. Nous avons 

ainsi pu observer que l’ensemble des plasmides intégrés dans les souches d’E. coli par cette méthode 

étaient vides.  
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La taille des librairies métagénomiques des trois souches de V. parahaemolyticus générées par 

électroporation a été caractérisée par la même réaction de PCR sur 30 colonies. Les résultats des 

électrophorèses sur gel d’agarose sont présentés dans les Figure 45, Figure 46 et Figure 47. 

Pour la librairie métagénomique de la souche de Vibrio 12-B3PA-1629, une bande a été observée 

pour chaque clone analysé confirmant l’intégration du plasmide pZE21-MCS dans les cellules d’E. coli 

(Figure 45). Les clones possédaient tous un plasmide avec un ADN inséré dans le site multiple de 

clonage. Les inserts avaient une taille comprise entre 300 et 900 pb (en retirant 300 pb à la taille des 

bandes correspondant à la taille du plasmide vide) avec une moyenne d’environ 323 pb. Nous avons 

identifié 6 clones avec une taille d’insert supérieure à 500 pb (clones 1, 2, 6, 10, 12 et 15). Ainsi, la taille 

totale de la librairie métagénomique pour cette souche a été estimée à 5,57.10-2 Gb.  

Concernant la librairie métagénomique de la souche de Vibrio 13-B3PA-2931, l’ensemble des 

clones analysés par PCR possédaient également un plasmide avec un insert (Figure 46). Les fragments 

d’ADN insérés au niveau du site multiple de clonage avaient une taille similaire à ceux de la librairie 

métagénomique de la souche 12-B3PA-1629, comprise entre 150 et 1 200 pb avec une moyenne de 

378 pb. En soustrayant 300 pb à la taille des bandes observées, nous avons pu voir que 7 clones parmi 

les 30 analysés avaient un plasmide avec un insert d’une taille supérieure à 500 pb (clones 1, 8, 11, 13, 

22, 24 et 2). La taille totale de la librairie métagénomique de cette souche a été estimée à 1,19.10-1 Gb, 

soit deux fois plus élevée que celle de la librairie métagénomique de la souche 12-B3PA-1629. 

Pour la librairie métagénomique de la souche 16-B3PA-0006, tous les plasmides intégrés dans les 

30 clones d’E. coli analysés par PCR contenaient aussi un fragment d’ADN exogène. La taille des 

fragments d’ADN insérés allait de 100 à 1 900 pb sauf pour le clone 8 qui avait un plasmide avec un 

insert d’une taille supérieure à 3 000 pb (Figure 47). La moyenne des tailles des inserts était donc 

supérieure aux autres librairies métagénomiques (595 pb) et 13 clones sur 30 avaient un plasmide avec 

un insert d’une taille supérieure à 500 pb (clones 1, 3, 6, 8, 11, 14, 15, 17, 20, 21, 23, 25, 26). La taille 

totale de cette librairie métagénomique était donc supérieure aux autres (1,74.10-1 Gb). 
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FR NI LS AI (pb) TC (UFC/ml) TR Taille (Gb) 

0 0 24 323 8,60.105 30 5,57.10-2 

       
Figure 45 : Révélation sur gel d'agarose à 1 % des amplicons de la PCR sur les transformants de la librairie métagénomique 
de la souche de V. parahaemolyticus 12-B3PA-1629. M : marqueur de taille 100 pb ; puits 1 à 15 : clones ; puit 16 : mélange 
réactionnel seul (témoin négatif) ; puit 17 : eau nuclease-free (témoin négatif) ; puit 18 : ADN du plasmide pZE21-MCS sans 
insert ; puits 19 à 33 : clones. Les puits en rouge indiquent un insert de taille > 500 pb. La ligne blanche indique la taille des 
amplicons quand le plasmide est vide. FR : nombre de réactions ratées ; NI : nombre de clones avec un plasmide vide ; LS : 
nombre de clones possédant un plasmide avec un insert < 500 pb ; AI : moyenne de la taille des inserts (pb) ; TC : nombre 

total de clones (UFC/ml) ; TR : nombre total de réactions PCR ; Taille : taille totale de la librairie métagénomique (Gb). 
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FR NI LS AI (pb) TC (UFC/ml) TR Taille (Gb) 

0 0 23 378 1,35.106 30 1,19.10-1 

       
Figure 46 : Révélation sur gel d'agarose à 1 % des amplicons de la PCR sur les transformants de la librairie métagénomique 

de la souche de V. parahaemolyticus 13-B3PA-2931. M : marqueur de taille 100 pb ; puits 1 à 15 : clones ; puit 16 : eau 
nuclease-free (témoin négatif) ; puit 17 : ADN du plasmide pZE21-MCS sans insert ; puits 18 à 32 : clones ; puit 33 : mélange 
réactionnel seul (témoin négatif) ; puit 34 : ADN du plasmide pZE21-MCS sans insert. Les puits en rouge indiquent un insert 

de taille > 500 pb. La ligne blanche indique la taille des amplicons quand le plasmide est vide. FR : nombre de réactions 
ratées ; NI : nombre de clones avec un plasmide vide ; LS : nombre de clones possédant un plasmide avec un insert < 500 
pb ; AI : moyenne de la taille des inserts (pb) ; TC : nombre total de clones (UFC/ml) ; TR : nombre total de réactions PCR ; 

Taille : taille totale de la librairie métagénomique (Gb). 
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FR NI LS AI (pb) TC (UFC/ml) TR Taille (Gb) 
0 0 17 595 6,75.105 30 1,74.10-1 

       
Figure 47 : Révélation sur gel d'agarose à 1 % des amplicons de la PCR sur les transformants de la librairie métagénomique 

de la souche de V. parahaemolyticus 16-B3PA-0006. M : marqueur de taille 100 pb ; puits 1 à 30 : clones ; puit 31 : eau 
nuclease-free (témoin négatif). Les puits en rouge indiquent un insert de taille > 500 pb. La ligne blanche indique la taille 

des amplicons quand le plasmide est vide. FR : nombre de réactions ratées ; NI : nombre de clones avec un plasmide vide ; 
LS : nombre de clones possédant un plasmide avec un insert < 500 pb ; AI : moyenne de la taille des inserts (pb) ; TC : 

nombre total de clones (UFC/ml) ; TR : nombre total de réactions PCR ; Taille : taille totale de la librairie métagénomique 
(Gb). 

 

Ces trois librairies métagénomiques générées par électroporation ont été soumises au criblage 

sur antibiotiques et à l’analyse des séquences des inserts plasmidiques des clones résistants.  

III.6. Criblage des librairies métagénomiques sur antibiotiques 

Les librairies métagénomiques des trois souches de V. parahaemolyticus ont été criblées sur des 

géloses LB (ou Mueller-Hinton pour le sulfaméthoxazole) en présence de kanamycine pour la sélection 

du plasmide couplée à un des antibiotiques suivants : sulfaméthoxazole, céfotaxime, ciprofloxacine, 

colistine, doripénème, érythromycine ou tétracycline. En criblant la librairie métagénomique de la 

souche 12-B3PA-1629 en présence d’érythomycine et de kanamycine, nous avons observé plus de 300 

clones pour toutes les dilutions (Tableau 35). Ces colonies étaient de petites tailles comparées à celles 

qui ont été observées en présence de kanamycine seule. Pour les autres antibiotiques testés, aucune 

colonie n’a été détectée sur les géloses.  

Plus de 300 colonies ont également été observées pour la librairie métagénomique de la souche 

13-B3PA-2931 en présence d’érythromycine et de kanamycine avec une morphologie similaire aux 

clones de la librairie de la souche 12-B3PA-1629 (Tableau 36). Deux clones se sont développés en 

présence de tétracycline et de kanamycine sans dilution de la libraire métagénomique. Pour les autres 

antibiotiques, nous n’avons observé aucune colonie sur les géloses.  
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Similairement aux deux autres librairies métagénomiques, nous avons observé plus de 300 

colonies de petites tailles sur les géloses avec l’érythromycine et la kanamycine pour la librairie 

métagénomique de la souche 16-B3PA-0006 (Tableau 37). De plus, six colonies étaient visibles sur la 

gélose avec du sulfaméthoxazole et de la kanamycine. 

Nous avons réalisé par la suite des PCR sur les colonies s’étant développées en présence de 

kanamycine et de tétracycline (n = 2 pour la librairie de la souche 13-B3PA-2931) et de 

sulfaméthoxazole (n = 6 pour la librairie de la souche 16-B3PA-0006) avec les amorces pZE21-seqF et 

pZE21-seqR. En faisant migrer les différents amplicons sur un gel d’agarose à 1 %, nous avons estimé 

leur taille entre 1 500 et 3 000 pb (Annexe XXVI). Ces amplicons ont ensuite été envoyés à séquencer. 

Au vu des résultats concernant l’érythromycine pour les trois souches, nous avons réalisé une 

PCR sur 10 colonies isolées pour chaque librairie métagénomique avant de faire migrer les amplicons 

sur un gel d’agarose à 1 % (Annexe XXVII). Nous avons observé la présence de plusieurs bandes pour 

5/30 pistes du gel. La présence de ces amplicons peut être expliquée par un repiquage de plusieurs 

colonies dans les tubes de PCR en raison de leur petite taille. Nous avons également observé la 

présence de plasmides vides pour 2/30 clones (bande à environ 130 pb) et des inserts d’une taille 

inférieure à 500 pb pour 23/30 clones. Nous avons envoyé à séquencer les amplicons des clones 3, 6, 

7, 8 et 10 (souche 12-B3PA-1629), 14, 15, 17, 19 et 20 (souche 13-B3PA-2931), 22, 25, 27, 28 et 30 

(souche 16-B3PA-0006) afin de confirmer une absence de pression de sélection avec l’érythromycine.  

 

 

 

 



Chapitre IV : Mise au point d’une méthode de métagénomique fonctionnelle 

239 | P a g e  

 

Tableau 35 : Criblage de la librairie métagénomique de la souche 12-B3PA-1629 en présence de kanamycine (KAN), 
sulfaméthoxazole (SUL), céfotaxime (CEF), ciprofloxacine (CIP), colistine (COL), doripénème (DOR), érythromycine (ERY) et 

tétracycline (TET). 

Librairie métagénomique Antibiotique 
Dilution de la 

librairie 
Nombre de colonies 

pZE21 + 12-B3PA-1629 

KAN 

10-3 > 300 

10-4 285 

10-5 33 

SUL + KAN 

100 0 

10-1 0 

10-2 0 

CEF + KAN 

100 0 

10-1 0 

10-2 0 

CIP + KAN 

100 0 

10-1 0 

10-2 0 

COL + KAN 

100 0 

10-1 0 

10-2 0 

DOR + KAN 

100 0 

10-1 0 

10-2 0 

ERY + KAN 

100 > 300 

10-1 > 300 

10-2 > 300 

TET + KAN 

100 0 

10-1 0 

10-2 0 
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Tableau 36 : Criblage de la librairie métagénomique de la souche 13-B3PA-2931 en présence de kanamycine (KAN), 
sulfaméthoxazole (SUL), céfotaxime (CEF), ciprofloxacine (CIP), colistine (COL), doripénème (DOR), érythromycine (ERY) et 

tétracycline (TET). 

Librairie métagénomique Antibiotique 
Dilution de la 

librairie 
Nombre de colonies 

pZE21 + 13-B3PA-2931 

KAN 

10-3 > 300 

10-4 271 

10-5 26 

SUL + KAN 

100 0 

10-1 0 

10-2 0 

CEF + KAN 

100 0 

10-1 0 

10-2 0 

CIP + KAN 

100 0 

10-1 0 

10-2 0 

COL + KAN 

100 0 

10-1 0 

10-2 0 

DOR + KAN 

100 0 

10-1 0 

10-2 0 

ERY + KAN 

100 > 300 

10-1 > 300 

10-2 > 300 

TET + KAN 

100 2 

10-1 0 

10-2 0 
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Tableau 37 : Criblage de la librairie métagénomique de la souche 16-B3PA-0006 en présence de kanamycine (KAN), 
sulfaméthoxazole (SUL), céfotaxime (CEF), ciprofloxacine (CIP), colistine (COL), doripénème (DOR), érythromycine (ERY) et 

tétracycline (TET). 

Librairie métagénomique Antibiotique 
Dilution de la 

librairie 
Nombre de colonies 

pZE21 + 16-B3PA-0006 

KAN 

10-3 > 300 

10-4 202 

10-5 29 

SUL + KAN 

100 6 

10-1 0 

10-2 0 

CEF + KAN 

100 0 

10-1 0 

10-2 0 

CIP + KAN 

100 0 

10-1 0 

10-2 0 

COL + KAN 

100 0 

10-1 0 

10-2 0 

DOR + KAN 

100 0 

10-1 0 

10-2 0 

ERY + KAN 

100 > 300 

10-1 > 300 

10-2 > 300 

TET + KAN 

100 0 

10-1 0 

10-2 0 

 

III.7. Analyse des séquences des inserts plasmidiques des clones résistants aux 
antibiotiques 

Une fois les séquences obtenues, nous les avons confrontées à plusieurs bases de données 

spécifiques aux GRA ainsi qu’à la base de données plus généraliste du NCBI (National Center for 

Biotechnology Information). La base de données CARD (The Comprehensive Antibiotic Resistance 

Database) est active, mise à jour tous les mois, contient actuellement plus de 5 010 séquences de 

référence sur les GRA et donne des informations sur les espèces bactériennes dans lesquelles le gène 

a été identifié. ARG-ANNOT (Antibiotic Resistance Gene-ANNOTation) est également spécialisée dans 

les GRA et contient environ 2 038 séquences génétiques depuis son archivage en mai 2018. La base de 

données ResFinder permet non seulement de détecter les GRA mais aussi de leur associer un 
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phénotype de résistance. Cette base de données est régulièrement mise à jour et contient plus de 

2 774 séquences génétiques. ResFinderFG est spécialisée dans l’identification des déterminants de la 

résistance aux antimicrobiens obtenus par métagénomique fonctionnelle. Cette base de données est 

fondée sur 50 études de métagénomique fonctionnelle et sa dernière mise à jour date de juin 2022. 

Les bases de données ResFinder et ResFinderFG ne donnent pas d’informations sur les espèces 

bactériennes porteuses des gènes de résistance mais indiquent les antibiotiques pour lesquels les 

gènes confèrent une résistance phénotypique. Pour l’analyse des séquences, les clones ont été codifiés 

de la manière suivante :  

[librairie métagénomique]-[antibiotique]-[numéro du clone] 

[librairie métagénomique] : 12 (12-B3PA-1629), 13 (13-B3PA-2931), 16 (16-B3PA-0006) 

[antibiotique] : ERY (érythromycine), TET (tétracycline), SUL (sulfaméthoxazole) 

[numéro du clone] : le numéro s’incrémentait 

 

III.7.A. Clones des trois souches de Vibrio résistants à l’érythromycine 

L’analyse des inserts plasmidiques des 15 clones des souches 12-B3PA-1629, 13-B3PA-2931 et 16-

B3PA-0006 s’étant développés en présence d’érythromycine et de kanamycine a dans un premier 

temps été réalisée avec les bases de données ARG-ANNOT, CARD, ResFinder et ResFinderFG.  

Aucune homologie de séquence avec les GRA disponibles dans ces bases de données n’a été 

observée. Nous avons donc par la suite réalisé un blast nucléotidique (NCBI). Les résultats sont 

présentés en Annexe XXVIII. Concernant les clones de la souche 12-B3PA-1629, nous avons observé 

une homologie de séquence entre 95 et 100 % avec des protéines connues. Nous avons noté que 26 % 

de l’insert du clone 12-ERY-3 était homologue aux gènes pstS et tonB qui codent pour une protéine de 

liaison au substrat d’un transporteur de type ABC et un récepteur tonB-dépendant, respectivement. 

Entre 70 et 75 % des inserts des clones 12-ERY-6 et 12-ERY-7 avaient une homologie avec le gène dsbA 

codant pour une protéine de formation de liaisons disulfures, une amidohydrolase et une protéine 
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hypothétique. Entre 45 et 55 % des inserts des clones 12-ERY-8 et 12-ERY-10 correspondaient aux 

gènes flgM (protéine de biosynthèse flagellaire), astD (déshydrogénase), icmF (protéine de sécrétion 

de type VI) ainsi qu’à une urocanate hydratase et une protéine hypothétique. L’ensemble de ces 

homologies ont été observées pour l’espèce Shewanella algae. 

Des homologies de séquence entre 98 et 100 % ont été observées pour les inserts des clones de la 

souche 13-B3PA-2931. Entre 20 et 29 % des inserts des clones 13-ERY14 et 13-ERY-15 étaient 

homologues à un régulateur transcriptionnel de la famille LysR et à une protéine à domaine Hpt. Nous 

avons noté qu’entre 39 et 44 % des inserts des clones 13-ERY-17 et 13-ERY-20 correspondaient au gène 

yejH codant pour une hélicase à ARN ATP-dépendante et à 2 protéines hypothétiques. Enfin, nous 

avons observé une homologie de l’insert du clone 13-ERY-19 avec les gènes crcB (codant pour un 

transporteur d’efflux de fluorure) et yejH. L’ensemble de ces gènes avaient été mis en évidence pour 

l’espèce V. parahaemolyticus.  

Concernant les clones de la souche 16-B3PA-0006, nous avons observé entre 97 et 100 % 

d’homologie avec des gènes connus de la base de données de NCBI. Nous avons noté que 20 % de 

l’insert du clone 16-ERY-22 était homologue au gène pdxH qui code pour une pyridoxamine 5’-

phosphate oxydase. Entre 38 et 43 % des séquences des inserts des clones 16-ERY-28 et 16-ERY-25 

étaient homologues à une D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase et une sulfatase-like 

hydrolase/transferase. Entre 55 et 60 % des séquences des inserts des clones 16-ERY-27 et 16-ERY-30 

correspondaient à une fumarate hydratase de classe II et des perméases de types FtsX et NCS2. 

Similairement aux séquences des clones de la souche 13-B3PA-2931, ces gènes ont été mis en évidence 

dans V. parahaemolyticus mais également dans Proteus vulgaris (pour le gène pdxH).  

Nous en avons conclu que la sélection de gènes de résistance à l’érythromycine à partir des 

librairies métagénomiques en utilisant 100 µg/ml de cet antibiotique n’avait pas fonctionné. 
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III.7.B. Clones de la souche 13-B3PA-2931 résistants à la tétracycline 

Les séquences d’ADN insérées dans le plasmide des deux clones de la souche de Vibrio 13-

B3PA-2931 résistants à la tétracycline étaient de 1 210 et 1 211 pb. Un blast a d’abord été effectué 

dans la base de données CARD (Tableau 38). Pour ces deux séquences, nous avons observé une 

homologie avec le gène tetA de 98 % et 87 %, respectivement, qui a été mis en évidence par un 

séquençage complet du génome de Shigella sonnei.  

Tableau 38 : Analyse des séquences insérées dans les plasmides des clones de la souche V. parahaemolyticus 13-B3PA-2931 
résistants à la tétracycline avec la base de données CARD. % d’identité : pourcentage d’identité correspondant au degré de 

similitude entre la séquence blastée et la séquence cible ; bactérie : espèce bactérienne dans laquelle le gène a été 
identifié. 

Clone Gène identifié % d’identité Bactérie 

13-TET-1 
tetA (ARO:3000165) 

98 % 
Shigella sonnei 

13-TET-2 87 % 

 

Une recherche dans la base de données ARG-ANNOT avec les deux mêmes séquences a été 

faite (Tableau 39). Une homologie similaire à la base de données CARD a été observée pour le gène 

tetA pour ces deux séquences (99 % et 87 %, respectivement) mais aucune information sur l’espèce 

bactérienne dans laquelle le gène a été identifié n’a été donnée. De plus, ces deux séquences 

présentaient une homologie de 100 % avec le gène tetR qui code pour un régulateur de transcription 

du gène tetA.  

Tableau 39 : Analyse des séquences insérées dans les plasmides des clones de la souche V. parahaemolyticus 13-B3PA-2931 
résistants à la tétracycline avec la base de données ARG-ANNOT. % d’identité : pourcentage d’identité correspondant au 

degré de similitude entre la séquence blastée et la séquence cible. 

Clone Gène identifié % d’identité 

13-TET-1 
tetA (JX424423:94438-95712:1275) 99 % 

tetR (HF545434:53576-54226:651) 100 % 

13-TET-2 
tetA (JX424423:94438-95712:1275) 87 % 

tetR (HF545434:53576-54226:651) 100 % 
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Ensuite, nous avons effectué un blast de ces séquences dans la base de données ResFinderFG 

(Tableau 40). Aucune homologie n’a été obtenue pour la séquence de l’insert du clone 13-TET-2. En 

revanche, la séquence du clone 13-TET-1 présentait une homologie de 99,85 % avec une pompe à 

efflux de la tétracycline donnant une résistance phénotypique à la minocycline. 

Tableau 40 : Analyse des séquences insérées dans les plasmides des clones de la souche V. parahaemolyticus 13-B3PA-2931 
résistants à la tétracycline avec la base de données ResFinderFG. Nom du hit : correspond au gène, à la protéine ou à la 
fonction du gène/de la protéine identifié par le blast ; % d’identité : pourcentage d’identité correspondant au degré de 

similitude entre la séquence blastée et la séquence cible ; antibiotique ciblé : antibiotique contre lequel le gène identifié 
confère une résistance. 

Clone Nom du hit % d’identité Antibiotique ciblé 

13-TET-1 tet_efflux (GQ343144.1) 99,85 % minocycline 

13-TET-2    

 

Une analyse de ces séquences avec la base de données de NCBI nous a permis d’obtenir plus 

d’informations (Tableau 41). Environ 97 % de la séquence du clone 13-TET-1 présentait une homologie 

de 99,66 % avec 3 gènes : tetA (codant pour la pompe à efflux de la tétracyline), tetR (codant pour le 

régulateur transcriptionnel) mais également le gène merR qui code pour un régulateur de l’opéron 

impliqué dans la résistance au mercure. Ces gènes ont été mis en évidence dans la souche de 

V. cholerae FORC_073, un isolat clinique. Une homologie plus faible a été observée entre la séquence 

du clone 13-TET-2 et les gènes tetA, tetR et merR (97,71 %) qui ont été mis en évidence dans la souche 

de V. parahaemolyticus VPS92 isolée d’une crevette. Dans cette souche, les trois gènes étaient portés 

par le plasmide pVPS92-VEB. 

 

 

 

 

 



Chapitre IV : Mise au point d’une méthode de métagénomique fonctionnelle 

246 | P a g e  

 

Tableau 41 : Analyse des séquences insérées dans les plasmides des clones de la souche V. parahaemolyticus 13-B3PA-2931 
résistants à la tétracycline avec la base de données du NCBI. Produit : protéine ou fonction de la protéine codée par le gène 

identifié ; query cover : pourcentage correspondant à la longueur de la séquence blastée couvrant la séquence cible ; % 
d’identité : pourcentage d’identité correspondant au degré de similitude entre la séquence blastée et la séquence cible ; 

bactérie : espèce bactérienne dans laquelle le gène a été identifié. 

Clone 
Gène 

identifié 
Produit 

Query 

Cover 

% 

d’identité 
Bactérie 

13-TET-

1 

tetA pompe à efflux 

97 % 99,66 % 

V. cholerae 

FORC_073 

(CP024082.1) 

tetR 
régulateur 

transcriptionnel 

merR 
régulateur de l'opéron de 

résistance au mercure 

13-TET-

2 

tetA pompe à efflux 

89 % 97,71 % 

V. 

parahaemolyticus 

VPS92  

(KU356480.1) 

tetR 
régulateur 

transcriptionnel 

merR 
régulateur de l'opéron de 

résistance au mercure 

 

Finalement, aucune homologie de ces deux séquences avec des GRA n’a été observée en 

interrogeant la base de données ResFinder.  

III.7.C. Clones de la souche 16-B3PA-0006 résistants au sulfaméthoxazole 

Les séquences d’ADN insérées dans les plasmides des six clones qui se sont développés en 

présence de sulfaméthoxazole ont été analysées en utilisant les mêmes bases de données. Ces 

séquences avaient une taille d’environ 1 840 pb pour les clones 16-SUL-1/4/5/6 et d’environ 1 140 pb 

pour les clones 16-SUL-2/3. Les résultats pour la base de données CARD sont présentés dans le Tableau 

42. Les séquences des 2 clones 16-SUL-2 et 16-SUL-3 étaient homologues à 99 % avec le gène sul2 

codant pour la résistance aux sulfonamides et mis en évidence dans l’espèce V. cholerae. La même 

homologie de séquences a été observée pour les 4 autres clones en plus d’une homologie entre 99 et 

100 % avec le gène aph(3’’)-Ib (ou strA) codant pour la résistance aux aminoglycosides et mis en 

évidence dans Pseudomonas aeruginosa. 
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Tableau 42 : Analyse des séquences insérées dans les plasmides des clones de la souche V. parahaemolyticus 16-B3PA-0006 
résistants au sulfaméthoxazole avec la base de données CARD. % d’identité : pourcentage d’identité correspondant au 

degré de similitude entre la séquence blastée et la séquence cible ; bactérie : espèce bactérienne dans laquelle le gène a 
été identifié. 

Clone Gène identifié % d’identité Bactérie 

16-SUL-1 
sul2 (ARO:3000412) 99 % V. cholerae 

aph(3'')-Ib ou "strA" (ARO:3002639) 100 % P. aeruginosa 

16-SUL-2 sul2 (ARO:3000412) 99 % V. cholerae 

16-SUL-3 sul2 (ARO:3000412) 99 % V. cholerae 

16-SUL-4 
sul2 (ARO:3000412) 99 % V. cholerae 

aph(3'')-Ib ou "strA" (ARO:3002639) 100 % P. aeruginosa 

16-SUL-5 
sul2 (ARO:3000412) 99 % V. cholerae 

aph(3'')-Ib ou "strA" (ARO:3002639) 99 % P. aeruginosa 

16-SUL-6 
sul2 (ARO:3000412) 99 % V. cholerae 

aph(3'')-Ib ou "strA" (ARO:3002639) 100 % P. aeruginosa 

 

Des résultats similaires ont été observés en interrogeant la base de données ARG-ANNOT 

(Tableau 43). Les séquences des clones 16-SUL-2 et 16-SUL-3 présentaient de nouveau une homologie 

de 99 % avec le gène sul2 et la séquence des 4 autres clones une homologie entre 99 % et 100 % avec 

les gènes sul2 et strA.  

Tableau 43 : Analyse des séquences insérées dans les plasmides des clones de la souche V. parahaemolyticus 16-B3PA-0006 
résistants au sulfaméthoxazole avec la base de données ARG-ANNOT. % d’identité : pourcentage d’identité correspondant 

au degré de similitude entre la séquence blastée et la séquence cible. 

Clone Gène identifié % d’identité 

16-SUL-1 
sul2 (EU360945:1617-2432:816) 99 % 

strA (AB366441:22458-23261:804) 100 % 

16-SUL-2 sul2 (EU360945:1617-2432:816) 99 % 

16-SUL-3 sul2 (EU360945:1617-2432:816) 99 % 

16-SUL-4 
sul2 (EU360945:1617-2432:816) 99 % 

strA (AB366441:22458-23261:804) 100 % 

16-SUL-5 
sul2 (EU360945:1617-2432:816) 99 % 

strA (AB366441:22458-23261:804) 99 % 

16-SUL-6 
sul2 (EU360945:1617-2432:816) 99 % 

strA (AB366441:22458-23261:804) 100 % 
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En revanche, aucune homologie entre les séquences des clones 16-SUL-2 et 16-SUL-3 et le gène 

sul2 n’a été obtenue en utilisant la base de données ResFinder (Tableau 44). Seules les séquences des 

clones 16-SUL-1, 16-SUL-4, 16-SUL-5 et 16-SUL-6 ont montré une homologie allant de 99,51 à 100 % 

avec le gène sul2 qui est lié à une résistance phénotypique au sulfaméthoxazole. 

Tableau 44 : Analyse des séquences insérées dans les plasmides des clones de la souche V. parahaemolyticus 16-B3PA-0006 
résistants au sulfaméthoxazole avec la base de données ResFinder. % d’identité : pourcentage d’identité correspondant au 
degré de similitude entre la séquence blastée et la séquence cible ; phénotype de résistance : antibiotique contre lequel le 

gène identifié confère une résistance. 

Clone Gène identifié % d’identité Phénotype de résistance 

16-SUL-1 sul2 (FJ968160) 99,88 % sulfaméthoxazole 

16-SUL-2    

16-SUL-3    

16-SUL-4 sul2 (FJ968160) 100 % sulfaméthoxazole 

16-SUL-5 sul2 (FJ968160) 99,51 % sulfaméthoxazole 

16-SUL-6 sul2 (FJ968160) 99,63 % sulfaméthoxazole 
 

Similairement aux bases de données CARD et ARG-ANNOT, les séquences des clones 16-SUL-2 

et 16-SUL-3 ont montré une homologie de 99,86 % avec le gène sul2 en réalisant un Blast nucléotidique 

dans la base de données du NCBI (Tableau 45). De même, environ 74 % des séquences des autres 

clones présentaient une homologie supérieure à 99 % avec les gènes strA et sul2 mis en évidence au 

sein du plasmide pC1579 associé à la souche de V. alginolyticus C1579 isolée d’une crevette. 
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Tableau 45 : Analyse des séquences insérées dans les plasmides des clones de la souche V. parahaemolyticus 16-B3PA-0006 
résistants au sulfaméthoxazole avec la base de données du NCBI. Produit : protéine ou fonction de la protéine codée par le 
gène identifié ; query cover : pourcentage correspondant à la longueur de la séquence blastée couvrant la séquence cible ; 
% d’identité : pourcentage d’identité correspondant au degré de similitude entre la séquence blastée et la séquence cible ; 

bactérie : espèce bactérienne dans laquelle le gène a été identifié. 

Clone 
Gène 

identifié 
Produit 

Query 

Cover 

% 

d’identité 
Bactérie Plasmide 

16-SUL-1 

strA 
aminoglycoside 

phosphotransférase 
74 % 99,56 % 

V. 

alginolyticus 

C1579 

(MN865127.1) 

pC1579 

sul2 
dihydroptéroate 

synthase 

16-SUL-2 sul2 
dihydroptéroate 

synthase 
62 % 99,86 % 

16-SUL-3 sul2 
dihydroptéroate 

synthase 
62 % 99,86 % 

16-SUL-4 

strA 
aminoglycoside 

phosphotransférase 
73 % 99,85 % 

sul2 
dihydroptéroate 

synthase 

16-SUL-5 

strA 
aminoglycoside 

phosphotransférase 
74 % 99,27 % 

sul2 
dihydroptéroate 

synthase 

16-SUL-6 

strA 
aminoglycoside 

phosphotransférase 
74 % 99,49 % 

sul2 
dihydroptéroate 

synthase 

 

Concernant la base de données ResFinderFG, aucune homologie de séquence n’a été observée. 

 

IV. Discussion 

Dans ces travaux, nous avons mis au point une méthode de métagénomique fonctionnelle par 

criblage haut-débit permettant d’identifier des GRA décrits et/ou de nouveaux gènes à partir de 

souches bactériennes. Pour cela, des souches de V. parahaemolyticus résistantes aux antibiotiques 

préalablement caractérisées d’un point de vu phénotypique ont été étudiées afin de valider les 

différentes étapes critiques du protocole et de l’utiliser ultérieurement sur des échantillons complexes 

environnementaux. 
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Nous avons dans un premier temps identifié les GRA connus par un séquençage complet du 

génome des souches étudiées. Comme indiqué dans la publication de Briet et al. (2018), la souche de 

V. parahaemolyticus 16-B3PA-0006 était phénotypiquement résistante à l'amoxicilline/acide 

clavulanique, à la céfoxitine, à la céfotaxime, à la ceftazidime, à la céfuroxime, au céfépime, au 

triméthoprime/sulfaméthoxazole et était productrice d’une carbapénémase. Les auteurs ont identifié 

les gènes blaNDM-1, floR, tetA, sul1, sul2, aadA2b, strA, strB et dfrA16 codant pour les résistances à ces 

antibiotiques. En réalisant un nouveau blast dans la base de données ResFinder avec la séquence du 

génome de cette souche (numéro d'accès GenBank PETB00000000), nous avons également identifié 

la présence des gènes blaCARB-35/43/44 avec une homologie de séquence de 99,1 %. Ces trois gènes codent 

pour une carbapénémase appartenant aux β-lactamases de classe D et sont principalement portés par 

le chromosome bactérien et diffèrent dans leur séquence génétique par quelques substitutions 

nucléotidiques. Les gènes blaCARB-35 et blaCARB-43 ont auparavant été décrits dans des souches de 

V. parahaemolyticus isolées de fruits de mer en Chine par un séquençage complet de leur génome 

(Chiou et al., 2015). Le gène blaCARB-44 a également été décrit dans une souche de V. parahaemolyticus 

C2_8 isolée de poisson en Chine (Yang et al., 2019). Similairement à la souche 16-B3PA-0006, nous 

avons identifié les gènes de résistance floR, tetA, sul2, strA et strB dans la souche 13-B3PA-2931 qui 

correspondaient à sa résistance phénotypique au chloramphénicol, à la tétracycline, au cotrimoxazole 

et à la streptomycine. Nous avons également identifié le gène de résistance à la tétracycline tet(59) et 

le gène codant pour la carbapénémase CARB-26. Ces gènes de résistance ont déjà été identifiés dans 

des souches de V. parahaemolyticus ST122 dans des étangs à crevettes en Chine (Fu et al., 2021). En 

2015, les gènes blaCARB-17, blaCARB-20 et sul2 ont été identifiés dans une de ces souches ST122. Puis en 

2016, une autre souche ST122 a été détectée avec un îlot génomique flanqué de séquences 

d’insertions ISVal1 qui contenait les gènes floR, sul2, strA et strB. Enfin, nous avons identifié le gène de 

résistance aux quinolones qnrA5 et le gène blaOXA-SHE codant pour une β-lactamase de classe D 

(oxacillinase) dans la souche de V. parahaemolyticus 12-B3PA-1629. Cependant, aucune résistance 

phénotypique à l’acide nalidixique ni à la ciprofloxacine (deux quinolones de 1ère et de 2ème génération, 
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respectivement) n’a été observée pour cette souche de Vibrio. Similairement, Poirel et al. (2005) ont 

observé que la présence du gène qnrA ne donnait pas une résistance phénotypique aux quinolones 

comme la ciprofloxacine, l’ofloxacine, la sparfloxacine et la norfloxacine pour des souches de S. algae. 

Le gène blaOXA-SHE est similaire à 99 % avec le gène blaOXA-55 et a été mis en évidence dans plusieurs 

souches cliniques de Shewanella algae mais également dans des souches environnementales isolées 

d’algues rouges ainsi que d’invertébrés et poissons sauvages de la Mer Baltique et du Japon (Ohama 

et al., 2021). Similairement à la souche de V. parahaemolyticus 12-B3PA-1629, les auteurs ont identifié 

des gènes de types qnrA (A1, A2, A3, A5 et A7) associés au gène blaOXA-SHE. Cependant, le gène blaOXA-

SHE n’a à notre connaissance jamais été mis en évidence dans l’espèce V. parahaemolyticus. 

Ensuite, nous avons construit une librairie métagénomique pour chaque souche de 

V. parahaemolyticus. Cela consistait dans un premier temps à fragmenter l’ADN génomique des 

souches de V. parahaemolyticus de manière enzymatique. En fragmentant l’ADN génomique pendant 

5 min avec la fragmentase, la taille des fragments était plus grande (entre 100 et 3 000 pb) qu’en 

fragmentant l’ADN pendant 10 min comme recommandé par le fabricant. En clonant ces fragments 

d’ADN au sein du plasmide pZE21-MCS et en réalisant la transformation bactérienne, nous avons 

remarqué qu’une majorité des plasmides avaient intégré des fragments de taille inférieure à 500 pb. 

Des fragments d’ADN supérieurs à 500 pb sont à privilégier dans la mesure où les GRA peuvent avoir 

une taille comprise entre 200 pb (le gène dfrB codant pour la résistance au triméthoprime fait 237 pb 

par exemple) et plus de 1 900 pb (les gènes de résistance aux tétracyclines tetM, tetW et tetO font plus 

de 1 920 pb) (van Hoek et al., 2011). Nous avons de plus fortes chances d’identifier plusieurs GRA 

associés à des EGM si les fragments d’ADN clonés dans les plasmides sont d’une taille supérieure à 

2 000 pb. Afin de générer des librairies métagénomiques possédant des plasmides avec des plus grands 

inserts génétiques, trois solutions ont été proposées. En diminuant le temps d’incubation de l’ADN 

avec la fragmentase, des fragments d’ADN de plus grande taille pourraient être générés. Une plus 

grande quantité d’ADN pourrait également être utilisée. En effet, Marathe et al. (2018) ont fragmenté 

5 µg d’ADN extraits de sédiments de rivière pendant 5 min en utilisant la même enzyme et ont ainsi 
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obtenu des librairies métagénomiques avec une taille moyenne d’insert de 1,2 kb. Pour un meilleur 

contrôle des tailles des fragments d’ADN à cloner, une purification des bandes de la taille voulue à 

partir du gel d’agarose pouvait être effectuée comme cela a été fait dans la publication de Sommer et 

al. (2009). 

Afin de construire les librairies métagénomiques, nous avons également comparé deux 

méthodes de transformation bactérienne. La méthode de transformation par choc thermique s’est 

avérée être efficace pour le plasmide témoin pUC19 avec une efficacité de transformation conforme 

aux indications du fabricant des cellules compétentes d’E. coli. En revanche, cette méthode de choc 

thermique avait une efficacité diminuée de plus de 4 log UFC/µg de plasmide pour la transformation 

des plasmides recombinants. De plus, nous avons observé la présence de plasmides en majorité vides 

dans les cellules transformées. Cette différence d’efficacité entre le plasmide pUC19 et les plasmides 

recombinants pourrait s’expliquer par une taille plus importante de plasmides pZE21-MCS possédant 

des grands fragments d’ADN. Le passage de ces plasmides de grande taille par les pores de la 

membrane plasmique générés lors du choc thermique serait alors difficile contrairement aux plus 

petits plasmides. La méthode de transformation la plus répandue dans la littérature étant 

l’électroporation, nous avons décidé d’essayer cette technique pour transformer les plasmides 

recombinants. Comme la méthode de choc thermique, l’électroporation s’est avérée être très efficace 

pour transformer le plasmide pUC19 dans les cellules d’E. coli (9,8 log UFC/µg de plasmide). Cette 

technique était également très efficace pour les plasmides recombinants avec des efficacités de 

transformations similaires au plasmide témoin (entre 7,4 et 7,7 log UFC/µg d’ADN). Les tailles des 

librairies métagénomiques générées par électroporation à partir des souches de Vibrio étaient de 

5,6.10-2 à 1,7.10-1 Gb correspondant à environ 10 à 30 fois la taille du génome total de Vibrio 

parahaemolyticus qui peut avoir une taille allant de 4,95 à 6,05 Mb (Pang et al., 2020). En réalisant des 

librairies métagénomiques à partir d’ADN d’échantillons complexes comme des effluents industriels et 

des sols agricoles, Zhang et al. (2019) et Su et al. (2014) ont obtenus des librairies de tailles comprises 

entre 0,4 et 3,6 Gb. Cette différence entre leurs librairies métagénomiques et les nôtres peut 
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s’expliquer par un clonage de fragments d’ADN de plus grandes tailles (entre 2 et 9 kb) par rapport à 

notre étude (entre 0,1 et 1,9 kb). Cependant, l’analyse des séquences des inserts après le criblage des 

librairies métagénomiques de Vibrio sur antibiotiques a été concluante.  

Nous avons obtenu deux clones résistants à la tétracycline à partir de la librairie 13-B3PA-2931 

et six clones résistants au sulfaméthoxazole à partir de la librairie 16-B3PA-0006. Plusieurs bases de 

données ont été utilisées pour analyser les séquences obtenues, notamment des bases de données de 

référence sur les GRA. Avec la base de données ResFinderFG qui est spécialisée dans l’identification 

des déterminants de la résistance aux antimicrobiens obtenus par métagénomique fonctionnelle, nous 

avons observé une homologie de séquence avec une séquence codant pour une pompe à efflux de la 

tétracycline seulement pour le clone 13-TET-1 qui était résistant à la tétracycline. Cependant, aucun 

nom de gène de résistance n’est ressorti et le nom du hit « tet_efflux » peut correspondre au gène 

tetA mais également à ses variants. Cette base de données est fondée sur 50 études de 

métagénomique fonctionnelle réalisées sur des échantillons humains, animaux et environnementaux 

et a été mise à jour en juin 2022. Enrichir cette base de données avec plus de résultats provenant de 

l’analyse d’échantillons d’environnements divers permettra à l’avenir de rendre les études de 

métagénomique fonctionnelle plus robustes. Les résultats d’identification des gènes dans les clones 

résistants au sulfaméthoxazole étaient également peu concluants en utilisant la base de données 

ResFinder. Nous avons identifié le gène sul2 pour 4 des 6 séquences des clones résistants au 

sulfaméthoxazole dont la longueur de séquence était en moyenne de 1 840 pb. Cette identification du 

gène sul2 concordait avec les résultats du séquençage complet de la souche de Vibrio 

parahaemolyticus 16-B3PA-0006 mis en évidence par Briet et al. (2018). Pour les deux autres 

séquences d’environ 1 140 pb, aucune homologie n’a été observée avec cette base de données. Pour 

les mêmes séquences analysées, les bases de données CARD et ARG-ANNOT ont permis d’obtenir plus 

d’informations sur les gènes présents. Pour les séquences des 2 clones résistants à la tétracycline, le 

gène tetA a pu être identifié avec la base de données CARD. Nous avons également pu déceler la 

présence du gène régulateur tetR associé à tetA en utilisant la base de données ARG-ANNOT. Ce gène 
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tetR n’a en revanche pas été identifié en réalisant un blast de la séquence complète du génome de 

V. parahaemolyticus 13-B3PA2931 dans la base de données ResFinder étant donné que le gène tetR 

code pour un régulateur transcriptionnel et n’est pas un GRA (Zankari, 2014). Pour les séquences des 

6 clones résistants au sulfaméthoxazole, ces deux bases de données ont permis l’identification du gène 

de résistance sul2 associé au gène de résistance aux aminoglycosides strA dans les inserts de plus 

grande taille ce qui était cohérant au vu des résultats de séquençage du génome complet de la souche 

de Vibrio 16-B3PA-0006 (Briet et al., 2018). En utilisant la base de données ARG-ANNOT, Gupta et al. 

(2014) ont analysé le génome de plusieurs souches d’Acinetobacter baumannii et de Staphylococcus 

aureus et ont détecté un nombre plus élevé de GRA qu’en utilisant la base de données ResFinder. Alors 

que la base de données ARG-ANNOT est archivée depuis mai 2018, CARD est active et mise à jour 

chaque mois permettant une comparaison de séquences avec des gènes de résistance nouvellement 

découverts. Enfin, la base de données nucléotidiques de NCBI nous a permis d’obtenir des résultats 

assez similaires à CARD et ARG-ANNOT mais également des informations supplémentaires sur les 

gènes environnants. En effet, nous avons pu identifier le gène merR impliqué dans la régulation de la 

résistance au mercure dans l’environnement génétique des gènes tetA et tetR identifiés dans la souche 

V. parahaemolyticus 16-B3PA-0006. Ce gène merR est principalement localisé dans les bactéries à 

Gram négatif dans les transposons Tn 21 et Tn 501 et réagit aux stimuli environnementaux tels que le 

stress oxydatif, les métaux lourds et même les antibiotiques (Brown et al., 2003). De plus, le transposon 

Tn 21 a été décrit comme inséré dans un autre transposon de résistance au chloramphénicol (Tn 9) 

porté par le plasmide R100 qui porte à son tour un autre transposon de résistance à la tétracycline 

médiée par les gènes tetA, tetR, tetC et tetD (Gillings and Stokes, 2012).  

La sélection des clones sur érythromycine n’a pas été concluante. L’analyse des inserts 

plasmidiques des clones qui se sont développés en présence de cet antibiotique n’a révélée que des 

gènes non impliqués dans la résistance aux antimicrobiens tels que des gènes codant pour la 

biosynthèse flagellaire ou pour des ARN à hélicase. Deux hypothèses peuvent être avancées quant à 

ces résultats. Premièrement, le milieu LB utilisé pour le criblage pourrait contenir des inhibiteurs 
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agissant sur l’érythromycine et entraîner son inactivation comme cela a été démontré pour des 

antibiotiques récents tels que le triméthoprime (Willms et al., 2021). L’utilisation du milieu Mueller-

Hinton est à favoriser pour le criblage des librairies métagénomiques car il contient moins d’inhibiteurs 

affectant la sensibilité aux antibiotiques et est utilisé pour la réalisation des antibiogrammes. 

Deuxièmement, la concentration en érythromycine utilisée pour le criblage n’était peut-être pas 

optimale. Cette concentration de 100 µg/ml a été choisie en nous basant sur les CMI utilisées dans les 

études de González-Plaza et al. (2018) et Su et al. (2014) qui ont employé les plasmides pCF430 et 

pUC19, respectivement, pour la réalisation des librairies métagénomiques. Nous devrions tester 

plusieurs concentrations en érythromycine sur les souches d’E. coli DH5α possédant le plasmide pZE21-

MCS vide pour déterminer la CMI de cet antibiotique pour le plasmide pZE21-MCS. Finalement, 

certains gènes de résistance présents dans les souches de Vibrio analysées n’ont pas été identifiés par 

la méthode de métagénomique fonctionnelle malgré un criblage sur les antibiotiques cibles. 

Notamment, les gènes blaNDM-1 et sul1 n’ont pas été identifiés dans V. parahaemolyticus 16-B3PA-0006, 

les gènes tet(59) et sul2 dans V. parahaemolyticus 13-B3PA-2931 ainsi que le gène qnrA5 dans 

V. parahaemolyticus 12-B3PA-1629 malgré leur identification par le séquençage complet de leur 

génome et leurs résistances phénotypiques aux antibiotiques correspondant (Briet, 2018). L’absence 

de croissance des librairies métagénomiques en présence des antibiotiques correspondant aux 

résistances de ces gènes peut être attribuée à des fragments d’ADN insérés de trop petite taille qui ont 

entraîné une perte de l’information génétique. A l’inverse, l’identification d’un gène de résistance dans 

une souche bactérienne malgré une absence de phénotype de résistance à l’antibiotique peut être liée 

à un gène non exprimé dit « silencieux ». La plupart des études génétiques sur la résistance aux 

antimicrobiens portant sur des bactéries avec une résistance phénotypique, la présence de gènes 

silencieux est peu étudiée. Les travaux menés par Wu et al. (2001) et Rowe-Magnus et al. (2002) ont 

permis de mettre en évidence le gène mecA (impliqué dans la synthèse de peptidoglycanes en 

présence de β-lactamines) dans Staphylococcus sciuri et catB9 (codant pour la résistance au 

chloramphénicol) dans l’espèce Vibrio cholerae qui n’étaient pas exprimés. De même, la présence de 
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GRA silencieux comme blaOXA-2, aadA1, sul1 et tetA dans le plasmide pVE46 dans E. coli a été observée 

(Enne et al., 2006). Cette absence d’expression du gène peut notamment provenir d’une absence de 

promoteur ou de l’absence d’ARNm malgré des séquences de promoteurs et de GRA intactes. Afin de 

mettre en évidence des GRA silencieux, une approche de métatranscriptomique peut être envisagée. 

Cette technique permet d’étudier la régulation des gènes de résistance et est basée sur le séquençage 

direct des ADNc synthétisés à partir des ARNm extraits d’échantillons complexes.  

Toutes les étapes liées à la préparation des librairies métagénomiques sont critiques et doivent 

être contrôlées afin de veiller au bon déroulement de la méthode, notamment la production de 

fragments d’ADN de taille optimale et l’intégration des plasmides recombinants dans les cellules 

bactériennes hôtes. L’optimisation de ces étapes permettrait de générer des librairies 

métagénomiques de tailles conséquentes et ainsi de retrouver un maximum d’informations 

génétiques pour caractériser l’ensemble des GRA présents dans les échantillons. De plus, le clonage de 

fragments d’ADN de grande taille au sein du vecteur plasmidique donnerait des informations 

supplémentaires sur les EGM associés aux GRA et impliqués dans leur propagation. D’autres 

optimisations de cette méthode de métagénomique fonctionnelle devront être faites sur les souches 

de Vibrio pour intégrer de plus grands fragments d’ADN avant de l’appliquer à des échantillons 

complexes comme les différentes matrices représentatives du réseau trophique benthique que nous 

avons étudié. Nous avons vu dans les Chapitres II et III qu’il y avait une forte prévalence des gènes 

indicateurs de résistance aux antimicrobiens tetA, blaTEM et sul1 dans les échantillons d’eau de mer, de 

plancton, de mollusques bivalves et de poissons plats dans la Manche et la Mer du Nord. Le gène 

indicateur de résistance aux antimicrobiens intI1 était également abondant dans ces échantillons et 

reflétait la présence d’intégrons de classe 1 dans lesquels plusieurs GRA sous forme de cassettes 

peuvent être intégrés. L’utilisation de la méthode de métagénomique fonctionnelle sur ces 

échantillons permettra de mieux caractériser le résistome/mobilome et d’identifier potentiellement 

de nouveaux GRA. Parmi ces nouveaux GRA identifiés, certains pourraient même constituer de 

nouveaux gènes indicateurs potentiels pour le suivi de la contamination de l’environnement marin par 
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la résistance aux antimicrobiens en complément des gènes proposés par Berendonk et al. (2015). Cette 

méthode de métagénomique fonctionnelle a notamment permis d’identifier de nouveaux gènes 

codant pour des β-lactamases à partir d’échantillons de sédiments de rivière en Inde (Marathe et al., 

2018) ainsi que d’effluents industriels et de boues d’épuration en Angleterre (Zhang et al., 2019). De 

plus, une utilisation combinée de différentes bases de données spécialisées dans les GRA et les EGM 

ainsi que de bases de données plus générales permettra de mieux caractériser le résistome et le 

mobilome associés aux échantillons. 
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V. Conclusion 

 L’analyse de la séquence du génome total de la souche de V. parahaemolyticus 16-B3PA-0006 

a permis d’identifier les gènes de résistance blaCARB-35/43/44 (β-lactamines) en plus des gènes 

blaNDM-1, floR, tetA, sul1, sul2, aadA2b, strA, strB et dfrA16 déjà identifiés dans la souche par 

Briet et al. (2018). 

 Les gènes blaCARB-26, floR, tetA, tet(59), sul2, strA et strB ont été identifiés dans la souche 13-

B3PA-2931. 

 La présence du gène blaOXA-SHE associé au gène qnrA5 dans la souche 12-B3PA-1629 a été 

décrite pour la première fois dans cette espèce bactérienne. 

 La méthode de transformation bactérienne par électroporation était plus efficace que par 

choc thermique pour introduire les plasmides recombinants dans les cellules d’E. coli. 

 La méthode de métagénomique fonctionnelle a permis d’identifier les GRA tetA, sul2 et strA 

mais également les gènes tetR et merR impliqués dans la régulation de la résistance aux 

tétracyclines et au mercure, respectivement. 

 Certains GRA présents dans les souches de V. parahaemolyticus n’ont pas été détectés malgré 

un criblage en présence des antibiotiques cibles probablement en raison d’une taille d’insert 

insuffisante. 

 Des optimisations sur l’élaboration des librairies métagénomiques des souches de Vibrio sont 

nécessaires notamment pour générer de plus grands fragments d’ADN avant d’être appliquée 

à des échantillons environnementaux. Cela permettra de valider le protocole pour maximiser 

le rendement de l’information génétique obtenu à partir des échantillons environnementaux. 

 La métagénomique fonctionnelle est une méthode prometteuse pour caractériser le 

résistome et le mobilome de matrices environnementales indépendamment de la culture des 

microorganismes et permettra d’identifier de nouveaux gènes de résistance à des 

antibiotiques cibles.
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L’objectif de ces travaux de thèse a été de faire un état des lieux de la contamination par la 

résistance aux antimicrobiens de la Manche et de la Mer du Nord en suivant quatre gènes indicateurs 

(tetA, blaTEM, sul1 et intI1). Pour cela, des échantillons d’eau douce, d’eau de mer, de phytoplancton, 

de zooplancton, de mollusques bivalves et de poissons plats (représentatifs d’un réseau trophique 

benthique) ont été analysés. 

Dans un premier temps, il était nécessaire de disposer de protocole optimal d’extraction d’ADN 

bactérien total pour ensuite réaliser l’analyse moléculaire d’échantillons de phytoplancton, de 

zooplancton, de chair de mollusques bivalves, de peau, de branchies et de viscères de poissons plats. 

Parmi les sept méthodes d’extraction d’ADN testées, nous avons sélectionné le kit PowerBiofilm® 

(Qiagen) qui a permis d’obtenir des concentrations plus élevées en ADN en comparaison des autres 

méthodes avec une meilleure pureté. De plus, l’efficacité d’amplification du gène bactérien tuf de ces 

extraits d’ADN avec ce kit était optimale. En effet, nous avons ajouté dans la moitié des échantillons la 

souche de L. monocytogenes B3PA-Lm1 comme contrôle positif de processus ce qui a permis de 

montrer que ce kit d’extraction était efficace pour éliminer les inhibiteurs de PCR pouvant être 

présents dans les différents échantillons. Nous avons ainsi obtenu un taux de faux-négatifs de 6 % 

toutes matrices confondues. Ce contrôle positif de processus a également permis de mettre en 

évidence une présence importante d’inhibiteurs de la PCR dans les extraits d’ADN de chair de 

mollusques bivalves et de viscères de poissons plats avec des taux de faux-négatifs supérieurs à 20 % 

toutes méthodes d’extraction d’ADN confondues. La seconde étape importante pour l’étude 

moléculaire de la résistance aux antimicrobiens était l’optimisation des réactions de qPCR ciblant les 

gènes indicateurs de la résistance aux antimicrobiens tetA, blaTEM, sul1 et intI1. Cette optimisation était 

nécessaire dans la mesure où des réactifs de biologie moléculaire, des fournisseurs d’amorces et des 

thermocycleurs différents étaient utilisés dans les publications sur lesquelles nous nous sommes basés. 

Après une étude comparative, nous avons ainsi sélectionné le pré-mix de Roche et une concentration 

finale en amorces de 0,4 µM pour les réactions de qPCR utilisant la coloration SYBR Green et ciblant 

les gènes tetA et blaTEM. Des concentrations finales en amorces et en sonde de 0,4 et 0,2 µM, 
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respectivement, ont été validées pour les qPCR utilisant la technologie de sonde TaqMan et ciblant les 

gènes sul1 et intI1. Ces conditions ont été validées dans la mesure où elles ont permis d’obtenir une 

bonne sensibilité des réactions de qPCR tout en limitant les réactions non spécifiques dues à la 

formation de dimères d’amorces par exemple. Nous avons validé l’ensemble de ces protocoles 

d’extraction d’ADN et de qPCR sur la base de normes françaises et européennes (NF EN ISO 

20837:2006, NF EN ISO 22174:2005, NF EN ISO 22118:2011, NF U47-600-1:2015 et NF U47-600-2:2015) 

pour une application sur les échantillons marins.  

Dans la continuité de ces travaux, il serait dans un premier temps intéressant de modifier les 

protocoles de préparation des échantillons marins. Nous avons vu dans le Chapitre III que combiner 

les résultats d’abondance des gènes dans les différents niveaux trophiques était compliquée en raison 

d’unités différentes. Il faudrait alors rapporter l’ensemble des mesures à la masse de l’échantillon pour 

intégrer tous les niveaux trophiques dans les modèles de contamination des échantillons par la 

résistance aux antimicrobiens que nous avons réalisé. Par exemple, il est possible de lyophiliser les 

échantillons de phytoplancton et de zooplancton et de prélever une quantité définie de peau de 

poisson plat plutôt que de passer une éponge imbibée d’EPT sur leur surface. Concernant la 

préparation des échantillons d’eau de surface, l’analyse du filtre de 1,2 µm ayant servi à la préfiltration 

des échantillons d’eau pourrait donner des informations génétiques supplémentaires. Il se peut que 

certaines bactéries sous forme d’agrégats ou de biofilms se soient accumulées à cette taille de 

porosité. Il serait intéressant de prendre en compte ces bactéries étant donné que les biofilms sont 

connus pour favoriser le transfert des gènes de résistance aux antimicrobiens (Bowler et al., 2020). De 

plus, le filtrat résultant des trois filtrations successives des échantillons d’eau pourrait également 

contenir des informations relatives aux gènes de résistance associés aux bactériophages car ceux-ci 

ont une taille comprise entre 24 et 200 nm environ (Mayer and Camberlein, 2013). L’utilisation d’un 

filtre de porosité inférieure à 0,22 µm et/ou l’analyse du filtrat seraient alors à envisager. De plus, afin 

de diminuer le seuil de sensibilité des qPCR ciblant les gènes indicateurs dans les échantillons d’eau, il 

serait intéressant de filtrer un plus grand volume d’eau pour concentrer plus de matériel génétique 



Conclusion et perspectives 

264 | P a g e  

 

sur les filtres. Cependant, filtrer de grands volumes d’eau peut être laborieux au vu des nombreux 

contaminants qui peuvent colmater les filtres. Pour pallier ce problème, il existe le kit LVC (Large 

Volume Concentration, InnovaPrep, Drexel, Etats-Unis) qui permet de concentrer les bactéries, les 

bactériophages et l’ADN libre contenus dans 100 L d’eau en un volume final d’environ 50 ml. Il est 

également possible de concentrer ce volume en un volume de 250 µl en utilisant une pipette de 

concentration d’InnovaPrep puis de procéder directement à l’extraction d’ADN total qui sera utiliser 

pour quantifier les gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens.  

Il serait intéressant sur le long terme de standardiser les protocoles de préparation des 

échantillons d’origine marine et d’extraction d’ADN bactérien total étant donné qu’il n’existe aucune 

norme ni aucun standard sur ces procédures. Il faudrait également développer un kit d’extraction 

d’ADN spécifique de ces matrices qui prendrait en compte la nature des échantillons pour l’étape de 

lyse cellulaire et la nature des contaminants environnementaux pour l’étape de purification de l’ADN. 

L’incorporation d’un contrôle positif de processus dans ces protocoles devrait aussi être envisagé. La 

souche de L. monocytogenes B3PA-Lm1 a été utilisée comme contrôle positif de processus dans nos 

échantillons marins dans le Chapitre I et a permis d’identifier les résultats faux négatifs à cause de la 

présence d’inhibiteurs de PCR qui n’ont pas été éliminés lors des étapes d’extraction d’ADN. Ce 

contrôle de processus n’a pas pu être appliqué lors de l’étude de l’occurrence des gènes indicateurs 

de résistance aux antimicrobiens et du gène bactérien tuf dans les échantillons d’eau et les échantillons 

représentatifs du réseau trophique benthique dans les Chapitres II et III. En effet, l’ajout de cette 

souche bactérienne dans les échantillons marins aurait donner lieu à une surestimation de la quantité 

de la biomasse microbienne dans la mesure où L. monocytogenes possède une copie du gène tuf. Il 

faudrait donc développer un autre contrôle positif de processus qui serait ajouté aux échantillons 

marins. Le choix de ce contrôle est cependant complexe car il faudrait une souche bactérienne ne 

possédant pas le gène tuf ni de gènes de résistance aux antimicrobiens qui seraient ciblés par les qPCR 

utilisées ou fabriquer un plasmide sans gène de résistance aux antimicrobiens. Ce dernier point est 

envisageable mais assez long à réaliser.  
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Dans la seconde partie de cette thèse, nous avons appliqué les protocoles d’extraction d’ADN 

et de qPCR à des échantillons d’eau de mer, de phytoplancton, de zooplancton, de mollusques bivalves 

et de poissons plats prélevés dans la Manche et la Mer du Nord lors de la campagne océanographique 

IBTS 2020 ainsi qu’à des échantillons d’eaux fluviales et côtières prélevés près de Boulogne-sur-Mer. 

Pour cela, nous avons préalablement validé un protocole de filtration d’eau et d’extraction d’ADN à 

partir des filtres sur les échantillons d’eaux fluviales et côtières. La préfiltration de l’eau sur une 

membrane filtrante de 1,2 µm pour éliminer différents contaminants tels que la matière organique 

puis une filtration successive sur des filtres de 0,45 et 0,22 µm a permis de récupérer entre 106 et 108 

copies du gène tuf par litre d’eau pour chacun des filtres. De plus, les gènes indicateurs de résistance 

aux antimicrobiens ont pu être quantifiés à partir de l’ADN extrait de ces deux tailles de filtres avec un 

phénomène de décroissance de l’abondance des gènes entre les eaux fluviales et les eaux côtières. 

Cela a montré qu’une seule filtration sur un filtre de 0,45 µm ne retenait pas toute l’information 

génétique. Une analyse combinée des deux filtres a alors été validée pour les échantillons d’eau de 

mer prélevés dans la Manche et la Mer du Nord. De plus, des enrichissements non sélectifs en EPT et 

en EPSA ont été faits afin de revivifier et de multiplier les bactéries présentes dans les échantillons 

d’eau et les échantillons représentatifs du réseau trophique benthique pour avoir un nombre de copies 

des quatre gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens au-dessus de la limite de quantification 

des qPCR.  

La contamination plus importante de la Liane par les gènes indicateurs de résistance aux 

antimicrobiens par rapport aux autres échantillons d’eaux de surface pouvait être expliquée par 

l’impact potentiel des différents rejets des stations de traitement des eaux usées en amont du point 

de prélèvement. Cette hypothèse pourrait être vérifiée en réalisant des prélèvements le long du fleuve, 

en aval et en amont de différentes stations de traitement des eaux usées dans le Pas-de-Calais. Cela 

permettra de déterminer la quantité de gènes de résistance aux antimicrobiens déversée dans le 

fleuve et d’observer s’il y a vraiment un effet de dilution de la station de traitement des eaux usées 

jusqu’au milieu marin comme expliqué par Gao et al. (2018). Cet échantillonnage pourrait également 
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être réalisé à des périodes définies sur plusieurs années pour prendre en compte l’effet d’une 

augmentation de la température de l’eau et des activités récréatives durant l’été sur l’occurrence des 

gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens. La mesure des paramètres environnementaux 

pourrait être faite dans ces eaux avec un multiparamètre avec sonde autonome qui a été récemment 

acquis au laboratoire et qui permet de mesurer le pH, la salinité, la turbidité, la saturation en oxygène, 

la température et la pression de l’eau. L’analyse de ces différentes mesures environnementales en lien 

avec les gènes indicateurs serait alors comparée à celle réalisée sur le milieu marin pour déterminer 

quels facteurs influencent l’occurrence des gènes de résistance aux antimicrobiens dans les eaux de 

surface. A long terme, la mise en place d’un système de surveillance de la résistance aux antimicrobiens 

dans les eaux de surface en France et en Europe permettrait une meilleure gestion de la contamination 

biologique de ces eaux et du risque sanitaire que cela encourt. 

L’analyse des échantillons d’eau de mer et du réseau trophique benthique enrichis et non 

enrichis a révélée une prévalence totale de 81,4 % des quatre gènes indicateurs de résistance aux 

antimicrobiens dans la Manche et la Mer du Nord avec une prévalence de 39,5 % du gène tetA, 36,7 % 

du gène blaTEM, 57,1 % du gène sul1 et 61,0 % du gène intI1. Les gènes sul1/intI1 ont été les indicateurs 

les plus quantifiés dans les échantillons d’eau de mer, de phytoplancton, de zooplancton, de 

mollusques bivalves et de poissons plats. Les gènes tetA/blaTEM ont été peu quantifiés dans les 

échantillons mais avaient une prévalence élevée dans les enrichissements des échantillons notamment 

des branchies et des viscères de poissons plats.  

La prévalence et l’abondance de ces gènes variaient selon la nature de l’échantillon mais 

également selon la zone d’échantillonnage en raison d’impacts anthropiques différents associés à une 

forte dissémination des gènes. Une contamination plus importante des échantillons a été constatée 

dans la Manche Est, une zone considérée comme une véritable autoroute de la mer en raison d’un 

trafic maritime intense et impliquant différents rejets dans l’environnement marin ainsi qu’à 

l’Embouchure de la Tamise qui est soumise aux effluents du fleuve. Les échantillons d’eau de mer 
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avaient une contamination par les gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens plus importante 

près de la Côte Ouest des Pays-Bas, une zone caractérisée par la présence de plateformes éoliennes et 

pétrolières offshores. Certains gènes ont été détectés dans les ADN extraits après les enrichissements 

en EPT et en EPSA mais pas dans l’ADN total extrait sans étape d’enrichissement en raison d’un nombre 

de copies des gènes insuffisant pour être quantifiés par qPCR. A l’inverse, une quantification des gènes 

indicateurs dans les ADN extraits des échantillons non enrichis mais une absence de détection dans les 

ADN des échantillons enrichis a été constatée témoignant de la présence de bactéries non cultivables 

dans les échantillons ou d’un portage des gènes indicateurs par d’autres hôtes comme les 

bactériophages ou sous forme d’ADN libre. Cette hypothèse était corroborée avec les résultats 

d’abondance relative des gènes indicateurs par rapport au gène bactérien tuf qui a été quantifié dans 

les échantillons pour estimer la quantité de biomasse microbienne. Cette abondance relative avait une 

tendance similaire à l’abondance absolue des gènes indicateurs montrant que ces gènes étaient 

potentiellement portés par les bactéries quantifiées avec le gène tuf. De plus, l’analyse des corrélations 

a montré que l’abondance absolue du gène tuf était partiellement corrélée à celle des gènes 

indicateurs de résistance aux antimicrobiens associés aux échantillons d’eau de mer et de 

phytoplancton. Une approche avec et sans enrichissement des échantillons est donc préférable pour 

optimiser l’étude de l’occurrence des gènes de résistance aux antimicrobiens dans l’environnement 

marin. Nous avons également mis en évidence l’impact de certains facteurs environnementaux tels 

que la turbidité et la saturation en oxygène sur l’abondance des gènes indicateurs associés à l’eau de 

mer et aux communautés phytoplanctoniques. De plus, nous avons pu observer un phénomène 

d’accumulation des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens le long du réseau trophique 

benthique grâce à une modélisation de l’abondance relative des gènes indicateurs en fonction du 

niveau trophique.  

Dans ces travaux de thèse, nous nous sommes focalisés sur le suivi de quatre gènes indicateurs 

de résistance aux antimicrobiens tetA, blaTEM, sul1 et intI1 dans l’environnement marin. Ces gènes et 

d’autres ont été proposés comme indicateurs pour évaluer la contamination de l’environnement par 
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la résistance aux antimicrobiens par Berendonk et al. (2015). Cependant, il est difficile de pouvoir 

choisir des gènes indicateurs pour le suivi de la résistance aux antimicrobiens dans le milieu marin 

étant donné le peu de données disponibles sur l’occurrence des gènes de résistance aux 

antimicrobiens dans ce milieu en comparaison avec le milieu terrestre. De plus, contrairement aux 

bactéries indicatrices de contamination fécale, il n’existe aucune définition pour ces gènes indicateurs 

de résistance aux antimicrobiens. Dans un premier temps, il serait intéressant de cibler par qPCR dans 

nos échantillons marins les autres gènes proposés comme indicateurs de résistance aux antimicrobiens 

comme les gènes sul2 (codant pour la résistance aux sulfonamides), blaCTX-M, blaNDM-1 et mecA 

(résistance aux β-lactamines), blaVIM et blaKPC (résistance aux carbapénèmes), qnrS (résistance aux 

quinolones), aac-(6’)-Ib-cr (résistance aux aminosides et fluoroquinolones), vanA (résistance aux 

glycopeptides), ermB et ermF (résistance aux macrolides), tetM (résistance aux tétracyclines) et aph 

(résistance aux aminosides). La plupart de ces gènes ont déjà été identifiés dans des échantillons 

d’eaux côtières, de sédiments marins et de moules (Sacramento et al., 2019) (Li et al., 2020) (Su et al., 

2020) (Tan et al., 2018).  

Le choix d’un ou deux gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens adaptés au milieu 

marin se ferait avec les données de prévalence et d’abondance de l’ensemble des gènes ciblés dans 

nos échantillons marins et en définissant certains critères pour être validés comme indicateurs. 

D’abord, les gènes devraient être facilement détectés d’une grande majorité des échantillons marins. 

Nous avons vu que les gènes sul1 et intI1 seraient de bons indicateurs pour le milieu marin car ils 

avaient une prévalence de 57,1 % et 61,0 % dans la Manche et la Mer du Nord, respectivement. 

Ensuite, les gènes indicateurs devraient valider les critères définis par Berendonk et al. (2015) comme 

leur pertinence clinique et leur association avec des éléments génétiques ou tout autre vecteur de 

transmission de la résistance. A long terme, le ou les gènes validés comme indicateurs de 

contamination de l’environnement marin par la résistance aux antimicrobiens pourraient être suivis à 

grande échelle dans les mers et les océans à travers le monde.  
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Dans les Chapitres II et III, nous avons émis des hypothèses sur les apports anthropiques 

pouvant expliquer l’abondance des gènes indicateurs tetA, blaTEM, sul1 et intI1 observée dans la 

Manche et la Mer du Nord. Ces apports anthropiques étaient notamment les effluents des bateaux, 

des activités portuaires, des plateformes pétrolières, des fleuves et les eaux de lestage. Afin d’identifier 

les sources de contamination de l’environnement marin par la résistance aux antimicrobiens, il est 

possible de faire un suivi des sources microbiennes (ou Microbial Source Tracking). Cette technique 

permet de déterminer si les gènes de résistance quantifiés dans les échantillons sont issus d’une 

contamination mais également de distinguer si cette contamination est d’origine humaine ou animale. 

Pour cela, il existe différents marqueurs génétiques comme le gène mitochondrial humain hmt. Ce 

gène a notamment été utilisé pour déterminer le degré de contamination potentielle de sédiments 

marins en Arctique par les activités d’origine humaine et son abondance était corrélée à celle de gènes 

de résistance aux antimicrobiens tels que sul1, sul2, tetA, tetM et blaTEM (Tan et al., 2018). Il existe 

également le marqueur HF183 qui cible les Bacteroidales spécifiques à l’Homme (Reynolds et al., 

2020). Le suivi de ces marqueurs spécifiques à l’Homme pourrait donner des informations 

supplémentaires sur une contamination de l’environnement marin par les effluents des bateaux ou les 

rejets liés aux stations offshores. D’autres marqueurs génétiques de contamination d’origine animale 

existent comme un marqueur ciblant la bactérie Catellicoccus marimammalium qui est spécifique des 

fèces de goélands. Ce marqueur a été utilisé dans des eaux de baignade en Irlande et était corrélé à 

l’abondance du gène blaTEM ce qui démontre le rôle des goélands dans la dissémination des gènes de 

résistance aux antimicrobiens (Reynolds et al., 2020). 

A long terme, ces marqueurs de suivi des sources microbiennes ainsi que les gènes 

sélectionnés et validés comme indicateurs de résistance aux antimicrobiens dans le milieu marin 

feraient alors l’objet d’une mise au point de qPCR. L’utilisation de la qPCR est une bonne approche qui 

est spécifique et qui permet d’avoir des données quantitatives sur les gènes que l’on veut cibler. 

Cependant, elle peut prendre du temps à être mise en place si beaucoup de gènes sont recherchés 

dans un grand nombre d’échantillons. Une alternative serait de développer une PCR en temps réel à 
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haut-débit qui permettrait de détecter l’ensemble de ces gènes dans les échantillons marins. Cette 

méthode est sensible, spécifique, rapide et a déjà été appliquée à l’étude de la résistance aux 

antimicrobiens comme dans l’étude de Delannoy et al. (2022) pour détecter des marqueurs de 

résistance aux antimicrobiens dans les bactéries à Gram négatif isolées de produits de la mer. 

L’utilisation de la PCR en temps réel à haut-débit permettrait donc de cribler de manière rapide et 

spécifique les marqueurs génétiques avant d’employer la qPCR TaqMan pour déterminer leur 

abondance absolue au sein des échantillons.  

Après avoir défini les gènes indicateurs et la méthode à utiliser pour leur suivi dans 

l’environnement marin, nous pourrions étudier plus finement d’autres réseaux trophiques benthiques 

mais aussi pélagiques. Par exemple, des espèces de poissons pélagiques comme le hareng, l’anchois, 

le maquereau, la sardine et le sprat ainsi que des espèces démersales comme le merlan, le tacaud, le 

cabillaud et le bar ont pour la plupart été pêchées lors de la campagne océanographique IBTS 2020 

(Lazard et al., 2021) et sont consommées par les français (EUMOFA, 2021). Afin de compléter le réseau 

trophique, il faudrait également analyser d’autres espèces de mollusques bivalves filtreurs comme la 

moule sauvage ou la coquille Saint-Jacques qui vivent également dans la Manche et la Mer du Nord et 

sont consommées par les français. Ces espèces sont intéressantes dans la mesure où elles ont été 

proposées comme espèces sentinelles de l’environnement en raison de leur capacité à filtrer de grands 

volumes d’eau et à concentrer les différents contaminants. Nous avons analysé quelques spécimens 

de mollusques bivalves dans cette étude mais une analyse à plus grande échelle permettra de mieux 

appréhender leur rôle comme réservoir de gènes de résistance aux antimicrobiens. Concernant les 

poissons, nous avons analysé les prélèvements de peau, de branchies et de viscères. La présence des 

gènes de résistance aux antimicrobiens au niveau de ces organes représente un danger pouvant 

donner lieu à des contaminations croisées avec l’environnement industriel lors de leur transformation. 

Le filet des poissons peut également être un danger pour le consommateur s’il est contaminé par des 

bactéries ou des gènes de résistance aux antimicrobiens dans la mesure où c’est la partie consommée 

du poisson. L’étude réalisée par Helsens et al. (2020) sur des truites arc-en-ciel issues d’un élevage 
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piscicole en eau douce a révélé la présence de gènes de résistance aux β-lactamines, aux tétracyclines, 

aux macrolides et à la vancomycine dans les filets. L’analyse des filets des poissons serait donc 

pertinente pour mieux évaluer le danger que représente la résistance aux antimicrobiens associée aux 

poissons. Tout cela permettra à long terme de mieux comprendre la dynamique de transmission de la 

résistance aux antimicrobiens au sein des réseaux trophiques marins tout en caractérisant au mieux le 

danger qu’ils représentent en santé humaine.  

Ce plan d’échantillonnage plus conséquent pourrait être mis en pratique lors d’autres 

campagnes océanographiques de type IBTS. Les informations acquises dans ces campagnes seraient 

alors confrontées à celles déjà obtenues pour étudier la variation temporelle de l’occurrence des gènes 

de résistance aux antimicrobiens dans la Manche et la Mer du Nord. Des échantillonnages dans 

plusieurs mers et océans près d’autres continents et durant plusieurs années permettraient d’étudier 

les variations spatio-temporelles de l’occurrence des gènes pour voir si ce qu’on observe dans la 

Manche et la Mer du Nord est retrouvé ailleurs et constitue un résistome propre à l’environnement 

marin. Par exemple, il existe la campagne SuchiMed pour la surveillance du littoral méditerranéen. 

Lors de cette campagne, un état des lieux de la contamination chimique dans la Mer Méditerranée est 

réalisé en plaçant des stations artificielles de moules à différents points de la Mer Méditerranée afin 

d’étudier leur capacité à accumuler les contaminants chimiques présents dans l’eau. Etant donné que 

nous avons mis en évidence une accumulation des gènes indicateurs de contamination de 

l’environnement par la résistance aux antimicrobiens dans les pétoncles blancs, il serait intéressant 

d’étudier l’occurrence de ces gènes indicateurs dans ces individus de moules.  

Après avoir détecté et quantifié les quatre gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens 

dans les échantillons marins par qPCR dans nos travaux, nous avons développé une méthode de 

métagénomique fonctionnelle qui permet d’identifier les gènes de résistance associés à un 

antibiotique cible. Des souches de V. parahaemolyticus isolées de produits de la pêche et possédant 

des résistances phénotypiques à des antibiotiques ont été utilisées pour faire cette mise au point. Afin 
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d’identifier les gènes connus responsables de ces résistances phénotypiques, un séquençage complet 

du génome de ces souches a été réalisé. Ainsi, nous avons identifié les gènes blaCARB-35/43/44, blaNDM-1, 

floR, tetA, sul1, sul2, aadA2b, strA, strB et dfrA16 dans la souche 16-B3PA-0006 et les gènes blaCARB-26, 

floR, tetA, tet(59), sul2, strA et strB dans la souche 13-B3PA-2931. De plus, nous avons identifié pour 

la première fois la présence du gène blaOXA-SHE associé au gène qnrA5 dans la souche de 

V. parahaemolyticus 12-B3PA-1629 et qui n’avait alors été détecté que dans des souches de S. algae. 

En utilisant la méthode de métagénomique fonctionnelle sur les mêmes souches de Vibrio, nous avons 

réussi à identifier les gènes tetA, sul2 et strA mais également les gènes tetR et merR impliqués dans la 

régulation de la résistance aux tétracyclines et au mercure, respectivement. L’absence de détection 

des autres gènes de résistance aux antimicrobiens par métagénomique fonctionnelle pouvait être 

associée à la fragmentation de l’ADN qui a générée des fragments de trop petite taille et/ou à la 

transformation bactérienne des plasmides recombinants qui n’était pas optimale. Ces deux étapes 

critiques de la méthode devront être optimisées avant d’être appliquée à des échantillons complexes 

du milieu marin afin de caractériser leur résistome et leur mobilome, et de décrire de nouveaux gènes 

de résistance aux antimicrobiens qui pourraient constituer de potentiels gènes indicateurs pour 

l’environnement marin.  

Concernant la mise en place de cette méthode de métagénomique fonctionnelle par criblage 

haut-débit, il faut dans un premier temps finaliser l’optimisation de la méthode sur les souches de 

V. parahaemolyticus. Nous avons mis au point un premier protocole qui nous a permis d’identifier une 

partie des gènes de résistance aux antimicrobiens préalablement identifiés dans ces souches par un 

séquençage complet du génome. Cependant, il est nécessaire de continuer cette mise au point de la 

méthode notamment sur l’étape de fragmentation de l’ADN comme nous avons pu le voir afin 

d’identifier un maximum de gènes de résistance. Une fois le protocole bien défini et validé, il serait 

appliqué à un panel d’échantillons complexes prélevés dans le milieu marin afin d’identifier le 

résistome lié à un antibiotique précis et également d’identifier des nouveaux gènes de résistance qui 

n’auraient jamais été décrits auparavant. Parmi ces nouveaux gènes découverts, certains pourraient 
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constituer de potentiels gènes indicateurs de contamination de l’environnement marin par la 

résistance aux antimicrobiens. Cette méthode de métagénomique fonctionnelle a par exemple été 

utilisée sur des échantillons d’eau de mer par Hatosy et al. (2015) qui ont identifié des gènes de 

résistance à la tétracycline, à l’ampicilline, à la nitrofurantoïne et à la sulfadiméthoxine non 

caractérisés jusqu’ici. Le choix des antibiotiques sur lesquels cribler les librairies métagénomiques 

pourrait être fait en prenant en compte la liste de l’OMS sur les antibiotiques d'importance critique 

pour la médecine humaine pour déterminer dans quelle mesure leur utilisation impacte la 

contamination de l’environnement marin par les gènes de résistance qui leur sont associés. La 

métagénomique fonctionnelle pourrait à terme être appliquée à grande échelle sur des extraits d’ADN 

d’échantillons marins provenant de mers et d’océans à travers le monde afin de caractériser leur 

résistome et d’établir une cartographie mondiale de la résistance aux antimicrobiens dans 

l’environnement marin. Similairement, Zhang et al. (2022) ont réalisé une carte du risque lié aux gènes 

de résistance aux antimicrobiens dans les habitats marins en utilisant des résultats provenant de 712 

échantillons de différents milieux marins. 

Toutes ces perspectives permettraient à long terme de surveiller la contamination 

environnementale antimicrobienne du milieu marin en suivant des gènes indicateurs validés. La 

continuité liée à la surveillance de ces indicateurs de contamination serait d’évaluer les risques pour 

la santé du consommateur des produits de la pêche. L’évaluation du risque serait basée sur quatre 

indicateurs, à savoir l’accessibilité humaine, la mobilité, la pathogénicité humaine et la disponibilité 

clinique qui permettent de calculer un indice de risque comme expliqué dans la publication de Zhang 

et al. (2022).
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Liste des annexes 

ANNEXE I : CONCENTRATIONS D’ADN EXTRAIT (NG/µL) A PARTIR DES ECHANTILLONS MARINS EN UTILISANT LES DIFFERENTS KITS 

D’EXTRACTION D’ADN. (●) : AVEC CONTROLE POSITIF DE PROCESSUS. () : SANS CONTROLE POSITIF DE PROCESSUS. A) 
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Annexe I : Concentrations d’ADN extrait (ng/µl) à partir des échantillons marins en utilisant les différents kits d’extraction 
d’ADN. (●) : avec contrôle positif de processus. () : sans contrôle positif de processus. A) Phytoplancton. B) Zooplancton. C) 
Chair de mollusques bivalves. D) Peau de poisson plat. E) Branchies de poisson plat. F) Viscères de poisson plat. BT : kit Blood 
& Tissue ; PB : kit PowerBiofilm® ; PS : kit PowerSoil® ; PM : kit PureLinkTM Microbiome ; WG : kit Wizard Genomic ; GS : kit 
GenEluteTM Stool. N = 6 échantillons par matrice. 
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Annexe II : Courbes de fusion obtenues à l'issue des qPCR ciblant le gène tetA en utilisant A) le pré-mix Takara et B) le pré-
mix Roche. Courbe rouge : témoin eau (-) ; courbe jaune : témoin V. parahaemolyticus 15-B3PA-0205 (-) ; courbe bleue : 
témoin V. parahaemolyticus 16-B3PA-0006 (+) ; courbes vertes : plasmide pRP4 entre 103 et 1011 UG/ml (gamme étalon). 
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Annexe III : Courbes de fusion obtenues à l'issue des qPCR ciblant le gène tetA en utilisant les amorces à une concentration 
finale de A) 0,8 µM et B) 1,0 µM. Courbe rouge : témoin eau (-) ; courbe jaune : témoin V. parahaemolyticus 15-B3PA-0205  
(-) ; courbe bleue : témoin V. parahaemolyticus 16-B3PA-0006 (+) ; courbes vertes : plasmide pRP4 entre 103 et 1011 UG/ml 
(gamme étalon). 
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Annexe IV : Courbes de fusion obtenues à l'issue des qPCR ciblant le gène blaTEM en utilisant les amorces à une concentration 
finale de A) 0,4 µM, B) 0,8 µM et C) 1,0 µM. Courbe rouge : témoin eau (-) ; courbe jaune : témoin V. parahaemolyticus 12-
B3PA-1629 (-) ; courbes vertes : plasmide pIP69 entre 103 et 1010 UG/ml (gamme étalon). 
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Annexe V : Article paru dans Frontiers in Microbiology (Bourdonnais et al., 2022).  
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Annexe VI : Informations sur la date de prélèvement et la localisation des sites de prélèvements des échantillons d'eau de 
mer collectés lors de la campagne océanographique IBTS 2020. CEA : Côte Est de l’Angleterre ; CMN : Centre de la Mer du 
Nord ; CNP : Côte du Nord des Pays-Bas ; COP : Côte Ouest des Pays-Bas ; ET : Embouchure de la Tamise ; ME : Manche Est. 

Echantillon 
Station de 

prélèvement 
Zone définie 

Coordonnées géographiques 
(degrés décimaux) 

Date de 
prélèvement 

Latitude Longitude 

EM01 Y0003 ME 50,3067 1,1839 10/01/2020 

EM02 Y0015 ME 49,6152 0,0511 11/01/2020 

EM03 Y0021 ME 50,5486 0,3873 12/01/2020 

EM04 Y0023 ME 50,3732 0,7286 12/01/2020 

EM05 Y0033 ME 50,8696 1,3508 13/01/2020 

EM06 Y0040 ET 51,3138 2,0590 14/01/2020 

EM07 Y0049 COP 51,8276 3,4384 15/01/2020 

EM08 Y0050 COP 52,2477 3,9296 15/01/2020 

EM09 Y0058 CNP 53,8983 5,7165 16/01/2020 

EM10 Y0060 CNP 54,2316 6,4616 16/01/2020 

EM11 Y0067 CNP 54,1464 5,1945 17/01/2020 

EM12 Y0068 CMN 54,3624 4,7137 17/01/2020 

EM13 Y0069 CMN 53,8822 4,7240 17/01/2020 

EM14 Y0076 COP 53,2507 4,2007 18/01/2020 

EM15 Y0077 COP 53,1740 3,7456 18/01/2020 

EM16 Y0078 COP 52,7396 3,5006 18/01/2020 

EM17 Y0083 COP 52,7117 4,0285 19/01/2020 

EM18 Y0084 COP 52,3353 4,4228 19/01/2020 

EM19 Y0089 ET 52,3680 2,6702 21/01/2020 

EM20 Y0090 CMN 52,5935 2,4504 21/01/2020 

EM21 Y0099 CMN 53,5416 3,2402 22/01/2020 

EM22 Y0100 CMN 53,4435 2,8635 22/01/2020 

EM23 Y0102 CMN 53,5773 2,2267 22/01/2020 

EM24 Y0110 CMN 54,4035 1,1726 23/01/2020 

EM25 Y0111 CEA 54,3555 0,7000 23/01/2020 

EM26 Y0112 CEA 54,6031 0,6727 23/01/2020 

EM27 Y0119 CEA 53,9273 0,2652 24/01/2020 

EM28 Y0121 CEA 54,4963 -0,1233 24/01/2020 

EM29 Y0128 CMN 53,9318 1,2981 25/01/2020 

EM30 Y0130 CEA 53,5108 0,6822 25/01/2020 

EM31 Y0139 CEA 53,1471 1,7777 26/01/2020 

EM32 Y0140 CEA 52,9397 1,8490 26/01/2020 

EM33 Y0148 ET 52,2710 1,8972 27/01/2020 

EM34 Y0150 ET 51,9603 1,8311 27/01/2020 

EM35 Y0159 ET 51,6541 2,1822 28/01/2020 

EM36 Y0168 ET 51,0960 1,8337 29/01/2020 
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Annexe VII : Courbes standard des réactions de qPCR réalisées pour l’analyse des échantillons d'eaux fluviales et côtières 
ciblant les gènes tuf (A), tetA (B), blaTEM (C), sul1 (D) et intI1 (E). 
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Annexe VIII : Courbes standard des réactions de qPCR réalisées pour l’analyse des échantillons d’eau de mer de la campagne 
IBTS 2020 ciblant les gènes tuf (A), tetA (B), blaTEM (C), sul1 (D) et intI1 (E). 
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Annexe IX : Informations sur les prélèvements de phytoplancton (PH01 à PH16) et de zooplancton (ZO01 à ZO16) de la 
campagne océanographique IBTS 2020. CEA : Côte Est Angleterre ; CMN : Centre Mer du Nord ; CNP : Côte du Nord des Pays-
Bas ; COP : Côte Ouest des Pays-Bas ; ET : Embouchure Tamise ; ME : Manche Est. 

Echantillons 
Stations de 

prélèvement 
Zones définies 

Coordonnées géographiques 
(degrés décimaux) Dates de 

prélèvements 
Latitude Longitude 

PH01 
ZO01 

Y0003 ME 50,3067 1,1839 10/01/2020 

PH02 
ZO02 

Y0031 ME 50,5841 1,4388 13/01/2020 

PH03 
ZO03 

Y0089 ET 52,3680 2,6702 21/01/2020 

PH04 
ZO04 

Y0090 CMN 52,5935 2,4504 21/01/2020 

PH05 
ZO05 

Y0110 CMN 54,4035 1,1726 23/01/2020 

PH06 
ZO06 

Y0102 CMN 53,5773 2,2267 22/01/2020 

PH07 
ZO07 

Y0050 COP 52,2477 3,9296 15/01/2020 

PH08 
ZO08 

Y0077 COP 53,1740 3,7456 18/01/2020 

PH09 
ZO09 

Y0058 CNP 53,8983 5,7165 16/01/2020 

PH10 
ZO10 

Y0060 CNP 54,2316 6,4616 16/01/2020 

PH11 
ZO11 

Y0121 CEA 54,4963 -0,1233 24/01/2020 

PH12 
ZO12 

Y0130 CEA 53,5108 0,6822 25/01/2020 

PH13 
ZO13 

Y0140 CEA 52,9397 1,8490 26/01/2020 

PH14 
ZO14 

Y0150 ET 51,9603 1,8311 27/01/2020 

PH15 
ZO15 

Y0168 ET 51,0960 1,8337 29/01/2020 

PH16 
ZO16 

Y0179 ME 50,3629 0,6195 30/01/2020 
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Annexe X : Informations sur les prélèvements de chair de mollusques bivalves (CH01 à CH04) de la campagne 
océanographique IBTS 2020 dans la Manche Est (ME). 

Echantillons 
Stations de 

prélèvement 
Profondeurs 

(m) 
Zones 

définies 

Coordonnées géographiques 
(degrés décimaux) Dates de 

prélèvements 
Latitude Longitude 

CH01 Y0013 34,07 ME 49,8456 0,2039 11/01/2020 

CH02 Y0177 29,52 ME 50,1501 0,9312 30/01/2020 

CH03 Y0021 49,43 ME 50,5486 0,3873 12/01/2020 

CH04 Y0031 26,53 ME 50,5841 1,4388 13/01/2020 
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Annexe XI : Informations sur les prélèvements de poissons plats (PO01 à PO35) de la campagne océanographique IBTS 2020. 
Chaque échantillon de poisson plat correspond à un prélèvement de peau, des branchies et des viscères. CEA : Côte Est 
Angleterre ; CMN : Centre Mer du Nord ; CNP : Côte du Nord des Pays-Bas ; COP : Côte Ouest des Pays-Bas ; ET : Embouchure 
Tamise ; ME : Manche Est. 

Echantillons 
Stations de 

prélèvements 
Profondeurs  

(m) 
Zones 

définies 

Coordonnées géographiques 
(degrés décimaux) Dates de 

prélèvements 
Latitude Longitude 

PO01 Y0002 31,98 ME 50,4810 1,4452 10/01/2020 

PO02 Y0015 23,80 ME 49,6152 0,0511 11/01/2020 

PO03 Y0021 49,43 ME 50,5486 0,3873 12/01/2020 

PO04 Y0038 31,75 ET 51,1159 2,0943 14/01/2020 

PO05 Y0049 30,04 COP 51,8276 3,4384 15/01/2020 

PO06 Y0148 25,99 ET 52,2710 1,8972 27/01/2020 

PO07 Y0149 41,58 ET 52,2738 2,2049 27/01/2020 

PO08 Y0150 35,35 ET 51,9603 1,8311 27/01/2020 

PO09 Y0158 38,68 ET 51,6148 2,5352 28/01/2020 

PO10 Y0050 25,11 COP 52,2477 3,9296 15/01/2020 

PO11 Y0059 28,82 CNP 53,9242 6,3091 16/01/2020 

PO12 Y0060 37,85 CNP 54,2316 6,4616 16/01/2020 

PO13 Y0067 41,37 CNP 54,1464 5,1945 17/01/2020 

PO14 Y0068 47,18 CMN 54,3624 4,7137 17/01/2020 

PO15 Y0069 41,28 CMN 53,8822 4,7240 17/01/2020 

PO16 Y0076 30,52 COP 53,2507 4,2007 18/01/2020 

PO17 Y0077 28,28 COP 53,1740 3,7456 18/01/2020 

PO18 Y0078 26,44 COP 52,7396 3,5006 18/01/2020 

PO19 Y0083 27,88 COP 52,7117 4,0285 19/01/2020 

PO20 Y0084 18,76 COP 52,3353 4,4228 19/01/2020 

PO21 Y0090 52,12 CMN 52,5935 2,4504 21/01/2020 

PO22 Y0099 35,13 CMN 53,5416 3,2402 22/01/2020 

PO23 Y0101 31,70 CMN 53,3579 2,4485 22/01/2020 

PO24 Y0102 17,33 CMN 53,5773 2,2267 22/01/2020 

PO25 Y0109 66,61 CMN 54,1874 1,3673 23/01/2020 

PO26 Y0111 64,66 CEA 54,3554 0,7000 23/01/2020 

PO27 Y0112 68,79 CEA 54,6031 0,6727 23/01/2020 

PO28 Y0119 50,46 CEA 53,9273 0,2652 24/01/2020 

PO29 Y0121 61,10 CEA 54,4963 -0,1233 24/01/2020 

PO30 Y0137 36,33 CMN 53,5703 1,7251 26/01/2020 

PO31 Y0138 30,04 CEA 53,4696 1,5866 26/01/2020 

PO32 Y0140 32,21 CEA 52,9397 1,8490 26/01/2020 

PO33 Y0168 29,52 ET 51,0960 1,8337 29/01/2020 

PO34 Y0179 45,59 ME 50,3629 0,6195 30/01/2020 

PO35 Y0184 27,16 ME 50,9851 1,0938 31/01/2020 
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Annexe XII : Caractéristiques des échantillons de mollusques bivalves prélevés lors de la campagne IBTS 2020 et analysés dans 
cette étude. 

Echantillons Pool d’espèces Tailles moyennes (cm) Masses de la chair (g) 

CH01 10 A. opercularis 7,85 94,96 

CH02 10 A. opercularis 7,70 92,91 

CH03 10 A. opercularis 6,55 67,54 

CH04 10 A. opercularis 6,35 46,34 
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Annexe XIII : Caractéristiques des échantillons de poissons plats prélevés lors de la campagne IBTS 2020 et analysés dans 
cette étude. 

Echantillons Pool d'espèces 
Tailles 

moyennes (cm) 
Superficies 

moyennes (cm²) 
Masses 

branchies (g) 
Masses 

viscères (g) 

PO01 10 P. platessa 21,5 188 16,6 29,84 

PO02 10 P. platessa 22,5 203 15 20,73 

PO03 10 P. platessa 22,7 207 18,56 33,84 

PO04 10 P. platessa 18,7 144 10,8 19,29 

PO05 10 L. limanda 20,8 175 13,6 73,81 

PO06 10 L. limanda 17,2 117 7,91 37,39 

PO07 10 P. platessa 19,3 150 12,95 24,44 

PO08 10 P. platessa 18,5 136 14,1 19,8 

PO09 10 P. platessa 18,0 130 13,2 19,52 

PO10 10 L. limanda 19,3 148 17,56 40,73 

PO11 10 L. limanda 13,3 73 5,71 16,7 

PO12 10 P. platessa 22,3 200 21,15 32,24 

PO13 10 P. platessa 22,0 203 22,18 38,16 

PO14 10 P. platessa 20,8 174 14,89 23,71 

PO15 10 P. platessa 19,9 161 13,26 25,78 

PO16 10 P. platessa 19,6 155 13,87 25,12 

PO17 10 P. platessa 14,6 87 10,44 10,58 

PO18 10 P. platessa 19,5 153 13,67 22,23 

PO19 10 P. platessa 17,8 125 10,61 17,22 

PO20 10 P. platessa 10,6 43 4,22 4,86 

PO21 10 P. platessa 19,8 158 13,38 24,42 

PO22 10 P. platessa 21,4 188 23,98 36,31 

PO23 10 P. platessa 23,0 214 19,88 31,93 

PO24 10 P. platessa 24,0 232 23,56 58,69 

PO25 10 P. platessa 22,1 198 20,64 30,36 

PO26 10 P. platessa 19,5 154 12,2 19,51 

PO27 10 P. platessa 17,7 135 13,01 21,03 

PO28 10 P. platessa 19,6 156 14,25 23,11 

PO29 10 P. platessa 19,0 145 14,43 24,84 

PO30 10 P. platessa 18,7 143 14,1 22,53 

PO31 10 P. platessa 16,9 122 13,9 25,61 

PO32 10 P. platessa 17,1 126 11,7 19,99 

PO33 10 P. platessa 16,6 111 10,84 15,42 

PO34 10 P. platessa 20,8 174 12,58 38,86 

PO35 10 P. platessa 19,2 148 14,95 22,85 
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Annexe XIV : Courbes standard des réactions de qPCR réalisées pour l’analyse des échantillons de phytoplancton, de 
zooplancton, de chair de mollusques bivalves, de peau, de branchies et de viscères de poissons plats ciblant les gènes tetA 
(A), blaTEM (B), sul1 (C), intI1 (D) et tuf (E). 
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Annexe XV : Abondance absolue du gène bactérien tuf et abondances relatives des gènes indicateurs dans les échantillons de 
phytoplancton (PH), zooplancton (ZO), peau de poissons plats (PE), branchies de poissons plats (BR), viscères de poissons 
plats (VI) et chair de mollusques bivalves (CH). 

 
Abondance absolue      

(log copies/ml 
d’échantillon) 

Abondance relative (log) 

Echantillon tuf tetA blaTEM sul1 intI1 

PH01 5,97 -1,97 -0,87 -0,49 -0,81 

PH02 6,72 - -1,86 -2,22 - 

PH03 7,13 - - - - 

PH04 6,62 - - - - 

PH05 6,36 - - -1,15 -1,58 

PH06 7,08 -2,19 -1,47 -0,84 -1,70 

PH07 7,28 - - -2,27 -3,11 

PH08 7,53 - - -3,23 - 

PH09 6,54 - - - - 

PH10 7,09 - - - - 

PH11 6,56 - - - - 

PH12 6,99 -2,16 -1,69 -1,13 -1,71 

PH13 7,79 - - -2,65 -3,42 

PH14 7,56 - - -3,12 -3,41 

PH15 7,08 - - -2,59 - 

PH16 6,28 - - -1,34 -1,96 
 

 

 
Abondance absolue      

(log copies/ml 
d’échantillon) 

Abondance relative (log) 

Echantillon tuf tetA blaTEM sul1 intI1 

ZO01 - - - - - 

ZO02 - - - - - 

ZO03 - - - - - 

ZO04 - - - - - 

ZO05 - - - - - 

ZO06 - - - - - 

ZO07 - - - - - 

ZO08 - - - - - 

ZO09 - - - - - 

ZO10 - - - - - 

ZO11 - - - - - 

ZO12 - - - - - 

ZO13 7,13 - - -2,19 -2,47 

ZO14 6,54 - - -1,78 -1,47 

ZO15 - - - - - 

ZO16 - - - - - 
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Abondance absolue      

(log copies/cm²) 
Abondance relative (log) 

Echantillon tuf tetA blaTEM sul1 intI1 

PE01 3,86 - - -1,68 -2,01 

PE02 4,08 0,004 0,76 0,40 -0,69 

PE03 4,02 - - - - 

PE04 4,17 -1,14 - - - 

PE05 4,03 -1,11 - -1,82 -2,11 

PE06 4,94 -2,00 -1,81 - - 

PE07 4,76 - - - -2,81 

PE08 4,76 - - -2,22 - 

PE09 5,37 - - -3,00 - 

PE10 4,43 - - - -2,52 

PE11 4,62 - - - - 

PE12 4,09 - - - -2,07 

PE13 4,23 - - - - 

PE14 4,08 - - -1,90 -2,14 

PE15 4,06 - - - - 

PE16 4,66 -1,47 - - - 

PE17 4,53 - - - - 

PE18 4,52 - - - - 

PE19 4,79 - - - -2,67 

PE20 4,60 - - - -1,86 

PE21 4,29 - - -2,19 -2,20 

PE22 4,17 - - - - 

PE23 3,82 - - - - 

PE24 3,85 - - - - 

PE25 4,29 - - - - 

PE26 3,97 - - - - 

PE27 4,23 - - - - 

PE28 4,54 - - - -2,49 

PE29 4,51 - - -2,27 -2,33 

PE30 4,44 - -1,40 -1,75 -2,24 

PE31 4,82 - - -2,42 -2,45 

PE32 4,63 - - - - 

PE33 5,11 - - - -2,81 

PE34 4,60 - - - - 

PE35 4,78 - - -2,64 -2,78 
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Abondance absolue      

(log copies/g) 
Abondance relative (log) 

Echantillon tuf tetA blaTEM sul1 intI1 

BR01 5,38 -1,16 - -0,59 -2,18 

BR02 5,80 - - -2,31 - 

BR03 5,51 -1,44 -1,19 -1,48 - 

BR04 5,30 -0,76 -0,89 - -1,57 

BR05 5,17 -0,89 - -1,68 - 

BR06 5,57 - -0,74 -1,82 - 

BR07 5,74 - -1,26 - - 

BR08 5,51 -1,25 - -1,93 - 

BR09 5,67 - - - - 

BR10 5,62 - - - - 

BR11 5,81 - - - - 

BR12 5,01 - - - - 

BR13 5,60 - - - - 

BR14 5,70 - - - - 

BR15 5,87 - - - - 

BR16 5,50 - - - - 

BR17 5,28 - - - - 

BR18 5,74 - - - - 

BR19 6,00 - - - - 

BR20 6,48 - - - - 

BR21 5,51 - - - - 

BR22 5,42 - - - - 

BR23 5,38 - - - - 

BR24 5,00 - - - - 

BR25 5,97 -1,91 - - - 

BR26 5,90 - - - - 

BR27 6,56 - - - - 

BR28 5,90 - - - - 

BR29 5,64 - - - - 

BR30 5,33 - - - - 

BR31 5,39 - - - - 

BR32 6,20 - - - - 

BR33 5,79 - - - - 

BR34 5,66 - - - - 

BR35 5,42 - - - - 
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Abondance absolue      

(log copies/g) 
Abondance relative (log) 

Echantillon tuf tetA blaTEM sul1 intI1 

VI01  - - - - 

VI02 5,22 - - -0,87 -1,77 

VI03  - - - - 

VI04  - - - - 

VI05  - - - - 

VI06  - - - - 

VI07  - - - - 

VI08  - - - - 

VI09  - - - - 

VI10  - - - - 

VI11  - - - - 

VI12  - - - - 

VI13  - - - - 

VI14  - - - - 

VI15  - - - - 

VI16 4,90 - - - -1,72 

VI17  - - - - 

VI18  - - - - 

VI19  - - - - 

VI20  - - - - 

VI21  - - - - 

VI22  - - - - 

VI23  - - - - 

VI24  - - - - 

VI25  - - - - 

VI26  - - - - 

VI27 5,03 - - -0,93 - 

VI28  - - - - 

VI29  - - - - 

VI30  - - - - 

VI31  - - - - 

VI32  - - - - 

VI33  - - - - 

VI34  - - - - 

VI35  - - - - 

 

 
Abondance absolue      

(log copies/g) 
Abondance relative (log) 

Echantillon tuf tetA blaTEM sul1 intI1 

CH01 5,76 -0,82 -0,90 -0,33 -1,85 

CH02 6,63   -3,14 -3,84 

CH03 6,21    -3,64 

CH04 5,88  -2,05   
 

 



 

326 | P a g e  

 

Annexe XVI : Analyse des corrélations entre l’abondance absolue des gènes sul1, intI1, tuf et des paramètres 
environnementaux associés aux échantillons d’eau de mer. A) Matrice des coefficients de corrélation de Pearson (r). B) p-
values obtenues par un test de significativité. Les p-values significatives sont soulignées et en gras. Pr : pression ; Temp : 
température de l’eau ; Sal : salinité ; Turb : turbidité ; Oxyg : saturation en oxygène ; Alg : concentration en algues. 

A)           

 sul1 intI1 tuf pH Pr Temp Sal Turb Oxyg Alg 

sul1 1 0,94 0,34 0,32 0,21 0,17 -0,27 0,75 0,46 0,16 

intI1  1 0,40 0,31 -0,02 0,13 -0,44 0,84 0,66 0,10 

tuf   1 -0,51 -0,65 -0,51 -0,76 0,59 0,81 0,48 

pH    1 0,38 0,82 0,54 -0,19 -0,21 0,04 

Pr     1 0,34 0,65 -0,29 -0,74 -0,32 

Temp      1 0,74 -0,23 -0,31 0,39 

Sal       1 -0,73 -0,86 0,14 

Turb        1 0,81 0,06 

Oxyg         1 0,25 

Alg          1 

           

           

           

           

B)           

  sul1 intI1 tuf pH Pr Temp Sal Turb Oxyg Alg 

sul1 0 0,0000 0,097 0,484 0,349 0,155 0,027 0,001 0,025 0,614 

intI1  0 0,033 0,322 0,128 0,083 0,005 0,0001 0,003 0,804 

tuf   0 0,001 0,0001 0,0009 0,0000 0,001 0,0000 0,201 

pH    0 0,010 0,0001 0,004 0,039 0,017 0,390 

Pr     0 0,017 0,002 0,018 0,0003 0,078 

Temp      0 0,0002 0,005 0,004 0,892 

Sal       0 0,0000 0,0000 0,671 

Turb        0 0,0000 0,868 

Oxyg         0 0,389 

Alg          0 
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Annexe XVII : Analyse des corrélations entre l’abondance absolue des gènes indicateurs, du gène tuf et des paramètres 
environnementaux associés aux échantillons de phytoplancton. A) Matrice des coefficients de corrélation de Pearson (r). B) 
p-values obtenues par un test de significativité. Les p-values significatives sont soulignées et en gras. Pr : pression ; Temp : 
température de l’eau ; Sal : salinité ; Turb : turbidité ; Oxyg : saturation en oxygène ; Alg : concentration en algues. 

A)             

  tetA blaTEM sul1 intI1 tuf pH Pr Temp Sal Turb Oxyg Alg 

tetA 1 0,83 0,89 0,92 1,00 -0,86 0,77 -0,99 -0,12 0,95 0,97 0,66 

blaTEM  1 0,99 0,98 0,84 -0,43 0,99 -0,74 0,45 0,97 0,94 0,97 

sul1   1 1,00 0,90 -0,53 0,97 -0,81 0,35 0,99 0,97 0,93 

intI1    1 0,92 -0,58 0,96 -0,84 0,29 1,00 0,98 0,91 

tuf     1 -0,85 0,78 -0,99 -0,10 0,95 0,98 0,67 

pH      1 -0,33 0,93 0,61 -0,65 -0,72 -0,18 

Pr       1 -0,66 0,55 0,93 0,89 0,99 

Temp        1 0,27 -0,88 -0,93 -0,54 

Sal         1 0,21 0,11 0,67 

Turb          1 1,00 0,87 

Oxyg           1 0,82 

Alg            1 

             

             

             

             

B)             

  tetA blaTEM sul1 intI1 tuf pH Pr Temp Sal Turb Oxyg Alg 

tetA 0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,149 0,000 0,000 0,000 

blaTEM  0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,563 0,000 0,000 0,000 

sul1   0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,436 0,000 0,000 0,000 

intI1    0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,381 0,000 0,000 0,000 

tuf     0 0,000 0,000 0,000 0,153 0,000 0,000 0,000 

pH      0 0,001 0,000 0,028 0,000 0,000 0,003 

Pr       0 0,000 0,718 0,000 0,000 0,000 

Temp        0 0,099 0,000 0,000 0,000 

Sal         0 0,318 0,255 1,000 

Turb          0 0,000 0,000 

Oxyg           0 0,000 

Alg            0 
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Annexe XVIII : Analyse des corrélations entre l’abondance absolue des gènes sul1, intI1 et des paramètres environnementaux 
associés aux échantillons de zooplancton. A) Matrice des coefficients de corrélation de Pearson (r). B) p-values obtenues par 
un test de significativité. Les p-values significatives sont soulignées et en gras. Pr : pression ; Temp : température de l’eau ; 
Sal : salinité ; Turb : turbidité ; Oxyg : saturation en oxygène ; Alg : concentration en algues. 

A)          

  sul1 intI1 pH Pr Temp Sal Turb Oxyg Alg 

sul1 1 0,62 0,50 0,36 0,42 0,29 0,07 0,51 0,23 

intI1  1 0,51 0,30 0,33 0,44 0,67 0,06 0,82 

pH   1 0,19 0,92 0,82 -0,12 -0,13 0,10 

Pr    1 0,23 0,27 0,22 0,43 0,22 

Temp     1 0,76 -0,14 -0,26 -0,08 

Sal      1 0,03 -0,07 0,11 

Turb       1 -0,14 0,82 

Oxyg        1 0,06 

Alg         1 

          

          

          

          

B)          

  sul1 intI1 pH Pr Temp Sal Turb Oxyg Alg 

sul1 0 0,931 0,444 0,917 0,546 0,875 0,221 0,244 0,400 

intI1  0 0,901 0,276 0,882 0,984 0,024 0,205 0,008 

pH   0 0,423 0,000 0,000 0,132 0,121 0,174 

Pr    0 0,569 0,503 0,731 0,163 0,591 

Temp     0 0,000 0,106 0,111 0,106 

Sal      0 0,188 0,082 0,193 

Turb       0 0,48 0,000 

Oxyg        0 0,599 

Alg         0 
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Annexe XIX : Modèles de régression entre l’abondance relative du gène tetA et le niveau trophique. Le niveau trophique 3 
correspondait à (A) la peau des poissons plats, (B) aux branchies des poissons plats ou (C) à la chair des mollusques bivalves. 
Ligne bleue continue : régression linéaire ; courbe bleue en pointillés : régression locale (de type lowess) ; zone bleue : 
intervalle de confiance de 95 %. 
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Annexe XX : Modèles de régression entre l’abondance relative du gène blaTEM et le niveau trophique. Le niveau trophique 3 
correspondait à (A) la peau des poissons plats, (B) aux branchies des poissons plats ou (C) à la chair des mollusques bivalves. 
Ligne bleue continue : régression linéaire ; courbe bleue en pointillés : régression locale (de type lowess) ; zone bleue : 
intervalle de confiance de 95 %. 
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Annexe XXI : Modèles de régression entre l’abondance relative du gène sul1 et le niveau trophique. Le niveau trophique 3 
correspondait à (A) la peau des poissons plats, (B) aux branchies des poissons plats ou (C) à la chair des mollusques bivalves. 
Ligne bleue continue : régression linéaire ; courbe bleue en pointillés : régression locale (de type lowess) ; zone bleue : 
intervalle de confiance de 95 %. 
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Annexe XXII : Modèles de régression entre l’abondance relative du gène intI1 et le niveau trophique. Le niveau trophique 3 
correspondait à (A) la peau des poissons plats, (B) aux branchies des poissons plats ou (C) à la chair des mollusques bivalves. 
Ligne bleue continue : régression linéaire ; courbe bleue en pointillés : régression locale (de type lowess) ; zone bleue : 
intervalle de confiance de 95 %. 
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Annexe XXIII : Carte et séquence nucléotidique complète du plasmide pZE21-MCS avec la séquence des amorces pZE21-
seqF/pZE21-seqR (bleu), des amorces pZE21-colF/pZE21-colR (rose) et du site de restriction HincII (orange). 

 
CTCGAGTCCCTATCAGTGATAGAGATTGACATCCCTATCAGTGATAGAGATACTGAGCACATCAGCAGGACGCAC
TGACCGAATTCATTAAAGAGGAGAAAGGTACCGGGCCCCCCCTCGAGGTCGACGGTATCGATAAGCTTGATATC
GAATTCCTGCAGCCCGGGGGATCCCATGGTACGCGTGCTAGAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAA
GACTGGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTCCTGAGTAGGACAAATCCGCCGCCCTAGACCT
AGGGCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGAT
AACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGT
TTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAG
GACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGG
ATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCAATGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTG
TAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAAC
TATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGA
GCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATT
TGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCAC
CGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTT
GATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGACTAGTGCTTG
GATTCTCACCAATAAAAAACGCCCGGCGGCAACCGAGCGTTCTGAACAAATCCAGATGGAGTTCTGAGGTCATTA
CTGGATCTATCAACAGGAGTCCAAGCGAGCTCTCGAACCCCAGAGTCCCGCTCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGC
GATAGAAGGCGATGCGCTGCGAATCGGGAGCGGCGATACCGTAAAGCACGAGGAAGCGGTCAGCCCATTCGCC
GCCAAGCTCTTCAGCAATATCACGGGTAGCCAACGCTATGTCCTGATAGCGGTCCGCCACACCCAGCCGGCCACA
GTCGATGAATCCAGAAAAGCGGCCATTTTCCACCATGATATTCGGCAAGCAGGCATCGCCATGGGTCACGACGA
GATCCTCGCCGTCGGGCATGCGCGCCTTGAGCCTGGCGAACAGTTCGGCTGGCGCGAGCCCCTGATGCTCTTCGT
CCAGATCATCCTGATCGACAAGACCGGCTTCCATCCGAGTACGTGCTCGCTCGATGCGATGTTTCGCTTGGTGGTC
GAATGGGCAGGTAGCCGGATCAAGCGTATGCAGCCGCCGCATTGCATCAGCCATGATGGATACTTTCTCGGCAG
GAGCAAGGTGAGATGACAGGAGATCCTGCCCCGGCACTTCGCCCAATAGCAGCCAGTCCCTTCCCGCTTCAGTGA
CAACGTCGAGCACAGCTGCGCAAGGAACGCCCGTCGTGGCCAGCCACGATAGCCGCGCTGCCTCGTCCTGCAGT
TCATTCAGGGCACCGGACAGGTCGGTCTTGACAAAAAGAACCGGGCGCCCCTGCGCTGACAGCCGGAACACGGC
GGCATCAGAGCAGCCGATTGTCTGTTGTGCCCAGTCATAGCCGAATAGCCTCTCCACCCAAGCGGCCGGAGAACC
TGCGTGCAATCCATCTTGTTCAATCATGCGAAACGATCCTCATCCTGTCTCTTGATCAGATCTTGATCCCCTGCGCC
ATCAGATCCTTGGCGGCAAGAAAGCCATCCAGTTTACTTTGCAGGGCTTCCCAACCTTACCAGAGGGCGCCCCAG
CTGGCAATTCCGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTT
TCGTCTTCAC 
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Annexe XXIV : Composition du bouillon LB (Lysogeny Broth) et du milieu LB gélosé utilisés pour la métagénomique 
fonctionnelle. 

Bouillon LB (Lysogeny Broth) – Pour 1 L de milieu : 

- 10 g de peptone (Biomérieux) 

- 5 g d’extrait de levure (BioRad) 

- 10 g de NaCl (Labbox) 

 

Milieu LB gélosé - Pour 1 L de milieu : 

- 10 g de peptone (Biomérieux) 

- 5 g d’extrait de levure (Biorad) 

- 10 g de NaCl (Labbox) 

- 15 g d’agar bactériologique (Thermo Scientific) 

 
 
Le pH a été ajusté à 7,0 ± 0,2 puis le milieu a été autoclavé à 121 °C 
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Annexe XXV : Révélation sur gel d'agarose à 1 % des amplicons de la PCR sur les transformants de la librairie métagénomique 
de la souche de V. parahaemolyticus 13-B3PA-2931 réalisée par choc thermique. M : marqueur de taille 100 pb ; puits 1 à 10 : 
clones ; puit 11 : eau nuclease-free (témoin négatif) ; puit 12 : ADN du plasmide pZE21-MCS sans insert ; puits 13 à 32 : clones. 
La ligne blanche indique la taille des amplicons quand le plasmide est vide. 

 

Annexe XXVI : Révélation sur gel d'agarose à 1 % des amplicons de la PCR réalisée sur les colonies résistantes au 
sulfaméthoxazole de la souche V. parahaemolyticus 16-B3PA-0006 (puits 1 à 6 : 16-SUL-1 à 16-SUL-6) et à la tétracycline de 
la souche V. parahaemolyticus 13-B3PA-2931 (puits 7 et 8 : 13-TET-1 et 13-TET-2). Puit 9 : ADN du plasmide pZE21-MCS sans 
insert ; puit 10 : eau nuclease-free (témoin négatif) ; M : marqueur de taille 100 pb. La ligne blanche indique la taille des 
amplicons quand le plasmide est vide. 

 

Annexe XXVII : Révélation sur gel d'agarose à 1 % des amplicons de la PCR réalisée sur les colonies s’étant développées en 
présence d’érythromycine. M : marqueur de taille 100 pb ; puits 1 à 10 : librairie métagénomique de la souche 12-B3PA-1629 
(clones 12-ERY-1 à 12-ERY-10) ; puits 11 à 20 : librairie métagénomique de la souche 13-B3PA-2931 (clones 13-ERY-1 à 13-
ERY-10) ; puits 21 à 30 : librairie métagénomique de la souche 16-B3PA-0006 (clones 16-ERY-1 à 16-ERY-10). La ligne blanche 
indique la taille des amplicons quand le plasmide est vide. 
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Annexe XXVIII : Analyse des séquences des inserts plasmidiques des clones s’étant développés en présence d’érythromycine 
(librairies métagénomiques 12-B3PA-1629, 13-B3PA-2931 et 16-B3PA-0006) par un Blast nucléotidique (NCBI). NA : non 
annoté. Produit : protéine ou fonction de la protéine codée par le gène identifié ; query cover : pourcentage correspondant 
à la longueur de la séquence blastée couvrant la séquence cible ; % d’identité : pourcentage d’identité correspondant au 
degré de similitude entre la séquence blastée et la séquence cible ; bactérie : espèce bactérienne dans laquelle le gène a été 
identifié. 

Clone 
Gène 

identifié 
Produit 

Query 
cover 

% 
d’identité 

Bactérie 

12-ERY-3 
pstS 

protéine de liaison au substrat du 
transporteur ABC 26 % 

100 % Shewanella algae 
(CP033575.1) 

tonB récepteur tonB-dépendant 98 % 

12-ERY-6 dsbA 
protéine de formation de liaisons 
disulfures 

75 % 99,2 % 
Shewanella algae 

(CP018456.1) 

12-ERY-7 
NA amidohydrolase 

70 % 
100 % Shewanella algae 

(CP046378.1) NA protéine hypothétique 85 % 

12-ERY-8 

flgM protéine de biosynthèse flagellaire 

55 % 

100 % 

Shewanella algae 
(AP024612.1) 

astD 
N-succinylglutamate 5-
semialdéhyde déshydrogénase 

95 % 

NA protéine hypothétique 100 % 

12-ERY-10 
NA urocanate hydratase 

45 % 
97 % Shewanella algae 

(CP018456.1) icmF protéine de sécrétion de type VI 95 % 

 

Clone 
Gène 

identifié 
Produit 

Query 
cover 

% 
d’identité 

Bactérie 

13-ERY-14 NA 
régulateur transcriptionnel de la 
famille LysR 

29 % 100 % 
V. parahaemolyticus 

(CP044070.1) 

13-ERY-15 NA protéine à domaine Hpt 20 % 98,1 % 
V. parahaemolyticus 

(CP034305.1) 

13-ERY-17 NA protéine hypothétique 44 % 100 % 
V. parahaemolyticus 

(CP046411.1) 

13-ERY-19 
crcB transporteur d’efflux de fluorure 

59 % 
99 % V. parahaemolyticus 

(CP023472.1) yejH hélicase à ARN ATP-dépendante 100 % 

13-ERY-20 
yejH hélicase à ARN ATP-dépendante  

39 % 
98 % V. parahaemolyticus 

(CP013248.1) NA protéine hypothétique 99 % 

 

Clone 
Gène 

identifié 
Produit 

Query 
cover 

% 
d’identité 

Bactérie 

16-ERY-22 pdxH 
pyridoxamine 5'-phosphate 
oxydase 

20 % 100 % 
Proteus vulgaris 

(CP060211.1) 

16-ERY-25 NA 
sulfatase-like 
hydrolase/transferase 

43 % 100 % 
V. parahaemolyticus 

(CP045794.1) 

16-ERY-27 
NA fumarate hydratase de classe II 

55 % 
100 % V. parahaemolyticus 

(CP012950.1) NA perméase de type FtsX 97 % 

16-ERY-28 NA 
D-alanyl-D-alanine 
carboxypeptidase 

38 % 100 % 
V. parahaemolyticus 

(CP051111.1) 

16-ERY-30 NA perméase de type NCS2 60 % 100 % 
V. parahaemolyticus 

(CP034298.1) 

 



 

 



 

 

RESUME 

La résistance aux antimicrobiens est une préoccupation pour la santé humaine mais est peu étudiée 
dans le milieu marin comparé au milieu terrestre. Les gènes de résistance aux antimicrobiens (GRA) 
peuvent disséminer jusqu’au milieu marin, récepteur final d’effluents contaminés par les activités 
humaines. L’objectif de ces travaux a été d’étudier l’occurrence de quatre gènes indicateurs de 
résistance aux antimicrobiens, tetA, blaTEM, sul1 et intI1, dans un réseau trophique benthique et les 
eaux de surface. D’abord, des outils de biologie moléculaire ont été mis au point pour quantifier les 
gènes indicateurs de la résistance aux antimicrobiens dans des échantillons représentatifs d’un réseau 
trophique benthique et des échantillons d’eau. Cela incluait de valider des protocoles de filtration 
d’eau, d’extraction d’ADN bactérien total à partir d’échantillons de plancton, de mollusques bivalves, 
de poissons plats et d’eau ainsi que l’optimisation de qPCR ciblant les quatre gènes indicateurs. Ces 
protocoles ont été appliqués à des échantillons prélevés dans la Manche/Mer du Nord (représentatifs 
du réseau trophique benthique et de l’eau de mer) et à des échantillons d’eaux fluviales et côtières. 
Les gènes avaient une prévalence globale de 81,7 % dans ces échantillons avec une abondance plus 
élevée dans le fleuve et les zones soumises à l’anthropisation. Une prévalence plus élevée des gènes 
sul1 et intI1 a été observée dans l’ensemble des échantillons par rapport aux gènes tetA et blaTEM. Une 
accumulation des gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens a été constatée dans la chair des 
mollusques, la peau et les branchies des poissons. Certains facteurs environnementaux mesurés dans 
l’eau de mer comme la turbidité et la saturation en oxygène étaient corrélés à l’abondance des gènes 
indicateurs de la résistance aux antimicrobiens. De plus, afin d’identifier de nouveaux gènes 
indicateurs pour les échantillons marins, une méthode de métagénomique fonctionnelle a été 
développée sur des souches témoins de V. parahaemolyticus isolées de produits de la pêche et 
résistantes aux antibiotiques. Cette technique a permis d’identifier des GRA connus comme tetA, sul2 
et strA. Le séquençage complet de l’ADN génomique des souches a révélé pour la première fois la 
présence du gène blaOXA-SHE dans une souche de V. parahaemolyticus.  

Mots clés : Gènes indicateurs de résistance aux antimicrobiens, environnement marin, réseau 
trophique benthique, extraction d’ADN  

ABSTRACT 

Antimicrobial resistance is a human health concern but is understudied in the marine environment 
compared to the terrestrial environment. Antimicrobial resistance genes (ARGs) can disseminate to 
the marine environment, the ultimate receptor of effluents contaminated by human activities. The 
objective of this work was to study the occurrence of four antimicrobial resistance indicator genes, 
tetA, blaTEM, sul1 and intI1, in a benthic food web and surface waters. First, molecular biology tools 
were developed to quantify antimicrobial resistance indicator genes in representative benthic food 
web and water samples. This included validating water filtration protocols, extraction of total bacterial 
DNA from plankton, bivalve mollusks, flatfish and water samples, and optimization of qPCR targeting 
the four indicator genes. These protocols were applied to samples collected in the English 
Channel/North Sea (representative of the benthic food web and seawater) and to river and coastal 
water samples. Genes had an overall prevalence of 81.7 % in these samples with higher abundance in 
the river and areas subject to anthropization. A higher prevalence of the sul1 and intI1 genes was 
observed in all samples compared to the tetA and blaTEM genes. An accumulation of antimicrobial 
resistance indicator genes was found in shellfish meat, skin and gills of fish. Some environmental 
factors measured in seawater such as turbidity and oxygen saturation were correlated with the 
abundance of antimicrobial resistance indicator genes. In addition, in order to identify new indicator 
genes for marine samples, a functional metagenomic method was developed on antibiotic resistant 
control strains of V. parahaemolyticus isolated from fishery products. This technique identified known 
ARGs such as tetA, sul2 and strA. Complete genomic DNA sequencing of the strains revealed for the 
first time the presence of the blaOXA-SHE gene in a V. parahaemolyticus strain.  

Keywords : Antimicrobial resistance indicator genes, marine environment, benthic food web, DNA 
extraction 


