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Liste des abréviations  
 

ADN : Acide DésoxyriboNucléique 

AGCC : Acides Gras à Chaine Courte volatils  

BLSE : BêtaLactamases à Spectre Elargie 

CASFM : Comité de l’Antibiogramme de la Société Française de Microbiologie 

ClpB : Caseinolytic peptidase B protein homolog 

CPF : Chlorpyriphos 

DJA : Dose Journalière Acceptable 

DL50 : Dose Létale 50 

EBLSE : Entérobactéries productrices de B-lactamases à Spectre Elargi 

ERIC-PCR : Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus - Polymerase Chain Reaction 

EUCAST : European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing 

FOS : Fructo-OligoSaccharides 

GOS : Galacto-OligoSaccharides 

LOAEL : Lowest Observed Adverse Effect Level 

LPS : Lipopolysaccharide 

MACs : Microbiota-Accessible Carbohydrates 

MALDI-TOF : Matrix Assisted Laser Desorption / Ionisation Time Of Flight 

MICI : Maladie Inflammatoire Chronique de l’Intestin 

NOAEL : No Observable Adverse Effect Level  

SHIME® : Simulator of Human Intestinal Microbial Ecosystem.  

UFC : Unité Formant Colonie 
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Il est impossible de ne pas se rendre compte aujourd’hui que les comportements 

alimentaires sont devenus une préoccupation pour la société. L’une des raisons de ces 

inquiétudes est la présence avérée de pesticides dans l’alimentation. Les pesticides sont 

utilisés largement en agriculture, industrie et chez les particuliers. L’environnement et les 

organismes vivants sont impactés. Parmi leurs effets, certains restent méconnus ou 

inexpliqués. Ces faits imposent à la société d’établir des actions pour lutter contre les effets 

de l’exposition aux toxiques. Citons le développement d’applications telles que « YUKA » 

aidant les consommateurs à repérer la présence d’additifs controversés, la multiplication 

des magasins et des labels bio, le projet gouvernemental de transition écologique de 

l’agriculture (Loi Agriculture et Alimentation du 1er novembre 2018), le concept « One 

Health » reposant sur la sécurité sanitaire des aliments, la lutte contre l’antibiorésistance,… 

(1–3). 

L’étude présentée dans cette thèse se concentre sur un pesticide en particulier : le 

Chlorpyriphos (O, O-diéthyle, O- (3, 5, 6-trichloro-2-pyridyl) phosphorothioate) (CPF). 

Cet organophosphoré est retrouvé dans les sols, l’eau et l’alimentation. C’est l’un des 

pesticides les plus utilisés en Picardie. Une étude du laboratoire Péritox (Cohorte Méco 

Expo, 2014) a détecté la présence du CPF et de ses métabolites au sein même du 

méconium des nouveau-nés (4) ! Il existe un lien entre l’exposition au CPF et l’apparition 

d’un syndrome métabolique associant obésité, hyperlipidémie et diabète, observations 

préoccupantes (4–6). 

Le corps humain a ses propres moyens de lutte contre les perturbateurs présents 

dans l’environnement. Il est composé de communautés complexes de micro-organismes 

vivants (bactéries, virus, levures, champignons), nommés microbiotes, regroupés en 

différents écosystèmes qu’offre l’anatomie humaine : microbiote cutané, microbiote 

respiratoire, microbiote génital et microbiote intestinal (7–10). 

Nous nous sommes intéressés plus particulièrement au microbiote intestinal. Il 

intervient dans la régulation de bons nombres de fonctions du corps humain : système 

immunitaire, métabolisme énergétique, système nerveux,… Il est un premier contact avec 

l’alimentation qui le module.  
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Dans cette thèse, nous définirons le microbiote de par son rôle, son importance 

physiologique chez l’être humain, ainsi que les facteurs le déséquilibrant et entrainant des 

pathologies.  

Cette thèse permet d’appréhender les impacts du CPF sur la répartition, la 

résistance aux antibiotiques et les génotypes d’E. coli, composant de la flore aérobie du 

microbiote intestinal.  
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1. Présentation du microbiote intestinal 

1.1.  Définition du microbiote intestinal 

Le microbiote, ou flore intestinale, est composé de 1013 à 1014 de bactéries 

appartenant à des milliers d’espèces. Les bactéries qui survivent à l’acidité de l’estomac, 

au péristaltisme, au système immunitaire, aux enzymes digestives, colonisent le tube 

digestif sur une surface de plus de 4500 m2 (9–11). 

1.2.  Composition du microbiote intestinal 

Quatre phyla majeurs représentent 95% des bactéries composant le microbiote 

intestinal (Fig. 1), classés par ordre d’importance :  

- Les Firmicutes : genres Eubacterium, Clostridium, Ruminococcus, Butyrivibrio, 

Faecalibacterium. Ce sont des bactéries à Gram positif, les plus représentées dans 

le tractus intestinal ; 

- Les Bacteroidetes : genres Bacteroides, Prevotella, Porphyromonas ; 

- Les Actinobacteria (< 1% des bactéries séquencées) contient notamment le genre 

Bifidobacteria (famille des Bifidobacteriaceae). Il s’agit de bactéries à Gram positif 

anaérobies strictes qui se retrouvent essentiellement au niveau du côlon ; 

- Les Proteobacteria dont font partie les Enterobacteria, bactéries à Gram négatif 

aérobies-anaérobies facultatives (exemple : Escherichia coli qui représente 80% de 

la flore aérobie, Proteus sp, Klebsiella pneumoniae,…) (10, 12).  

 

Figure 1 : Les phyla du microbiote intestinal (13) 
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L’ensemble de la flore est répartie en 2 groupes :  

- La flore dominante représente 109 à 1010 UFC /g. Ce sont des bactéries anaérobies 

strictes telles que Bacteroides, Eubacterium, Bifidobacterium, Clostridium, 

Peptostreptococcus ; 

- La flore sous-dominante (106 à 108 UFC /g) rassemble des bactéries aéro-

anaérobies facultatives dont la famille des Enterobacteriaceae. En cas de 

prolifération de la flore sous-dominante, cela peut déclencher un phénomène 

pathologique (5) . 

Chaque individu possède son propre microbiote. Trois grands types de microbiote 

ont été répertoriés, appelés entérotypes, différenciables par leur composition quantitative et 

qualitative en certaines bactéries (12): 

- L’entérotype 1 est abondant en Bacteroides ; 

- L’entérotype 2 en Prevotella ; 

- L’entérotype 3 en Ruminococcus. 

1.3. Répartition de la flore bactérienne intestinale 

La colonisation par les micro-organismes se répartit dans le tractus digestif 

différemment selon les conditions du milieu (9, 10) (Fig. 2).  
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Figure 2: Le tractus digestif humain. Distribution des micro-organismes non-pathogènes fréquemment 

rencontrés chez l’adulte. Modifié d’après Biology of microorganisms, Brock, Pearson Eds (12ème 

édition, 2009), pp 817. 

La composition du microbiote varie selon la localisation dans l’ensemble du tube 

digestif. Le nombre de bactéries et d’espèces augmentent du duodénum au rectum (8). 

La bouche présente essentiellement des micro-organismes provenant de 

l’alimentation (108-1010 UFC/g de salive). L’œsophage, qui n’est qu’un lieu de passage 

entre la bouche et l’estomac, renferme des Streptococcus (Phylum des Firmicutes), 

Prevotella (Phylum des Bacteroidetes) et Veillonella. L’estomac, proposant une forte 

acidité, ne possède qu’un faible nombre de micro-organismes (103 UFC / mL de contenu 

stomachal) dont les Proteobactéries avec le genre Helicobacter pylori et également E. coli. 

Ce sont, pour la plupart, des bacilles acido-tolérants présents entre les repas et augmentant 

le pH.  

Le ralentissement du péristaltisme entraine une diminution de l’oxygénation 

jusqu’au point d’atteindre un état d’anaérobiose au niveau de l’iléon et du côlon. Au fur et 

à mesure de cette décroissance, la richesse d’implantation augmente : 104 bactéries / mL 

dans le duodénum (surtout des bacilles et cocci à Gram positif) à 109 dans l’iléon (flore 

anaérobie stricte dont Bacteroides et anaérobie facultative dont E. coli) et de 1010 à 1012 

UFC /g dans le côlon. Dans le jéjunum, on retrouve 106 UFC/g de contenu intestinal, des 

espèces aéro-anaérobies facultatives appartenant à la flore transitoire (Entérocoques et 
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Lactobacilles). La partie la plus riche est le côlon, représentant, ainsi, 70% des micro-

organismes (plus de 3000 espèces, 100 fois plus de bactéries anaérobies que de bactéries 

aérobies).  Il regroupe les phylums Firmicutes, Bacteroides, Actinobacteria et 

Proteobacteria. L’importance de la flore anaérobie au niveau colique s’explique par la 

diminution du péristaltisme, un potentiel d’oxydo-réduction bas et une teneur en oxygène 

réduite (12). 

1.4. Symbiose 

Le microbiote est reconnu comme un organe essentiel pour la santé de l’hôte. Le 

microbiote et l’Homme vivent en symbiose. La symbiose est une relation mutualiste 

obligatoire avec des bénéfices réciproques essentiels à la survie. Les micro-organismes 

reçoivent les ressources vitales et une niche biologique. En échange, ils interviennent dans 

diverses fonctions vitales. Le microbiote et le corps humain dialoguent constamment par le 

biais d'hormones ou de neuromédiateurs (9, 11, 14). 

1.5. Les rôles du microbiote intestinal 

Le microbiote est constitué d’une flore commensale assurant de nombreuses 

fonctions bénéfiques, sans facteurs de pathogénicité. Ces rôles sont homéostatiques, 

structuraux et protecteurs (5). 

1.5.1. Rôle homéostatique  

Le microbiote intervient dans la synthèse de nombreuses vitamines (K, B2, B6, B8, 

B9, B12), nécessaires à la coagulation, aux métabolismes glucidique, lipidique et 

protéique, à la synthèse de neuromédiateurs, d’hormones et d’ADN,… (11, 12, 16). 

Le métabolisme des glucides fermentescibles (amidon, glycanes, mucines, 

glycoprotéines) par des bactéries fibrolytiques (Bacteroides, Bifidobacterium, 

Ruminococcus et Roseburia) produit du méthane et des acides gras à chaines courtes 

(AGCC) tels que acétate, butyrate et propionate (5, 9–11).  

- L'acétate est utile aux réserves énergétiques; 

- Le butyrate est utilisé comme source d'énergie par les colonocytes; 

- Le propionate permet la néoglucogenèse hépatique. 
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Les bactéries protéolytiques (Bacteroides, Clostridium, Propionibacterium, 

Fusobacterium, Streptococcus et Lactobacillus) dégradent les protéines et produisent des 

AGCC, de l’azote, des hydrates de carbone et des acides aminés essentiels (10). 

Les lipases bactériennes agissent sur le métabolisme des lipides, tels que le 

cholestérol qui est transformé en coprostanol non absorbé et éliminé dans les fèces (12). 

Le microbiote métabolise les xénobiotiques. Les micro-organismes sécrètent des 

enzymes (azoréductase, nitroréductase, β glucuronidase, sulfatse, βlyase) intervenant dans 

le métabolisme des xénobiotiques (17). Par exemple, Enterococcus faecalis métabolise la 

L-dopa, apportée par les médicaments, diminuant son efficacité (18).  Des effets 

indésirables de médicaments comme l’irinotécan, anticancéreux, peuvent apparaitre par 

réaction de déconjugaison. Les hydrocarbures aromatiques polycycliques issus de la 

combustion de carburant, bois, tabac sont bio-activés en composés oestrogéniques par les 

micro-organismes du côlon (19).  

La flore intestinale régule l’appétit par la production de médiateurs agissant sur le 

cerveau comme la protéine ClpB (Caseinolytic peptidase B protein homolog) mimant la 

mélanotropine, hormone de satiété (20).  

Les AGCC stimulent la motricité intestinale (21).   

1.5.2. Rôle structural 

Le microbiote interagit avec son environnement et le module (5, 12) :  

- Interaction avec l’épithélium intestinal (croissance des cellules et des 

cryptes intestinales, régulation de la longueur des villosités) grâce aux 

AGCC ; 

- Régulation du pH par les bactéries lactiques sécrétrices de lactate ; 

- Production du mucus digestif stimulée par les LPS (Lipopolysaccharide) 

bactériens. Le mucus est une source de nutriments pour les bactéries qui le 

dégradent (7) ; 

- Stimulation de l’angiogenèse ; 

- Restauration des jonctions serrées et perméabilité intestinale liée à la 

libération de butyrate.  
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Ces caractéristiques interviennent dans l’absorption des nutriments et la protection 

de la paroi digestive.  

1.5.3. Rôle protecteur 

Le microbiote intestinal protège l’organisme contre la translocation bactérienne (5, 

22). 

Grâce à l’effet barrière de la flore commensale, l’implantation et la prolifération des 

bactéries exogènes potentiellement pathogènes sont rendues difficiles (5, 12). 

La synthèse de substances actives comme l’acide lactique, le diacétyle, le peroxyde 

d’hydrogène et les bactériocines (peptides bactéricides et bactériostatiques thermostables et 

pH-tolérants) permet de lutter contre le développement d’agents pathogènes (12, 23–26). 

Le lien entre microbiote et l’immunité permet l’acquisition de la tolérance orale aux 

aliments et de l’immunocompétence (5, 22). 

2. Modélisation du microbiote à l’aide du SHIME® 

L’écosystème intestinal humain peut être modélisé à l’aide du SHIME® (Simulator 

of Human Intestinal Microbial Ecosystem®). Le SHIME® est un modèle dynamique 

automatisé scientifiquement validé du tractus digestif développé en 1993 (27). 

Ce modèle représente les principaux compartiments du tractus digestif, en l’absence 

de la bouche et de l’œsophage (Fig. 3 et Tableau 1). Son usage nécessite un contrôle 

rigoureux des facteurs environnementaux internes au tube digestif influant sur le 

microbiote (pH, température, luminosité, agitation, acides biliaires, enzymes pancréatiques, 

anaérobie, vitesse de transit, disponibilité des substrats alimentaires…). Ces facteurs 

diffèrent selon le segment digestif et le moment par rapport au repas (5, 27, 28). 
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Figure 3 : Simulator of Human Intestinal Microbial Ecosystem® (SHIME®) (29) 

 

Fermenteurs 
Partie du 

tractus digestif 
Volumes (mL) 

Temps de 

résidence (h) 
pH 

F1 Estomac 200 3 2 

F2 
Duodénum / 

Jéjunum 
300 3 7 

F3 Iléon / Caecum 300 4 7 

F4 
Colon 

ascendant 
1000 20 5,5-6 

F5 
Colon 

transversal 
1600 32 6-6,4 

F6 
Colon 

descendant 
1200 24 6,4-6,8 

Tableau 1 : « Dénominations, volumes et temps de résidence des fermenteurs » 

Le SHIME® est alimenté à l’aide de différentes solutions :  

L’alimentation primaire permet la croissance des micro-organismes et mime les 

conditions environnementales de l’intestin humain pour que la flore étudiée se rapproche le 

plus possible du microbiote digestif. L’alimentation primaire se compose de sources 

carbonées, azotées et énergétiques. Le pH est régulé à 2. L’alimentation primaire est 

introduite dans l’estomac (F1) à raison de 200mL. Le contenu est transféré trois heures 

après, grâce à un système de pompe, dans le duodénum/jéjunum (F2) où 90 millilitres de 

sucs pancréatiques sont ajoutés. L’inoculation est répétée jusqu’à obtention du volume 

utile dans chaque compartiment (tableau 1).  
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Le jus pancréatique artificiel est un mélange basique de bile bovine, bicarbonate de 

sodium et  pancréatine dans de l’eau distillée stérile. Son pH est ajusté à 8-8,5 pour réduire 

l’acidité de l’alimentation primaire.  

L’alimentation secondaire représente l’alimentation habituelle d’un individu. Il 

s’agit d’une solution de 300mL d’eau distillée et 70g de produits alimentaires (glucides, 

protéines, lipides). Elle apporte aussi les micro-organismes habituellement présents dans 

l’alimentation. Après 10 jours, 10 mL sont administrés chaque jour dans F1 à raison de 3 

fois par jour à intervalles réguliers de 8 heures.  

Le SHIME® est unique car (29) : 

- Il représente le tractus gastro-intestinal dans son ensemble ; 

- Il donne des informations mécanistiques détaillées selon chaque région du tractus ; 

- Des expériences à long terme sont possibles grâce à la stabilisation pérenne du 

microbiote ; 

- La possibilité d’échantillonnage de chaque zone du côlon permet d’effectuer des 

analyses parallèles sans impacter la communauté microbienne résidente ; 

- La reproductibilité importante grâce à la standardisation du système et de ses 

paramètres, permet d’effectuer des analyses comparables de l’action de diverses 

expositions ; 

- La possibilité de simuler aussi bien le microbiote des adultes, des nourrissons, des 

personnes en bonne santé ou malades, humain ou animal grâce à la flexibilité du 

système (65) ; 

- Le SHIME® permet l’analyse des activités enzymatiques, notamment des réactions 

catalytiques des glucides, protéines, lipides, acides biliaires, xénobiotiques ou 

encore la production de vitamines au sein du tube digestif ; 

- Des similitudes existent entre le microbiote humain et le SHIME®. Elles sont à 

prendre en compte lors de l’extrapolation des observations effectuées : 

o Les pH des différents compartiments du SHIME® respectent ceux du tractus 

digestif (Tableau 2) ; 
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 Tractus digestif SHIME® 

Estomac 1,5-5 2 

Duodénum / Jéjunum 5-7 7 

Iléon / Caecum 7-8 7 

Côlon ascendant 

4,5-7,5 

5,5-6 

Côlon transversal 6-6,4 

Côlon descendant 6,4-6,8 

Tableau 2 : Comparatif entre pH digestif et pH du SHIME® (29) 

o L’agitation magnétique et les pompes, comparables au péristaltisme 

digestif, permettent le brassage et le transit du bol alimentaire ; 

o L’anaérobiose, la température interne, les temps de résidence, les apports en 

bile et sucs pancréatiques sont aussi respectés ; 

o L’alimentation triquotidienne est représentative. Elle est constituée de 

glucides, protéines et lipides, nutriments essentiels à l’Homme ; 

o Chez l’Homme l’acquisition d’un microbiote mature est longue. Elle dure 2 

ans. Le SHIME® permet une implantation et une stabilisation de la flore en 

15 jours.  

Certaines limites du SHIME® existent :  

- Le tube digestif humain interagit avec l’immunité, le système nerveux, le 

métabolisme énergétique, le génome humain et le système endocrinien 

grâce à des neuromédiateurs ou des hormones. Ces interactions ne sont pas 

possibles dans le SHIME® qui est un système isolé ; 

- L’une des différences majeures et limitantes est le caractère des parois 

digestives qui donne une grande surface d’échanges entre tubes digestifs et 

tissus grâce à l’irrigation sanguine et lymphatique, aux cellules épithéliales, 

aux jonctions serrées, aux villosités et au mucus, absents dans le SHIME®. 

Par conséquent, la perméabilité intestinale (propriété de la paroi intestinale 

qui permet l’échange de molécules entre la lumière intestinale et les tissus) 

et la translocation bactérienne (passage de micro-organismes ou de 
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fragments microbiens au travers d’une barrière intestinale intacte vers des 

organes normalement stériles) ne peuvent pas être étudiées. 

Le SHIME® ne permet pas l’étude de la translocation bactérienne. Celle-ci est 

possible grâce à des lignées cellulaires cancéreuses humaines d’origine intestinale Caco-2 / 

TC7 (30). Ce système représente l’épithélium intestinal. Les cellules sont polarisées (pôle 

apical vers le haut et pôle basal vers le bas). Elles recouvrent une membrane poreuse en 

couche unique fixée sur collagène ou matrigel.  

3. Dysbiose 

3.1 Définition de la dysbiose 

La dysbiose est un déséquilibre de l’écosystème bactérien. Une diversité 

bactérienne ou une fonction endommagée constitue une niche pour les pathobiontes et les 

souches pathogènes opportunistes (5, 26). La dysbiose induit un appauvrissement du 

microbiote, un stress oxydatif, une inflammation et une augmentation de la perméabilité 

intestinale (32). 

Les pathobiontes sont des bactéries pouvant potentiellement générer une 

inflammation intestinale mais non pathogènes (protéobactéries, entérobactéries). Elles sont 

en nombres croissants lors de la dysbiose, alors que les bactéries protectrices 

immunorégulatrices (Firmicutes, Faecalibacterium prausnitzii) diminuent (33). 

Les pathobiontes peuvent être à l’origine de désordres pour l'hôte. En effet, en cas 

de translocation bactérienne, ces espèces sont susceptibles de provoquer un choc septique  

ou d'infecter des organes vitaux normalement stériles. Par l’acquisition de facteurs de 

pathogénicité, ils peuvent devenir agressifs. Localement ils peuvent induire des réactions 

inflammatoires délétères pour l'intestin (14). 

3.2 Antibiorésistance 

L’usage des antibiotiques altère la diversité du microbiote intestinal (12). Les 

espèces sensibles sont tuées ou inhibées et subsistent les bactéries résistantes dont la 

densité augmente. Ce déséquilibre diminue l’effet barrière du microbiote (8,22,34).  

Chez le nourrisson, l’administration d’antibiotiques ralentit la colonisation par les 

Bifidobacterium et favorise la dysbiose en faveur d’infections néonatales (5). 
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L’usage excessif d’antibiotiques favorise l’essor de pathologies dysimmunitaires, 

allergiques et auto-immunes. Le microbiote déséquilibré n’est plus à même de moduler 

l’immunité (15). 

L’un des inconvénients de l’usage des antibiotiques est l’apparition et la diffusion 

de nombreux mécanismes de résistance (8). 

L’antibiorésistance est la capacité bactérienne à survivre en présence d’un 

antibiotique. Plus le niveau de résistance est élevé, plus il est nécessaire d’augmenter la 

durée et/ou la concentration d’exposition (35). Il existe deux types de résistance : la 

résistance naturelle et la résistance acquise. Cette dernière est exprimée par certaines 

souches d’une espèce devenant ainsi résistantes aux antibiotiques après transfert 

d’éléments génétiques mobiles ou mutation chromosomique (36). 

Le microbiote peut représenter un réservoir de bactéries résistantes aux 

antibiotiques. La proximité entre ces bactéries et celles du microbiote favorise le transfert 

de gènes (8).  

Le résistome intestinal est l’ensemble des gènes de résistance présents au sein du 

microbiote intestinal. On y retrouve le résistome endogène ou « résident » et le résistome 

exogène ou variable. Le résistome endogène représente souvent une résistance 

chromosomique non associée à des structures mobiles. Le résistome exogène est, quant à 

lui, généralement lié à des structures mobiles (plasmides ou transposons) pouvant être 

échangées avec les bactéries résidentes de l’hôte (8). Le résistome est dynamique et en 

pleine expansion (37). 

Différents mécanismes de résistance existent (34,38) : 

- Sécrétions d’enzymes (pénicillinases, céphalosporinases, carbapénèmases) ; 

- Imperméabilité de la paroi bactérienne par réduction de l’expression ou 

l’inactivation du gène codant les porines ; 

- Mutation de gènes codant la topoisomérase IV ; 

- Acquisition ou surexpression de pompe à efflux ; 

- Modification des protéines liant la pénicilline. 
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Les bactéries peuvent être classées selon leur niveau de résistance. C’est la cas des 

entérobactéries (39, 40) :  

- Groupe 0 (sensible à l’ensemble des β-lactamines) ; 

- Groupe 1 (céphalosporinase constitutive de très bas niveau, possédant un 

gène ampC) ; 

- Groupe 2 (pénicillinase chromosomique de bas niveau) ; 

- Groupe 3 (céphalosporinase inductible) ; 

- Groupe 4  (pénicillinase et céphalosporinase inductible et enzyme sensible 

aux inhibiteurs) ; 

- Groupe 5 (BLSE (bêta-lactamases à spectre étendu) chromosomique, 

céfotaximase inductible) ; 

- Groupe 6 (BLSE de bas niveau / BLSE inductible).  

4. Facteurs influençant la composition du microbiote 

4.1 Acquisition du microbiote intestinal 

L’acquisition de la flore est très complexe. Le fœtus réside dans un environnement 

stérile. L’implantation a lieu à la naissance. Lors de l’expulsion, l’enfant passe au contact 

du microbiote vaginal, cutané et intestinal de la mère. Les micro-organismes de 

l’environnement sont aussi candidats à la colonisation. La composition de base du 

microbiote dépend de divers facteurs  tels que le mode d’accouchement, le terme de la 

grossesse, la charge bactérienne environnante à la naissance, l’allaitement, la génétique,... 

Toutefois, des bactéries ont été retrouvées dans le sang du cordon ombilical (Enterococcus, 

Streptococcus et Staphylococcus). Cela montre la possible existence d’un passage in utero 

de bactéries de la mère à l’enfant. L’implantation du microbiote suit une chronologie 

particulière. Le tractus digestif est, d’abord, composé de micro-organismes aérobies et 

anaérobies facultatives (streptocoques, entérocoques et entérobactéries). Par consommation 

d’oxygène, ces bactéries vont créer un environnement anaérobie. Une semaine après la 

naissance, les bactéries anaérobies s’implantent au sein du microbiote (Bacteroïdes, 

Bifidobacterium, Clostridium) (5, 12). 

4.2 Les facteurs d’influence 

La composition du microbiote n’est pas statique et s’adapte durant toute la vie de 

l’hôte. Cette dynamique est liée à de nombreux facteurs : 
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- Transmission par contacts directs (9, 10) ; 

-  Régimes alimentaires, MICI (Maladie Inflammatoire Chronique de l’Intestin), 

traitements médicamenteux (antibiotiques), cycles hormonaux, mode de vie, sexe, 

ethnie…(5) ; 

- Vieillissement : Le ratio Firmicutes / Bacteroidetes augmente, à l’âge adulte. Chez 

les sujets âgés de plus de 65 ans, une proportion plus élevée de Bacteroidetes est 

retrouvée par rapport au phylum Firmicutes (41). 

4.3 Les pesticides 

Le terme pesticide vient de l’anglais « pest », nuisible, et du latin « -cide », tuer. 

C’est une substance phytopharmaceutique utilisée contre les organismes jugés nuisibles. 

Les domaines d’utilisation sont variés : agriculture, espaces verts, routes, aéroports, voies 

ferrées, réseaux électriques, jardins, domiciles particuliers, hygiène publique, santé 

publique, santé vétérinaire,... Les pesticides sont omniprésents dans l’environnement et 

dans l’alimentation. Ce sont plus de 1000 substances regroupées en 150 familles chimiques 

(5, 22, 36). 

Différentes classifications existent selon : 

- La cible : insecticides, fongicides, herbicides, parasiticides ; 

- La structure chimique : organochlorés, organophosphorés, carbamates, 

pyréthrinoïdes de synthèse, organoazotés, urées substituées, sulfonylurées, 

dicarboximides. 

Le rôle majeur d’un pesticide est d’avoir des effets toxiques contre des organismes 

cibles. Toutefois, ils touchent aussi des organismes non cibles et l’environnement. La 

rétention des métabolites toxiques entraine la dégradation des constituants du sol (42). 

Les effets sanitaires se divisent en deux types d’exposition :  

- Les effets aigus (accidentels ou volontaires) à doses importantes, sont estimés par 

la Dose Létale 50 (DL50), dose-seuil entrainant 50% de mortalité dans une 

population donnée. Les individus les plus touchés sont les agriculteurs, leurs 

familles et proches (5, 22) ; 
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- Les effets chroniques à faibles doses, sur une durée importante, sont d’ordres 

digestif, comportemental, hormonal, cancérigène et métabolique. Ces effets sont 

déterminés par le NOAEL (No Observable Adverse Effect Level), le LOAEL 

(Lowest-Observed-Adverse-Effect Level) et la Dose Journalière Acceptable (DJA). 

4.4 Un pesticide, le chlorpyriphos (CPF) 

Le CPF est un insecticide utilisé contre les chenilles, les pucerons et les mouches 

des semis. Il se présente sous deux formes : éthyl et méthyl. La forme éthyl est celle 

utilisée, elle rentre dans la composition du Pyristar®.  Il fait partie des organophosphorés 

dont la structure lipophile est composée d’un phosphore lié à une molécule carbonée. Son 

mode d’action repose sur un blocage irréversible de l’acétylcholinestérase au niveau des 

terminaisons nerveuses induisant une augmentation du taux d’acétylcholine (43). 

Le CPF et ses métabolites (Diéthylphosphate, Diéthylthiophosphate et 3,5,6-

trichloropyridinol) sont retrouvés dans les fruits, les légumes, les céréales, la viande, l’eau 

potable, les vignobles, les sols et l’air. Depuis 2006, il appartient à la liste des substances 

prioritaires à surveiller en raison de sa forte toxicité (6). Son utilisation est réservée à la 

culture d’épinard.  

Les seuils toxicologiques du CPF sont (44) :  

- DL50 chez le rat (VO) = 66-223 mg/kg ; 

- NOAEL chez le rat (VO) = 0,1 mg/kg/j ; 

- NOAEL reprotoxicité = 5mg/kg/j ; 

- NOAEL neutotoxicité = 10mg/kg/j ; 

- LOAEL = 2mg/kg/j ; 

- DJA = 0,001 mg/kg/j. 

Les symptômes d’une intoxication au CPF sont hypersudation, hypersalivation, 

bronchoconstriction, myosis, nausées, vomissements, diarrhées, tremblements, troubles 

musculaires, incontinence, bradycardie, hypertension, insuffisance respiratoire, confusions, 

maux de tête, agitations, insomnies et anxiété. L’exposition chronique au CPF entraine des 

troubles cérébraux (hyperactivité, troubles de l’attention, troubles de la mémoire), 

génétiques, cancérigène (leucémies), métaboliques (obésité), cardiaques, hépatiques, 

hormonaux (activité anti-androgénique), reprotoxiques (altération de la spermatogénèse) et 
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foetotoxiques (avortement, prématurité, malformations, retard de croissance, petit poids de 

naissance) (6, 43, 45). En 2012, une étude scientifique a montré que l’exposition au CPF 

lors de la grossesse entraine des anomalies du développement du cerveau des enfants (46). 

Ce travail de thèse s’est intéressé à l’impact de cet insecticide sur un composant 

aérobie du microbiote intestinal, E. coli. 
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II. Matériels et méthodes 
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1. Modélisation de l’écosystème intestinal humain : le SHIME® 

Un inoculum issu de 3 échantillons de selle de donneurs anonymes adultes en 

bonne santé n’ayant pas consommé d’antibiotiques durant les 6 derniers mois a été utilisé 

pour cette étude. 

Le pool est mis en solution dans 300mL de sérum physiologique (pour 50g de selles 

pesées). Après centrifugation à 1200 tours /min pendant 10 minutes, le surnageant est 

prélevé et inoculé dans les 3 derniers fermenteurs représentant le côlon (F4, F5 et F6). 

L’expérience est divisée en 2 phases: 

- La stabilisation pendant 15 jours permet l’implantation de la microflore. Elle se 

mesure par le maintien du pH adéquat dans chacun des compartiments. A l’issue de 

la stabilisation, un prélèvement est effectué à trois reprises sur 3 jours. Le but de 

ces premiers prélèvements est de s’assurer que les éventuels effets observés sont 

liés à l’exposition aux pesticides ; 

- L’expérimentation dure 30 jours, pendant lesquels 10 mL de solution de CPF 

(3,5mg/10mL, pureté : 99,8%) est administrée quotidiennement dans l’estomac 

(F1). Cette solution est une dilution d’une solution mère de CPF (10mg/mL) dont le 

solvant est de l’huile végétale. La solution est conservée à 4°C. Trois prélèvements 

de 5 mL sont effectués au niveau de l’iléon/caecum (F3) et des segments du colon 

(F4, F5 et F6) après 15 jours (effet du CPF à court terme)  et 30 jours d’exposition 

(effet du CPF à moyen et long termes). 

Les prélèvements sont effectués de manière aseptique pour empêcher toute 

souillure (bactéries provenant de l’extérieur) de s’introduire par gravité dans les produits 

manipulés. 

2. Analyse bactériologique 

L’objectif est de comparer les résultats et d’étudier d’éventuels impacts du CPF sur 

le microbiote intestinal et particulièrement l’E. coli. 

Plusieurs milieux de culture ont été utilisés (géloses ordinaires, sélectives et 

d’identification) :  



                                                                                                  

29 

 

- BEA (Bile Esculine Azide) (aérobie) : utilisé pour l’identification des 

entérocoques ; 

- MRS (Man-Rogosa-Sharpe) : permet la culture et le dénombrement de la flore 

lactique ; 

- MSA (Mannitol Salt Agar) : permet la culture de bactéries halophiles comme les 

staphylocoques ; 

- COL (Columbia agar) : utilisé pour la culture de la flore totale ; 

- BCP (BromoCresol Pourpre) : permet la culture des bactéries non exigeantes, 

milieu fermentescible contenant du lactose avec un indicateur de coloration le 

pourpre de bromocrésol ; 

- CPS (Chromogenic Peptide Substrates) : gélose chromogène qui contient des 

substrats absorbés par des espèces de bactérie (E. coli, Entérocoques, Proteus, 

Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Citrobacter), ce qui produit une substance 

colorée (métabolite) caractéristique. 

L’ensemencement a été réalisé, à l’aide d’une öse qualibrée (10 μL), à partir des 3 

prélèvements. 

Après incubation à 37°C pendant 24 heures, différents types de colonies ont été 

repérés selon la morphologie (taille, relief, surface, pigmentation,…).  

Des tests biochimiques d’orientation ont été utilisés (catalase et  oxydase). 

Une espèce a été retenue pour notre travail : E. coli, bacilles à Gram négatif, aéro-

anaérobie facultative, prototrophe (non-exigent), oxydase négatif. 

3. Identification précise par spectrométrie de masse 

La spectrométrie de masse est une technique d’analyse basée sur la mesure de la 

masse de molécules ou d’atomes d’un échantillon permettant de détecter et d’identifier des 

micro-organismes. C’est une méthode précise à moindre coût. La méthode MALDI-TOF 

(Matrix Assisted Laser Desorption / Ionisation Time Of Flight) repose sur l’ionisation en 

phase gazeuse de contenus protéiques de l’échantillon. Les ions formés sont dérivés par un 

champ électrique et/ou magnétique. Les trajectoires sont proportionnelles au rapport 

masse/charge (m/z).  
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Le spectromètre (Fig. 4) est composé d’une source d’ionisation, d’un analyseur 

séparant les ions en fonction de m/z, d’un détecteur et d’un système informatique pour la 

visualisation des spectres. 

 

Figure 4 : Spectromètre de masse MALDI TOF, Bruker® 

La colonie bactérienne et une matrice sont déposées sur une cible inox. Le dépôt est 

cristallisé par séchage (Fig 5).  

 

Figure 5 : Etapes préalables à l’identification de micro-organismes par MALDI-TOF MS Clarck et al, 

2013 

Dans le spectromètre Bruker®, le dépôt est irradié par rayon laser à azote de 

longueur d’onde 337nm, ce qui induit une sublimation de la matrice (désorption et 

ionisation). L’ionisation est maximisée par la multiplication du nombre de tirs laser. Lors 

de la désorption (passage en phase gazeuse), un transfert d’ions se fait entre les molécules 

de la matrice et celles de l’échantillon pour former des ions principalement monochargés 
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(Fig. 6). Selon la structure peptidique, les protéines se chargent négativement ou 

positivement. 

 

Figure 6 : Etape de l’identification par spectromètre de masse Bruker® 

Les fragments protéiques ionisés se déplacent selon leur rapport m/z vers le 

détecteur.  

Chaque fragment protéique est caractérisé sur un spectre selon les caractéristiques 

temps et intensité. Le spectre est comparé à une base de données standardisée Bruker®. Un 

score de confiance est donné selon la concordance entre le spectre obtenu et le spectre de 

référence. Lorsque le score est supérieur à 2, l’identification au genre et à l’espèce est 

sécurisée. Lorsque le score est inférieur à 1,7, le degré de confiance est insuffisant pour 

l’identification.  

4. Test de sensibilité aux antibiotiques d’E. coli 

La sensibilité des bactéries vis-à-vis des antibiotiques se mesurent par la 

concentration minimale inhibitrice. C’est la concentration minimale capable d’inhiber la 

croissance bactérienne.  

L’antibiogramme par méthode de diffusion sur gélose est réalisé pour chaque 

morphotype d’E. coli selon les recommandations de la CASFM (Comité de 

l’Antibiogramme  de la Société Française de Microbiologie) et de l’EUCAST (European 

Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) (ANNEXE 1).  

Après mesure des diamètres d’inhibition, les catégories cliniques ont été retenues 

pour l’interprétation des tests de sensibilité in vitro à chacun des antibiotiques : Sensible 

(S), Résistant (R) et Intermédiaire (I). 

http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Fichier:Maldi.svg&lang=fr


                                                                                                  

32 

 

- Les souches S sont celles pour lesquelles la probabilité de succès thérapeutique est 

forte dans le cas d’un traitement par voie systémique avec la posologie 

recommandée dans les  Résumés de Caractéristiques de Produit ; 

- Les souches R sont celles pour lesquelles il existe une forte probabilité d’échec 

thérapeutique quel que soit le type de traitement et la dose d’antibiotique utilisée ; 

- Les souches I sont celles pour lesquelles le succès thérapeutique est imprévisible.  

Chaque espèce bactérienne possède sa propre grille de correspondance diamètre-

sensibilité (ANNEXE 1).  

La résistance naturelle est caractéristique d’une espèce bactérienne donnée. Elle 

délimite le spectre naturel de l’antibiotique et constitue une aide à l’identification.  

Les phénotypes de résistance ont été déterminés afin d’analyser l’impact des 

pesticides sur l’antibiorésistance au sein du microbiote.  

Nous observons des phénotypes de résistance liés aux béta-lactamines, c’est-à-dire 

aux pénicillines et céphalosporines. Quatre phénotypes ont été déterminés : 

- Le phénotype sauvage (aucune résistance vis-à-vis des antibiotiques) ; 

- Le phénotype dit « pénicillinase de bas niveau » se distingue par une résistance à 

l’Amoxicilline, Ticarcilline et Pipéracilline ; 

- Le phénotype dit « pénicillinase de haut niveau » est défini par une résistance à 

l’Amoxicilline, Ticarcilline et Pipéracilline, ainsi qu’à la Céfalotine et à 

l’Augmentin® ; 

- Les BLSE (résistance étendue aux céphalosporines de troisième génération) se 

distinguent sur l’antibiogramme par l’apparition d’un « bouchon de champagne » 

représentant la synergie entre une céphalosporine de 3e génération (céfotaxime, 

ceftazidime, céfépime) et l’acide clavulanique. 

5. Analyse génotypique des E. coli 

L’ERIC-PCR (Polymerase Chain Reaction) permet de typer plusieurs espèces 

bactériennes dont l’E. coli. L’ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus) 

correspond à des séquences d’ADN répétées non codantes, longues de plusieurs dizaines 

de paires de bases, dispersées sur le génome. Cette technique rapide permet de différencier 
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les polymorphismes bactériens identiques ayant des caractéristiques différentes liées à des 

génomes différents.  

L’analyse du typage moléculaire s’intéresse à la bactérie d’un point de vue 

génétique.  

Pour la manipulation, trois zones isolées sont dédiées à chaque étape de la PCR :  

- Extraction ; 

- Préparation du mélange réactionnel de PCR (pré-PCR) ; 

- Révélation après amplification (post-PCR). 

Une extraction mécanique et thermique a été utilisée. Chaque colonie fraiche, 

prélevée à l’aide d’une öse de 1μL, a été déchargée dans 300μL d’eau distillée stérile. 

L’extraction de l’ADN a été obtenue par passage dans un bloc chauffant à 95°C pendant 10 

minutes puis dans un bain d’ultrasons durant 15 minutes et 10 minutes en centrifugeuse 

13500XG. Ces lysats ont été congelés.  

Lors des différentes étapes, des embouts stériles avec filtre ont été utilisés.  

Le mélange réactionnel a été préparé en hotte à flux laminaire, il est constitué : 

- Eau stérile ultra pure (9,5μL) ; 

- Master Mix (12,5μL): il contient de la Taq polymérase pour la synthèse du brin 

complémentaire d’ADN.; 

- Une amorce (0,5μL) utilisée pour l’amplification :                                                    

5' AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG 3'. 

Dans la pièce d’extraction, chaque lysat (2,5μL) a ensuite été incorporé dans les 

microtubes.  

Le protocole d’amplification est le suivant :  

- Dénaturation thermique à 94°C pour casser le double brin d’ADN en simple 

brin ; 

- Hybridation des amorces sur le simple brin d’ADN à 45°C ; 
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- Extension des amorces à 72°C pour produire le brin complémentaire grâce à 

la Taq polymérase. 

Le programme s’effectue sur 45 cycles et s’étend sur environ 3 heures, à l’aide du 

thermocycler.  

L’ADN amplifié (10 μL) a été séparé par électrophorèse en gel d’agarose à 2%, 

composé d’agarose dissous dans du tampon TBE 1X et de BET, dans un champ électrique 

pendant 2 heures. L’électrophorèse est effectuée dans une cuve comptant du tampon TBE 

1X. Les fragments d’ADN sont séparés selon leur taille.  

Deux marqueurs de poids moléculaire, composés de 5 μL d’ADN step, 5 μL d’eau 

stérile et 3 μL de colorant orange, sont déposés dans les puits (6µL)  aux extrémités (ils 

servent à déterminer le poids moléculaire du fragment d’ADN amplifié). 

La révélation des bandes d’ADN s’est faite par la coloration au Bromure 

d’Ethidium (BET). Les profils obtenus ont été visualisés sous UV sur un transilluminateur 

avec le lecteur Biorad®. L’ADN amplifié est visualisé grâce au logiciel « Quantity One ».  

6.  Statistiques 

Les variables sont qualitatives nominales et les groupes sont indépendants. Les 

tableaux de contingence et les calculs statistiques ont  été effectués sur un tableur Excel. 

Les données ont été analysées par un test du Chi². Un p <0.005 a été retenu comme 

significatif.  
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Différentes problématiques ont été explorées durant l’étude in vitro dans le 

SHIME®. Nous nous sommes intéressés plus particulièrement à l’espèce E. coli. Il s’agit 

d’une bactérie représentant 80% des souches aéro-anaérobie facultative.  

Les morphotypes d’E. coli retrouvés sont classés selon la cinétique (J0, J15 ou J30) 

et selon les fermenteurs (de F3 à F6). Les fermenteurs de l’estomac (F1) et du duodénum-

jéjunum (F2) n’ont pas été étudiés car la population de micro-organismes y est moins 

dense. Les morphotypes (grosse/moyenne/petite, lactose +/-, plate, muqueuse,…) ont été 

notés, ainsi que les informations issues des antibiogrammes (diamètre d’inhibition, 

mécanisme de résistance, phénotype).  

1. Résultats des caractéristiques bactériologiques  

1.1. Identifications phénotypiques des colonies sur les différents milieux 

La lecture des différents milieux est la première étape de l’identification des 

colonies d’E. coli. 

Le milieu BCP permet une identification présomptive des E. coli (colonies lactose 

positives) qui apparaissent pigmentées en jaune (fermentation du lactose et virage de 

l’indicateur de coloration du pourpre au jaune).  

Sur milieu COL, les colonies d’E. coli sont arrondies, lisses, à bords réguliers.  

Sur milieu CPS, les colonies d’E. coli sont de couleur rose caractéristique.  

A l’issue de la lecture des milieux, les colonies ayant des caractéristiques d’E. coli 

ont été sélectionnées pour l’identification précise par spectrométrie de masse.  

1.2. Tests d’orientation : recherche des enzymes respiratoires 

Les E. coli sont oxydase négative et catalase positive.  

1.3. Identification par spectrométrie de masse 

Nous avons obtenu pour chaque morphotype étudié un score supérieur à 2. 

1.4. Résultats globaux 

Au total 62 morphotypes différents d’E. coli ont été identifiées et isolées :  
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- 9 morphotypes (15%) dans l’iléon et le caecum (F3) ; 

- 16 morphotypes (26%) dans le colon ascendant (F4) ; 

- 16 morphotypes (26%) dans le colon transverse (F5) ; 

- 21 morphotypes (34%) dans le colon descendant (F6). 

2. Test de sensibilité aux antibiotiques 

Le test de sensibilité aux antibiotiques a relevé 41 morphotypes sensibles aux β-

lactamines (phénotypes sauvages) (66%), 7 morphotypes pénicillinases (11%) et 14 

morphotypes BLSE (23%). Ces morphotypes se répartissent dans les différents 

fermenteurs comme suit (Fig. 7) : 

 

Figure 7 : Distribution des mécanismes d'antibiorésistance au sein du SHIME® (en pourcentage) 

3. Typage moléculaire 

Onze génotypes différents ont été retrouvés parmi les 62 morphotypes d’E. coli. Ils 

se répartissent de la manière suivante (tableau 3): 

- 5 génotypes (45%) dans l’iléon/caecum (F3) ; 

- 4 génotypes (36%) dans le colon ascendant (F4) ; 

- 8 génotypes (73%) dans le colon transverse (F5) ; 

- 6 génotypes (54%) dans le colon descendant (F6). 
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 F3 F4 F5 F6 Total 

Génotype 1 1  2 6 9 

Génotype 2 5 5 4 7 21 

Génotype 3 1    1 

Génotype 4    1 1 

Génotype 5  2  2 4 

Génotype 6  1 1 1 3 

Génotype 7   1  1 

Génotype 8   1  1 

Génotype 9 1  1  2 

Génotype 10   1 4 5 

Génotype 11 1 8 5  14 

Tableau 3 : Répartition des génotypes au sein des fermenteurs à J0, J15 et J30 (Nombre absolu) 

L’ERIC-PCR a été utilisée pour étudier le trajet des souches et de comparer les 

souches à morphotype équivalent du point de vue génotypique (Fig. 8).  

 

Figure 8 : Typage moléculaire des morphotypes d’E. coli 
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Les 41  morphotypes sauvages forment 8 génotypes (de 1 à 8) (Fig.9).  

 

Figure 9 : Répartition des différents génotypes au sein des morphotypes sauvages 

Nous avons observé une différence de répartition au sein des fermenteurs en 

fonction des génotypes (Fig. 10). Les génotypes 3 et 4 sont retrouvés respectivement dans 

l’iléon/caecum (F3) et dans le colon descendant (F6). Les génotypes 7 et 8 sont retrouvés 

exclusivement dans le colon transverse (F5). Le génotype 2 est le plus représenté dans 

l’iléon / caecum (F3 : 5/9). Les génotypes 2 et 11 sont les génotypes majoritaires dans les 

colons ascendant (F4 : 13/16) et transverse (F5 : 9/16). Au sein du colon descendant (F6), 

les génotypes 1 et 2 représentent plus de la moitié des souches (13/20).  
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Figure 10 : Répartition des génotypes selon les segments parmi les 62 morphotypes 

4. Résultats par fermenteur avec ou sans exposition au CPF 

4.1 Résultats à J0 (sans exposition) 

4.1.1 Répartition des morphotypes prélevés à J0 (sans exposition) 

A J0, les E. coli sont plus fréquents au sein du colon transverse (F5 : 47%) puis au 

sein du colon descendant (F6 : 26%). En moindre mesure nous retrouvons ces bactéries au 

niveau du colon ascendant (F4 : 16%) et au niveau de l’iléon et du caecum (F3 : 11%) (Fig. 

11).  

 

Figure 11 : Nombre de morphotypes par fermenteur à J0 
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4.1.2  Répartition des phénotypes de résistance des morphotypes prélevées à J0 

La répartition des morphotypes sauvages est croissante de l’iléon au colon 

descendant (F3 : 1/2 à F6 : 5/5). Les morphotypes pénicillinases se situent dans 

l’iléon/caecum (F3 : 1/2) et dans le colon transverse (F5 : 2/9). Les E-BLSE sont absentes 

du colon descendant (F6) (Fig. 12). Les fréquences de répartitions des mécanismes de 

résistance sont statistiquement significatives (p<0.005).  

 

Figure 12 : Phénotypes de résistance par fermenteur à J0 

4.1.3      Répartition des génotypes des morphotypes prélevés à J0 

La diversité des génotypes est plus importante dans les colons transverse (F5 : 7 

génotypes) et descendant (F6 : 4 génotypes). Le génotype 1 se situe au niveau des colons 

descendant (F6 : 1/5) et transverse (F5 : 1/9). Les génotypes 2 et 5 sont observés 

uniquement dans le colon descendant (F6, respectivement 2/5 et 1/5). Le génotype 6 se 

répartit dans les différents segments du colon (F4 : 1/3, F5 : 1/9 et F6 : 1/5). Les génotypes 

7, 8 et 10 sont retrouvés uniquement dans le colon transverse (F5, 1/9). Le génotype 9 est 

observé dans l’iléon/caecum (F3 : 1 /2) et le colon transverse (F5 : 1/9). Le génotype 11 est 

représenté au sein de l’iléon/caecum (F3 : 1 /2), du colon ascendant (F4 : 2/3) et du colon 

transverse (F4 : 3/9) (Fig. 13). Les génotypes 3 et 4 sont absents à J0. Les différences entre 

les différents compartiments sont statistiquement significatives (p<0.005).  
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Figure 13 : Répartition des génotypes dans chaque fermenteur à J0 

4.2 Impact du CPF à court terme (J15) 

4.2.1 Répartition des morphotypes prélevés à J15 

Lors d’exposition à court terme (J15), les morphotypes E. coli sont plus fréquents 

dans le colon ascendant (F4 : 44%) puis dans le colon descendant (F6 : 26%). Au niveau 

du colon ascendant (F4), le nombre d’E. coli augmente de +175% à J15 (Fig. 14). Les 

différences entre J0 et J15 sont statistiquement significatives (p<0.005).  

 

Figure 14 : Nombre de morphotypes par fermenteur à J15 
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4.2.2 Répartition des phénotypes de résistance des morphotypes à J15 

Les morphotypes pénicillinases diminuent de – 66% à J15. Elles se situent 

uniquement au niveau du colon descendant (F6 : 1/6). Les E-BLSE relevées augmentent de 

+33% lors d’une exposition à court terme et se concentrent au niveau des colons ascendant 

(F4 : 6/10) et transverse (F5 : 2/4) (Fig. 15). Les évolutions ne sont pas statistiquement 

significatives.  

 

Figure 15 : Phénotypes de résistance par fermenteur à J15 

 

4.2.3  Répartition des génotypes des morphotypes prélevées à J15 

A J15, la diversité des génotypes est plus importante dans le colon descendant (F6), 

représenté par 5 génotypes. Les génotypes 6, 7, 8 et 9 disparaissent à J15. Les génotypes 3 

et 4 apparaissent. Le génotype 1 est situé au sein de l’iléon/caecum (F3 : 1/3) et des colons 

transverse (F5 : 1/4) et descendant (F6 : 1/7). Le génotype 2 se répartit tout au long du 

tractus digestif. Le génotype 3 est retrouvé uniquement dans l’iléon/caecum (F3 : 1/3). Les 

génotypes 4 et 10 sont observés dans le colon descendant (F6 : 1/7). Le génotype 5 se 

répartit dans les colons ascendant et descendant (F4 : 2/10, F6 : 1/7). Le génotype 11 est 

retrouvé dans les colons ascendant et transverse (F4 : 6/10, F5 : 2/4)  (Fig. 16). La 

différence entre les compartiments est statistiquement significative (p<0.005).  
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Figure 16 : Répartition des génotypes  dans chaque fermenteur à J15 

4.3  Impact du CPF à moyen et long terme (J30) 

4.3.1 Répartition des morphotypes prélevées à J30 

Lors d’une exposition à moyen et long termes (J30), les E. coli sont principalement 

retrouvés au sein du colon descendant (F6 : 50%) (Fig. 17). 

 

Figure 17 : Nombre de morphotypes par fermenteur à J30 
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4.3.2     Comparaison de la répartition des morphotypes sans et avec exposition  

Le nombre de morphotypes diffère significativement (p<0,005) lors de l’exposition 

au CPF (tableau 4). A J0, les morphotypes sont majoritaires dans le colon transverse (F5 : 

47%). Après exposition, les morphotypes sont plus nombreux au sein des colons ascendant 

(F4 : 30%) et descendant (F6 : 37%). 

 

Tableau 4 : Comparaison de la répartition des morphotypes entre J0 (sans exposition) et J15-J30 (avec 

exposition)  

4.3.3 Répartition des phénotypes de résistance des morphotypes à J30 

Le nombre de morphotypes de souches sauvages augmente de +70% sous 

exposition au CPF à long terme, mais cette différence n’est pas, statistiquement, 

significative. Les souches pénicillinases sont retrouvées au sein du colon descendant (F6 : 

3/10). Les E-BLSE disparaissent après une exposition au long court (Fig. 18).  

 

Figure 18 : Phénotypes de résistance par fermenteur à J30 
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4.3.4         Répartition des génotypes des morphotypes prélevés à J30 

A J30, la diversité des génotypes est moindre. Les génotypes 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 et 11 

disparaissent. Les génotypes retrouvés sont les génotypes 1, 2 (phénotypes sauvages) et 10 

(pénicillinases).  Le génotype 2 est majoritaire et se répartit dans tous les segments 

digestifs. Les génotypes 1 et 10 se concentrent dans le colon descendant (F6, 

respectivement 4/10 et 3/10) (Fig. 19).  

 

Figure 19 : Répartition des génotypes dans chaque fermenteur à J30 
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IV. Discussion 
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Ce travail de thèse a étudié un pesticide, le CPF. Le CPF-éthyl, organophosphoré, 

compose le Pyristar® utilisé largement en agriculture contre les insectes nuisibles. Le CPF 

est ingéré quotidiennement par chaque individu (oranges, pommes, laitue,…). La Dose 

Journalière Admissible est de 0,001 mg/kg/j (43, 44, 47).  

Commercialisé depuis 1965, son usage est un fait d’actualité (48–50). Les effets du CPF 

sont préoccupants. Son exposition a de lourdes conséquences sur la santé et sur 

l’environnement. Pendant 30 ans, 249 cas d’empoissonnement ont eu lieu (51). Le CPF est 

un neurotoxique responsable d’autisme, de diminution du QI (Quotient Intellectuel), d’une 

perte des capacités de mémorisation, de trouble du déficit de l’attention avec ou sans 

hyperactivité (45).  

Les caractéristiques physico-chimiques du CPF expliquent sa présence et sa rémanence 

dans les sols et les eaux. En 2004, 60 litres de CPF ont été perdus dans l’Etang de Bages-

Sigean, dans l’Aude, catastrophe pour l’ensemble de l’écosystème.  

En France, l’usage est interdit hormis pour la culture des épinards (50). Dans l’Union 

Européenne, son utilisation est encore autorisée dans 20 pays (52). Aux USA, l’insecticide 

est autorisé (49). Les produits importés sont sources d’exposition au CPF.  

Il est donc essentiel de souligner l’impact du CPF sur la santé et l’environnement pour 

provoquer la prise de décisions concernant son utilisation. Ce travail de thèse s’est 

concentré sur l’effet de l’insecticide sur le microbiote intestinal.  

Le modèle le plus souvent utilisé pour l’étude du microbiote est le rat Wistar, 

albinos et non consanguin, en raison de sa taille, de sa docilité, de sa physiologie et  de son 

microbiote proche de celui de l’Homme (5, 53). C’est un modèle à reproduction rapide, 

manipulation et entretien facile. Il présente des inconvénients, à commencer par le coût et 

la main-d’œuvre nécessaire (30). La problématique majeure reste le manque d’éthique qui 

peut être contourné par divers systèmes in vitro.  

L’un des exemples est le SHIME®. Son contrôle strict réalisé lors de l’étude permet 

l’obtention de communautés microbiennes complexes et stables in vitro (54). La présence 

de différents fermenteurs permet un rapprochement à la physiologie humaine (55). 
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Ce modèle présente quelques inconvénients. En effet, le SHIME® ne permet pas l’étude de 

l’adhésion bactérienne à l’épithélium intestinal et la communication microbiote-hôte. Il n’y 

a pas de système de régulation homéostatique retrouvée in vivo. C’est un système  

« mécanistique » (5, 38).  

Bien que présentant des limites, dans le cadre de l’étude de l’impact du CPF sur le 

microbiote intestinal, le SHIME® permet d’élucider une problématique liée à 

l’inaccessibilité des différentes parties du tube digestif chez l’Homme. Le SHIME® permet 

l’analyse du microbiote de chacun des compartiments digestifs, difficilement applicable 

chez l’Homme.  

En raison de l'inaccessibilité de la région du côlon humain, le microbiote fécal est 

choisi comme inoculum dans les compartiments du côlon du réacteur SHIME®. C’est 

l’environnement contrôlé dans chacun des fermenteurs qui permet l’adaptation de la flore à 

chaque compartiment. 

Le microbiote fécal est significativement différent en termes de métabolisme et de 

composition du microbiote du côlon. Le microbiote fécal est un microbiote du côlon ayant 

subi une évolution durant le passage du côlon proximal au rectum quant à sa richesse, sa 

diversité, sa population bactérienne, son antibiorésistance et son génome. La flore fécale 

n’est pas toujours indicative. Les fécès sont un mélange de produits de dégradation des 

aliments, de micro-organismes en transit et de micro-organismes commensaux ayant perdu 

leur habitat par compétition ou détruits par la digestion ou des toxiques. Quarante 

pourcents de la masse des fécès est microbienne (56). 

Les études où seules les matières fécales sont échantillonnées ne peuvent toutefois pas 

révéler la composition et la localisation des communautés bactériennes. Des techniques 

existent pour représenter le microbiote intestinal : biopsie, canules utilisées chez les 

ruminants et équidés, prélèvements chez des individus décédés à la suite d’accidents, 

sondage nasodigestif chez l’Homme, capsules ingérées par des volontaires et collectées par 

voies naturelles,… Ces méthodes manquent d’éthique. Les capsules, techniques non 

invasives, n’offrent qu’une faible surface d’absorption aux bactéries (57).  

Le SHIME® est une solution à fort potentiel d’exploitation.  
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Le SHIME® permet l’étude du microbiote intestinal et de chacun de ses 

composants. Lors de notre étude nous avons choisi d’analyser l’E. coli. Peu d’informations 

sont données dans la littérature, concernant les caractéristiques de ces souches, pourtant 

élément aérobie majeur du microbiote intestinal.  

Dans notre étude les donneurs anonymes étaient porteurs de souches résistantes et n’ont 

pas été exposés aux antibiotiques dans les 6 mois précédents. L’acquisition de ces souches 

résistantes pourrait reposer sur l’alimentation et l’eau contaminée, possibles sources 

d’antibiorésistance (8). 

La diversité de morphotype et de génotype des souches diminue avec l’augmentation de la 

résistance. L’usage des antibiotiques induit l’apparition de résistance (8). 

L’antibiorésistance est liée à la répartition et à la diversité des E. coli. Ce lien remet en 

exergue le déséquilibre causé par les antibiotiques sur le microbiote souligné par 

Frayssinhes (12). 

Nous avons observé, in vitro, que les E. coli sont davantage présents à J0 (sans 

exposition au CPF) au sein du colon transverse (F5) (47%). Cette observation est en accord 

avec les résultats de l’étude in vivo réalisée par Gordon et al. (2015). A partir de biopsies 

prélevées dans l’iléon terminal, le colon ascendant, transverse et descendant et le rectum de 

69 individus, les auteurs ont souligné que la richesse des E. coli est plus importante dans le 

colon transverse et le rectum (58).  

La différence de répartition au sein du SHIME® des E. coli intéresse les phénotypes de 

résistance aux antibiotiques et les génotypes.  

Il existe une préférence significative d’implantation au sein des différents fermenteurs pour 

chaque phénotype de résistance aux antibiotiques. Dans le colon descendant (F6), nous 

avons observé uniquement des morphotypes sauvages, 67% des morphotypes 

pénicillinases sont dans le colon transverse (F5) et 33 % dans l’iléon / caecum (F3), les 

morphotypes BLSE se situent dans l’iléon / caecum (F3 : 50%), dans le colon ascendant 

(F4 : 67%) et dans le colon transverse (F5 : 33%). L’iléon / caecum et le colon transverse 

pourraient représenter une niche pour les bactéries multi-résistantes. Les morphotypes 

pénicillinases sont absentes des colons ascendant et descendant (F4 et F6) et les 

morphotypes BLSE sont absentes du colon descendant (F6). Cette observation souligne 
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une limite du dépistage de BMR par écouvillonnage rectal. Il est, donc, possible d’obtenir 

un faux-négatif. Les bactéries recherchées pouvant être localisées dans les segments 

supérieurs du tube digestif. Le risque est l’apparition ultérieure d’infections graves à BMR 

à point de départ digestif.  

Le génotype 2 est retrouvé dans tous les fermenteurs. Les génotypes 3 et 4 sont retrouvés 

respectivement dans l’iléon/caecum et dans le colon descendant. Les génotypes 7, 8 et 10 

sont retrouvés dans le colon transverse (F5). 

Ce travail de thèse souligne l’existence de niches écologiques propres à une espèce (E. 

coli) et plus précisément à un génotype. La symbiose repose sur l’existence de ces sites où 

se répartissent les micro-organismes selon leur morphologie, leur physiologie et leur 

métabolisme. Les bactéries s’adaptent en fonction des conditions environnementales 

(nutriments et facteurs abiotiques) qu’offre leur écosystème. Dans l’ensemble, peu de 

niches ont été définies (56, 57, 59). Le SHIME® représente une aide à la détermination 

d’une cartographie des différentes niches des micro-organismes pour améliorer les 

connaissances sur le microbiote intestinal et sur les impacts sur la santé.  

Nous avons choisi d’étudier l’impact sur les souches E. coli d’un des pesticides les 

plus utilisés, le CPF. Toutefois, l’organisme humain est exposé quotidiennement à une 

multitude de pesticides. Un effet cocktail, résultante de l’association de plusieurs 

composés, peut se produire soit par addition des doses, soit par interaction entre les 

pesticides (synergie, potentialisation ou antagonisme) (60).  

La dose quotidienne de 3,5 mg de CPF correspond à une dose toxique supérieure. D’autres 

études utilisent des doses comprises entre 0,8 mg/kg et 3 mg/kg (61, 62).  

Notre étude a souligné plusieurs impacts du CPF sur E. coli : 

- Modification de la répartition des E. coli : Les souches sont plus fréquentes 

dans le colon ascendant (F4 : 44%) après exposition à court terme (J15) et 

dans le colon descendant (F6 : 50%) après exposition à moyen et long 

termes (J30). La distribution dans chacun des fermenteurs diffère selon 

l’exposition. Le CPF influence la répartition des niches écologiques des 

différents phénotypes et génotypes d’E. coli. Il y a une interaction forte 

entre les constats et les compartiments étudiés. 
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- Diminution de la diversité des E. coli par le CPF, avec un nombre de 

génotypes diminuant de -22% après exposition à court terme. Ce déclin est 

de -66% après exposition à long terme.  

- Disparition des souches BLSE : plusieurs pistes subsistent : interaction par 

transplantation fécale entre les 3 selles ou libération, dégradation de 

plasmides de résistance, mort bactérienne naturelle.  

Les E. coli ont la capacité de dégrader le CPF par une enzyme, l’organophosphorus 

phosphatase. Cette notion pourrait être mise en parallèle avec l’augmentation de 

l’abondance des E. coli qui utilise le pesticide comme source de nutriments, permettant à la 

bactérie de se développer (63). L’étude des caractéristiques spécifiques des souches 

pourront aider à mieux comprendre l’impact du CPF sur le microbiote intestinal.  

Une étude a souligné l’apparition de dysbiose après exposition quotidienne à 0.8mg/kg de 

CPF avec notamment une augmentation de l’abondance en E. coli, effet dépendant de 

l’individu (âge, régime alimentaire,…) (61).  

Les résultats de ce travail de thèse complètent les études préliminaires effectuées dans le 

Laboratoire Péritox (5, 6, 22, 28, 32, 53). L’équipe du laboratoire Péritox s’est intéressée à 

l’ensemble du microbiote. Elle a décrit l’apparition d’une dysbiose sous exposition au CPF 

avec une augmentation du taux de pathobiontes (Enterobactéries dont E. coli, 

Staphylococcus spp, Bacteroides spp et Clostridium spp) (53). La population en 

Bifidobactéries et Lactobacillus, flore bénéfique, a diminué, ce qui a engendré une 

augmentation du pH intestinal et une diminution de production métabolique d’acétate et de 

butyrate (28). La dysbiose a un impact sur les fonctions du microbiote (homéostatiques, 

structurales et protectrices). L’augmentation de la quantité de pathobiontes entraine un 

risque plus important d’inflammation à bas bruit. Cela fait partie du mécanisme 

d’induction de pathologies comme l’obésité (64) , le diabète et l’intolérance au glucose 

(65), l’hyperuricémie (66), les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (67), le 

cancer (68), la maladie d’Alzheimer (69), les allergies (70), le stress et la dépression (71–

73), la maladie de Parkinson (74, 75).  

Nos observations corroborent avec la nécessité de réduire l’usage des pesticides, important 

problème pour la santé publique. Cette problématique est d’autant plus importante qu’une 
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dysbiose induite par des pesticides pourrait avoir un effet de façon indirecte sur l’efficacité 

des médicaments indiqués dans ces pathologies.  
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L’étude bactériologique et génotypique,  réalisée au sein du laboratoire Péritox, a 

permis l’utilisation d’un système in vitro digestif artificiel modélisant l’écosystème 

intestinal humain adulte: le SHIME®.  

Le SHIME® est un système dynamique, polyvalent et utile à l’étude de l’influence 

d’autres xénobiotiques d’usages multiples : médicaments humains, médicaments 

vétérinaires, pesticides, aliments, boissons… Le SHIME® est un modèle d’analyse plus 

éthique qu’une méthode in vivo. Bien qu’il ne représente pas la communication 

microbiote-hôte, le SHIME® a l’avantage de modéliser les différents segments digestifs et 

de faciliter les prélèvements dans chacun d’entre eux et d’en étudier les caractéristiques 

propres. Cela nous a permis d’étudier précisément la répartition des morphotypes et des 

génotypes.  

L’analyse des résultats a mis en évidence des effets liés à l’exposition au CPF, 

organophosphoré, sur le microbiote intestinal, premier organe en contact avec les aliments 

contenant des traces de pesticides s’étendant de la bouche au rectum. La quantité d’E. coli, 

principale bactérie aérobie du microbiote, est augmentée après exposition au CPF, leur 

diversité a diminué et leur répartition dans le tube digestif est modifiée.  

Ces résultats ont fait l’objet en 2018 et 2019 de présentations affichées lors des 

congrès de la JFHOD (Journées Francophones d’Hépato-gastroentérologie et d’Oncologie 

Digestive), du colloque Adebiotech, de la SFM (Société Française de Microbiologie) ainsi 

que d’une présentation orale lors du congrès de la JARS (Journée Amiénoise de Recherche 

en Santé, 2019) (ANNEXE 2).  
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Des études complémentaires sur les caractéristiques des souches sont nécessaires 

pour comprendre, les mécanismes mis en jeu dans l’apparition de la dysbiose, la résistance 

des génotypes 1, 2 et 10 face au CPF ou la disparition des souches BLSE.  

L’hypothèse d’interaction entre les trois selles par transplantation fécale pourrait 

expliquer la perte d’antibiorésistance. L’hypothèse doit être affirmée grâce à des 

expérimentations à l’aide du SHIME®.  

Une étude a souligné que le CPF augmente la virulence des souches E. coli 

sauvages analysées dans ce travail de thèse (K. Soudier, Master I UPJV, juin 2019). Les 

résultats obtenus sont très prometteurs. Ces observations seront complétées par d’autres 

analyses sur les souches résistantes.  

D’autres études in vitro et in vivo sont réalisées au sein du laboratoire Péritox sur 

l’impact du CPF sur le microbiote intestinal : le CPF augmente le risque de dysbiose et de 

translocation bactérienne (Réquilé M. et al (2018)). Par la suite, l’impact du CPF sur la 

translocation des souches E. coli étudiées précisera les observations de ce travail de thèse.  

La société accuse des problèmes de santé publique par l’exposition aux pesticides et 

l’augmentation de l’incidence de l’obésité en lien avec une alimentation déséquilibrée et un 

excès calorique.  Djekkoun N. et al. (Thèse de science (en cours)) ont observé, in vivo, que 

lorsque le CPF est associé à un régime obésogène, les effets néfastes des 2 expositions sont 

accentués.  

La recherche de moyen préventif et thérapeutique face aux effets du CPF et d’un 

régime obésogène est importante. Une piste repose sur l’administration de prébiotiques, 

substrats de micro-organismes bénéfiques pour la santé globale de l’hôte (Organisation 

Mondiale de la Santé). Ce sont des fibres alimentaires non digestibles stimulant le 

développement de bactéries bénéfiques dans l’intestin (Bifidobacterium, Lactobacillus,…) 

grâce à leur fermentation en AGCC. Trois prébiotiques sont reconnus : l’inuline, les FOS 

(fructo-oligosaccharides) et le GOS (galacto-oligosaccharides) (76–78). Des études 

effectuées dans le laboratoire Péritox ont démontré que l’inuline permet de diminuer le 

risque de dysbiose et de translocation bactérienne.  
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ANNEXE 1 : Réalisation d’antibiogrammes  

Mode opératoire : 

- Prélèvement à l’oese d’une colonie 

- Réalisation d’une suspension bactérienne à 0,5 McFarland dans un tube d’eau 

distillée stérile 

- Imprégner un écouvillon stérile à partir de cette suspension bactérienne et 

ensemencer une gélose de Müller Hinton en réalisant des stries très serrées sur la 

totalité de la gélose, 3 fois de suite, après avoir tourné la gélose de 60° 

- Déposer à l’aide d’un distributeur les disques d’antibiotique à la surface de la 

gélose 

- Laisser diffuser pendant 15 minutes à température ambiante 

- Incuber 18 heures 

- Les catégories cliniques ont été déterminées par lecture des résultats et 

interprétation des antibiogrammes selon recommandations du Comité de la Société 

Française de Microbiologie (CA-SFM) / European Committee on Antimicrobial 

Susceptibility Testing (EUCAST) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

AMX           TIC             PIL             CEF 

FOX           CTX           AMC           CAZ 

              COL                               FEP           SXT 

OFX           GMN           AKN           IPM      
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Diamètres critiques pour Escherichia coli (CASFM-EUCAST  V1.0 2017, pp34-42) 

 Familles Abréviations 
Noms des 

antibiotiques 

Diamètre 

(mm) 
Interprétation 

Β-

lactamines 

Pénicillines 

AMX Amoxicilline 
<19 Résistant 

≥19 Sensible 

TIC Ticarcilline 
<23 Résistant 

≥23 Sensible 

PIL Pipéracilline 

<17 Résistant 

[17 ; 20] Intermédiaire 

≥20 Sensible 

AMC 

Amoxicilline + 

Acide 

Clavulanique 

<19 Résistant 

≥19 Sensible 

Céphalosporine 

CEF Céfalotine 

<23 Résistant 

[23 ; 26] Intermédiaire 

≥26 Sensible 

CTX Céfotaxime 

<17 Résistant 

[17 ; 20] Intermédiaire 

≥20 Sensible 

CAZ Ceftazidime 

<19 Résistant 

[19 ; 22] Intermédiaire 

≥22 Sensible 

FEP Céfépime 

<21 Résistant 

[21 ; 27] Intermédiaire 

≥27 Sensible 

Céphamycine FOX Céfoxitine <15 Résistant 
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[15 ; 19] Intermédiaire 

≥19 Sensible 

IPM Imipénème 

<16 Résistant 

[16 ; 22] Intermédiaire 

≥22 Sensible 

 Aminosides 

GMN Gentamicine 

<14 Résistant 

[14 ; 17] Intermédiaire 

≥17 Sensible 

AKN Amikacine 

<13 Résistant 

[13 ; 16] Intermédiaire 

≥16 Sensible 

 Sulfamide SXT 
Triméthoprime 

Sulfamétoxazoles 

<11 Résistant 

[11 ; 14] Intermédiaire 

≥14 Sensible 

 Autres COL Colistine 

<15 Résistant 

[15 ; 18] Intermédiaire 

≥18 Sensible 

 
Fluoroquinolones OFX Ofloxacine 

<12 Résistant 

 ≥12 Sensible 
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ANNEXE 2 : Communication poster présenté lors des congrès MBIO 2018 

d’Adébiotech, de la JFHOD, de la SFM  
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Résumé des posters et communication orale de la JARS et des congrès MBIO 2018 

d’Adébiotech, de la JFHOD, de la SFM 
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Programme du congrès de la JARS 
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Résumé 
L’usage intensif de pesticides, retrouvés à l’état de trace dans les aliments et 

l’environnement, est un problème de santé publique. Le chlorpyriphos (CPF) est un insecticide 

organophosphoré le plus utilisé.  

L’objectif de l’étude est d’évaluer l’effet du CPF sur un composant du microbiote 

intestinal, l’E. coli. Pour cela le SHIME® (Stimulateur de l’Ecosystème Intestinal Microbien 

Humain) a été utilisé. Cet outil permet de mimer des situations physiologiques digestives et les 

principaux compartiments du tractus digestif allant de l’estomac au colon. L’utilisation du 

SHIME® permet de comprendre la complexité de l’écosystème microbien. Un inoculum issu d’un 

pool de 3 échantillons de selle de donneurs sains a été utilisé. Le SHIME® a été exposé 

quotidiennement à une dose de 3,5 mg/j de CPF. Après une stabilisation de la microflore, des 

prélèvements ont été réalisés à J0 (contrôle), J15 et J30 (exposition chronique à court, moyen et 

long terme). Cette étape a permis de comparer la flore microbienne non exposée à celle exposée au 

CPF. L’analyse des échantillons prélevés à partir des fermenteurs F3 (iléon) à F6 (colon) permet 

l’étude de l’équilibre du microbiote intestinal. Différentes souches d’E. coli ont été isolées, 

identifiées et caractérisées par analyse phénotypique et génotypique.  

Les observations ont souligné que l’exposition chronique au chlorpyriphos seul induit une 

dysbiose intestinale se traduisant par une diminution de la diversité et une modification de la 

répartition des E. coli dans les différents fermenteurs.  

Mots-clés : Microbiote intestinal, Symbiose, Dysbiose, Pathobionte, Antibiorésistance, Pesticides, 

Chlorpyriphos, SHIME (Simulated Human Intestinal Microbial Ecosystem), Escherichia coli 

Abstract 

Intensive use of pesticides, found in trace amounts in food and the environment, is a public 

health problem. Chlorpyrifos (CPF) is a most used organophosphorus insecticide. 

The aim of the study is to evaluate the effect of CPF on a component of the gut microbiota, 

E. coli. For this, the SHIME® (Stimulator of the Human Microbial Intestinal Ecosystem) was used. 

This tool allows to mimic digestive physiological situations and the main compartments of the 

digestive tract from the stomach to the colon. The use of SHIME® makes it possible to understand 

the complexity of the microbial ecosystem. An inoculum from a pool of 3 healthy donor stool 

samples was used. SHIME® was exposed daily at a dose of 3.5 mg / day CPF. After stabilization 

of the microflora, samples were taken on day 0 (control), day 15 and day 30 (chronic exposure in 

the short, middle and long term). This step made it possible to compare the unexposed microbial 

flora with that exposed to the CPF. The analysis of the samples taken from fermentors F3 (ileum) 

to F6 (colon) allows the study of the balance of the gut microbiota. Different strains of E. coli were 

isolated, identified and characterized by phenotypic and genotypic analysis. 

Observations pointed out that chronic exposure to chlorpyriphos alone induces intestinal 

dysbiosis resulting in decreased diversity and altered distribution of E. coli in different fermentors.  

Keywords : Intestinal microbiota, Symbiosis, Dysbiosis, Pathobiont, Antibiotic resistance, 

Pesticides, Chlorpyrifos, SHIME (Simulated Human Intestinal Microbial Ecosystem), Escherichia 

coli 


