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Résumeé :

Les Escherichia coli producteurs de Shiga-toxines (STEC) sont des bactéries pathogenes
originaires du tractus digestif des ruminants qui peuvent contaminer certains aliments. Une
fois ingérés, ils peuvent provoquer des pathologies graves.

Le comportement des STEC n’appartenant pas au sérotype 0157:H7 dans les fromages était
mal connu. Par ailleurs, en dépit d’'une forte prévalence des STEC dans les fromages, cet
aliment est moins impliqué dans les épidémies que la viande. C'est pourquoi nous avons
étudié dans un premier temps le devenir de ces STEC au cours de la fabrication de 5 schémas
technologiques de fromages différents. Dans un deuxiéme temps, nous avons analysé le
comportement et la survie de STEC ayant survécu a la fabrication d’'un fromage au cours
d’une digestion artificielle.

Nos résultats ont montré que certaines technologies sont favorables a la croissance des
STEC. Seul un affinage de plus de 60 jours a permis une réduction du taux des STEC. Les
étapes de cuisson du caillé ou de coagulation longue de certaines technologies semblent
inhiber la croissance des STEC. De plus, la croissance et la survie observées pour les souches
E. coli 0157:H7 étaient plus faibles que pour les souches E. coli non-0157:H7. L’étude de la
survie des souches STEC au cours de la digestion artificielle a montré une différence de
comportement entre les 2 souches STEC testées : la souche E. coli 0157:H7 a survécu a la
digestion tandis que celle de sérotype 026:H11 s’est fortement développée en fin de

digestion.

Mots clefs J STEC, fromages au lait cru, comportement, digestion.

Laboratoire d’accueil : unité CALITYSS, Equipe EMSA, LMAP/LNR STEC VetAgro Sup,

Campus Vétérinaire de Lyon 1 Avenue Bourgelat, 69280 Marcyl’Etoile
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Title : Growth and Survival of Shiga-toxin producing Escherichia coli (STEC) in Raw Milk
Cheeses.

Abstract :

Shiga-toxin producing Escherichia coli (STEC) are an important cause of foodborne illness.
They are originated from the digestive tract of the ruminants and can contaminate certain
food. Once ingested, they can be responsible for a variety of clinical outcomes.

To date, most authors have focused their work on the behavior of E. coli 0157:H7 during
cheese manufacturing: little is known about the behavior of non-0157:H7 STEC.
Furthermore, the presence of STEC strains has been found in raw milk cheeses but dairy
products remain less implicated in outbreaks than meat. Consequently, we chose to study
the behavior of 0157:H7 and non-0157:H7 STEC strains during the manufacturing of 5
different cheese technologies. Then, secondly, it appeared interesting to evaluate the
survival of STEC isolated from cheeses during artificial digestion.

Our results showed that certain technologies are favorable to the growth of the STEC. Only a
long ripening step (>60 days) could then allow a reduction of the STEC rate. In contrast, the
cooking step of the curd or the long coagulation of certain technologies inhibited their
growth. Our results also showed that the growth and the survival of the E. coli 0157:H7
strains were lower than those of the non-O157:H7 E. coli strains.

The study of the survival of STEC strains during the artificial digestion highlighted an
important difference of behavior for the 2 strains tested: the E. coli 0157:H7 strain was able
only to survive whereas the E. coli 026:H11 strain knew an important growth at the end of

digestion.

Keywords . STEC, raw milk cheeses, behavior, digestion.
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Avant propos

Les Escherichia coli producteurs de Shiga Toxines (STEC) sont reconnus a I’échelon
international comme des pathogénes émergents, associés a des épidémies alimentaires
parfois de grande envergure et souvent gravissimes depuis les années 1980. L’atteinte de
I’'homme se traduit par des pathologies sérieuses, surtout chez les enfants de moins de 3
ans, avec des développements de colite hémorragique et/ou de syndrome hémolytique et
urémique (SHU) pouvant entrainer des lésions rénales parfois mortelles. Les personnes de
plus de 60 ans sont aussi considérées comme une population a risque.

Le réservoir naturel des STEC est constitué d’animaux porteurs sains, et correspond plus
particulierement au tube digestif des ruminants (essentiellement les bovins, mais aussi les
ovins et les caprins). La contamination des aliments ainsi que de I'eau est la plupart du
temps liée a une contamination fécale. Elle peut avoir lieu a I'abattoir lorsque I’hygiene de
I’abattage n’est pas maitrisée (notamment lors des étapes de dépouillement, d’élimination
du cuir et de I'éviscération). Elle peut également étre liée a une mauvaise hygiene de la
traite. Enfin, les végétaux peuvent étre contaminés par des effluents tels que les substances

d’épandages ou de I’eau contaminée par des déjections animales (AFSSA, 2003).

Les épidémies liées aux STEC ont surtout mis en cause de la viande hachée de bceuf
insuffisamment cuite, mais également des produits laitiers. Le lait cru a rarement été associé
a des épidémies humaines ; cependant, les fromages au lait cru ont été impliqués dans des
cas sporadiques ou des épidémiques (Baylis, 2009 ; Cloarec et al., 1996 ; Farrokh et al.,
2012). En France, en novembre 2005, une épidémie impliquant du fromage au lait cru de
type « Camembert » produit dans la région Normandie et contaminé par E. coli 026 est
survenue (Espié et al., 2006c). Quelques mois avant, des cas groupés de SHU au sein d’une
méme famille ayant consommé du fromage au lait cru de chévre contaminé par E. coli 0157
avaient été identifiés (Espié et al., 2006a). De I'eau, des végétaux comme des laitues, des
pousses de radis, des jus de fruits ont également été incriminés dans des épidémies (Karmali

et al., 2010). Tres récemment, une épidémie de trés grande envergure a été décrite en
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Allemagne. Elle impliquait une souche d’E. coli 0104:H4 présente dans des graines germées

(Beutin & Martin, 2012 ; www.invs.sante.fr).

Les fromages au lait cru sont des produits a forte valeur ajoutée. Depuis la préhistoire, le
fromage est présent dans notre alimentation. Cet aliment est apparu en méme temps que
I'élevage, a I'époque Néolithique, c'est-a-dire 7000 ans avant J.C. Initialement congu afin de
préserver les vertus du lait, le fromage apparait aujourd’hui comme un acte de civilisation et
de développement humain. L'ancrage de la tradition fromagére en France est fort puisque le
pays compte plus de 90 000 exploitations laitieres et 3 000 producteurs de fromages qui ont
tous un savoir-faire propre. En aval de la filiere, les lieux ou se déroule l'affinage des
fromages témoignent aussi du patrimoine culturel. La production fromagere traditionnelle
est donc un élément important du tissu économique et social des régions: elle s’inscrit dans
une dynamique de développement rural et d'aménagement du territoire, elle évite la
désertification de certaines zones en fournissant une source de revenus non négligeable aux

agriculteurs et est aussi un atout touristique indéniable.

En France, la production de fromage a base de lait de vache a atteint 1,8 millions de tonnes
en 2011, 55826 tonnes pour ce qui concerne les fromages au lait de brebis et 93478 tonnes
pour les fromages a base de lait de chevre. Pour I'année 2011, 37,2% du lait collecté en
France a été utilisé pour la fabrication de fromage. A I'échelle de I'Union Européenne, la
production globale de fromage a atteint 8,9 millions de tonnes en 2010 tandis qu’au niveau
mondial, elle atteint 20,8 millions de tonnes pour cette méme année (CNIEL, 2012).

La consommation moyenne de fromages en UE est la plus importante au monde, avec, en
2010, une consommation moyenne de 17kg de fromage par habitant. Celle-ci a atteint
25,6kg pour la France, classant notre pays comme 'un des principaux consommateurs de
fromage en UE et méme au niveau mondial (la France est devancée par la Grece - 30,9kg, et
le Luxembourg - 26,7kg).

La consommation de fromage en France depuis 10 ans a peu évolué, puisqu’elle est passée
de 24,1 kg (2000) a 25,6kg (2011) par personne et par an.

La production de fromages au lait cru, tout type de lait confondu, représente 181351

tonnes : plus d’'un fromage sur 10 en France en 2010 est a base de lait cru. En France, de
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nombreux fromages possédent une AOP (Appellation d'Origine Protégée), dont 28 au lait de
vache, 14 au lait de chévre, 3 au lait de brebis. Outres ces fromages labélisés, rappelons
gu’un grand nombre de fromages au lait cru existent en France et qu’ils représentent un
important tonnage. En 2010, la production de fromages AOP en France était de 186471
tonnes. Certaines de ces appellations sont exclusivement au lait cru (Roquefort, Salers,
Comté...), d'autres enfin peuvent utiliser du lait cru ou du lait pasteurisé (Cantal...).

Tous ces chiffres soulignent I'importance économique et donc sociale de la production
fromagere en France. Une épidémie provoquée par des STEC suite a la consommation de
fromage aurait nécessairement des retombées économiques lourdes sur toute la filiere (lait
pasteurisé aussi bien que lait cru), avec des conséquences directes sur I’'emploi qui, en cette
période de crise économique, seraient dramatiques.

Il est important de souligner que les connaissances relatives au comportement des STEC
issus de produits fromagers au cours de la digestion sont rares voire inexistantes. Or, ces
bactéries doivent étre ingérées pour causer des pathologies chez I'étre humain. Les
différentes étapes de la fabrication fromagere pourraient influencer le comportement des
STEC au moment de la digestion et ainsi affecter leur pathogénicité.

Par conséquent, la maitrise de ce pathogéne de la production de lait jusqu’aux fromages
affinés et une meilleure connaissance de sa pathogénicité sont des enjeux majeurs tant du
point de vue de la santé publique que du maintien de I'activité économique de certaines

régions.

Axes d’études

Deux grandes questions ont motivé ce projet :

- Comment se comportent les souches STEC O157:H7 et non-O157:H7 au cours de la
fabrication de fromages au lait cru en fonction de différents schémas technologiques?

- Si un fromage au lait cru est contaminé par des STEC et ingéré par un consommateur, quel

sera le devenir des STEC au cours de la digestion ?
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Avant d’exposer les résultats de notre étude, objet du mémoire expérimental, il convient de
replacer ce travail dans son contexte scientifique général, développé dans le mémoire
bibliographique.

La synthese bibliographique sera consacrée dans un premier temps a des rappels généraux
sur les STEC (physiologie, facteurs de virulence, épidémiologie). Puis, I'impact de la présence
des STEC dans les fromages sera évoqué : prévalence des STEC dans les produits laitiers,
implication de ceux-ci dans des épidémies liées a la consommation de fromages et les
moyens de prévention. La technologie fromagere (définition du fromage et facteurs pouvant
affecter les STEC au cours de la fabrication d’'un fromage) sera enfin abordée.

L'étude expérimentale quant a elle répondra aux questions ayant motivé ce projet.
L'ensemble des travaux destinés a étudier le comportement des STEC au cours de la
fabrication de fromage au lait cru et de la digestion artificielle de ceux-ci sera décrit selon les
modalités suivantes :

[ Etude du comportement de souches STEC de sérotypes 026:H11, 0103:H2, 0145:H28 et
0157:H7 au cours de la fabrication, de I'affinage et de la conservation de 5 technologies
fromageres au lait cru différentes.

[J Etude du comportement de souches STEC de sérotype 026:H11 et 0157:H7 ayant survécu

au processus de fabrication fromager au cours d’une digestion artificielle.

Les résultats expérimentaux seront exposés sous la forme de 2 publications.
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CHAPITRE 1. Généralités relatives aux
Escherichia coli producteurs de Shiga-

toxines (STEC)

Tout au long de ce chapitre, les données générales concernant les STEC seront abordées.
Leurs principales caractéristiques biologiques, leurs facteurs de virulence, mais aussi les
symptdémes associés a ces pathogénes ainsi que leurs implications dans certaines grandes

épidémies seront décrits.

1. Données taxonomiques

1.1. L’espéce Escherichia coli

Le genre Escherichia appartient, ainsi que Salmonella ou encore Shigella, a la famille des
Enterobacteriaceae. Les Escherichia coli sont des bacilles a coloration de Gram négative,
aéro-anaérobies facultatifs qui peuvent fermenter les nitrates. Ces bactéries sont catalase-
positives et ne possédent pas d’oxydase (Le Minor et al., 1990). Elles font parties de la flore
commensale de 'Homme et des animaux a sang chaud (Euzéby, 2011).

Le bacille Bacterium coli commune a été décrit pour la premiére fois en 1885 apres avoir été
isolé dans des selles de nourrissons par I'allemand Theodor Escherich. En 1919, en hommage
aux travaux d’Escherich, Castellani et Chalmers proposent de renommer cette bactérie
Escherichia coli (Grimont, 1987).

Initialement, le genre Escherichia regroupait six espéces : E. blattae, E. coli, E. fergusonii, E.

hermanii, E. albertii et E. vulneris, mais récemment, Priest & Barker (2010) ont démontré que
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les souches d’E. blattae devaient étre reclassées dans le genre Shimwellia en tant qu’espece

Shimwellia blattae. Chaque espéce d’Escherichia posséde des caractéristiques biochimiques

particuliéres, permettant de les différencier (Grimont, 1987) (Tableau 1).

Escherichia coli a la particularité de coloniser le tractus gastro-intestinal dans les premieres

heures de la vie et il représente prés de 80% de la microflore aérobie (Ghebru, 1988 ; Nataro

& Kaper, 1998 ; Vernozy-Rozand & Montet, 2001).

Tableau 1. Principaux caractéres permettant la différenciation des espéces du genre

Escherichia (E. coli, E. hermanii, E. vulneris, E. fergusonii, E. albertii).

E. coli
E. coli E. E.
Caractéristiques non- E. vulneris E. albertii
0157:H7 | hermanii fergusonii
0157:H7
Indole + + + - + -
Pigment jaune - - + (+) - -
LDC (+) (+) - + + +
oDC +/- +/- + - + +
B-xylosidase - - - + - -
B-glucuronidase (+) - - - - -
Sorbitol + - - - - -
Malonate - - - + - -
Adonitol - - - - + -

(+), positif pour la majorité des souches ; +/-, positif ou négatif selon les souches; LDC,

Lysine Décarboxylase ;

ODC, Ornithine Décarboxylase.

1.2. Classification des Escherichia coli en sérogroupes et

en sérotypes

Une classification fondée en grande partie sur les travaux de Kauffman en 1944 permet de

différencier les Escherichia coli. Cette classification se base sur la détermination des
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antigénes de surface (Nataro & Kaper, 1998). Deux antigénes sont principalement pris en
compte : les antigenes O somatiques et les antigenes H flagellaires. Les antigénes K
capsulaires sont moins fréquemment utilisés car non-communs a tous les E. coli. Nous avons
fait le choix de ne pas les décrire ici. Les antigenes somatiques O définissent le sérogroupe
des E. coli. Il existe prés de 180 antigenes O différents et 56 antigénes H différents. Une
combinaison spécifique d’un antigene O et d’un antigene H définit le sérotype. La recherche
des antigenes se fait a I'aide d’antisérum lors de tests d’agglutination, mais certains travaux
font appel au sérotypage moléculaire, a I'aide d’outils de type PCR, qui consiste a
caractériser les genes impliqués dans la formation des antigénes (Ramos Moreno et al.,
2006). Certains sérotypes d’E. coli sont régulierement associés a des pathologies, mais la
virulence de ces souches n’est pas dépendante de ces antigénes (Gyles, 2007). En effet, ces
antigenes sont un critére d’identité, pas de pathogénicité.

Cette classification permet d’obtenir, en considérant les trois antigénes O, H et K, plus de
800 000 sérotypes différents. A I’'heure actuelle, seulement 2000 sérotypes environ ont été

réellement isolés.

1.3. Les antigenes somatiques

Les antigenes O somatiques sont de nature lipopolysaccharidique et sont situés sur la
membrane externe des bactéries a Gram-négatif. Le lipopolysaccharide (LPS) est formé de 3
parties: le lipide A (relativement conservé chez E. coli et intégré dans la membrane externe),
la région centrale et enfin une chaine polysaccharidique variable, I'antigene O, qui est
composée d’unités répétées comprenant de 2 a 7 sucres (Stenutz et al., 2006).

Les différences antigéniques des chaines spécifiques sont liées soit a la nature des sucres qui
composent le chainon répété soit a leur mode de liaison. La détermination de I'antigéne O
par des sérums montre I'existence de réactions croisées avec les LPS d’autres bactéries
Gram-négatif (Stenutz et al., 2006). La majorité des enzymes intervenant dans les différentes
étapes de la biosynthése de I'antigene O sont codées par des génes regroupés en général sur
le chromosome au niveau du locus rfb. La recherche de ces génes par PCR est généralement

usitée pour déterminer le sérogroupe de ces bactéries. Les techniques de biologie
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moléculaire permettent aussi de sérogrouper les mutants incapables de synthétiser

I’antigéne O dénommés OR, pour « O rough » (Osborn et al., 1964).

1.4. Les antigenes flagellaires

Chez E. coli, les flagelles sont constitués de trois parties : un corpuscule basal, un crochet et
un filament hélicoidal formé d’un assemblage de flagelline. Plus de 40 génes répartis
principalement dans 4 clusters sont impliqués dans la formation et le fonctionnement du
flagelle. La flagelline, immunogéne et constituant I'antigene H est généralement codée par le
geéne fliC. Chez E. coli, les parties N-terminale et C-terminale de la flagelline sont conservées,
tandis que la partie centrale, exposée a I'environnement, est hautement variable (Wang et
al., 2003). Cette diversité proviendrait des transferts horizontaux et des recombinaisons
d’ADN étranger qui généreraient de nouveaux alleles de fliC et ainsi de la diversité
antigénique (Reid et al., 1999). Les souches d’E. coli dans l'incapacité de synthétiser un

flagelle fonctionnel sont classées comme non-mobiles (NM ou H-).

1.5. Classification médicales en pathotypes des E. coli

responsables de troubles intestinaux

La majorité des souches de E. coli sont commensales et inoffensives sauf si I’'h6te est
immunodéprimé ou si la barriére gastro-intestinale est compromise (Kaper et al., 2004).
Néanmoins, certaines d’entre elles sont associées a des pathologies intestinales (Levine,
1987) ou extra-intestinales : infections urinaires (UPEC), méningites (MNEC) ou septicémies
(ExPEC) (Russo & Johnson, 2000). En ce qui concerne les pathologies intestinales, les souches
d’E. coli pathogénes utilisent une stratégie d'infection dont les points clés sont les suivants:
colonisation des muqueuses, éventuellement invasion des cellules, multiplication,
dommages a I'hote.

Il n‘existe pas de classification standardisée des différents pathotypes d’E. coli. Une
classification basée sur la pathogénie des syndromes diarrhéiques comprenant 7 groupes est

utilisée par les médecins (dont 6 sont présentés dans la Figure 1) :
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Figure 1. Pathogénie associée aux six pathovars d’E. coli responsables de diarrhée (Nataro

& Kaper, 1998).
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Les E. coli Entérotoxinogénes (ETEC)

Ils sont majoritairement associés a deux syndromes cliniques importants, les diarrhées du
nourrisson dans les pays en voie de développement et la diarrhée du voyageur. lls sont
présents essentiellement dans la partie proximale de l'intestin gréle et leur pouvoir

pathogeéne s’explique par la sécrétion de toxines thermostables et/ou thermolabiles (Levine,

1987).

Les E. coli Adhérents et Invasifs (AIEC)
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Ce groupe a été décrit plus récemment. Ces Escherichia coli ont la capacité particuliére
d’adhérer puis d’envahir les cellules de la muqueuse intestinale. Ces pathogenes possédent
un ensemble de génes (appelé opéron Ipf) qui permet I'expression de filaments utiles a
I'adhérence des bactéries aux cellules hotes, les « Long Polar Fimbriae (LPF) ». Ces LPF
permettraient aux AIEC d’interagir avec les cellules M liées aux plaques de Peyer. Les AIEC

seraient notamment impliquées dans la maladie de Crohn (Chassaing et al. 2011).

Les E. coli Entéroinvasifs (EIEC)

Ils sont responsables de syndromes dysentériques caractérisés par une forte fievre, des
crampes abdominales et des nausées, accompagnées d’une diarrhée aqueuse qui évolue
rapidement en dysenterie (selles contenant du sang et du mucus). lls sont biochimiquement
et génétiquement assez proches de Shigella spp. (Brenner et al., 1972), tout comme leur
mode de pathogénicité : endocytose au niveau des entérocytes du colon, lyse de la vésicule
d’endocytose et multiplication provoquant la mort cellulaire. Ces bactéries sont capables de
se mouvoir dans le cytoplasme des cellules et de pénétrer ensuite dans la cellule adjacente

par la polymérisation de I’actine cellulaire a un de leur pole.

Les E. coli a adhésion diffuse (DAEC)

Ils ont été associés a des diarrhées chez les jeunes enfants, en particulier entre 1 et 5 ans.
Les diarrhées peuvent étre aqueuses et contenir du mucus. Ce pathotype est également
associé a des infections urinaires. Il existe 2 types de DAEC, ceux qui codent pour une
adhésine fimbriaire (appartenant a la famille Afa/Dr), impliqués dans les infections urinaires
et les troubles digestifs et ceux qui codent pour une adhésine impliquée dans le phénomene
d’adhérence « diffuse» (AIDA-I). Ce deuxiéme type de DAEC est responsable de diarrhées
chez les enfants et provoque au niveau de I'intestin des |ésions similaires aux Iésions de type

A/E observables dans le cas d’infections liées aux EPEC et a certains EHEC (Servin, 2005).

Les E. coli Enteropathogéenes (EPEC)
Ils sont responsables de diarrhées infantiles et touchent en particulier les enfants en bas age
(< 3 ans). Des lésions histopathologiques apparaissent lors des infections. Ces lésions sont

appelées lésions d’attachement et d’effacement (Andrade et al., 1989) et sont caractérisées
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par I'effacement des microvillosités intestinales et par I'adhérence des bactéries a la
membrane cytoplasmique des entérocytes. Plusieurs genes dont le gene chromosomique
eae (« attaching and effacing E. coli ») et le géne bfp (bundle-forming pili) sur le plasmide
PEAF (« EPEC adherence factor ») sont impliqués dans cette virulence (Bugarel et al., 2011 ;
Jerse et al., 1991). Néanmoins, des études récentes ont démontré que certains EPEC dit
« atypiques » (aEPEC) ne possedent pas le plasmide pEAF mais restent néanmoins

pathogénes (Scaletsky et al., 2010) (Figure 2).

Les E. coli Entéroaggrégatifs (EAEC)

lIs ont été récemment reconnus comme responsables de diarrhées persistantes. Les EAEC
colonisent I'épithélium de I'intestin gréle et du gros intestin en produisant une adhésion dite
« auto-aggrégative » en « briques empilées » a I'aide d’adhésines fimbriaires appelées «
aggregative adherence fimbriae » (AAFs) et formant des biofilms épais provoquant des
dommages a la muqueuse intestinale. Les EAEC sécretent plusieurs toxines dont la Shigella
enterotoxin 1 (ShET1) et la toxine EAST1 (« EnteroAggregative heat-Stable Toxin 1 »)
homologue a I'entérotoxine thermostable des ETEC (Kaper et al., 2004). Certaines souches
EAEC ont aussi pu acquérir le géne stx codant pour la Shiga-toxine. Ces souches sont alors
capables de provoquer certaines pathologies graves telles que le syndrome hémolytique et
urémique et méme la mort. Ces souches sont appelées EAHEC (enteroaggregative
hemorrhagic Escherichia coli) (Beutin & Martin, 2012), mais certains auteurs les classent

comme des EHEC atypiques.

Les E. coli Enterohémorragiques (EHEC)

Ils sont a l'origine de troubles plus ou moins séveres allant d’une « simple » diarrhée a des
colites hémorragiques, voire a un Syndrome Hémolytique et Urémique (SHU) chez I'enfant
ou a un Purpura Thrombotique et Thrombocytopénique (PTT) chez I'adulte, pouvant
conduire parfois a la mort du patient (Riley et al., 1983). Les EHEC possedent au moins un
géne stx (stx1 codant pour la Shiga-toxine 1 ou stx2 codant pour la Shiga-toxine 2) (Karmali
et al., 2010; Nataro & Kaper, 1998) ainsi que, potentiellement, d’autres facteurs de
virulence comme le géne eae (Levine & Edelman, 1984) ou encore les génes nle et ehx

(Bugarel et al., 2010a).

32



2. Les STEC pathogenes

L'objectif de cette partie est de décrire les STEC pathogénes (dont une certaine partie

d’entre eux est appelée EHEC) ainsi que leurs principaux facteurs de virulence.

2.1. Définition de ’ANSES

Dans son avis de 2010 (AFSSA — saisine n°2010-SA-0031), 'ANSES (anciennement AFSSA) a
défini la notion de « STEC pathogéne » en prenant en compte le patrimoine génétique des

souches (Figure 2).

Figure 2. Diagramme de Venn illustrant le systeme de classification actuel des
AEEC/EPEC/STEC/EHEC a partir des signes cliniques et des facteurs de virulence associés
aux souches d’E. coli (AFSSA 2010 - Naylor et al., 2005). Les surfaces des disques et

intersections ne sont pas proportionnelles a la prévalence des différents types d’E. coli.
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D’aprés ce diagramme, toutes les souches possédant le locus d’effacement des entérocytes
(LEE) sont des AEEC. Seules les souches ayant provoqué des pathologies chez I'étre humain
sont nommeées EPEC. Parmi celles-ci nous pouvons distinguer les EPEC typiques et atypiques

en fonction de la présence, ou non, du plasmide pEAF.
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Les STEC quant a eux possedent un ou plusieurs génes stx codant pour la Shiga-toxine. Ce
géne est porté par un prophage de type lambdoide (ceci sera décrit plus loin). Les STEC
peuvent posséder ou non le LEE.

Il est cependant tres important de souligner que tous les STEC ne sont pas pathogenes. Les
STEC responsables de pathologies chez I’étre humain sont eux qualifiés de EHEC typique s’ils
possedent le LEE ou atypique s’ils en sont dépourvus. Les souches de EHEC sont donc toutes
isolées de patients.

Plus de 200 sérotypes de EHEC ont déja été associés a I'apparition de symptdmes cliniques
séveres (diarrhée hémorragique, SHU) (Karmali et al., 2003), mais seuls certains d’entre eux
sont fréquemment impliqués dans des épidémies. En ce qui concerne les EHEC typiques,
I’AFSSA en 2008 (AFSSA —Saisine N°2008-SA-0122) a défini comme EHEC « majeurs » les
souches E. coli de sérotype 0157:H7 (le plus fréquemment impliqué dans les épidémies),
026:H11, 0103:H2, 0145:H28 et 0111:H8, ainsi que leurs dérivés non-mobiles. Ces
sérotypes appartiennent aux séropathotypes A et B. Ces séropathotypes sont les plus
fréquemment impliqués dans des épidémies et ils sont associés aux pathologies les plus
graves (Tableau 2). En ce qui concerne les EHEC atypiques, les 2 principales épidémies ont
été causées par une souche EAHEC appartenant au sérotype 0104:H4 en Allemagne et en

France en 2011 aprés consommation de graines germées de fenugrec contaminées.

Tableau 2. Classification des sérotypes de STEC en séropathotype (Karmali et al., 2003).

Séropathotype Incidence Fréguence Association a des Sérotypes
relative d’implication dans  symptoémes graves (SHU,
les épidémies colite hémorragique)

A Elevée Commune Oui 0157:H7,
0157:NM

B Modérée Peu commune Oui 026:H11,
0103:H2,
0111:NM,
0121:H19,
0145:NM

C Faible Rare Oui 091:H21,
0104:H21,
0113:H21,
autres

D Faible Rare Non Multiple

E Non-humain  Non-applicable Non-applicable Multiple
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2.2. Pathogénicité

La taille du génome des souches pathogeénes d’E. coli est supérieure de plusieurs centaines
de kilobases a celle de souches non-pathogénes : par exemple, dans le cas de souches
pathogenes d’E. coli 0157:H7, 4,1Mb de leur génome est similaire a celui de E. coli K12, mais
ces souches pathogénes contiennent environ 1,4Mb en plus codant pour de nombreux
facteurs de virulence (génes stx porté par des prophages, LEE...) (Ogura et al., 2007a). La
plupart des études menées a ce jour ont porté sur le sérotype 0157:H7, mais il a été
démontré que seul 20% des genes spécifiques a ce sérotype sont conservés chez les souches

EHEC non-0157.

2.3. Les facteurs de virulence des STEC

2.3.a. Les Shiga-toxines

Les souches STEC se caractérisent par la production de cytotoxines capables d’inhiber in vitro
les cellules Vero (cellules rénales du singe vert d’Afrique) en stoppant de facon irréversible
leur multiplication (Konowalchuk et al., 1977). Ces toxines, initialement nommées Véro-
toxines, sont regroupées sous le terme de Shiga-toxines (Stx) ou Shiga-like toxines (Slt) étant
donné leurs homologies avec la toxine de Shigella dysenteriae de type 1 (O’Brien et al.,
1982). Il existe deux grandes classes de Shiga-toxines : les toxines Stx1 et les toxines Stx2.
Ces toxines ont en commun le méme récepteur, elles sont toutes deux formées des sous
unités A et B et elles possédent les mémes mécanismes d’action intra-cellulaire. Cependant,
elles sont immunologiquement distinctes et ne sont identiques qu’a 56% au niveau de leur
séquence d’amino-acides (Paton & Paton, 1998). Depuis la premiere description des Shiga-
toxines, un nombre conséquent de variants génétiques dus a des mutations de la séquence
codante des toxines Stx1 et Stx2 a été décrit (Beutin et al., 2007a). Néanmoins, les variants
de Stx2 sont homologues de 84 et 99% a Stx2. Il a été démontré que les Shiga-toxines et
leurs variants (Mainil & Daube, 2005) n‘ont pas toutes la méme cytotoxicité : a titre
d’exemple, les études réalisées in vitro et in vivo sur des modeéles animaux ont montré que la
Shiga-toxine de type 2 est une toxine environ mille fois plus puissante que la Shiga-toxine de

type 1 (Law, 2000). Les Shiga-toxines sont codées par un opéron d’environ 1230 pb
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généralement porté par un bactériophage de type lambdoide. Les génes stx sont situés en
aval du promoteur tardif du prophage et sont hautement exprimés lorsque le cycle lytique
du prophage est activé.

Les Shiga-toxines sont des hétéropolyméres de 70kDa formés d’une sous-unité A de 33 kDa
et de 5 sous-unités B de 7,7 kDa. Les sous unités de la toxine sont assemblées dans le
périplasme. Une fois assemblée, la toxine est relargaguée lors de la lyse de la bactérie par le
phage (Johannes & Rémer, 2010).

Le mécanisme d’action de la toxine est le suivant :

- lors d’une premiére étape, la toxine se fixe a la membrane cytoplasmique de la cellule cible
: les sous-unités B, assemblées en anneau, se lient a un récepteur glycolipidique de type
glycosphingolipide (GSL), le globotriosyl céramide Gb3 (Betz et al., 2012 ; Lingwood et al.,
1987). La toxine est ensuite internalisée par un mécanisme d’endocytose (Figure 3)
(Johannes & Romer, 2010) puis elle est redirigée vers une vésicule formée de maniére
dépendante de la clathrine. Ces vésicules sont ensuite adressées au réseau trans-Golgien via
I'action du complexe rétromere. La toxine subit alors un transport rétrograde a travers

I’appareil de Golgi, puis le réticulum endoplasmique.

La sous-unité A de la toxine est clivée en deux parties, le fragment Al possédant I'activité
catalytique de la toxine et le fragment A2 toujours lié a la sous-unité B de la toxine, au
niveau de lI'endosome. Néanmoins, les fragments Al et A2 restent liés par des ponts
disulfures. La séparation de ces 2 fragments a lieu au niveau de la lumiere du reticulum
endoplasmique par la réduction du pont disulfure. Le fragment Al est alors libéré dans le

cytoplasme de la cellule.
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Figure 3. Traffic intra-cellulaire de la Shiga toxine (Johannes & Romer, 2010).
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Cette toxine, qui cible principalement les cellules endothéliales des arterioles renales et
cérébrales, agit alors a différents niveaux (Johannes & Rémer, 2010).

- L'effet le plus connu est I'arrét de la synthése protéique. La sous-unité Al activée de la
toxine possede une activité N-glycosidase capable de cliver une base adénine sur I’ARN
ribosomique 28S, bloquant ainsi la sous-unité 60S du ribosome, conduisant a un arrét des
synthéses protéiques et a une cascade de réactions appelée «réponse au stress
ribotoxique » aboutissant a la mort de la cellule.

- L’activation de voies de signalisation : la fixation de la sous unité B de la toxine aux

récepteurs Gb-3 entraine le recrutement et 'activation de nombreuses tyrosines kinases
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phosphorylant diverses protéines dont notamment la clathrine ce qui a pour effet
d’accroitre I'assimilation de la toxine. Une fois dans la cellule, la toxine active aussi d’autres
kinases. L'adhésion de la toxine sur la membrane plasmatique induit aussi un remodelage du
cytosquelette et une redistribution de certaines protéines (Johannes & Rémer, 2010).

- La synthese et le relargage de cytokines: certaines cellules, malgré I'expression de
récepteurs Gb3, sont résistantes a cette toxine comme, par exemple, les monocytes.
Néanmoins, en réponse a la fixation de ces toxines et leur internalisation, ces cellules
expriment certaines cytokines. L'expression de cytokines pro-inflammatoires a pour
conséquence de stimuler I'expression des facteurs Gb3 pour de nombreuses cellules
endothéliales, rendant encore plus vulnérables les cellules sensibles a cette toxine dont
notamment les cellules de I'endothélium des reins et du systéme nerveux central.
Ironiqguement, c’est en tentant de protéger I'organisme de la toxine que le systéme
immunitaire rend plus vulnérable certains organes (Johannes & Rémer, 2010).

- l'apoptose : la Shiga-toxine peut induire I'apoptose. La toxine peut induire un stress au
niveau du réticulum endoplasmique provoqué par une accumulation de protéines mal
conformées au sein de celui-ci conduisant a une cascade d’évenements dont I’activation de
différentes caspases qui induisent finalement I'apoptose.

Le récepteur Gb3 ne serait apparemment pas le seul récepteur impliqué dans le mécanisme
d’action des Shiga-toxines. En effet, une étude utilisant un systéme de culture d’organes in
vitro a démontré que I'épithélium intestinal de ’'homme pourrait étre affecté par la toxine
Stx2 en |'absence de récepteur Gb3 (Schiiller et al., 2004). Or, le récepteur Gb4 peut lui aussi
étre, a plus faible échelle, impliqué dans dans le mécanisme d’action de ces toxines
(Bauwens et al., 2012 ; Johannes & Romer, 2010). De plus, le variant Stx2e peut lui se lier au
récepteur Forssman GSL et a l'inverse des autres variants, possede plus d’affinité pour le

récepteur Gb4 que pour le récepteur Gb3 (Bauwens et al., 2012).

2.3.b. Le phage lambdoide, clef de la pathogénicité ?

Les geénes stx sont portés par des phages de type lambdoide comme précisé plus haut. Ces
phages ont la particularité de pouvoir induire un cycle lysogénique, c'est-a-dire d’insérer leur

génome au sein du chromosome bactérien et de pouvoir « mettre en sommeil » leur
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matériel génétique. Ce blocage de I'expression des genes phagiques est rendu possible par
I'expression d’un répresseur de transcription, cl, se fixant sur les régions promotrices trés
précoces et précoces des genes du prophage. Ce phénomeéene empéche ainsi I'activation du
cycle lytique du prophage (réplication induisant la lyse de I'h6te) (Figure 4).

Si, in vivo, les mécanismes d’activation du prophage et donc I'expression des génes stx
restent encore a étre élucidés, ceux-ci sont largement décrits in vitro. En effet, plusieurs
études ont mis en exergue que des dommages a I’ADN pouvaient induire I'activation du
phage : des agents induisant une destruction de I’ADN (UV, certains antibiotiques comme la
mitomycine C...) entrainent I’activation de la réponse SOS régulée par la protéine RecA. En
présence d’ADN simple brin, la protéine RecA se fixe sur I’ADN endommagé pour former des
filaments et acquiert ainsi une activité protéase. RecA ainsi activée induit I'autoclivage du
répresseur LexA qui réprime les génes du régulon SOS (Janion, 2001). Or, cette protéine
RecA a aussi pour effet de provoquer I'autoclivage du répresseur de transcription « cl » et

donc, de permettre a ’ARN polymérase de transcrire les genes phagiques.

Figure 4. Schéma représentant les différences entre cycle lytique et cycle lysogénique des
phages de type lambda (Online Textbook of Bacteriology, Kenneth Todar,

www.textbookofbacteriology.net).
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D’autres agents n’induisant pas I'expression de RecA (agents chélateurs tels que I'EDTA)

(Imamovic & Muniesa, 2012) peuvent aussi induire in vitro I'expression des genes phagiques
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et donc des genes stx. || semble que divers stress soient capables d’induire le cycle lytique du
prophage. Ce dernier peut aussi activer spontanément son cycle lytique. Yue et al. (2012)
ont démontré que les températures proches de 30 °C ainsi que les UV pouvaient augmenter
I'induction des phages Stx2. De plus, un effet synergique important entre température et UV
avait été observé lorsque les températures appliquées étaient supérieures a 28°C. Ces
mémes auteurs ont ensuite incubé des E. coli non-pathogénes en présence de la solution de
phage Stx2 obtenue ; ils ont alors observé que plusieurs de ces E. coli avaient été infectées
par le phage Stx2 et pouvaient alors produire la Shiga-toxine. Il a ainsi été démontré que des
phages Stx peuvent infecter et induire une lysogénie chez des souches d’E. coli non
pathogénes, les transformant ainsi en STEC capables de produire la Shiga-toxine aprés
induction par UV (Yue et al., 2012). Il a de plus été observé que les souches de sérotype
026:H11 sont susceptibles de perdre le phage portant le géne stx au cours de l'infection
(Bielaszewska et al., 2007). Il est également possible que les génes stx puissent étre perdus
au cours d’étapes de culture (Karch et al., 1992). Enfin, I'acquisition des genes stx par des
souches d’E. coli 026 stx- a été démontrée in vitro (Bielaszewska et al., 2007).

En ce qui concerne la transduction du phage Stx au sein de denrées alimentaires et
notamment dans le fromage, une étude récente (Picozzi et al., 2012) a démontré un impact
direct du phénomeéne de transduction des phages en fonction de la température : a 4°C
aucun phénomene de transduction n’a pu étre observé, tandis qu’un important phénoméne
de transduction a été mis en évidence a 37°C. Néanmoins, le taux de cellules possédant le
phage nécessaire pour observer une transduction est bien plus important que le taux de
STEC naturellement présent dans le lait. Mais les auteurs insistent sur le fait que ce
phénoméne peut toujours se produire.

Les phages jouent ainsi un roéle primordial dans I'’émergence de nouvelles souches EHEC.

2.3.c. Les facteurs d’adhésion

Aprés avoir passé l'estomac, les bactéries atteignent l'intestin ou elles colonisent la
mugqueuse en adhérant aux cellules épithéliales. Le cOlon est le principal site de colonisation

des STEC chez 'Homme (Karmali et al., 2010).
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La colonisation du tube digestif est une étape majeure de la physiopathologie des STEC et
fait intervenir plusieurs facteurs d’adhésion. Ces facteurs semblent étre des éléments
majeurs de la pathogénicité. Les principaux mécanismes d’adhésion décrits chez les
entérobactéries font appel a des fimbriae, des protéines de membrane externe et des
lipopolysaccharides (Wagner & Hensel, 2011). Chez les STEC, il existe de nombreux facteurs
responsables du processus d’adhésion.

La colonisation du tube digestif par certaines souches de STEC s’accompagne du
développement de lésions spécifiques des entérocytes dites lésions d’attachement-
effacement (A/E), qui se limitent au cOlon et au caecum (Donnenberg et al., 1993). Ces
|ésions d’abord décrites chez les EPEC, se caractérisent par un effacement des microvillosités
des cellules de I'épithélium intestinal (Ismaili et al., 1995) et un réarrangement pour former
un piédestal sur lequel les bactéries viennent se lier de fagon étroite. Le mécanisme de
résorption des microvillosités intestinales serait a |'origine des symptémes diarrhéiques
observés lors des infections.

Les génes responsables des lésions A/E sont portés par le locus chromosomique LEE (Locus
of Enterocyte Effacement). Le LEE est notamment caractérisé par un systéme de sécrétion
de type lll (Jarvis & Kaper, 1996). Il est composé de l'intimine qui est une protéine de la
membrane externe qui permet l'attachement de la bactérie a I'entérocyte et qui est
impliquée dans I'effacement des microvillosités. Cette protéine est codé par le géne eae (E.
coli attaching and effacing) (Jerse et al., 1991). A ce jour, un peu moins d’une vingtaine de
variants du gene de I'intimine ont été retrouvés chez les E. coli possédant le LEE. Le géne tir
qguant a lui code pour le corécepteur spécifique de l'intimine, Tir (Translocated Intimin

Receptor) qui s’insere dans la membrane plasmique de I'entérocyte (Figure 5).

Figure 5. Organisation génétique du locus d’effacement des entérocytes. Les couleurs des

fleches indiquent la fonction des génes correspondants (Garmendia et al., 2005).
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D’autres effecteurs sont codés par les génes présents au niveau du LEE comme I'effecteur
Map (« mitochondrion-associated protein »), essentiel dans les phénomenes d’altération de
la barriere intestinale et des jonctions serrées entre les entérocytes ou encore EspF qui
intervient dans le phénomeéne d’effacement des microvillosités, d’altération de la barriére
intestinale et 'apoptose. EspB quant a lui joue un réle dans la translocation des effecteurs,
I’effacement des microvillosités et la modification du cytosquelette. EspH est impliqué dans
la formation du piédestal et de son élongation (Wong et al., 2012). EspZ est impliqué dans la
régulation du phénomene de translocation des systemes de sécrétion de type 3 (Berger et
al., 2012). Le systeme de sécrétion de type 3 (SSTIII) est un assemblage protéique complexe
permettant aux bactéries d'injecter certaines de leurs protéines directement dans le
cytoplasme des cellules eucaryotes (Tobe et al., 2006). D’autres facteurs d’adhésion existent
mais ne seront pas développés ici.

Des facteurs d’adhésion non-codés par le LEE interviennent aussi dans le phénomeéne
d’adhésion comme TccP (« Tir cytoskeleton coupling protein »). TccP est un effecteur de type
[Il porté par un prophage extérieur au LEE et a été caractérisé a partir de souches EHEC
0157:H7 (Garmendia et al., 2004). Plus récemment, TccP2, un variant de TccP a été identifié
chez des souches EHEC 0O157:H7 et non-0O157 (Ogura et al., 2007b). Ces facteurs sont
impliqués dans la cascade de réactions initiée par la translocation de Tir dans I’entérocyte et

aboutissant a la polymérisation des fibres d’actine.

2.3.d. Formation des lésions d’attachement/Effacement

Les premieres étapes d’adhésion des bactéries aux cellules de I’'héte sont encore peu
décrites. Les génes du LEE sont ensuite activés par des mécanismes complexes répondant a
divers signaux (température, concentration en glucose, fer, quorum sensing). Ces
mécanismes font intervenir des régulateurs tels que « Ler » (« LEE encoded regulator ») ou
encore « GrlA » (« global regulator of LEE activator) (Gyles, 2007 ; Spears et al., 2006).

Le SSTII permet la sécrétion des protéines effectrices comme EspA dont I'assemblage forme
une structure en tube par laquelle transitent les facteurs EspB, EspD, responsables de la
formation d’un pore dans la membrane de la cellule hote (Yoon & Hovde, 2008). Cet

ensemble constitue une « seringue moléculaire » qui part du cytoplasme bactérien et
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traverse les membranes internes et externes de la bactérie avant de s’insérer dans la
membrane cytoplasmique de I'entérocyte (Gyles, 2007). Les effecteurs de type Ill sont alors
transloqués dans la cellule eucaryote par I'intermédiaire de cette structure. Le récepteur de
I'intimine, Tir, s’insére spontanément dans la membrane de I’entérocyte en formant une
structure en boucle. Les parties N- et C- terminales se retrouvent dans le cytoplasme de
I’entérocyte et la partie centrale, exposée a la surface de la cellule, interagit avec I'intimine
(Garmendia et al., 2005). La polymérisation de I’actine serait quant a elle provoquée par

TccP/TccP2 (Crepin et al., 2010).

2.3.e. Autres facteurs d’adhésion

Les souches LEE-négatives sont en général non-pathogenes, mais certaines d’entre elles ont
cependant été associées a des SHU (EHEC atypiques). Ces souches atypiques possedent donc
d’autres facteurs d’adhésion permettant une colonisation de la muqueuse colique aussi
efficace que l'intimine.

De nombreuses adhésines potentielles ont été décrites chez des souches EHEC atypiques
telles que I'adhésine Saa (pour « STEC autoagglutinating adhesin ») des souches E. coli
0113:H21 isolées en Australie en 1998 (Paton et al., 2001) ou encore les facteurs d’adhésion
plasmidiques habituellement rencontrés chez les EAEC (formation d’adhésions agrégatives
et non d’adhésions localisées) des souches LEE-négatives O111:H2 isolées en France en 1995
suite a une épidémie (Morabito et al., 1998). Ces mémes facteurs ont été retrouvés chez la
souche épidémique E. coli 0104:H4 allemande en 2011 permettant I'adhésion agrégative de
ces bactéries grace a des fimbriae AAF (aggregative adherence fimbriae) dont I'expression
est régulée par le gene aggR présent sur le plasmide de virulence pAA des EAEC (Beutin &
Martin, 2012).

Ainsi, de nombreuses protéines susceptibles de jouer un réle dans la colonisation du tube
digestif par les EHEC ont été décrites. Cependant, leur implication dans la pathogénicité des

souches reste encore a étre démontrée.
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2.3.f. Autres facteurs impliqués dans la virulence

D’autres facteurs de virulence potentiels, codés par des genes présents sur le chromosome
ou sur des éléments génétiques mobiles (plasmides, phages ou flots de pathogénicité) ont
été décrits chez les souches EHEC (Croxen & Finlay, 2010).

Ils regroupent :

- des toxines, telles que I'entérohémolysine E-hlyA, mise en évidence chez les STEC en 1988
(Beutin et al., 1988), I'entérohémolysine thermostable EAST1, la cytotoxine subtilase
(SubAB), les cyclomodulines CDT (pour « Cytolethal Distending Factor ») ou encore Cif (pour
« Cycle inhibiting factor ») ;

- des protéases, telles que la sérine protéase EspP, |la catalase peroxydase KatP, la
métalloprotéase StcE ;

- des systemes de captation du fer, notamment le sidérophore codé par l'ilot de
pathogénicité HPI (pour « High Pathogenicity Island ») ;

- des systemes de résistance a I'acidité gastrique (explicités plus loin) ;

- des uréases ;

- des protéines de fonction encore mal connue comme les effecteurs Nle (pour « Non LEE
encoded effector »).

La liste de ces facteurs de virulence potentiels ne cesse de s’allonger mais a ce jour, leur réle

respectif dans la pathogénicité des EHEC n’a pas été démontré.

Les « O Islands » (Ol), sont des cas particuliers car ils correspondent a des flots ou segments
génétiques présents dans le génome des EHEC (dont E. coli 0157:H7) mais absents du
génome des E. coli non-pathogénes. Au total, 177 Tlots ont été identifiés (Perna et al., 2001).
Certains contiennent des facteurs de virulence potentiels, d’ou leur qualification d’ilots de
pathogénicité.
Certains flots regroupent des génes codant pour des effecteurs de type Il appelés Nle (Tobe
et al., 2006). La distribution des génes nle au sein des flots est variable d’une souche a
I'autre, et I'on remarque que plus les flots contiennent de genes nle (c’est a dire plus ils sont
complets), plus le risque de pathologie est important. Cette observation est valable pour
trois flots de pathogénicité: OI-57, OI-71 et Ol- 122 (Coombes et al., 2008). Au total, 16 génes
nle (nleA, nleB, nleB2, nleC, nleE, nleF, nleG, nleG2-1, nleG2-3, nleG5-2, nleG6-2, nleG9,
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nleH1-2, nleH1-1, nleF et ent/espl2), répartis sur 4 flots de pathogénicité différents (figure
6), ont été identifiés comme étant plus fréquemment présents dans des souches EHEC que
dans des souches STEC n’ayant jamais provoqué d’épidémie ou de SHU (Coombes et al.,
2008 ; Karmali et al., 2003). Le géne nleB serait méme commun aux souches EHEC et EPEC

les plus pathogénes et serait un trés bon indicateur de pathogénicité (Bugarel et al., 2011).

Figure 6. Répartitions des génes nle sur les différents flots de pathogénicités (Coombes et

al., 2008).
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2.3.g. L’acido-résistance

Une étape cruciale dans le processus de pathogénicité de ces bactéries correspond au
passage dans I'estomac. Lors du passage dans ce compartiment, le pH extérieur chute en
dessous de 2,5.

Dans ce type d’environnement, les protons peuvent alors pénétrer dans la cellule et ainsi
baisser le pH du cytoplasme. Ce phénomeéne induit des mal-conformations des protéines et
des agrégations de celles-ci conduisant a la mort de la cellule. Les STEC peuvent grace a
différents mécanismes maintenir un pH cytoplasmique a 4,5, tolérable pour la cellule alors

gue celui-ci est a 2,5 (ou moins) a I'extérieur dans I'estomac (Foster, 2004).
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Cing systemes de résistance a I'acidité ont été mis en évidence (AR1 a AR5) chez les E. coli.
Le premier de ces systémes, AR1, est encore assez mal connu (Zhao & Houry, 2010). Il peut
étre activé si la bactérie est placée dans un milieu minimum dépourvu d’acides aminés a un
pH de 2,5 aprés avoir été cultivée dans un milieu LB a pH de 5,5 (Foster, 2004). Ce systeme
est dépendant du facteur o° (aussi appelé RpoS ou 6°%) qui est une sous-unité sigma de I’ARN
polymérase (Hengge-Aronis, 2002). Il est également dépendant de la protéine CRP (cAMP
receptor protein) qui induit une répression de ce systéme par le glucose (Foster, 2004).
L'induction du facteur ¢° permet a la cellule de s’adapter aux conditions environnantes et
renforce sa résistance aux conditions stressantes. Le facteur o® permet I'expression de
certains geénes induisant une modification de I’état physiologique de la cellule lui permettant
d’affronter les conditions stressantes (acide, choc osmotique...) (Weber et al., 2005). Ce
facteur est aussi induit lors du passage de la phase exponentielle de croissance a la phase
stationnaire. L'ARNm du gene rpoS est transcrit en permanence et a un niveau relativement
élevé quel que soit I'état de la bactérie. Néanmoins, sa durée de vie est courte et il ne peut
étre traduit sous sa forme native. Lorsque la cellule passe de la phase exponentielle de
croissance a la phase stationnaire ou lorsque la cellule est soumise a un (ou plusieurs) stress,
'ARNm du géne rpoS subit un réarrangement grace notamment a I'action de petits ARNs et
d’une protéine chaperonne appelée Hfg (Brown & Elliott, 1997 ; Hengge-Aronis, 2002 ;
Muffler et al., 1996a ; Muffler et al., 1996b ; Repoila et al., 2003). Cet ARNm peut alors étre
traduit.

Les 4 autres systemes de résistance a l'acidité sont eux basés sur |'action d’'une enzyme
décarboxylase spécifique d’un acide aminé couplée a un antiport permettant I'’échange du
produit décarboxylé par un nouveau substrat (Zhao & Houry, 2010). Ces systemes sont :

- le systeme glutamate-dépendant (AR2),

- le systeme arginine-dépendant (AR3),

- le systeme lysine-dépendant (AR4),

- le systeme ornithine-dépendant (AR5).

La décarboxylation de 'acide aminé permet la consommation d’un proton a l'intérieur du
cytoplasme et ainsi de diminuer leur taux. Ainsi, le pH intra-cellulaire remonte. A titre

d’exemple, la Figure 7 présente le fonctionnement de ces 4 systemes.
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Figure 7. Systéemes d’acido-résistance dépendant d’acides aminés chez E. coli (Zhao &

Houry, 2010).
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Les principales protéines impliquées dans ces différents systémes (décarboxylases,

antiports), les pH optimums de fonctionnement de ces enzymes et leur réle en cas de stress

acides sont résumés dans le Tableau 3.
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Tableau 3. Résumés des mécanismes de résistance a I’acidité (Peng et al., 2011 ; Zhao & Houry, 2010).

Nom du mécanisme

Décarboxylation

Protéines principales et fonctions

pH optimum des

décarboxylases

Domaine d’action

AR1 : mécanisme réprimé

par le glucose.

Facteur o° permettant I’expression
de protéines impliquées dans une

réponse au stress globale.

Passage de la phase exponentielle

de croissance a la phase

stationnaire. Réponse a un stress

important.
AR2: systeme de la | Glutamate GadA et GadB (glutamate | pHde4 Systéme principalement impliqué
glutamate décarboxylase. | décarboxylé en y- | décarboxylase — ce systéme en cas de stress acide avec pH trés
aminobutyrate (ou | comprend 2 isozymes). faible, impliqué notamment pour
GABA). GadC (antiport glutamate/GABA). la survie lors du passage de la
GadE (principal régulateur des bactérie dans I'estomac: permet
opérons gadA et gadB/C). la survie de la bactérie a des pH
voisin de 2.
AR3: systéeme de | Arginine AdiA (arginine décarboxylase). pHde5 Systéme principalement impliqué

I'arginine décarboxylase.

décarboxylée en

agmatine.

AdiC (antiport arginine/agmatine).
CysB (activateur de adiA/C).

AdiY (potentiel activateur de

adiA/C).

en cas de stress acide avec pH tres
faible (< 3), impliqué notamment
pour la survie lors du passage de

la bactérie dans I'estomac, mais

48




moindre importance que le

systeme AR2.

AR4 : systéeme de la lysine | Lysine CadA (lysine décarboxylase). pH de 5,7 Systeme pouvant étre impliqué
décarboxylase décarboxylée  en | CadB (antiport lysine/cadaverine). dans la régulation du stress acide
cadaverine. CadC (régulateur de |'opéron au cours de la fabrication
cadA/B). fromagere.
LysP (lysine pérméase régulant
CadC)
AR5 : systéeme de | Ornithine SpeF (ornithine décarboxylase). pH de 6,9 Systeme pouvant étre impliqué
I'ornithine décarboxylase. | décarboxylée  en | PotE (antiport dans la régulation du stress acide

putrescine

ornithine/putrescine)

au cours de la fabrication
fromagere, mais trés peu étudié a

ce jour.
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Les systemes dépendant du glutamate et de l'arginine permettent ainsi aux E. coli de
survivre dans les milieux extrémement acides. De plus, d’autres mécanismes de résistance a
I'acidité sont nécessaires a la bactérie afin de survivre dans un environnement acide comme
I"antiport 1H*/2CI" CIC permettant d’importer des ions Cl” afin de rétablir le potentiel
membranaire interne négatif tout en expulsant des protons. Le risque de dépolarisation de
la membrane est di a 'accumulation de H" & cause de l'acidité ainsi qu’a I'activité des
systémes AR2 (Glu™ > GABA) et AR3 (Arg" > Agm?*) (Zhao & Houry, 2010).

Des protéines chaperonnes périplasmiques comme HdeA et B protegent les protéines
périplasmiques au cours du passage dans l'estomac ou encore des chaperonnes
cytoplasmique comme Hsp31 dépendante de I'activation de o°.

Ces différents mécanismes sont a méme de maximiser les chances de survie de la bactérie et
de colonisation de I'h6te, jouant ainsi un réle clef dans la pathogénicité des STEC (Hong et

al., 2012) (Figure 8).

Figure 8. Mécanismes de résistance a l'acidité rencontrée dans I’estomac (Hong et al.,

2012).
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En conclusion, de nombreux facteurs encore inconnus ou dont le réle n’a pas encore été

déterminé semblent intervenir dans le pouvoir pathogéne des EHEC.
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2.4. Définition francaise du STEC pathogéne

En France, le 25 avril 2008, la Direction générale de I'alimentation (DGAL) a saisie I’Agence
francaise de sécurité sanitaire des aliments (AFSSA) afin d’élaborer une définition des
souches d'Escherichia coli productrices de shigatoxines (STEC) considérées comme
pathogénes pour I'homme.

Grace a tous ces éléments, I'avis du 15 juillet 2008, mis a jour le 31 mai 2010 de I’AFSSA
(AFSSA, 2008 ; AFSSA, 2010) indique que :

« A ce jour, les souches STEC pathogenes « EHEC typiques majeurs », peuvent étre définies
selon les critéres génétiques suivants :

EHEC O157:H7 = rfbEOQ157, flicH7, stx1 et/ou stx2, eae-gamma, (OI#122).

EHEC 026:H11 = wzx026, flicH11, stx1 et/ou stx2, eae-béta, (OI#122).

EHEC 0145:H28 = ihp10145, flicH28, stx1 et/ou stx2, eae-gamma, (Ol#122).

EHEC 0103:H2 = wzx0103, flicH2, stx1 et/ou stx2, eae-epsilon, (Ol#122).

EHEC 0111:H8 = wbd10111, flicH8, stx1 et/ou stx2, eae-théta, (Ol#122).

En conclusion, il est important de souligner le caractere temporaire de cette définition.
Celle-ci devra étre révisée en fonction des nouvelles observations cliniques, des résultats
d’investigations épidémiologiques, en fonction des résultats des projets de recherche et du
développement de méthodes fines. En effet, en suivant stricto sensu cette définition, la
souche E. coli 0104:H4 responsable d’'une des épidémies les plus importantes et mortelles
liée a I'ingestion de souches STEC n’aurait pas été identifiée comme hautement pathogéene.
De plus, cette définition fait abstraction de I'expression des genes de virulence. Il est

probable que certaines souches puissent posséder les genes stx sans pouvoir les exprimer.

3. Aspect clinique et symptémes liés aux EHEC

Toute personne ayant ingéré une souche EHEC peut développer des symptoémes, bien que

les enfants de moins de 5 ans et les personnes de plus de 60 ans sont plus sensibles et plus
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gravement touchés par ces infections (Karmali et al., 2010). De nombreux facteurs peuvent
influencer cette sensibilité : état de santé, le nombre de récepteurs aux toxines Stx et les
traitements médicaux suivis (antibiotique...). Plusieurs études ont démontré que la dose
infectieuse minimale des EHEC semble faible (inférieure a 100 bactéries pathogenes par
portion alimentaire), mais celle-ci peut varier en fonction des caractéristiques de la souche,
des sources de contamination incriminées (pH...), et de la sensibilité de I'hote (Griffin &

Tauxe, 1991 ; Strachan et al., 2001 ; Teunis et al., 2004 ; Tilden et al., 1996).

3.1. La colite hémorragique

La colite hémorragique constitue la principale manifestation clinique de l'infection a E. coli
0157:H7 (Tarr, 1995). Elle se définit par des crampes abdominales, une diarrhée initialement
aqueuse puis sanglante chez un patient généralement apyrétique ou subfébrile (Griffin &
Tauxe, 1991). La diarrhée sanglante est présente dans 90% des cas diagnostiqués (Tarr,
1995). La période d'incubation, de 2 a 10 jours, est plus longue que celle observée pour
certaines autres diarrhées infectieuses (Sharp et al.,, 1994). L'évolution est généralement
spontanément favorable (90% des cas) en quelques jours.

Il n’existe pas de traitement spécifique en dehors de la suppression des apports alimentaires
et de la mise en route d’une nutrition parentérale si nécessaire jusqu’a I'évolution positive
de I'état de santé du patient (Su & Brandt, 1995). A noter que l'utilisation d’antibiotiques
reste a ce jour controversée et pourrait méme étre un facteur de stress a méme de
déclencher le cycle lytique des prophages Stx et donc de stimuler la production de Shiga-

toxines pouvant alors déclencher de sévéres complications.

3.2. Le SHU

Le syndrome hémolytique et urémique (SHU) a été décrit pour la premiére fois en 1955 par
Gasser et al., (1955) mais le lien entre la survenue d’un SHU et une infection intestinale par

des EHEC n’a été établi qu’en 1983 (Karmali et al., 1983).
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Le SHU causé par les Shiga-toxines est caractérisé par la lésion histologique de
microangiopathie thrombotique correspondant a des lésions endothéliales conduisant a une
agrégation plaquettaire diffuse puis a I'occlusion des lumiéres artériolaires par des thrombi
fibrineux (Tarr et al., 2005).

Le SHU typique touche surtout I'enfant de moins de 3 ans et survient brutalement apres une
diarrhée prodromique sanglante dans la majorité des cas.

L'apparition du SHU se fait en moyenne une semaine aprés le début des symptomes
digestifs. Deux a 7 % des patients atteints d’une infection intestinale a E. coli O157:H7
développent un SHU. Cette incidence est supérieure chez I'enfant et les personnes agées : 10
% chez les enfants de moins de 10 ans et 10 a 20 % chez les sujets agés (Griffin & Tauxe,
1991).

Une atteinte d’autres organes (pancréas, foie et systéme nerveux central) est également
possible (Siegler, 1995 ; Siegler & Oakes, 2005). L'atteinte du systeme nerveux central est
d’ailleurs actuellement la principale cause du décés, comme le montre une enquéte
francaise qui indique que 4 des 286 enfants atteints de SHU entre 1993 et 1996 en sont
décédés (Decludt et al., 2000).

Ce tableau clinique est caractéristique et ne pose généralement pas de probleme de

diagnostic.

Il n"existe pas de traitement spécifique modifiant I'évolution du SHU. Toutefois, la mise en
route précoce d’un traitement symptomatique rigoureux a une importance capitale et
permet de maintenir actuellement un taux de mortalité inférieur a 5%. Il consiste
essentiellement en des apports nutritionnels et hydro-électrolytiques par voie orale,
éventuellement entérale au moyen d’une sonde gastrique, voire parentérale a l'aide de

solutions isotoniques dans les cas les plus graves.

Malgré une guérison apparente, la plupart des patients sont susceptibles de développer des
complications tardives. Ainsi, les patients ayant présenté un SHU avec une anurie de plus
d’'une semaine doivent faire I'objet d’une surveillance a trés long terme (Nangaku et al.,
2007).

La Figure 9 présente I’évolution clinique générale en cas d’ingestion de EHEC.
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3.3. Le PTT

Le purpura thrombotique et thrombocytopénique (PTT) est une entité clinique décrite pour
la premiere fois par Moschcowitz en 1925. Comme pour le SHU, I'étiologie du PTT peut étre
de diverses origines (toxique, auto-immune...), et la relation entre l'infection par E. coli

0157:H7 et I'apparition de ce syndrome est récente (Kovacs et al., 1990).

Le PTT est rare et survient le plus souvent chez I'adulte (pic de fréquence chez les femmes
autour de 40 ans). Il est exceptionnel chez I’enfant et la personne agée. Le PTT se caractérise
par une anémie hémolytique micro-angiopathique, une thrombocytopénie, une fievre, une
atteinte neurologique prédominante (modifications du comportement, paresthésie, aphasie,
troubles visuels, coma) et des anomalies rénales inconstantes (insuffisance rénale présente

dans environ la moitié des cas) (Tarr et al., 2005).

Figure 9. Evolutions cliniques apreés ingestion de souches EHEC (Tarr et al., 2005).
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4. Epidémiologie

En France, les infections dues aux EHEC sont recensées indirectement par la surveillance des
cas de SHU. Chaque pays possede un systéme qui lui est propre (AFSSA, 2003). Par exemple,
en France, la surveillance des infections dues aux EHEC est basée, depuis 1996, sur les
données de recensement des SHU observés chez les enfants dgés de moins de 15 ans et
repose sur un réseau hospitalier de néphrologues pédiatres volontaires. Néanmoins, la non-
prise en compte des symptdmes ne nécessitant pas d’hospitalisations (diarrhées
hémorragiques...) entraine une sous-estimation des cas d’infections provoqués par les EHEC.
Comme pour les autres pays européens, I'incidence annuelle du SHU pédiatrique en France
s’échelonne a environ moins d’un cas pour 100 000 enfants de moins de 15 ans (King et al.,
2009a). En France, depuis 1996, des cas sporadiques de SHU avec une recrudescence
saisonniere pendant la période estivale ont été enregistrés, notamment entre les mois de
juin et de septembre (Haeghebaert et al., 2003). Cette augmentation estivale a aussi été
observée dans d’autres pays: Angleterre et Pays de Galles (Anon, 2000), Belgique, Pays-Bas
et Allemagne (Van de Kar et al., 1996), ou encore en Amérique du Nord (Michel et al., 1999).
Plusieurs facteurs peuvent expliquer ce phénomeéne : il a été mis en évidence une relation
entre la densité du bétail et les infections en E. coli 0157:H7 au cours de I'été ; saison ou les
populations sortent plus facilement dans la nature et ou les troupeaux sont en paturages,
augmentant ainsi les contacts humains/bovins. De plus, les enfants de moins de 5 ans vivant
dans des zones a forte densité de bétail présentent un risque important d’infection par E.
coli 0157:H7 (Friesema et al., 2010). Certains auteurs ont aussi pu démontrer un lien direct
entre température, UV et induction du phage Stx (Yue et al., 2012). Les conditions estivales
pourraient donc favoriser I'induction et la multiplication de ces phages et donc la formation
de nouveaux STEC par transfert horizontal du gene stx. Pour finir, la rupture de la chaine du
froid et les conditions d’abattage en période estivale (travail a température ambiante dans

les abattoirs, intérimaires peu/pas qualifiés...) peuvent également expliquer ce phénomeéne.
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4.1. Le réservoir animal

Les études d’épidémiologies analytiques ont permis d’identifier les réservoirs des souches
STEC : bien que des souches STEC potentiellement pathogenes aient été retrouvées chez un
grand nombre d’espéces animales (y compris chez I’homme), les ruminants, et en particulier
les bovins semblent étre les principaux réservoirs des STEC (Friesema et al., 2010 ; Gyles,
2007). Chez ces espéces, le portage et I'excrétion de STEC sont asymptomatiques. En effet,
les bovins ne possédent pas les récepteurs Gb3 et ne présentent, par conséquent, aucun
symptome lorsque les STEC transitent dans leur tube digestif. Les bovins sont dits porteurs
sains (Karmali et al., 2010) et peuvent donc étre a 'origine d’épidémies d’infections séveres
chez ’'homme. La prévalence des STEC dans le réservoir animal sera plus précisément décrite
dans le chapitre 2 de ce mémoire.

Des STEC, appartenant au sérogroupe 0157 mais aussi a d’autres sérogroupes associés a des
cas de pathologie chez 'lhomme tels que 05, 06, 075, 091, 0128 ou 0146, ont été
fréquemment mis en évidence dans les féces des bovins du monde entier (Bettelheim,
2007). Dans de nombreux pays, les bovins et tout particulierement les veaux, sont porteurs
de STEC (Gyles, 2007). Des STEC potentiellement pathogenes pour 'homme ont aussi été
retrouvés dans des aliments qui n’étaient pas originaires de bovins. Il s’agit de denrées
alimentaires d’origine ovine (viande, mais aussi lait et produits laitiers) (Bettelheim, 2007 ;
Chapman et al., 2001). Certains STEC ont de plus été isolés chez des caprins (Martin &
Beutin, 2011). Par contre, les porcs ne semblent pas constituer un réservoir trés important
de STEC pathogénes pour I’homme (Caprioli et al., 2005).

En ce qui concerne les oiseaux, des souche de STEC ont pu étre mises en évidence chez les
volailles (Dutta et al.,, 2011). Des STEC 0157 ont aussi été détectés dans des denrées
alimentaires issues de volailles (Chinen et al., 2009). Des STEC ont déja été isolés dans les

féces d’oiseaux sauvages (Hughes et al., 2009).
Bien que toutes les STEC isolées chez I'animal ne soient pas systématiquement de réelles

EHEC, les ruminants pourraient jouer un role non-négligeable dans la dissémination des

souches dans I’environnement (Howie et al., 2003).
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4.2. Les modes de transmission

Les études d’épidémiologies ont permis d’améliorer les connaissances sur les modes de
transmission et les sources de contamination a STEC. La Figure 10 présente les flux

potentiels des STEC entre le réservoir animal et I'homme.

Figure 10. Flux potentiels des STEC. Les fleches indiquent les flux potentiels des STEC entre

le réservoir animal et 'homme (AFSSA, 2003).
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Les principaux modes de transmission des STEC a ’lhomme sont :

- la consommation d’aliments contaminés insuffisamment cuits ou crus. Elle est la principale
source de contamination humaine (la moitié des épidémies a EHEC). Les produits carnés
d’origine bovine sont a 'origine d’un grand nombre d’infections a E. coli 0157:H7 (Vernozy-
Rozand & Montet, 2001) suite principalement a une cuisson insuffisante (Roberts et al.,
1995) ou une ingestion crue. La viande d’autres animaux de boucherie ou de volailles a
également été mise en cause (AFSSA, 2003 ; Paton et al., 1996). Bien que plus rare, la
consommation de viande de boeuf hachée crue contaminée de maniéere croisée par une
mauvaise hygiéne des mains du personnel a aussi été décrite (Nataro & Kaper, 1998).

Les STEC sont généralement introduits dans la chaine alimentaire au moment de I'abattage.

Une mauvaise ou l'absence de ligature du rectum pourrait laisser fuir les excréments de
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I'animal. L'étape de I’habillage est également sensible puisque le cuir contaminé des
animaux pourrait entrer en contact avec la carcasse. Enfin, I'étape de I'éviscération, si elle
est mal pratiquée, peut entrainer une rupture de I'appareil digestif libérant ainsi le contenu
de lintestin. Les étapes de transformation peuvent également étre une source de
contamination (contaminations croisées).

Le lait et les produits laitiers pasteurisés ou non ont également été a |'origine d’épidémies
(Baylis, 2009). Ces cas seront largement détaillés dans le chapitre 2 de ce mémoire.

Les fruits et légumes crus (salade, radis, épinards, oignons, etc) peuvent étre directement
contaminés par I'eau d’irrigation, a partir du sol contaminé suite a I'’épandage d’effluents

d’élevages ou via I'activité de la faune du sol.

- La transmission de personne a personne. Le portage sain humain de STEC existe (Silvestro
et al., 2004) mais semble rare et transitoire (Stephan & Untermann, 1999). Une étude de 2
ans portant sur des travailleurs de ferme non-malades de 3 régions distinctes d’Angleterre a
montré que 3,3% des échantillons de sérum des personnes considérées possédaient des
anticorps anti-0O157, acquis suite a un contact prolongé avec ces antigenes dans
I'environnement de la ferme. Ces personnes sont considérées comme des porteurs sains
(Quilliam et al., 2012). La majorité des cas de transmission de personne a personne des STEC
résulte d’'un contact avec les malades. Cette transmission est d’autant plus importante
lorsque I'hygiene générale est mauvaise et que les contacts sont étroits. La transmission oro-
fécale est une réelle préoccupation dans les créches (Sugiyama et al., 2005), les centres de
soins journaliers (Reida et al., 1994) mais aussi dans les centres pénitenciers (CDC, 2012). Ce
mode de transmission peut étre aussi responsable de I'extension de I'infection au sein des

familles et dans les hopitaux.

- l’ingestion d’eau contaminée. La consommation d’eau de puits, d’eau de source privée et
d’eau de distribution non traitées a été a I'origine de cas isolés d’infections (Chalmers et al.,
2000 ; Jackson et al., 1998) et d’épidémies a E. coli 0157 (Holme, 2003 ; Mannix et al., 2007).
Depuis ces dix derniéres années, le nombre d’épidémies associées aux réseaux publics d’eau
potable a nettement diminué, notamment grace a la mise en place de mesures préventives

et curatives appropriées. Dans le cas des réservoirs d’eau dédiés a une consommation
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privée, ces mesures ne sont pas toujours appliquées. Du fait de leur insalubrité et de leur
localisation (en aval de terres agricoles paturées par des ruminants ou fertilisées par les
effluents d’élevages), ces réservoirs d’eau peuvent étre contaminés par les eaux de
percolation et/ou de ruissellement, notamment a la suite d’importants événements
pluvieux. Entre 1971 et 2000, des souches de E. coli pathogénes ont été retrouvées dans 6%
des épidémies dues a I'ingestion d’eau de boisson contaminée au USA (Craun et al., 2005).
Une épidémie d’infection a E. coli 0157:H7 a fait plus de 2 300 malades dont 7 morts au
Canada en Mai 2000 suite a la consommation d’eau de boisson (Hrudey et al., 2003). De
plus, des souches de E. coli 0157:H7 ont été isolées dans des eaux de surfaces ou des eaux
usées au Canada (Jokinen et al., 2010). Plusieurs épidémies liées a l'ingestion de végétaux
contaminés par des EHEC ont aussi été recensées suite a l'irrigation des cultures par des
eaux contaminées, a I'épandage de fumier ou de lisier d’animaux contaminés (Ackers et al.,
1998). Certaines études suggérent méme que |'eau d’irrigation pourrait contaminer les
végétaux par leurs racines (Wachtel et al.,, 2002). L'ingestion accidentelle d’eau lors de
baignades dans un lac, ou dans une autre étendue d’eau naturelle (Ackman et al., 1997 ;
Cransberg et al., 1996 ; Ihekweazu et al., 2006 ; Keene et al., 1994 ; Paunio et al., 1999) ou
encore dans une piscine (Brewster et al.,, 1994 ; Friedman et al.,, 1999) a souvent été
incriminée dans les cas de contamination humaine par les STEC. Cependant, aux Etats-Unis,
les épidémies a E. coli 0157:H7 d’origine hydrique sont principalement associées aux eaux
issues de lacs ou riviéres, en raison de la sensibilité des souches, notamment a la chloration

des eaux de piscines (Craun et al., 2005).

- Le contact avec des animaux (notamment les bovins). La transmission de E. coli 0157:H7 a
I’'homme, par contact direct ou indirect avec des animaux de ferme ou leurs déjections, a été
décrite lors de cas sporadiques (O’Brien et al., 2001a) mais aussi lors d’épidémies (CDC,
2012 ; Crump et al., 2002 ; Ihekweazu et al., 2012). Par ailleurs, le taux de porteurs sains en
E. coli 0157 était plus élevé dans les populations vivant en contact permanent avec les
animaux (Evans et al., 2000).

Il a été démontré que des souches E. coli 0157:H7, mais aussi de STEC 026:H11 et 0111 sont
capables de survivre une centaine de jours dans les féces de bovins (Duffy, 2003 ; Fremaux et

al., 2008a ; Fremaux et al., 2008b ; Fremaux et al., 2010 ; Fukushima et al., 1999). De méme,
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les STEC sont capables de survivre plusieurs mois dans le sol (Fremaux et al., 2010). Or, le sol
contaminé par les déjections des animaux de ferme a également été a |'origine d’épidémies
a E. coli 0157:H7, notamment durant des événements en plein air, tels que des festivals
(Crampin et al., 1999) ou des campements touristiques sur des sols préalablement paturés
par des ruminants (Ogden et al., 2002). En Ecosse, des sols souillés ont été impliqués dans

11% des infections environnementales a E. coli 0157:H7 (Strachan et al., 2006).

4.3. Principales épidémies

La premiere épidémie recensée a eu lieu aux USA en 1982 : 46 personnes ont présenté des
symptdémes suite a la consommation de viande hachée de bceuf contaminée par E. coli
0157:H7 (Riley et al., 1983). La plus importante épidémie mondiale a été liée a la présence
du sérotype 0157:H7 dans des germes de radis blanc ayant été consommés au Japon et
ayant conduit a plus de 9 000 malades et 12 décés (Michino et al., 1999).

En Ecosse, entre 1994 et 2003, sur 35 épidémies a E. coli O157:H7 identifiées, 19 (54%)
étaient associées a des sources environnementales de contamination (Strachan et al., 2006).
Soulignons que 21% des épidémies investiguées présentaient une source de contamination
inconnue (Rangel et al., 2005). Le Tableau 4 retrace les principales épidémies dans le monde
dues aux STEC depuis 1982. Les épidémies ayant impliqué des produits laitiers seront plus

largement décrites dans le chapitre 2 de ce mémoire.

Tableau 4. Principales épidémies dues aux STEC dans le monde depuis 1982.

Sérogroupes Nb de malades (SHU | Aliments suspectés
Année Pays Référence
de STEC et déces) ou confirmés
Viande hachée de | (Riley et al.,
1982 USA 0157:H7 46
beeuf 1983)
(Ryan et al,
1984 USA 0157:H7 34 (4 déces) Hamburger
1986)
152 (22 SHU et 2 | Viande de caribou | (Orr et al.,
1991 Canada 0157:H7
déces) et boeuf haché 1994)
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501 (45 SHU et 3

(Bell et al.,

1992-93 | USA 0157:H7 Hamburger
déces) 1994)
(Tilden et al.,
1994 USA 0157:H7 23 (2 SHU) Salami sec
1996)
(Upton & Coia,
1994 Angleterre | 0157:H7 70 (9 SHU et 1 PTT) | Lait pasteurisé
1994)
(Ackers et al.,
1995 USA 0157:H7 >70 (1 SHU) Laitue
1998)
Saucisse seche | (Paton et al.,
1995 Australie | O111:H 23 SHU (1 déceés)
fermentée 1996)
Plats préparés a
(Stevenson &
1995 Angleterre | 0157 14 (2 SHU) base de viande
Hanson, 1996)
crue (beeuf et porc)
(Michino et al.,
1996 Japon 0157:H7 9451 (12 déces) Radis blanc
1999)
70 (14 SHU et 1 |Jus de pomme non | (Cody et al.,
1996 Canada 0157:H7
déces) pasteurisé 1999)
Jus de pomme frais | (Hilborn et al.,
1996 USA 0157:H7 14 (3 SHU)
non pasteurisé 2000)
512 (34 SHU et 17 (Cowden et al.,
1996 Ecosse 0157:H7 Viande de beoeuf
déces) 2001)
(O’Brien et al.,
1997 Ecosse O157:H 37 Gateau a la creme
2001b)
(Breuer et al.,
1997 USA 0157:H7 108 (4 SHU) Germe de luzerne
2001)
1998 USA 0157:H7 55 Fromage frais caillé | (CDC, 2000)
2300 (Hrudey et al.,
2000 Canada 0157:H7 Eau de boisson
(7déces) 2003)
2000 Angleterre | 0157 6 (1 SHU) Lait non pasteurisé | (Baylis, 2009)
2001 Canada 0157:H7 5 (2 SHU) Lait de cheévre non | (Mclntyre et al.,
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pasteurisé 2002)
11 (Espié et al.,
2002 France 0148:H8 Viande de mouton
(2 SHU) 2006b)
70 (King et al.,
2005 France 0157:H7 Viande de beeuf
(17 SHU) 2009b)
(Espié et al.,
2005 France 026 6 SHU Camembert
2006¢)
2 Fromage au lait cru | (Espié et al.,
2005 France 0157
(1 SHU) de chévre 2006a)
120 (Soderstrom et
2005 Suede 0157:H7 Laitue
(7 SHU) al., 2005)
17 (10 SHU et 1 (Sekse et al,
2006 Norvege 0103:H25 Saucisse fermentée
déces) 2009)
199
2006 USA 0157:H7 Epinards (CDC, 2006)
(31 SHU et 3 déces)
2 (King et al.,
2009 France 0123:H Hamburger
(1 SHU) 2010a)
2010 USA 0145 19 Laitue (CDC, 2010)
3816
Germes de | (Beutin &
2011 Allemagne | 0104:H4 (845 SHU et 54
Fénugrec Martin, 2012)
déces)
15 Germes de | (Grad et al,
2011 France 0104:H4
(9 SHU) Fénugrec 2012)
Viande hachée de
2011 France 0157:H7 19 SHU (InVS, 2011)
boeuf
Viande hachée de
2012 France 0157:H7 4 SHU (InVS, 2012)

boeuf

La plupart des ces épidémies ont été liées a des souches classiques de EHEC, et

particulierement au sérotype 0157:H7, portant les genes eage et stx. A I’"heure actuelle, plus
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de 100 sérotypes différents de EHEC ont été responsables d’épidémies. Le sérotype O157:H7
a longtemps été le plus incriminé dans les cas d’épidémies et le plus souvent isolé dans
diverses matrices. Ceci s’expligue notamment par I'implication de ce sérotype dans des
épidémies, mais aussi par le fait que E. coli 0157:H7 a longtemps été le seul recherché dans
certains pays jusqu’a la fin des années 2000. La plupart des méthodes de détection et
d’isolement ont été mises au point pour ce sérotype, facilitant sa recherche. De plus, les
souches appartenant a ce sérotype présentent des caractéristiques phénotypiques qui leur
sont propres et qui les rendent plus facilement identifiables que les autres STEC : absence de
fermentation du sorbitol et absence d’activité de la B-glucuronidase (Cebula et al., 1995).
Notons néanmoins que certaines souches de E. coli 0157:H7 impliquées dans des cas de
pathologie chez I'étre humain présentent une activité B-glucuronidase et fermentent le
sorbitol (Karch & Bielaszewska, 2001). Les récents progrés en matiere de milieux
d’enrichissement (Savoye et al., 2011 ; Verstraete et al., 2010), de géloses sélectives (Possé
et al., 2008) ou encore les méthodes de détection par RT-PCR (Madic et al., 2010 ; Perelle et
al., 2004) ont permis de mettre en évidence une tres forte implication des EHEC non-

0157:H7 dans les épidémies (Tableau 5 et Figure 11).

L'épidémie due a une souche d’E. coli 0104:H4 en Allemagne ainsi qu’en France en 2011 se
distingue particulierement du fait de la souche impliquée. En effet, cette souche épidémique
appartenait au sérotype 0104:H4 et possédait le gene stx2 qui code la Shiga-toxine de type
2. Cette souche ne possédait pas le gene eae mais portait le géne aggR présent sur le
plasmide pAA caractéristique des E. coli entéro-agrégatives. Cette souche présentait un
profil de multi-résistance aux antibiotiques grace a un plasmide codant pour des PB-

lactamases a spectre étendu (ESLB) (Grad et al., 2012).
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Tableau 5. Prévalence des différents sérogroupes de EHEC impliqués dans les cas de SHU

en France (AFSSA, 2010 et données inVS).

Sérogroupes 1996-2006 2007 2008 2009
% de cas % de cas % de cas % de cas
1 1 T T

0157 83 58 69 28
026 6 7 7 8
0145 2 4 5 3
0103 3 5 2 2
0111 1 2 0 3
0121 0 5 1 3
091 1 0 1 0
055 1 0 1 2
autres 3 19 14 51

Figure 11. Prévalence des différents sérogroupes de EHEC impliqués dans des cas de SHU

en Italie (Scavia et al., 2012).
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Les souches E . coli 0104:H4 isolées suite a I'épidémie Francgaise de Juin 2011 présentaient
un profil PFGE similaire a celles identifiées et caractérisées dans le cadre de I'épidémie
observée en mai-juin en Allemagne de cette méme année. Néanmoins, plusieurs mutations
au niveau nucléotidique avaient pu étre mises en évidence apres séquencage du génome de
certaines de ces souches isolées de patients en Allemagne et en France (Grad et al., 2012).
Cette forte homologie des isolats combinée au caractére rare de la souche a I'origine de ces
épidémies, ont laissé supposer que ces deux événements sont liés a une source commune.
L’enquéte épidémiologique avait identifié des germes de fénugrec comme étant la source la
plus probable de I'épidémie (ANSES, 2011b).

Les épidémies provoquées par cet E. coli 0104:H4 ont mis en évidence les menaces
imprévisibles que font planer les STEC sur la santé humaine et I'enjeu important que
représente la connaissance de leur comportement dans les aliments afin de pouvoir

anticiper toutes épidémies potentielles.

En conclusion, au cours des années 80, la plupart des infections consécutives aux EHEC
étaient essentiellement associées a la consommation de denrées d’origine animale. Les
sources d’infections a EHEC ont considérablement évolué depuis ces dix derniéres années.
L'ingestion de végétaux ainsi que le contact avec les animaux et leur environnement sont de
plus en plus impliqués en clinique humaine. Ceci s’explique sans doute par :

- une recherche plus exhaustive des sources potentielles de contamination lors d’une
épidémie a EHEC,

- des méthodes d’investigation de plus en plus performantes (PFGE, MLST, MLVA,
séquencage),

- une multiplication des élevages intensifs bovins,

- et par une modification du régime alimentaire chez ’"homme, avec une consommation

accrue de fruits, légumes et aliments crus dans les pays développés.
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5. Recherche d’E. coli O157:H7 et des STEC dans les

aliments

Le lait et les produits laitiers peuvent étre un vecteur de contamination par les STEC. lls ont
été impliqués dans plus d’une dizaine d’épidémies alimentaires dans le monde depuis 2005
et il parait utopique a I’'heure actuelle de pouvoir éliminer totalement les différentes sources
de contamination qui ont été décrites en dépit de I'application de mesures d’hygiénes
correctes. Afin de prévenir les risques de contaminations humaines par ces bactéries, en
complément de toutes les mesures décrites précédemment, il est donc indispensable de

pouvoir les détecter rapidement dans les aliments.

A ce jour, il n’existe pas de critéeres microbiologiques applicables aux denrées alimentaires
concernant la détection des STEC dans les matrices alimentaires (excepté pour les graines
germées) (JO L332 du 7.12.2007).

Comme cela est indiqué dans la Saisine n°2010-SA-0031 de I’ANSES (ANSES, 2011a) : « Dans
son considérant 14, le Réglement (CE) N°2073/2005 modifié se référe a un avis du Comité
Scientifique des Mesures Vétérinaires en rapport avec la Santé Publique (CSMVSP) qui
conclut que la mise en place d'une norme microbiologique pour le sérogroupe 0157
n’entrainerait pas de réduction sensible du risque d’infection grave a EHEC pour les
consommateurs en raison de la présence sporadique et de la faible prévalence globale de la
bactérie dans les denrées alimentaires concernées. Ces données de prévalence n'ayant pas
significativement évolué depuis la parution de cet avis (EFSA, 2007; EFSA, 2009 ; EFSA, 2010 ;
Hussein, 2007), les conclusions du considérant 14 ne sont actuellement pas a remettre en
cause pour les filieres considérées a risque.

Comme il est mentionné dans I'avis du CSMVSP, si cette prévalence devait augmenter, la
mise en place d'un critére microbiologique deviendrait un moyen efficace de maitrise du
risque. Cependant, un critére microbiologique serait a considérer pour tous les sérotypes
présentant un danger potentiel pour les consommateurs et non uniquement pour le

sérogroupe 0157. Il est également important de mentionner I'absence a ce jour d’un outil
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analytique performant dont la mise en ceuvre simple et accessible permettrait de rechercher
I'ensemble des STEC potentiellement pathogénes dans les produits alimentaires, en
particulier pour les sérotypes autres qu’O157:H7 et qui permettrait de quantifier
I’expression des facteurs de virulence qui jouent un réle prépondérant dans la pathogénicité
de ces bactéries. Dans une situation d’augmentation de prévalence, la modélisation
mathématique permettra d'apprécier quantitativement l'effet de la mise en place d'un
critere microbiologique, mais également de définir plus précisément les plans
d'échantillonnage a suivre, en fonction des niveaux de prévalence observés dans les
produits. Il est cependant important de rappeler que, quelle que soit la situation, « il ne faut
pas confondre la liste des dangers, a définir dans le cadre du PMS, et les critéres présents
dans le réglement. L’absence de critére réglementaire ne signifie pas absence de danger a

prendre en compte ». »

A ce titre, le « paquet hygiéne » (réglement Européen) impose aux producteurs de mettre
sur le marché des produits alimentaires indemnes de toute contamination. Les fabricants de
fromages au lait cru sont eux fortement encouragés a mettre tout en ceuvre pour détecter
les STEC dans leurs produits. Par ailleurs, I’/ANSES a émis un avis définissant génétiquement
les STEC considérées comme hautement pathogénes pour ’lhomme (Saisine n°2010-SA-0031
liée a la saisine n°2008-SA-0122) (AFSSA, 2008 ; AFSSA, 2010 ; ANSES, 2011a) comme cela a
été précisé dans le chapitre 1. En France, le focus est mis sur les STEC possédant
concomitamment les genes stx et eae de sérotype 026:H11, 0103:H2, O111:H8, 0145:H28
et O157:H7. Il y a donc un risque de ne pas détecter certaines souches extrémement
pathogene comme E. coli 0104:H4. D’autres pays comme I’Allemagne recherchent tous les
STEC quel que soit leur sérotype.

De maniere générale, en microbiologie alimentaire, le protocole classique de recherche des

STEC dans les aliments suit toujours le méme schéma (Figure 12).

Figure 12. Protocole simplifié de recherche des STEC.

Prise d’essai mmjp ENrichissement g, pétection mmp  Confirmation
sélectif ou non
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Tout d’abord, un échantillon (ou prise d’essai) est prélevé. Il est important de souligner la
difficulté de mise en place de plan d’échantillonnage pour les matrices fromageres. En effet,
le taux de contamination étant trés faible (environ 1 UFC/mL de lait), l]a contamination de
ces produits par les STEC est tres hétérogéne (Baylis, 2009). La prise d’essai et
I’échantillonnage s’averent donc étre crucial en ce qui concerne la recherche des STEC dans
un fromage et représente une étape critique pouvant facilement biaiser I'analyse : I’'analyse
d’une portion de 25 g d’un seul fromage ne pourra, a elle seule, refléter une production
compléte de fromage. Ensuite, I'étape d’enrichissement (sélectif ou non) a l'aide d’un
bouillon nutritif permet a la bactérie recherchée de se multiplier avant I'étape de détection
qui peut étre aussi bien immunologique, phénotypique que génétique. Cette étape de
détection permet l'obtention d’un résultat positif présomptif (une suspicion) ou négatif
(arrét des analyses). En cas de résultat positif, la présence de la bactérie cible est suspectée
(résultat présomptif) et une étape supplémentaire s’ajoute donc au protocole : I'étape de
confirmation. Cette derniére permet de confirmer la présence de la bactérie suspectée dans
I'aliment en déterminant son genre, son espéce et les facteurs de virulence qu’elle porte.
Cette étape de confirmation est donc en quelque sorte la plus critique du protocole
puisqu’elle détermine la dangerosité de la souche présente et donc le risque encouru en cas

de consommation de I'aliment contaminé.

La méthode privilégiée au niveau européen pour la recherche des STEC dans les aliments
consiste a mettre le focus sur les sérotypes les plus fréquemment impliqués dans les
épidémies comme les sérotype 0157:H7, 026:H11 (..) apres avoir détecté la présence
concomitante des génes stx et ege dans une méme matrice. Par contre, les aliments
contaminés par des sérotypes moins fréquemment associés a des pathologies chez I'étre
humain, mais qui peuvent s’avérer extrémement dangereux comme E. coli 0103:H25
(L’Abée-Lund et al., 2012) et E. coli 0104:H4 (Beutin & Martin, 2012), risquent d’échapper a
ces méthodes sélectives.

Jusqu’a récemment, la seule norme existante était spécifique a la détection d’E. coli
0157:H7. Historiguement, seul ce sérotype était recherché: la norme NF EN ISO
16654 :2001 (« Méthode horizontale pour la recherche des E. coli 0157 ») détaille une

méthode destinée a détecter Escherichia coli appartenant au sérogroupe 0157 dans les
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aliments. E. coli 0157:H7 étant le sérotype de STEC le plus impliqué dans les épidémies et les
cas de pathologies humaines, de nombreuses méthodes alternatives validées AFNOR
permettant la détection de ce sérotype sont commercialisées.

Mais au fil du temps, la définition des STEC pathogenes a évolué, d’autres sérotypes se
révélant tout aussi dangereux. Ainsi, pour la détection des souches non-0157, un projet de
spécification technique ISO/CEN a été adopté a I'ISO (ISO-TS 13136). Ce projet propose une
méthode horizontale pour la détection des Escherichia coli producteurs de Shigatoxines
(STEC) (Figure 13). Cette méthode repose sur la recherche concomitante des genes stx et eae
dans une méme matrice. Si ces 2 geénes sont présents, alors une recherche des géenes
spécifiques de certains sérogroupes est effectuée. Actuellement, en France, les sérogroupes
0157, 0111, 026, 0103 et 0145 sont recherchés, mais cette méthode peut s’étendre la
recherche d’autres sérogroupes. Les échantillons positifs pour les genes stx, eae, et les génes
spécifiques de sérogroupe (0157 et/ou 026 et/ou 0103 et/ou 0111 et/ou 0145), sont
soumis a une étape supplémentaire afin d’isoler la souche STEC. La méthode a été
recommandée par I'EFSA pour la détection des STEC 0157 et non-0157 dans les échantillons

de denrées alimentaires.

Il existe de nombreuses méthodes publiées ou commercialisées afin de détecter les STEC. Le
but de ce paragraphe est de décrire dans les grandes lignes le protocole de détection des
STEC. Les différentes étapes de ce protocole appliqué aux matrices issues de produits laitiers
seront décrites en mettant le focus sur les avantages, mais aussi les limites de ces différentes

méthodes.
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Figure 13. Diagramme simplifié représentant la procédure de recherches des STEC selon la

norme ISO-TS 13136.

Prise d’essai x g ou x mL.

Y

Dilution au 1/10 avec mTSB complémenté soit de novobiocine soit d’acriflavine ou avec de I'EPT.

\J
Enrichissement 18 a 24h a 37°C +/- 1°C.

A4

Prélevementde 1mL du bouillon d’enrichissement, extraction de I’ADN, test par PCR en temps réel (RT-
PCR) de la présence des génes stx et eae.

Y

Présence des genes stx et Présence de genes stx Absence de génes stx : arrét
eae : recherche dans le seule : arrét des analyses. des analyses.

bouillon d’enrichissement
des génes associés aux
principaux sérogroupes.

e

>

Présence concomitante des génes stx et ege et de génes Présence concomitante des génes

associés a un ou plusieurs des principaux sérogroupes : stx et eae MAIS absence de génes
Isolement des souches par IMS spécifiques aux sérogroupes assoCiés aux principaux

détectés a partir du bouillon d’enrichissement. sérogroupes : arrét des analyses.

\

Etalement de I'IMS sur géloses spécifiques, incubation 18 a 24h a 37°C +/- 1°C.

!

Test sur 50 colonies caractéristiques de la présence concomitante des genes stx et eae. Si positif,
identification du sérogroupe (RT-PCR ou serum) / sérotype (RT-PCR).

5.1. l’enrichissement des matrices alimentaires

L"enrichissement est une étape importante lors de la détection de micro-organismes dans
les aliments. En effet, la plupart des méthodes de détection utilisées a I'heure actuelle
nécessitent une étape d’enrichissement, étant donné les faibles taux de bactéries

pathogenes retrouvés dans les échantillons. L’étape d’enrichissement consiste a prélever
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une quantité donnée d’échantillon auquel est ajouté un bouillon d’enrichissement sélectif
ou non. Ce mélange est ensuite incubé a la température optimum de croissance des
bactéries cibles pendant une certaine durée. Cette étape d’enrichissement permet donc,
d’une part de favoriser la croissance de la bactérie recherchée tout en limitant au maximum
le développement de la flore annexe, mais aussi de permettre a la bactérie de « récupérer »
d’éventuels stress et/ou dommages ayant été occasionnés par le processus de fabrication de
I'aliment. Cette phase d’enrichissement a pour principal objectif d’éviter les faux résultats

négatifs.

Le choix des bouillons d’enrichissement et les températures d’incubation apparaissent donc
comme déterminants. A I’heure actuelle trois milieux d’enrichissement sont plus largement
utilisés pour la détection des E. coli 0157:H7 : le Trypticase Soya Broth modified (mTSB), le
milieu E. coli ainsi que I'Eau Peptonée Tamponnée (EPT) (Vimont et al., 2006). De plus, afin
de limiter au maximum les effets de compétition bactérienne, les enrichissements peuvent
étre optimisés en ajoutant des substances favorisant la croissance des bactéries recherchées
ou inhibant la croissance de la microflore annexe. Il a été montré que, dans 60% des cas, un
antibiotique était ajouté au milieu d’enrichissement et que la novobiocine était celui le plus
fréguemment utilisé (Vimont et al.,, 2006). De plus, des composants tels que I'acriflavine
peuvent également étre utilisés (Miszczycha et al., 2012 — ANNEXE 10 ; Vernozy-Rozand et
al., 1997). Cet intercalant est essentiellement rajouté dans les enrichissements de produits
laitiers : I'acriflavine inhibe le développement des bactéries lactiques au profit des STEC
(Weaver et al., 1996).

La température d’incubation joue un réle important lors de I'étape d’enrichissement. Pour E.
coli 0157:H7, il a été démontré qu’un enrichissement a 41.5 °C favorise son développement
et ralentit la croissance des autres bactéries présentes dans la matrice alimentaire. Il est
important de souligner que, par manque de données dans la littérature, les enrichissements
des STEC non-0157 se font par défaut a 37 °C.

La durée d’incubation peut également jouer un réle important. En fonction du milieu
d’enrichissement choisi, la flore microbienne annexe se développe plus ou moins et peut
avoir un impact sur la croissance de la bactérie cible. Ceci s’explique par un phénoméne de

compétition correspondant a I'épuisement d’une ressource limitante commune aux flores
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microbiennes. Ce « ralentissement » simultané des microflores au début de la phase
stationnaire de la microflore majoritaire est désigné sous le terme « d’effet Jameson ».
Notons qu’il n’existe pas a I'heure actuelle, de milieux d’enrichissement spécifiques et
recommandés pour les sérogroupes autres qu’'O157 méme si diverses études se sont
intéressées a ce sujet (Possé et al., 2008 ; Savoye et al., 2011 ; Vimont et al., 2006).

Il est important de rappeler que les bouillons d’enrichissement cités précédemment ont été
mis au point pour les matrices carnées. Or, les matrices a base de lait cru sont riches en
acide gras et présentent une communauté microbienne aussi importante que variée. Il a été
observé notamment qu’une méme souche de E. coli 0157:H7 artificiellement inoculée dans
une portion de viande hachée ainsi que dans une portion de fromage au lait cru de type pate
molle réagit différemment a I'étape d’enrichissement. Il s’avere nettement plus difficile de
détecter et isoler cette souche pour I'essai avec le fromage que pour celui avec la viande
(Miszczycha et al., 2012 — ANNEXE 10). L'optimisation des méthodes d’enrichissement pour
les produits a base de lait cru représente un challenge toujours d’actualité.

Pour conclure, rappelons que cette étape particulierement délicate reste un équilibre a
trouver entre I'inhibition de la croissance des autres micro-organismes et le développement

optimum de la bactérie recherchée.

5.2. Détection des STEC

Il existe a I’"heure actuelle de nombreuses méthodes destinées a détecter les STEC a partir de
matrices plus ou moins complexes. Ces méthodes reposent sur des techniques dites
immunologiques (méthode ELISA...), phénotypique (isolement sur géloses spécifiques) ou
génétiques basées sur 'amplification des séquences spécifiques d’ADN ou d’ARN (PCR, RT-
PCR...). Nous nous intéresserons essentiellement aux méthodes basées sur la PCR car celles-
ci, du fait de leur rapidité, efficacité et sensibilité, se sont imposées au sein des laboratoires

d’analyses et de recherches pour la détection des STEC.
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5.2.a. Principe de la PCR en temps réel (RT-PCR) — chimie TagMan

Au cours de ces 10 derniéres années, les progrés en matiére de RT-PCR ont été nombreux et
cette technique s’est depuis largement démocratisée et imposée au sein des laboratoires
afin de détecter et confirmer la présence des genes de virulence et des sérotypes de STEC
directement a partir des bouillons d’enrichissement ou a partir de souches isolées aprés une
étape d’extraction et purification de ’ADN. De nombreux protocoles ont été publiés afin de
détecter les principaux génes de virulence des STEC tels que les génes stx ou eae ou encore
les génes nle (Bugarel et al., 2010b ; Nielsen & Andersen, 2003 ; Perelle et al., 2004), ou
permettant d’identifier les différents sérogroupes/sérotypes (Lin et al., 2011 ; Madic et al.,
2011 ; Miszczycha et al., 2012 — ANNEXE 10 ; Perelle et al., 2004 ; Perelle et al., 2005). Ces
protocoles reposent sur 'utilisation de sondes d’hydrolyse appelées sondes « Tagman ». Ces
sondes sont spécifiques de la partie du génome a amplifier, et sont composées d’un reporter
(émetteur) qui émet de la fluorescence et d’'un quencher (extincteur) qui I'absorbe. Lorsque
la sonde est intacte (reporter et quencher a coté), le quencher absorbe la fluorescence
émise par le reporter. Dans ce cas, il n'y a pas d’émission de fluorescence. A chacun des
cycles de PCR, au cours de I’élongation du brin d’ADN, la Tag-polymérase hydrolyse la sonde
grace a son activité 5’ exonucléasique. Le reporter est alors séparé du quencher et émet de
la fluorescence. Cette fluorescence est alors détectée et enregistrée par 'automate et ce en
temps réel. La positivité d’une PCR en temps réel est déterminée par le nombre de cycles a
partir duquel le produit PCR est détectable. Le moment d’apparition de ce signal seuil
dénommé cycle seuil ou Ct (Cycle threshold) est dépendant de la quantité de matrice
initialement présente dans I’échantillon amplifié mais aussi de l'efficacité de la PCR. Le Ct
calculé est inversement proportionnel au logarithme décimal du nombre de copies initiales.

Il apparait toujours au cours de la phase exponentielle de la PCR.

5.2.b. Limites de la RT-PCR

Les méthodes PCR destinées a détecter les STEC dans des matrices complexes comme les
aliments présentent aussi certains inconvénients. Tout d’abords I'exploitation des Ct tardifs
(entre le 38 et le 40°m® cycle pour des PCR de 40 cycles) est laissée a I'appréciation de
I’expérimentateur (Mackay, 2007). En effet, malgré I'enrichissement, la concentration des
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STEC peut étre faible et la complexité des matrices peut étre un obstacle a I'extraction des
acides nucléiques ainsi qu’au bon déroulement de la réaction de PCR. Par conséquent, il est
fréquent d’obtenir des résultats avec un Ct tardif qu’il est alors difficile d’interpréter (faux
positif ? détérioration de la sonde ? ...). De plus, cette technique est incapable de distinguer
I’ADN des bactéries cibles de I’ADN libre, de cellules mortes ou provenant de phages. Les
marqueurs détectés dans les aliments ne sont pas nécessairement présents sur la méme
souche et peuvent étre situés sur différentes souches non pathogenes. Ainsi, une étape

d’isolement est nécessaire pour récupérer la souche a l'origine des signaux PCR.

5.3. l’étape de confirmation

L'ensemble des tests cités précédemment permet seulement d’obtenir un résultat
présomptif sur la présence de STEC. Il est donc toujours obligatoire de réaliser une
confirmation de ce résultat. Cette étape nécessite l'isolement et l'identification de la
bactérie cible recherchée (sérogroupe, flagelles, présence des facteurs de virulence...).

Pour les souches E. coli 0157, il existe plusieurs méthodes d’isolement validées: I'lmmuno
Séparation Magnétique (IMS), I'isolement direct et le VIDAS ICE. Pour les STEC appartenant
aux sérogroupes 026, 0103, 0111 et 0145, seule I'IMS existe. De plus, un étalement direct
sur gélose sélective peut étre réalisé.

L'IMS permet de rechercher et d’isoler les E. coli appartenant aux 5 sérogroupes (reconnus

pathogénes par I’AFSSA (AFSSA, 2010)) présents dans le bouillon d’enrichissement.

5.4. Les différents milieux d’isolement

5.4.a. Isolement des E. coli

Il existe une grande diversité de milieux, certains sont spécifiques d’une espéce (E. coli)
comme le milieu Coli ID (bioMérieux) et le milieu Rapid’E.coli2 (Bio-RAD). Ces milieux sont
des milieux chromogénes permettant le dénombrement des coliformes et d’E. coli. lls
contiennent deux substrats chromogénes. Les coliformes autres qu’E. coli apparaissent sous

forme de colonies bleues, grace a la mise en évidence de la B-galactosidase; les colonies d’E.
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coli apparaissent violettes/roses grace a la mise en évidence de la B-glucuronidase. Les
géloses sont incubées 18/24 heures a 37°C. Ces milieux sont utilisés dans la norme 1SO

16654.

5.4.b. Isolement des E. coli 0157:H7

Avant de décrire les différentes géloses spécifiques a ce sérotype, il est important de
rappeler que la plupart des souches d’E. coli O157:H7 ont la particularité de ne pas
fermenter le sorbitol et de présenter une activité B-glucuronidase négative (Cebula et al.,
1995 ; Monday et al., 2001). La plupart de ces géloses reposent sur ces 2 caractéristiques.
Parmi ces milieux sélectifs, nous pouvons citer :

- le milieu MacCONKEY Sorbitol (CT-SMAC) (E. coli 0157:H7 forme des colonies lisses,
incolores, pouvant présenter un halo orangé d’alcalinisation).

- le milieu ChromID 0157:H7 commercialisé par la société BioMérieux (aprés incubation, les
colonies caractéristiques de E. coli 0157:H7 ont une coloration verte a verte-bleue),

- le milieu BBL CHROMagar 0157 commercialisé par la société Becton Dickinson (les colonies
d’E. coli 0157:H7 produisent un colorant de couleur mauve),

- la gélose RAPID’E. coli 0157:H7 commercialisée par la société Bio Rad (les colonies d’E. coli
0157:H7 apparaissent bleues sombres/noires).

Néanmoins, certaines souches d’E. coli 0157:H7 sont capables de fermenter le sorbitol et
présentent un activité B-glucuronidase positive (Monday et al., 2001). Il est donc nécessaire

d’étre prudent lors de I'utilisation de ces géloses et notamment lors de la lecture de celles-ci.

5.4.c. Isolement des STEC non-0157:H7

En ce qui concerne la recherche des autres souches de STEC, I'identification sur gélose est
beaucoup plus fastidieuse. En effet, les STEC non-0157 n’ont pas de caractéristiques
biochimiques communes rendant possibles I'utilisation de milieux d’isolements particuliers.
Une solution alternative pour l'isolement de ces souches est l'utilisation de la gélose
« entérohémolysine ». La méthode est fondée sur le fait qu’une proportion importante des

STEC a la propriété de produire une entérohémolysine décelable sur gélose contenant des
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érythrocytes de moutons lavés, additionnés d’ions Ca2+ (Beutin et al., 1989). Mais certains
STEC non-0157 et STEC 0157 fermentant le sorbitol, peuvent ne pas produire
I’entérohémolysine et ne sont donc pas détectés sur gélose au sang (Bielaszewska et al.,
1998). Enfin, la présence d’'un grand nombre de souches non-STEC produisant une
hémolysine peut géner le repérage des colonies suspectes sur gélose au sang.

Possé et al. (2008) ont mis au point un protocole permettant d’isoler et de détecter les
guatre autres sérogroupes (026, 0103, 0111, 0145). Aprés un enrichissement approprié, les
colonies sont isolées sur des géloses contenant entre autre des antibiotiques et un substrat
(X-gal). Ces différents composants permettent de différencier phénotypiquement les STEC
non-0157.

Une gélose commercialisée, la gélose CHROMagar STEC permet l'isolement des souches
STEC : les E. coli 0157 y apparaissent mauves, les E. coli 026 y apparaissent mauves et sont
fluorescentes, les autres STEC y apparaissent mauves et sont plus ou moins fluorescents.
Néanmoins, certains STEC non-026 et non-0157 peuvent avoir des difficultés pour pousser
sur cette gélose et certaines colonies non-STEC peuvent présenter les mémes
caractéristiques que les colonies STEC. Une autre gélose, la gélose Rainbow 0157 agar
permet de mettre en évidence les différents sérogroupes de STEC : 0157 en noir/gris, 026
en violet, 0103 en gris/violet/bleu-violet, 0111 en gris-bleu/gris, 0145 en gris-violet/bleu-
violet, mais aussi les sérogroupes 045 en gris-violet/violet/magenta et 0121 en

magenta/violet.

5.5. Confirmation du sérotype et des facteurs de

virulence de la souche

Une fois qu’une souche a été isolée, il est encore nécessaire de confirmer le sérotype
(antigeéne somatique de surface O et antigene flagellaire H) et de rechercher les facteurs de
virulence de la bactérie. En effet, rappelons que selon la définition de I’AFSSA (AFSSA, 2010)
une souche STEC est dite pathogene si elle appartient a un des cing sérotypes (026:H11,
0103:H2, 0111:H8, 0145:H28 et 0157:H7) et qu’elle posséde les facteurs de virulence eae

et stx. Cette étape de confirmation est réalisée par PCR.
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Points clefs

=>» Les STEC sont des E. coli caractérisés par la présence de génes stx porté un phage de

type lambdoid.

=>» Les STEC pathogénes peuvent posséder d’autres facteurs de virulence tels que les

génes eae ou saa permettant a ces bactéries d’adhérer aux entérocytes.

=>» La Shiga-toxine codée par le géne stx est responsable des syndromes les plus graves

provoqués par ces bactéries.

=>» Certaines souches de STEC sont responsables de diarrhées sanglantes pouvant
évoluer en Syndrome Hémolytique et Urémique (SHU). Ces bactéries sont a I'origine
d’épidémies parfois de grande ampleur et sont appelées EHEC. Tous les EHEC sont

des STEC, mais tous les STEC ne sont pas des EHEC.

=>» Les ruminants et plus particulierement les bovins sont les principaux réservoirs de
STEC. Ces bactéries sont excrétées dans leurs feces et peuvent alors contaminer les

aliments ou étre disséminées dans I’environnement.

=>» Les STEC ont été responsables de nombreuses épidémies depuis les années 1980,

impliquant des aliments tres variés (viandes, produits laitiers, eau, végétaux).

=> Jusqu’a présent le sérotype O157:H7 était le plus impliqué dans les épidémies et le
plus recherché, mais les récentes avancées en matiere de détection et certaines
épidémies récentes tendent a démontrer I'implication de nombreux autres sérotypes

de EHEC.
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=>» Les techniques de détection sont de plus en plus performantes, mais les techniques
d’isolement des souches ne sont malheureusement pas aussi efficaces. De plus, le
choix de ne rechercher que certains sérotypes de STEC présente le risque d’exclure

des analyses certains sérotypes extrémement pathogenes bien que sporadiques.

=>» Une nouvelle spécification technique a été adoptée afin d’uniformiser au niveau

européen la recherche des STEC.
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CHAPITRE 2. STEC et produits laitiers

Les sources de contamination du lait, la prévalence des STEC dans les produits laitiers et les
principales épidémies dues aux STEC impliquant des produits laitiers seront décrites dans ce
chapitre. Les moyens de préventions seront ensuite abordés. Pour finir, I'impact des
parameétres technologiques de la fabrication des fromages sur le devenir des STEC sera
décrit.

Comme cela a été précisé dans le chapitre 1, les ruminants sont le principal réservoir des
STEC (Gyles, 2007). Or, la contamination des produits laitiers par les STEC au niveau des
fromageries, qui résulte généralement du non-respect des régles d’hygiéne, est relativement
rare. La contamination du lait se produit généralement en amont, au niveau des
exploitations laitieres (Ansay & Kaspar, 1997 ; Kousta et al., 2010). Dans leur revue
bibliographique, Hussein & Sakuma (2005a) ont observé que de nombreux sérotypes de
STEC isolés dans différentes exploitations laitieres du monde entier font partis des sérotypes

ayant été a I'origine de pathologies chez I'étre humain.

1. Excrétions des STEC par les ruminants laitiers

Les ruminants laitiers représentent un important réservoir de STEC et excrétent ces bactéries
dans leurs féces. Plusieurs études se sont intéressées a la prévalence du gene stx dans les
feces de ces ruminants sans procéder a l'isolement des souches (Gyles, 2007 ; Hussein &
Sakuma, 2005a). Ces données doivent donc étre interprétées avec prudence car elles ne
témoignent pas de la réelle prévalence de souches STEC potentiellement pathogénes dans la
matrice étudiée. En effet, les génes stx ainsi détectés peuvent provenir de phages ou de

souches E. coli n"appartenant pas aux sérotypes les plus fréquemment associés a des cas de
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pathologies chez I'"homme. Enfin, les genes détectés peuvent étre portés par I’ADN de

cellules mortes.

Certains travaux ont estimé une prévalence de E. coli 0157:H7 comprise entre 3 et 8% dans
les troupeaux étudiés et une prévalence a I'échelle des animaux de 0,5 a 1% (Meyer-Broseta
et al., 2001). En 2009, une étude menée par I'EFSA et réalisée sur les feces de plus de 5000
animaux, a révélé une prévalence des STEC atteignant 2,2%. En ce qui concerne le sérotype
0157:H7, 0,5% des échantillons ont été testés positifs. En Belgique, une étude réalisée par
Cobbaut et al. (2009) a rapporté la présence de souches E. coli 0157 dans 37,8% des 180
fermes étudiées.

De maniere générale, il faut garder en mémoire que les STEC peuvent étre présents, méme
occasionnellement, dans la plupart des fermes (Hancock et al., 2001).

Chez les brebis et les chevres, la prévalence des STEC semble importante. Zschock et al.
(2000) ont ainsi mis en évidence la présence de STEC chez 32,1% des brebis et 75,3% des
chévres issues de 9 exploitations laitieres étudiées en Allemagne. Dans ce méme pays,
Beutin et al. (1993) ont isolé des STEC chez 66,67% de 120 moutons et 56,1% de 66 chevres.
En Espagne, une premiere étude a révélé la présence de STEC chez 47,7% des chevres issues
de 12 troupeaux différents (Cortés et al., 2005). Une autre étude a, quant a elle, relaté que
sur 1300 brebis issues de 93 cheptels différents, 36% d’entre elles étaient porteuses de STEC
(Blanco et al., 2003). De plus, il semble que les sérotypes isolés chez ces animaux différent
de ceux habituellement isolés chez les bovins. Peu de souches appartenant au sérogroupe
0157 ont en effet pu étre isolées chez les ovins et les caprins (La Ragione et al., 2009). De
plus, malgré I'appartenance a certains sérotypes associés a des pathologies chez ’lhomme,
les souches isolées possédaient rarement les genes de virulences stx2 et eae (Beutin et al.,
1993 ; Blanco et al., 2003 ; Cookson et al., 2006 ; Kudva et al., 1996 ; Kudva et al., 1997 ;
Orden et al., 2003 ; Solecki et al., 2009 ; Zschock et al., 2000).

L’excrétion des STEC par les ruminants apparait comme un événement aléatoire. En effet,
certains auteurs le décrivent comme étant sporadique (Heuvelink et al., 1998 ; Mechie et al.,
1997 ; Rahn et al., 1997). Kudva et al. (1997) ont d’ailleurs démontré que les moutons
pouvaient excréter de maniére transitoire des STEC. Or, Orden et al. (2008) ont démontré

qgue des chévres pouvaient excréter de fagon persistante des STEC. L’analyse d’un seul
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échantillon de feces ne peut donc étre suffisant pour déterminer si I’animal est excréteur ou
non de STEC. Par ailleurs, les STEC peuvent persister plusieurs mois dans les fermes
(Fremaux et al., 2006 ; Geue et al., 2009 ; Gyles, 2007 ; Hussein & Sakuma, 2005b ; Widiasih
et al., 2004). Liebana et al. (2005) ont pu démontrer que des souches d’E. coli 0157 peuvent
persister 17 mois dans une méme ferme et étre excrétées 7 mois par des vaches. L'excrétion
des STEC peut varier en fonction des saisons avec une augmentation durant les mois d’été
(Berry & Wells, 2010 ; Hancock et al., 1997 ; Heuvelink et al., 1998 ; Van Donkersgoed et al.,
2001). Par ailleurs, certains bovins peuvent étre considérés comme des « supers excréteurs »
de E. coli 0157:H7 (taux excrété > 10% UFC par gramme de féces) et potentiellement d’autres
sérotypes (Chase-Topping et al., 2008). D’autres facteurs peuvent également contribuer a
I’excrétion des STEC comme I'dge (Hussein & Sakuma, 2005b), I'alimentation (Jacob et al.,
2009), I'habitat (Ellis-lversen et al., 2008 ; Leleune & Wetzel, 2007 ; McGee et al., 2004 ;
Vosough Ahmadi et al., 2007 ; Wood et al., 2007), le stress (Rostagno, 2009), la taille du
troupeau (Eriksson et al., 2005), la santé de I'animal (Byrne et al., 2003 ; Orden et al., 2003),
la localisation géographique (Leleune et al., 2006) et les antécédents de contamination par
des STEC ou tout autre pathogene (La Ragione et al., 2009 ; Naylor et al., 2007). Pour finir, il
est important de préciser que certains de ces animaux sont capables d’excréter une grande
variété de souches différentes pourtant issues d’'un méme sérotype. Jacob et al. (2011) ont
observé que plusieurs souches d’E. coli 0157:H7 avec des profils en PFGE différents
pouvaient étre isolées dans un méme échantillon de féces (chez 26% des animaux testés).
Ainsi, des souches de méme sérotype mais présentant un pouvoir pathogene

potentiellement différent pourraient se retrouver dans un méme échantillon.

Méme si la voie fécale, suite notamment a de mauvaises conditions d’hygiéne, est la
principale source de contamination du lait par les STEC (Hussein & Sakuma, 2005b), une
autre voie de contamination, bien que controversée, peut étre évoquée : il s’agit d’une
source intra-mammaire (Lira et al., 2004 ; Matthews et al., 1997 ; Stephan & Kuhn, 1999).
Cette excrétion pourrait étre provoquée par une mammite qui est une inflammation de la
mamelle d'origine infectieuse (des bactéries pénetrent dans le canal du trayon, pendant la
lactation ou la période seche). Deux formes de mammite sont distinguées : la forme sub-

clinique et la forme clinique. La premiéere ne présente pas de signes cliniques extérieurs, le
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diagnostic étant possible uniquement par numération cellulaire dans le lait. La deuxieme
quant a elle présente des signes locaux sur le lait comme la présence de grumeaux, et/ou sur
la mamelle (quartier chaud, dur, enflé, douloureux) et peut parfois entrainer des signes
généraux sur l'animal comme de la fievre. Cette pathologie peut étre provoquée par
différents pathogenes tels que S. aureus ou encore les entérobactéries. Certaines suspicions
de mammites provoquées par des STEC ont fait I'objet de publications. Matthews et al.
(1997) ont avancé la possibilité d’une invasion des cellules épithéliales de la mamelle par E.
coli 0157:H7 en cas de mammite (observation in vitro). En 1999, une étude réalisée en
Suisse sur le lait de 145 vaches atteintes de mammites provoquées par E. coli a révélé que
2,8% de ces souches possédaient bien le géne stx (Stephan & Kuhn, 1999). Une autre étude
portant sur 2144 échantillons de lait provenant de vaches atteintes de mammites a montré
que 12% des 182 E. coli isolées de ces échantillons étaient des STEC (Lira et al., 2004). A
I'inverse, aucune des souches E. coli responsables de mammites isolées en France ne
possedaient de géne stx (Raynaud et al., 2005). Les STEC sont, comme nous l’avons vu
précédemment, présents dans les fermes. Or, par contact (notamment avec les matiéres
fécales sur le sol), ces bactéries peuvent facilement atteindre les pis des animaux. A ce jour,
peu de connaissance des voies de colonisation et d’adhésion de ces bactéries au niveau du
pis de I'animal existent et il s’avérera certainement nécessaire d’approfondir nos
connaissances sur ce phénomeéne afin de mieux appréhender le role potentiel de la

mammite dans la contamination du lait par les STEC.

2. Sources et circulation des STEC dans les fermes

Comme cela a été évoqué dans le paragraphe précédent, les ruminants excretent les STEC
via leurs feces. Or, ce phénomeéene est a méme de contaminer, en plus du lait, tout
I’environnement de la ferme. De nouveaux animaux peuvent alors étre contaminés par ces
STEC que ce soit par contact direct avec les individus porteur de ces bactéries ou indirect via
I’environnement (Jonsson et al., 2001 ; McGee et al., 2002 ; McGee et al., 2004). Cette

contamination est d’autant plus forte lorsque des individus « super excréteurs » de STEC
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sont présents au sein de la ferme (Chase-Topping et al., 2008). La persistance des STEC dans
I’environnement s’explique notamment par les capacités de ces bactéries a survivre dans

différents milieux qui deviennent a leur tour des sources secondaires de contamination.

2.1. Survie dans les feces

Les contaminations fécales jouent un réle primordial dans la transmission des STEC au sein
des fermes. La durée de vie des STEC dans les feces varie selon les études, mais elle est
généralement d’environ 100 jours, que ce soit pour E. coli 0157:H7 ou E. coli 026:H11 et
0111 (Duffy, 2003 ; Fukushima et al., 1999 ; Scott et al., 2006). Frémaux et al. (2010) ont
montré que des STEC pouvaient survivre jusqu’a 2 mois dans des feces de bovins et que la
dispersion des pathogénes était avérée jusqu’a 20 cm sous la surface des sols de paturages
alpins. L’a,, élevée serait I'un des facteurs essentiel de la survie des STEC dans les féces de
bovins. L’a,, est généralement liée a la température dans les feces de bovins. Plus la
température est basse, plus I'a,, reste élevée : au dessus de 22 °C, I'a,, des feces en fin de
stockage est inférieure a 0,5, alors gu’elle reste voisine de 0,98-0,99 pour un stockage a + 5
°C (Wang et al., 1996).

De plus, de nombreuses études ont montré que les STEC peuvent survivre plusieurs
semaines dans le lisier et le fumier de bovins expliquant ainsi la persistance des STEC
(Himathongkham et al., 1999 ; Kudva et al., 1998 ; Nicholson et al., 2005). Frémaux et al.
(2007a) ont quant a eux démontré qu’un brassage de fumier, artificiellement inoculé par des
STEC, pendant le stockage permettait de diminuer leur taux.

Néanmoins, le devenir des STEC dans les feces d’espéces autres que bovines est peu connu.

2.2. Survie des STEC dans la ferme

L’environnement immédiat de la ferme peut aussi étre un lieu de transmission des STEC. En
effet, Cobbold et Desmarchelier (2002) ont observé qu’une grande proportion des
échantillons environnementaux au sein des exploitations était contaminée par des STEC.

Williams et al. (2005) ont également observé que les installations de la ferme (granges...)
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fournissaient de nombreux refuges pour les STEC. Ces bactéries peuvent aussi transiter par
I'eau de boisson (Kuhnert et al., 2005). Les abreuvoirs d’eau destinés au bétail sont des
sources potentielles de contamination des animaux par les STEC (Polifroni et al., 2012) qui
peuvent survivre plusieurs mois dans cet environnement, voire plus de 200 jours sous forme
de biofilms (Faith et al., 1996 ; Gautam et al., 2011 ; Hancock et al., 1998 ; Kuhnert et al.,
2005 ; Shere et al., 1998). La salive pourrait également étre un vecteur important de
contamination (Cobbold & Desmarchelier, 2002).

De plus, le niveau de contamination de I'environnement de la ferme pourrait étre lié a la
prévalence de la contamination en STEC du troupeau (Wilson et al., 1992): plus la
proportion des animaux porteurs sains dans le troupeau est importante, plus Ia
contamination environnementale serait forte. La litiere est I’échantillon le plus fréquemment
retrouvé positif, I'urine bovine pourrait aussi servir de substrat pour la croissance des
souches d’E. coli 0157:H7 (Davis et al., 2005). Par ailleurs, une étude menée en Suede dans
un élevage bovin laitier a montré que chez les veaux porteurs et excréteurs d’E. coli 0157:H7
au printemps, seuls ceux gardés a |'étable pendant I'été excrétaient encore la bactérie alors
gue ceux mis au pré n’en excrétaient plus (Jonsson et al., 2001). Ceci peut s’expliquer par un
phénoméne de re-contamination des animaux par l'intermédiaire de I'environnement de
I’élevage (locaux, matériel...). Par ailleurs, d’autres animaux au sein de la ferme peuvent étre
des vecteurs de transmission de STEC tels que les porcs, les chats, les chiens ou encore les
rongeurs et autres oiseaux (Berry & Wells, 2010 ; Beutin et al., 1993 ; Blanco et al., 2003 ;
Eriksson et al., 2005 ; Lahti et al., 2003 ; Nielsen et al., 2004 ; Synge et al., 2003). Bien
évidemment, le manque d’hygiene est I'une des principales causes de transmission des STEC

au sein de la ferme.

2.3. Survie des STEC dans l’alimentation des ruminants

Une autre voie de transmission des STEC est I'alimentation. Certains auteurs ont montré que
E. coli 0157 étaient retrouvé relativement fréquemment dans les mangeoires (1,8%)
(Hancock et al., 2001). La présence du gene stx ainsi que la présence de souches STEC dans
les bacs a nourritures ont aussi été rapportées (Polifroni et al., 2012). De plus, E. coli
0157:H7 pourrait également se reproduire dans une grande variété d'aliments pour bétail
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(Lynn et al., 1998). Des souches de STEC 0157 ont pu survivre 60 jours dans le fourrage
d’herbe (Davis et al., 2005). Néanmoins, le comportement des STEC dans les ensilages est a
ce jour peu documenté. Les ensilages peuvent étre contaminés par des STEC via I'eau
d’irrigation, le fumier ou la terre (Weinberg et al., 2004). De plus, des souches d’E. coli ont
pu étre détectées en grand nombre dans des ensilages en décomposition, notamment dans
les zones périphériques sujettes a une détérioration aérobie (Chen et al., 2005). La mauvaise
gestion des fermentations dans I'ensilage a été identifiée comme étant un facteur de survie
d’E. coli 0157 (Fenlon & Wilson, 2000). Lors de la mise en silo, une anaérobiose insuffisante
peut retarder I'établissement de la fermentation lactique et entrainer une diminution du pH
plus lente, augmentant ainsi la survie des E. coli pathogenes (Chen et al., 2005). A l'inverse,
une bonne gestion de la fermentation dans l'ensilage de mais permettait de détruire
efficacement des souches d’E. coli 026 inoculé artificiellement dans celui-ci avant sa mise en
silo (Duniere et al., 2011).

Cependant, a I'ouverture des silos, I'air qui pénétre dans I'ensilage induit une augmentation
importante du pH autorisant la survie des STEC. En effet, une étude en 2011 a permis de
mettre en évidence que des souches d’E. coli 026 contaminées artificiellement a I'ouverture
des silos d’ensilage, pourraient survivre et se développer a la reprise de I'aération (Duniére

etal., 2011).

2.4. Survie des STEC dans les nappes phréatiques et le sol

Les eaux d’arrosage des végétaux pourraient également étre contaminées par des déjections
animales et la présence d’E. coli a de faibles taux dans des champs arrosés avec de I'eau
d’irrigation souillée ou non-traitée a été observée (Weinberg et al., 2004). E. coli 0157:H7
peut, par l'intermédiaire des eaux de lessivage, contaminer le sol mais aussi les eaux peu
profondes des nappes phréatiques (Gagliardi & Karns, 2000). Des souches de STEC de
sérogroupe 026 ont pu étre retrouvées jusqu’a 3 mois aprées leur inoculation dans des
bouses (Fremaux et al., 2007b). Les STEC peuvent survivre plus de 213 jours dans un sol
sableux-limoneux inoculé a 10° UFC/g et recevant des déjections animales (Islam et al.,
2004). Il a été montré que des souches STEC pouvaient persister de 200 a 365 jours dans le
sol (Fremaux et al., 2008b ; Jiang et al., 2002). Ainsi, la survie d’E. coli 0157, ainsi que
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d’autres sérotypes de STEC, dans des sols fertilisés par du fumier ou du lisier représente un
risque non-négligeable de contamination des animaux, des végétaux ou encore de I’homme

(Franz et al., 2011).

3. Prévalence des STEC dans les produits laitiers

De nombreuses études se sont intéressées a la présence des STEC dans les produits laitiers
(Baylis, 2009).

Néanmoins, il est important de garder un regard critique a propos des travaux concernant la
prévalence des STEC dans ces produits ainsi que dans I’environnement de la ferme. En effet,
depuis ces dernieres années, I'essor de nouveaux protocoles de biologie moléculaire,
essentiellement pour la PCR en temps réel, ont permis d’améliorer grandement la détection
des génes de virulence tels que stx ou eae. Mais ces techniques ne doivent pas faire oublier
gue la détection d’un marqueur de virulence n’implique pas nécessairement la présence
dans le produit testé d’une souche de STEC viable : elles permettent d’acquérir des données
guant a la prévalence de ces génes et les caractéristiques des STEC dans les aliments testés
(Beutin et al., 2007b ; Fach et al., 2001). C'est pourquoi I’étape de confirmation par isolation
de la souche aprées la détection de génes de virulence par PCR reste une étape cruciale. Il est
important de ne pas faire 'amalgame entre prévalence de genes de virulence dans une
matrice et présence de souches possédant ces genes (le géne stx peut tres bien étre porté
par un phage libre). De plus, les méthodes usitées dans la plupart des études cherchant a
caractériser la présence des STEC, notamment dans les produits laitiers, ne sont pas toujours

comparables.

3.1. Prévalence des STEC dans le lait cru

L'importance dans le lait cru d’E. coli O157:H7 et des autres E. coli pathogénes a fait I'objet
de plusieurs revues bibliographiques dont notamment celles rédigées par Bastain & Sivela

(2000) et Hussein & Sakamura (2005a). La présence des STEC dans le lait cru est comprise
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entre 0 et 2%. Les résultats sur la présence des STEC et la prévalence des génes stx dans le
lait cru sont présentés dans I'annexe 1. Des études récentes ont aussi démontré une forte
prévalence des genes stx sur les filtres de lait (Van Kessel et al., 2011).

Néanmoins, depuis les années 2000, I'uniformisation de ces données est assez difficile. Ceci
est la conséquence, entre autre, de I'évolution des méthodes de détection. De plus, les
échantillonnages varient considérablement d’une étude a I'autre. Ces résultats témoignent
d’une variabilité géographique des sérogroupes présents, mais aussi des réservoirs animaux
(ovins ou caprins dans certaines zones). Les données obtenues montrent que la prévalence
des génes de virulence stx1 et/ou stx2 est généralement bien plus importante que celle des
souches STEC isolées. A titre d’exemple, des études irlandaises et américaines ont déterminé
une prévalence de ces genes de virulence dans le lait cru de 36% et 21% alors que la
présence de souches STEC n’était, respectivement, que de 0,8% et 3,2% (Cobbold et al.,
2008 ; Lynch et al., 2012).

Deux facteurs peuvent expliquer cette différence. Tout d’abord la présence de certains
génes de virulence, comme par exemple le gene stx, n’'implique pas forcément la présence
de STEC, mais peut résulter de la présence de phages Stx. L'ADN détecté peut aussi étre de
I’ADN de cellules mortes ou de cellules viables mais non-cultivables. L’autre facteur concerne
les méthodes usitées : les méthodes de détection génomiques sont bien plus sensibles que

les méthodes d’isolement des souches (Miszczycha et al., 2012 — ANNEXE 10).

3.2. Prévalence des STEC dans les fromages et autres

produits laitiers

Une sélection de travaux récents sur la présence des STEC dans les produits laitiers autres
que le lait est présentée dans I'annexe 2. La plupart de ces études concernent la recherche
de STEC dans le fromage au lait cru/non-pasteurisé et reposent sur un nombre d’échantillons
relativement restreint (trés souvent moins de 100). La plupart des études concernant la
recherche de géne stx dans les fromages sont européennes (Coia, 2001 ; Conedera et al.,
2004 ; Madic et al., 2011 ; Pradel et al., 2000 ; Rey et al., 2006 ; Stephan et al., 2008 ;
Vernozy-Rozand et al., 2005a ; Zweifel et al., 2010).
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En France, trois plans de surveillance concernant la contamination par des E. coli STEC des
fromages au lait cru au stade de la production ont été réalisés. Les deux premiers ont été
effectués en 2005 et 2007 ou pour, respectivement, 871 et 392 échantillons de fromages
analysés, aucun STEC n’avait été isolé. Le dernier plan de surveillance était prévu par la note
de service DGAL/SDSSA/N2008-8346 du 23 décembre 2008. Il a été réalisé tout au long de
I’'année 2009. Ce plan de surveillance a porté sur I'étude de 1924 échantillons de fromages
fabriqués a partir de laits crus de vache, de brebis ou de chévre. Un total de 17 souches de
STEC a pu étre isolé a partir de ces échantillons, soit une prévalence de 0,9%.

L’écart entre les résultats du plan de surveillance de 2009 et de ceux de 2005 et 2007 peut
s’expliquer a la fois par le nombre d’échantillons analysés, mais aussi par la mise au point de

protocoles de détection et d’isolement des souches toujours plus performants.

Au cours du plan de surveillance de 2009, 27,8% des échantillons ont été testés positifs pour
le gene stx par analyse PCR mais seulement 8,1% des échantillons analysés ont été testés
positif par PCR a la fois pour les génes stx et eae.

Parmi les échantillons eae+ et stx+, la présence d’au moins I'un des 5 principaux sérogroupes
associés aux souches EHEC a été détectée pour 4,6% des échantillons analysés.

Les sérogroupes détectés par PCR correspondaient aux sérogroupes 026 (55 échantillons),
0103 (41 échantillons), 0145 (13 échantillons) et au sérogroupe 0157 (10 échantillons).
Aucun échantillon n’avait donné de signal positif pour le sérogroupe O111.

En termes de diversité des sérogroupes détectés au sein d’'un méme échantillon, 24
échantillons ont donné un signal positif pour plusieurs sérogroupes a la fois. Un seul des 5
sérogroupes recherchés a pu étre identifié pour les 65 autres échantillons.

Au final, 40 échantillons ont permis I'isolement de souches (soit 45% des échantillons positifs
présomptifs) : 17 (soit 0,9% - 17/1924- des échantillons analysés) se sont révélés contaminés
par des souches STEC potentiellement pathogénes (eae+ et stx+) ; 15 (soit 0,8% - 15/1924-
des échantillons analysés) par des souches non-STEC mais possédant le gene eae et 8 (0,4% -
8/1924- des échantillons analysés) par des souches d’E. coli non-pathogénes ne possédant
aucun des 2 facteurs de virulence.

La majorité des souches STEC isolées (13/17) possédait le géne stx1 seul. Les 4 autres

souches possédaient le géne stx2 seul. Aucune souche isolée ne possedait a la fois les deux
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geénes stx1 et stx2. Cette dominance du gene stx1 chez les souches STEC isolés de produits
laitiers avait déja été mise en évidence par Pradel et al. (2008).

La plupart des souches isolées (11/17) appartenaient au sérotype 026:H11. Les 6 autres
souches STEC isolées appartenaient aux sérotypes 0103:H2 (4 souches) ; 0145:H28 (1
souche) et 0157:H7 (1 souche).

Cette étude trés complete de par le nombre important d’échantillons analysés et la
méthodologie (de la recherche des genes de virulence a l'isolement de souches viables) a
apporté de nombreuses informations sur, d’'une part, I'identification des sérotypes les plus
présents dans ces fromages, mais aussi la présence importante du géne stx1 en comparaison
du gene stx2 dans ces produits.

Tous ces travaux montrent que les STEC sont présents dans les produits laitiers au lait cru.

4. Epidémies liée a la présence de STEC dans les

produits laitiers

Avant de décrire les différentes épidémies ayant impliqué la consommation de produits
laitiers il important de rappeler que toutes ces données sont difficilement comparables.
Comme il a été précisé précédemment, les méthodes d’investigations au cours des années
ont changé, les méthodes de détection se sont perfectionnées. De plus, la plupart des
méthodes et investigations par le passé ne concernaient que le sérotype 0157:H7, ce qui a
pour conséquence d’avoir fortement biaisé les données relatives aux infections causées par
les autres sérotypes de STEC.

Les données de I'EFSA (EFSA, 2011) indiquent, comme nous |’avons vu dans le chapitre 1,
que les produits carnés et essentiellement la viande hachée, sont responsables de la
majorité des épidémies impliquant les STEC. Néanmoins, le lait cru ainsi que ses produits
dérivés sont eux aussi considérés comme des aliments a risque en Europe. Les principales
épidémies dues aux STEC et ayant impliqué des produits laitiers sont répertoriées dans

I'annexe 3.
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La consommation de lait cru (vache ou chévre) a été associée a plusieurs cas de pathologies
en Europe et en Amérique du Nord. La plupart de ces épidémies ont été provoquées par des
souches de sérotype 0157:H7, mais d’autres souches de sérotypes, moins fréquents, ont eux
aussi été pointés du doigt. Il s’agit des sérotypes 022 :H8, 0110 :H-, 080 :H- ou encore une
souche appartenant au sérogroupe 0145. La consommation de fromage a base de lait cru de
vache ou de chévre a elle aussi été impliquée dans des cas épidémiques. Si le sérotype
0157:H7 est le plus fréquemment incriminé, d’autres souches telles que E. coli 027 :H20,
0103, 026, 0145, 027 :H20 ou encore 0104 :H21 ont aussi été impliquées. Notamment, en
France, fin 2005, 6 cas de SHU ont été recensés (InVS, 2007). L'enquéte avait identifié un
fromage de type pate molle au lait cru et contaminé par le sérogroupe 026 comme a
I'origine de I’épidémie.

L'implication moindre des sérogroupes non-0157 dans ces épidémies peut avoir pour
origine, soit un manque d’investigation les concernant, soit une pathogénicité moindre par
rapport a E. coli 0157:H7.

Certaines épidémies ont également été associées a la consommation de produits laitiers, lait
ou fromage pasteurisés (Nooitgedagt & Hartog, 1988 ; Upton & Coia, 1994). Des incidents
lors de la pasteurisation ou des contaminations post-pasteurisation peuvent étre
responsables de ces contaminations. Des yaourts, des glaces fabriquées a la ferme et méme
des milk-shakes a base de lait pasteurisé ont eux aussi été impliqués dans des épidémies
liées a des STEC (Becker, 2005 ; De Schrijver et al., 2008 ; Morgan et al., 1993). Des cas de
SHU (5) ont été rapportés récemment suite a la consommation de glaces fabriquées dans
une ferme laitiere a base de lait pasteurisé (Buvens et al., 2011). Des souches d’E. coli
0145:H28 et 026:H11 ont été responsables de ces cas. D’apreés les investigations réalisées,
une contamination post-pasteurisation serait responsable de la présence de ces STEC dans le

produit.

En conclusion, les produits laitiers a base de lait cru mais aussi a base de lait pasteurisé ont
été impliqués dans plusieurs épidémies suite a une contamination par des souches STEC.
Néanmoins, ces épidémies ont toutes été de moindre importance que celles provoquées
suite a I'ingestion de produits carnés, d’eau ou de végétaux (Beutin & Martin, 2012 ; Hrudey

et al., 2003 ; Karmali et al., 1983 ; Michino et al., 1999).
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5. Mesures de prévention des contaminations du lait

et des produits laitiers

Afin de limiter les contaminations du lait par les STEC, diverses stratégies, seules ou
combinées ont été et sont envisagées. Elles reposent essentiellement sur des pratiques
d’hygiene, nutrition des animaux et l'information des consommateurs. Néanmoins, le
manque de connaissances relatives a la diversité, a la résistance des différentes souches de
STEC, aux taux d’excrétions fécales des STEC au sein des troupeaux ainsi qu’a linter-
contamination, compliquent les interventions (Fremaux et al., 2007a; Fremaux et al.,
2007b ; Fremaux et al., 2008b ; Fremaux et al., 2008a ; Matthews et al., 2006 ; Son et al.,
2009).

5.1. Intervention en amont de la traite

Une bonne hygiéne de la traite permet de limiter toute contamination fécale des trayons de
I'animal et donc permet d’éviter une contamination du lait par des STEC. Néanmoins, il faut
garder en mémoire que la flore naturelle située sur la peau des trayons joue un réle pour les
technologies fromageéres et intervient dans la qualité organoleptique de certains fromages
au lait cru. Une destruction non-maitrisée de toutes les flores microbienne est a exclure. Le
soin tout particulier porté a I’'hygiéne de tout I'équipement de la traite ainsi que les bonnes
pratiques d’hygiene (fermes, cour, litiere, mais aussi pour I'eau et la nourriture), le controle
ainsi que le stockage et I'élimination correct des effluents sont une des clefs pour limiter la
contamination du lait (Anonymous, 2004 ; Anonymous, 2007 ; Anonymous, 2008 ; Duffy,
2003 ; Hussein & Sakuma, 2005b ; Leleune et al., 2001 ; Raynaud et al., 2005 ; Scott et al.,
2006). Malgré toutes ces précautions, d’autres mesures plus élargies peuvent aussi étre

prises :
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- isoler les animaux a risques tels que les jeunes veaux qui excrétent une quantité d’E. coli
plus importante que les adultes (Rugbjerg et al., 2003) ainsi que des individus malades
(diarrhées...). De plus, il est nécessaire de garder en quarantaine tout animal rejoignant le
troupeau le temps d’effectuer des analyses. Il est aussi important de séparer toutes les
especes animales au sein de la ferme (ovins, bovins, caprins...), éviter le contact avec les
animaux sauvages, désinsectiser et dératiser. Un soin tout particulier doit étre porté a la
détection des individus « super excréteurs » de STEC qui doivent étre identifiés puis isolés en
priorité dans la ferme afin de limiter le risque de propagation des STEC (Chase-Topping et al.,
2008).

- La mise au point de vaccins afin de prévenir la colonisation des pathogenes est une mesure
actuellement testée aux USA. Elle a été particulierement étudiée contre le sérotype
0157:H7. Ces vaccins ciblent différents facteurs (intimine, LPS 0157, récepteur a
sidérophore) et ont pu démontrer une certaine efficacité en ce qui concerne la diminution
de l'excrétion de STEC tant sur la quantité que sur la durée (Asper et al., 2007 ;
Bretschneider et al., 2007 ; Callaway et al., 2004 ; Cull et al., 2012 ; Dziva et al., 2007 ; Judge
et al., 2004 ; McNeilly et al., 2008 ; McNeilly et al., 2010 ; Peterson et al., 2007a ; Peterson et
al., 2007b ; Sargeant et al., 2007 ; Smith et al., 2008 ; Thomson et al., 2009 ; Thornton et al.,
2009 ; Vilte et al., 2011). Néanmoins, la vaccination n’empéche malheureusement pas la
colonisation du tractus digestif des bovins (Dziva et al., 2007) et la prévalence de STEC dans
le troupeau n’en est pas diminuée (Van Donkersgoed et al., 2001). De plus, la vaccination a
surtout été testée dans des parcs d’engraissement et uniqguement contre le sérogroupe
0157. Tester cette technique au niveau des exploitations laitiéres ou la prévalence des STEC
peut étre plus faible que dans les parcs d’engraissement et ou les animaux sont nourris et
traités différemment pourrait s’avérer utile. Il serait aussi important de mettre au point des
vaccins ciblant d’autres sérotypes de STEC.

- L'ajout de probiotiques, antimicrobiens, sodium de chlorate ou encore de bactériophages
dans l'alimentation a été testé (Sargeant et al., 2007). Certains de ces traitements ont
démontré une efficacité contre I'excrétion fécale d’E. coli 0157, notamment la combinaison
de Lactobacillus acidophilus et Propionibacterium freudenreichii et de sodium de chlorate
ajoutée a I'alimentation ainsi qu’a I'’eau. Une publication a cependant remis en cause I'effet

réducteur de Lactobacillus acidophilus sur I'excrétion d’E. coli 0157:H7 (Cull et al., 2012). A
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I'inverse, I'utilisation d’antimicrobiens dans I'alimentation et I'eau ne semble pas avoir
d’impact sur I'excrétion des STEC (Callaway et al., 2004 ; Callaway et al., 2009 ; Khanna et al.,
2008 ; Loneragan & Brashears, 2005 ; Sargeant et al., 2007). Par contre, 'utilisation d’une
thérapie continue a l'aide de bactériophages semble donner des résultats intéressants,
malgré la crainte de développement de résistance (Rozema et al., 2009).

- Le type de nourriture semble avoir un impact direct sur I'excrétion d’E. coli 0157:H7
(Callaway et al., 2009): la population de E. coli est supérieure chez les animaux nourris au
grain comparé a ceux nourris aux fourrages; si le régime alimentaire de ces bovins est
brutalement changé du grain au fourrage, les auteurs ont pu observer une diminution de la
population de E. coli d’'un facteur 1000 en 5 jours. Néanmoins, ces résultats ne sont pas
toujours répétables et dépendent de nombreux facteurs comme la complexité de la flore
intestinale, la facon dont les animaux sont nourris ou encore des variations de I'aliment lui-

méme (Jacob et al., 2009).

Malgré toutes ces mesures, il parait quasi impossible de parvenir a une éradication complete
des STEC dans I'environnement de I’exploitation laitiére du fait de leur prévalence élevée au

sein des troupeaux (Collins & Wall, 2004 ; Hancock et al., 2001).

5.2. Intervention en aval de la traite

Une fois le lait prélevé, le risque de contamination par les STEC persiste. Un niveau d’hygiéne
trés élevé est évidemment obligatoire dés la traite finie ainsi qu’a I'endroit ou le lait cru est
stocké. Diverses mesures devraient étre respectées comme la conservation du lait a moins
de 12°C dans des réservoirs, "utilisation de ce lait pour la fabrication du fromage moins de
18h aprés la traite, le nettoyage et la désinfection correcte des équipements utilisés.
Idéalement, des contrbéles microbiologiques sur I'ensemble de I'environnement de travail
devraient étre effectués, méme si une telle mesure parait peu réalisable. Des mesures
complémentaires peuvent toutefois étre usitées (Anonymous, 2004):

- le lait doit étre analysé fréquemment,

- si du lait pasteurisé et non pasteurisé sont utilisés dans la méme laiterie, ceux-ci doivent
étre triés et ne pas étre mis en contact,
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- seuls les laits provenant d’exploitations laitieéres ou le lait est de bonne qualité doivent étre
utilisés.
Les productions de fromages au lait cru impliquent donc de gérer le risque de contamination

des la production de lait.

5.3. Risques de persistance des souches sous forme de

biofilms

En ce qui concerne la fromagerie, les bonnes pratiques d’hygiéne ainsi que les principes de
HACCP doivent étre respectés. Peu d’études se sont concentrées sur la formation de biofilms
dans I’environnement laitier/fromager. Cependant, des données recueillies dans le domaine
carné mais aussi clinique ont montré qu’E. coli 0157:H7 est capable de former des biofilms
et d’adhérer a des surfaces communément utilisées dans le domaine alimentaire comme
I'acier inoxydable (Dewanti & Wong, 1995; Ryu & Beuchat, 2005). Néanmoins, cette
capacité semble étre dépendante de la souche. Des études ont montré que les souches
ayant tendance a former des biofilms présentent une forte expression de curli et autres
structures de type fimbriae (Cookson et al., 2002 ; Ryu et al., 2004). A titre d’exemple, des
expériences réalisées avec des souches STEC de sérotype 0174 :H21 et 091 :H21 ont
démontré que la production de curli accroit fortement leur capacité a former des biofilms en
comparaison avec des souches n’exprimant pas de curli (Rivas et al., 2007). Les travaux de
Wang et al. (2012) réalisés sur des souches de sérotype 0157:H7, 026:H11 et 0O111:H8 ont
aussi démontré que les STEC producteurs de curli pourrait générer des biofilms résistant aux
agents de désinfection. La présence d’autres populations bactériennes sur une surface peut
accroitre la formation de biofilms de E. coli 0157:H7 (Marouani-Gadri et al., 2009) et une
autre étude a mis en évidence qu’E. coli 0157:H7 pouvait coloniser les biofilms d’autres
bactéries (Uhlich et al., 2010). Sous forme de biofilms, E. coli O157:H7 présente
malheureusement une plus grande résistance aux désinfectants (Ryu & Beuchat, 2005 ;
Uhlich et al.,, 2010), méme si une combinaison de nettoyant alcalin et de solution de
nettoyage a base d’hypochlorite semble avoir un effet sur I'inactivation de ces biofilms

(Sharma et al., 2005). Toutefois, ces biofilms permettent a E. coli 0157:H7 de résister a des
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cycles de nettoyages/désinfections quotidiens, les rendant ainsi particulierement persistants
et capables de contaminer a nouveau d’autres aliments (Marouani-Gadri et al., 2009).
Au niveau des chalnes de distributions ainsi que chez les consommateurs, la aussi, les

mesures d’hygienes doivent étre respectées.

Toutes les différentes pratiques décrites précédemment, seules, ne peuvent suffire a
prévenir une contamination des produits laitiers par les STEC. Il est recommandé de
combiner ces différentes mesures (Callaway et al., 2009 ; Vosough Ahmadi et al., 2007).
L'efficacité de la combinaison de ces « effets barrieres » a été démontrée par différents

auteurs (Ellis-lversen et al., 2008 ; Vosough Ahmadi et al., 2007 ; Wood et al., 2007).

6. La technologie fromageére

Comme il a été décrit précédemment, les STEC peuvent contaminer les produits laitiers et
notamment les fromages. La consommation de lait cru reste rare en Europe et sur le
continent Nord Américain et elle a laissé place a la consommation de lait pasteurisé, solution
efficace d’assainissement de ce type d’aliment. Mais il en est autrement du fromage. En
effet, la production et la consommation de fromage au lait cru sont ancrées dans I’histoire et
les traditions de chaque région et pays. De plus, I'utilisation de lait cru confére a cet aliment
des qualités organoleptiques différentes de celles conférées par le lait pasteurisé. Or, au
cours de la fabrication et de I'affinage, différents facteurs environnementaux et intrinséques
au fromage lui-méme peuvent avoir un impact sur le développement des STEC. La stabilité
microbienne des fromages résulte de la combinaison de différents facteurs qualifiés de
« facteurs barrieres » (ou « Hurdle factors » en anglais), tels que le pH, I'ay, la teneur en sel
ou méme les ferments utilisés et la flore des laits crus, qui deviennent de plus en
contraignants pour les STEC au cours de la fabrication du fromage (Leistner, 1995).
Néanmoins, de nombreux travaux ont mis en évidence que les E. coli possédent des
mécanismes permettant de lutter contre ces différents stress. Il a été démontré I'existence

de résistances croisées a plusieurs stress tels que I'acidité, la chaleur et le sel (Rowe & Kirk,
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1999). D’autres auteurs ont également émis I'hypothese qu’un effet synergique de ces
« facteurs barrieres » existe dans les fromages (Galvez et al., 2007). Le but de cette partie est
de décrire rapidement les principales étapes de la fabrication d’un fromage puis d’évoquer
les différents facteurs intrinséques aux fromages et environnementaux pouvant impacter le
devenir des STEC au cours de la fabrication des fromages. Il est aussi important de rappeler
que la plupart des travaux, a ce jour, ont été effectués sur E. coli 0157:H7 et que trés peu de

données existent pour le STEC non-0157.

6.1. Généralités sur la technologie fromagere

L'article 1°" du chapitre 1 du décret no 2007-628 du 27 avril 2007 relatif aux fromages et
spécialités fromageres dit que la dénomination « fromage » est réservée aux produits
fermentés ou non, affinés ou non, obtenus a partir des matieres d’origine exclusivement
laitieres suivantes : lait, lait partiellement ou totalement écrémé, creme, matiére grasse,
babeurre, utilisées seules ou en mélange et coagulées en tout ou en partie avant égouttage

ou apres élimination partielle de la partie aqueuse.

6.1.a. Historique, type de fromages

Le lait, par ses grandes qualités nutritionnelles a toujours été considéré comme un aliment a
part entiere. Mais l'instabilité de ce produit qui freine sa conservation, tout comme
I'irrégularité de la production laitiere, ont forcé nos ancétres a développer des techniques
permettant une meilleure conservation du lait. lls ont ainsi donné naissance aux premiéres
technologies fromageéres. Les fromages constituent donc une forme ancestrale de
conservation des protéines, de la matiére grasse ainsi que d’une partie du calcium et du
phosphore, dont les qualités nutritionnelles et gustatives sont appréciées par ’homme dans
presque toutes les régions du globe.

Le fromage résulte de la concentration des éléments majeurs du lait (protéines, matiére
grasse) sous l'action de I'acidification et/ou d’une enzyme (le plus souvent, la présure

extraite de la caillette des jeunes bovins avant sevrage ou la présure d’origine fongique).
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6.1.b. Classification des fromages

La classification des fromages est relativement difficile et hétérogéne. Certaines
classifications notamment anglo-saxonnes se basent sur la dureté du fromage, on distingue
alors les « soft cheeses » (Camembert, Brie...), les « semi-soft cheeses » (Mozzarela...), les
« semi-hard cheeses » (Cantal, Emmental...) et les « hard cheeses » (Parmesan...). En Fance,
une classification a été proposée par Lenoir et al. (1983). A partir de cette classification, 7

grandes catégories de technologie fromagere peuvent étre définies (Mahaut et al., 2000):

. Les fromages frais ou pates fraiches ;

. Les pates molles a croutes fleurie et a crolte lavée ;
. Les pates persillées ;

J Les pates pressées non-cuites et cuites ;

o Les pates dures ;

. Les pates filées ;

. Les fromages fondus.

6.1.c. La fabrication du fromage

Il est important de rappeler qu’il existe autant de schémas technologiques de fromages qu’il
existe de fromages différents et chaque fromager possede son propre savoir faire.
Néanmoins, les différents points présentés ici, trés généraux, permettent d’appréhender la
complexité des étapes nécessaires a la transformation du lait en fromage.

La transformation du lait en fromage comporte trois étapes principales (Figure 14) (Mahaut

et al., 2000):

J la coagulation du lait,
) I’égouttage du caillé,
. I’affinage (qui peut-étre trés court).

Dans la plupart des fabrications, entre |I'égouttage et |'affinage, se situe l'opération de salage
qui représente a la fois un complément d'égouttage et un facteur important de la maitrise

de I'affinage par action sur l'activité de I'eau.
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Figure 14. Les grandes étapes de la fabrication fromagere.
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Ces différentes étapes et leur impact sur le devenir des STEC seront décrites plus

précisément au cours de cette partie.

6.1.d. La composition du lait

Le lait est composée principalement d’eau, environ 87 a 88 % tandis que la matiere seche est
elle composée de matieres grasses (3 a 4 %), de lactose (4,7 a 5,2 %) et de matieres azotées
(3,2 a 3,6 %). Il est important de préciser que tous les laits n’ont pas la méme composition.
En effet, a titre d’exemple, le lait de vache et de chévre sont relativement similaires avec
notamment 4,1 % de matiéres grasses tandis que le lait de brebis est différent et possede
presque le double de matieres grasses (avec un taux de matiéres séches dépassant les 19 %).
Ainsi, tous les laits n"ont pas la méme aptitude a la transformation fromagere, car ils
présentent des caractéristiques différentes, telle que la richesse et la composition en
caséine, les équilibres salins, la teneur en lactose, ou encore la matiére grasse.

La matiere grasse du lait est essentiellement composée de triglycérides. Néanmoins, les
proportions d’acides gras dépendent de I'alimentation et varient d’une espéce a I'autre. Au
niveau des sucres, le lactose est le constituant le plus abondant du lait de vache. Il joue un

role important, notamment de part sa valeur nutritionnelle et sa fermentescibilité qui
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commande |’élaboration de divers produits laitiers. Des vitamines (A, B1, B2, B12 et acide
folique) sont également présentes dans le lait ainsi que diverses enzymes (lipase,
lactoperoxydase...). En ce qui concerne les matiéres azotées, la caséine représente presque
80% des protéines du lait de vache. Il existe différents types de caséine (aS1, aS2, B et k).
Ces molécules s'associent entre elles de fagon a créer un édifice plus volumineux : la
submicelle et les submicelles de caséine s'associent pour donner la micelle de caséine. Ces
micelles de caséine sont des particules sphériques d’'un diametre de 30 a 300 nm. Les
micelles de caséines sont des colloides hydrophiles qui doivent leur stabilité a deux facteurs:

les caractéristiques physiques de la surface et le degré d’hydratation.

6.2. Principales étapes de la fabrication du fromage

La coagulation résulte de la modification de la micelle et/ou de I’environnement ayant des
répercussions sur sa stabilité. L’acidification et/ou I'action protéolytique de certaines
enzymes, ou encore les traitements thermiques peuvent étre a |'origine de ce phénomeéne.
Cette déstabilisation du systeme colloidal est la base d’'un ensemble de technologies
particulierement utilisées en fromagerie (Mahaut et al., 2000).

Trois types de coagulation existent :

- La coagulation acide : elle consiste a précipiter les caséines a leur point isoélectrique
(pHi=4.6) par acidification biologique a I'aide de ferments lactiques qui transforment le
lactose en acide lactique, par acidification chimique (injection de CO;) ou encore par ajout
de protéines sériques a pH acide.

- La coagulation de type présure : elle consiste a transformer le lait de I'état liquide a I'état
de gel par action d’enzymes coagulantes. Les enzymes utilisées peuvent étre d’origine
animale (chymosine), mais aussi végétale ou microbienne.

- La coagulation mixte : elle résulte de I'action conjuguée de la présure et de I"acidification.
L'égouttage du coagulum consiste en I"élimination plus ou moins grande du lactosérum

emprisonné dans les mailles du gel formé par voie acide et/ou enzymatique. Cette

élimination du lactosérum est plus ou moins rapide selon la nature et I'histoire du coagulum.
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Pour I'’égouttage du coagulum acide, le gel présente une forte perméabilité qui conduit a un
simple écoulement statique du sérum qui reste toutefois faible en raison du manque de
contraction. En fin d’égouttage, le fromage est une pate humide sans cohésion (78 a 80 %
d’eau).

Pour I'égouttage du coagulum présure et mixte, ce gel présente une forte porosité, mais une
perméabilité faible. Il est donc nécessaire pour rompre cet état de faire appel a un certain
nombre de traitements mécaniques, physicochimiques et thermiques. Ces traitements sont
d’autant plus intenses que I'extrait sec recherché dans le fromage est élevé. Les principaux
sont :

- Le tranchage qui consiste a découper le gel en portion égales et plus ou moins grandes afin
d’augmenter la surface d’exsudation du lactosérum.

- La brassage évite la soudure du grain de caillé en maintenant libres les surfaces d’échanges.
- Le chauffage permet un égouttage plus important du grain de caillé. Il diminue ainsi la
viscosité du lactosérum et renforce les liaisons hydrophobes a I'intérieur du grain de caillé
qui se contracte et expulse la phase aqueuse a I'extérieur du grain.

- Le pressage permet de donner sa forme définitive au fromage, d’évacuer le sérum et I’air et
de favoriser la soudure des grains de caillé.

- Le salage a plusieurs objectifs : il assure un complément d’égouttage, peut contribuer a la
formation de la crolte et module l'activité de l'eau (aw) qui oriente et freine les
développements microbiens et actions enzymatiques au cours de |'affinage et d’accroitre le

potentiel organoleptique du fromage.

L'affinage correspond a une phase de digestion enzymatique des constituants du caillé. Ce
substrat issu de la coagulation et de I'égouttage du lait est constitué de matiere protéique,
de matiére grasse et d’'une fraction des composants solubles du lait.

L'affinage est un processus biochimique complexe pour plusieurs raisons :

- la matrice issue de la coagulation et de I'égouttage du lait présente une tres grande
hétérogénéité physicochimique,

- les enzymes intervenant dans l|'affinage ont plusieurs origines. Elles peuvent étre

endogenes, apportées au lait ou elles peuvent surtout étre produites par les micro-
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organismes naturellement présents dans le lait ou ajoutées comme ferments ou encore par
ensemencement naturel lors du saumurage.

Les transformations biochimiques en perpétuelle évolution dynamique modifient la pate et
la cro(te des fromages pour lui conférer ses saveurs, arOmes et textures caractéristiques. Les
facteurs environnementaux auront un réle déterminant sur la dynamique microbienne et la

production d’enzymes et leur activité.

6.3. Facteurs intrinseques ayant un impact sur les STEC

au cours de la fabrication et de I’affinage du fromage

6.3.a. Le pH

Au cours de la fabrication (sous I'action des bactéries lactiques), la production d’acide
lactique entraine une importante chute du pH, passant d’environ 6,8 (pH moyen du lait) a
des valeurs proches de 4,5 (mais jamais inférieures a 4) pour certains types de fromages
comme les pates lactiques (Tableau 6). E. coli 0157:H7 se développe de maniére optimale a
des pH avoisinants 7. Des études ont néanmoins montré, in vitro, que certaines souches
STEC sont capables de croitre a des pH compris entre 4,5 et 9 (Dineen et al., 1998 ; Glass et
al., 1992). Par ailleurs, certaines souches trés acido-résistantes sont capables de résister a
des pH voisins de 3 (Jordan et al., 1999a).

Aux valeurs de pH rencontrées dans les fromages, se sont essentiellement les systémes
d’acido-résistance AR4 et AR5 qui permettent a la bactérie de lutter efficacement contre

I'acidité rencontrée au cours de la fabrication du fromage (cf. chapitre 1).

Tableau 6. pH des gels en fonction du type de coagulation (Ramet, 1985).

Type de fromage Pates fraiches Pates molles Pates Pates dures
pressées

pH d’emprésurage | 6a6,7 6,453 6,5 6,55a6,7 6,603 6,75

pH fin d’égouttage | 4,3a4,7 4,5234,8 4,83a5,2 5a5,5
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Par ailleurs, King et al. (2010b) ont pu mettre en évidence que la réponse induite lors du
stress avec I'acide lactique et I'HCI est assez similaire, que ce soit pour la souche E. coli K12
ou pour la souche E. coli 0157:H7. Leurs travaux ont également mis en évidence que
plusieurs genes (comme les génes activés en cas de stress froid tels que csdA ou cspA), quel
gue soit I'acide utilisé, sont activés, indiquant une réponse « universelle ». De méme, des
geénes impliqués dans la réponse au stress froid sont eux aussi activés tout comme des genes
impliqués dans la réparation de I'’ADN ou codant pour des chaperonnes. lls ont pu
démontrer que la souche E. coli 0157:H7 testée possédait une meilleure capacité de survie
en condition acide associée a d’autres stress que la souche E. coli K12. lls ont donc émis
I’hypothése que certaines souches de STEC pourraient posséder une meilleure résistance aux
stress générés par les processus de fabrication agroalimentaire et I'environnement de I’h6te
que les souches E. coli non-pathogenes

Il est important de mentionner que la plupart des expérimentations ayant permis la mise en
évidence de ces mécanismes on été réalisées in vitro avec I'utilisation d’acides forts comme
I’'HCI. Or, dans le fromage, I'acidité n’est pas la conséquence de I'action d’un acide fort, mais
elle est due a l'action d’acides faibles comme I'acide lactique dont I'effet antimicrobien a
déja été mis en évidence (McWilliam Leitch & Stewart, 2002a ; McWilliam Leitch & Stewart,
2002b). D’autres études (Glass et al., 1992) ont aussi mis en évidence, in vitro, qu’a pH
équivalent, I'acide lactique présente un effet inhibiteur plus fort sur E. coli 0157:H7 que le
HCl. Au cours de I'étape de coagulation, les bactéries lactiques produisent des acides
organiques qui ont pour effet d’entrainer une diminution du pH. Mais contrairement aux
acides inorganiques qui acidifient directement le pH, les acides organiques sont eux capables
de pénétrer dans la cellule sous leur forme protonée. La déprotonation de cet acide dans la
cellule libere a la fois un proton et la forme anionique de I'acide. La cellule est alors
confrontée a un afflux de protons qu’elle peut gérer a I'aide des systemes de résistance a
I'acidité, mais aussi a une accumulation de la forme anionique de I'acide qui peut perturber
certaines voies métaboliques et provoquer des stress osmotiques (Roe et al., 1998). L’action
de ce type d’acide n’est pas encore totalement connu, et encore moins en ce qui concerne
son action sur les STEC dans la matrice extrémement complexe qu’est le fromage. Jordan et
al. (Jordan et al., 1999b) avaient démontré in vitro qu’un taux de 50mM de lactate pouvait, a

pH 3, avoir un impact sur la survie de E. coli 0157:H7, mais un pH si acide ne peut étre
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atteint au cours du processus fromager. De plus, certains auteurs n’ont pas observé d’effets
inhibiteurs importants de I'acide lactique sur E. coli 0157:H7 dans le lait (Farrag et al., 1992)
et le lait écrémé (Chang et al., 2000). Une étude (Montet et al., 2009) a méme mis en
évidence in vivo que des souches STEC acido-résistantes et acido-sensibles étaient capables
de survivre a la fabrication d’'un fromage de type pate molle dont le pH pouvait atteindre
4,6. Toutes ces données semblent indiquer que le pH au cours des premiéres heures de la
fabrication fromageére ne semble pas étre un facteur capable d’assainir totalement le produit
des STEC, mais qui peut néanmoins ralentir/inhiber la croissance de ceux-ci.

Au cours de I'affinage, le pH se comporte de maniére différente en fonction du type de
technologie fromagére. La consommation de I|'acide lactique par certaines microflores
comme les levures et les moisissures est responsable d’une augmentation du pH. Par
exemple, pour les fromages de type pate molle, I'acide lactique est rapidement consommé,
entrainant une augmentation centripete du pH : celui-ci peut atteindre une valeur de 7 dans
la cro(ite et une valeur de 6 dans la pate (Lenoir, 1962). A I'inverse, pour les fromages a pate
pressée cuite, le pH reste généralement stable aux alentours de 5,5 (Berdague & Grappin,
1967). De telles valeurs de pH ne sont donc pas létales pour les STEC.

Enfin, la réponse au stress acide pourrait favoriser la survie des STEC en activant certains

mécanismes de défenses contre d’autres stress.

6.3.b Le salage et I'activité de I’eau (a,)

Le salage a plusieurs objectifs : il assure un complément d’égouttage, peut contribuer a la
formation de la crolte et module l'activité de l'eau (ay) qui oriente et freine les
développements microbiens et actions enzymatiques au cours de I'affinage, et permet
d’accroitre le potentiel organoleptique du fromage. La plupart des fromages ont une teneur
en sel inférieure a 4 % (Tableau 7). Quelques rares fromages présentent un taux de sel plus
élevé (8 a 15 % de NaCl) (Mahaut et al., 2000). Il est important de souligner que le salage
peut étre appliqué en surface, directement dans le caillé ou par immersion (saumurage). Ces
différents modes entrainent une répartition différente du sel, qui tendra a diffuser, dans le
cas du saumurage, lentement vers l'intérieur du fromage. Par conséquent, I'a,, est aussi

relativement hétérogene entre le cceur du fromage et la crodte.

103



Glass et al. (1992) ont démontré que, in vitro dans du TSB, E. coli 0157:H7 est inhibé a des
concentrations de NaCl supérieures ou égales a 8,5%, mais que cet STEC peut tout de méme
continuer a croitre en présence de 6,5 % de NaCl. Hormis pour ces cas trés particuliers, la

teneur en NaCl des fromages n’est pas suffisante pour étre |étale pour les STEC.

Tableau 7. Teneur en sel de quelques fromages (Mahaut et al., 2000)

Type de fromage Taux de NaCl (en %)
Emmental 0,5a0,7
Comté 0,8
Camembert 1,7a2,7
Cantal 2
Munster 2,4
Roquefort 4
Féta 8a1l5

Néanmoins, le salage a un impact sur I'activité de I'’eau (a,). L’a,, est un parametre important
de sélection microbienne et de I'action des enzymes. Certains micro-organismes sont aptes a
se développer dans des milieux a faible a,, comme la plupart des levures et des Penicillium
(jusqu’a des ay, < 0,9) tandis que d’autres ne supportent pas des pressions osmotiques
élevées comme les bactéries coliformes et Geotrichum candidum (jusqu’a une a,, de 0,975)
(Mahaut et al., 2000). Dans les fromages, I'a,, dépend essentiellement des teneurs en sel et
en eau. Au cours de I'affinage, I'a,, diminue, pouvant atteindre des valeurs proches de 0,9
comme c’est le cas du Parmesan tandis que pour les fromages de type pate pressée non-
cuite, I'ay peut varier entre 0,92 et 0,98 en fonction de la durée de I'affinage

Or, I'ay, minimale autorisant la croissance d’E. coli 0157:H7 est comprise entre 0,945 et 0,95
(Lindblad & Lindqvist, 2010 ; Salter et al., 2000 ; Sperber, 1983). Glass et al. (1998) ont
observé gu’une a,, de 0,92 dans des portions de fromages était suffisante pour inhiber E. coli
0157:H7. Méme si les E. coli possedent de nombreux systemes pour lutter contre le stress
osmotique (Peng et al., 2011), la chute de I'ay, au cours de I'affinage du fromage peut avoir

un impact sur leur croissance et leur survie.
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En conclusion, I'a,, apparait comme un « effet barriere » contre les STEC pour certaines

technologies fromageres.

6.3.c. Phénomeénes de compétition

Chaque lait non-traité thermiguement ou physiquement posséde une microflore qui lui est
propre. Or, la microflore naturelle du lait cru utilisée lors de la fabrication de fromage ainsi
qgue les ferments ajoutés peuvent eux aussi avoir un impact direct sur la survie des STEC
(Duffy et al., 1999). Néanmoins, les connaissances relatives aux interactions entre les STEC et
la flore naturelle du lait sont encore trés rares (Baylis, 2009 ; Lee et al.,, 2012). Une
compétition nutritive et/ou la production de substances antimicrobiennes par ces flores
pourraient avoir un effet inhibiteur sur les STEC.

En ce qui concerne la production de substances inhibitrices, les bactéries lactiques utilisées
dans l'industrie alimentaire afin de protéger les aliments, ainsi que celles naturellement
présentes, produisent différentes substances comme I'acide lactique, 'acide acétique, le
peroxyde d’hydrogene ou méme des bactériocines (De Vuyst & Vandamme, 1992). Maher et
al. (2001) ont observé que durant I'affinage d’un fromage a crolte fleurie, la décroissance
d’E. coli 0157:H7 était concomitante a la formation de la flore sur la cro(te. lls ont supposé
gue cette flore produisait une substance antimicrobienne ayant un effet Iétale sur E. coli
0157:H7 au niveau de la crolGte du fromage. Les bactériocines quant a elles sont des
peptides connus pour leur effet antimicrobien (Galvez et al., 2007). L'une de ces
bactériocines, la nisine, a été testée sur E. coli O157:H7 durant la fabrication et la
conservation de Féta et de Camembert mais sans pouvoir démontrer un effet bactéricide sur
les STEC étudiés (Ramsaran et al., 1998). A 'inverse, Murdock et al. (2007) ont démontré, in
vitro, un effet 1étal sur E. coli 0157:H7 de la nisine couplée a la lactoferrine. De méme, el-
Ziney & Debevere (1998) ont observé un effet inhibiteur sur E. coli 0157:H7 d’une autre
bactériocine, la reutérine produite par Lactobacillus reuteri dans un fromage frais. Ces
différents travaux prouvent que les bactériocines peuvent avoir un effet inhibiteur sur E. coli
0157:H7, mais de nombreux travaux seront nécessaires afin de pouvoir pleinement
appréhender et maitriser leur impact sur E. coli 0157:H7 mais également sur les autres

sérotypes de STEC.
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En ce qui concerne les compétitions nutritives, peu de données sont actuellement
disponibles pour pouvoir statuer sur ce phénomene. La richesse microbiologique du lait cru
tendrait a émettre I’hypothése d’une forte compétition nutritionnelle entre les différents
micro-organismes naturellement présents et les STEC. Néanmoins, certains travaux laissent a
supposer le contraire. En effet, des auteurs ont mis en évidence que la croissance de E. coli
n’était pas impactée par I'utilisation de ferments ni méme par la flore naturelle du lait cru au
cours de la fabrication d’un fromage danois (Masoud et al., 2012). Ramsaran et al. (1998) ont
aussi démontré que [l'utilisation de lait cru ou pasteurisé n’influencait que peu le
comportement d’E. coli 0157:H7 dans de la Féta ou le Camembert. Delbes et al. (2013) ont
aussi observé que les ferments n’avaient pas d’impact sur la croissance d’une souche E. coli
026:H11 dans un fromage de type pate pressée non cuite au lait pasteurisé. De plus, Lee et
al. (2012) ont démontré que, in vitro, 2 souches de Penicillium roqueforti et Penicillium
camemberti favorisaient la croissance d’E. coli 0157:H7 dans différentes conditions d’acidité.
Les auteurs ont émis I’hypotheése que I’alcalinisation du milieu par les moisissures permettait
d’augmenter la croissance des STEC. Néanmoins, ces résultats ayant été obtenus in vitro, il
sera aussi nécessaire de pouvoir les confirmer dans le fromage. En revanche, Delbés et al.
(2013) ont pu démontrer le caractére inhibiteur sur les STEC d’une bactérie généralement

présente dans le lait cru, Hafnia alvei.

6.3.d. Potentiel d’oxydoréduction

Le potentiel d’oxydoréduction est la capacité a accepter ou a céder des électrons. Plus un
aliment est épais et compact, plus son cceur est réducteur. A l'inverse, un aliment peu épais
et exposé a l'air ne peut pas devenir réducteur : I'effet oxydant d’un aliment est di
essentiellement a la présence d’oxygéne atmosphérique. Le potentiel redox joue un role
important dans la croissance des micro-organismes. En effet, certaines microflores aérobies
strictes ne pourront se développer qu’a la surface du fromage comme les moisissures tandis
que d’autres microflores anaérobies strictes ne se développeront qu’a lintérieur du
fromage.

Actuellement, I'impact du potentiel redox des fromages sur les STEC n’est pas connu.
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6.4. Facteurs environnementaux ayant un impact sur les

STEC au cours de la fabrication et I’affinage du fromage

6.4.a. Composition de I'atmospheére

L'impact de la composition de I'atmosphere des caves d’affinage sur le développement des
STEC est peu connu. Néanmoins, certains facteurs pourraient favoriser la survie des STEC
comme la présence d’ammoniac dans les caves d’affinage des fromages de type pate molle
qui contribue a favoriser le développement de la flore acidosensible (Mahaut et al., 2000). A
I'inverse, I'humidité relative des caves d’affinage conditionne I'a,, qui, en cas de diminution,

peu s’avérer étre un facteur létal pour les STEC.

6.4.b. La température

Les températures au cours de la fabrication et de I'affinage sont variables. De plus, des
traitements thermiques peuvent étre appliqués au cours de la fabrication de certaines
technologies fromageéres. Schlesser et al. (2006) ont observé gu’un traitement thermique du
lait cru a 64,4 °C pendant 17,5 secondes permettait une réduction de 5 logarithmes
décimaux de la concentration d’E. coli O157:H7 inoculés artificiellement dans ce lait a un
taux de 10° UFC.mL™. Le lait peut aussi étre pasteurisé. Ce procédé est extrémement efficace
pour assainir le lait de tous les pathogenes dont les STEC. En effet, E. coli 0157:H7 peut étre
complétement détruit apres un traitement de 16 s a 72 °C (D’Aoust et al., 1988). Néanmoins,
la pasteurisation n’est pas non plus garante d’'un produit sans danger: le risque de
contamination du lait/fromage aprés pasteurisation ou suite a un défaut de cette étape
existe (Clough et al., 2009). En effet, deux épidémies a E. coli 0157:H7 dans du lait pasteurisé
ont été provoquées suite a défaillance de pasteurisation pour I'une et une contamination
post-pasteurisation pour |'autre (Baylis, 2009).

Dans le cas des fromages au lait cru, les températures usitées pour certaines technologies
peuvent avoir des effets différents. En premier lieu, I'étape de coagulation est généralement
effectuée a des températures comprises entre 25 et 35 °C en fonction des technologies. Ces
températures sont indispensables a I'emprésurage, a la formation du caillé ainsi qu’a la

croissance de la flore naturelle du lait et des ferments lactiques. Cependant, la croissance

107



des STEC peut également étre favorisée a ces températures. En effet, la température
optimum de croissance d’E. coli 0157:H7 dans le lait et les produits laitiers se situe aux
alentours de 37°C (Reitsma & Henning, 1996 ; Wang et al., 1997).

Certaines technologies comme les pates filées ou pates pressées cuites nécessitent une
étape de chauffage du caillé. Les fromages de type pates filées comme la Mozzarella sont
caractérisés par une étape de chauffage du caillé apres un présage dans de I'eau ou du
lactosérum pendant 5 a 10min a des températures comprises entre 70 et 85 °C. Spano et al.
(2003) ont observé que cette étape de chauffage a 70 °C durant 5 min permettait une
réduction d’un facteur 10 du taux E. coli 0157:H7 initialement inoculé & 10°> UFC/mL tandis
gu’aprés un chauffage de 5 min a 80 °C, plus aucun de ces STEC n’était cultivable. Pour les
fromage de type pate pressée cuite, cette étape de chauffage dure généralement entre 30 et
60 min pour des températures comprises entre 53 et 55 °C (Mahaut et al., 2000). Il a été
démontré qu’une température de 53 °C ou plus entrafnait une rapide décroissance du taux
de STEC dans les premieres heures de fabrication (Peng et al., 2011). Hudson et al. (1997)
ont observé que I'étape de cuisson de 2 heures a 56 °C entrainait une disparition des E. coli
0157:H7 dans du fromage blanc. Usajewicz & Nalepa (2006) ont observé qu’un traitement
de 180 min a 55 °C permettait d’inactiver les E. coli dans le lait. Ils ont aussi noté que ces
bactéries pouvaient réparer les dommages subits aprés un passage dans des conditions
optimales (37 °C) tandis qu’un stockage a 7 °C inhibait leur régénération. Or, pour certaines
technologies de pates pressées cuites, les fromages peuvent étre conservés plus de 24h a
20°C aprés une étape de chauffage de 35min a 52°C (Mahaut et al., 2000), ce qui pourrait
permettre une régénération des souches de STEC.

Plusieurs facteurs peuvent étre impliqués en cas de stress thermiques, comme des protéines
chaperonnes appelée HSP (Heat Shock Protein). Certaines de ces HSP sont régulées par le
facteur 02 (RpoH) (Peng et al., 2011).

Lors de l'affinage et la conservation du fromage, les STEC sont alors soumis a des
températures basses (< 12 °C). Il a été observé qu’E. coli 0157:H7 pouvait survivre de 60 a 75
jours respectivement dans du Camembert et de la Féta a 2 °C (Ramsaran et al., 1998), ainsi
que 60 jours dans Cheddar a 7 °C (Schlesser et al., 2006). Comme il a été expliqué

précédemment, le stress acide que subissent les STEC en début de fabrication est a méme
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d’activer des mécanismes de résistance au stress froid, ce qui peut expliquer ces
observations.

En conclusion, la température joue un réle important dans le devenir des STEC au cours de la
fabrication du fromage. Pour les technologies dépourvues d’étape de cuisson, la
température pourrait tour a tour agir comme facteur de croissance puis comme facteur de
préservation des STEC dans le produit. Pour les pates pressées cuites, |'étape de cuisson
s’avere efficace afin de réduire/détruire les STEC. Néanmoins, les STEC semblent capable de

se régénérer si les conditions sont favorables.

6.5. Conclusion

En conclusion, différents facteurs peuvent intervenir dans le devenir des STEC au cours de la
fabrication du fromage. L’acidité, bien que généralement décrite comme un facteur létal
pour les pathogenes, ne semble pas étre un facteur inhibiteur des STEC : ces bactéries
possedent des mécanismes de résistance a l'acidité. L’acidité du fromage pourrait méme
déclencher une réponse globale aux stress et ainsi préparer ces micro-organismes a
affronter d’autres stress comme par exemple le pH extrémement acide de I'estomac
humain. Si les taux de NaCl présents dans le fromage ne semblent pas étre en mesure
d’inhiber les STEC, la chute de I'a,, au cours de I'affinage pourrait, elle, avoir un impact sur la
survie de ces bactéries. Les étapes de chauffage des fromages a pates pressées cuites
présentent elles aussi un impact direct sur la survie des STEC. En ce qui concerne les
interactions entre les STEC et les autres flores présentes dans le fromage, les connaissances
sont encore peu nombreuses et parfois contradictoires. Mais il est important de rappeler
gue de multiples barrieres sont bien plus efficaces qu’une seule (Erickson & Doyle, 2007). Le
fromage est une matrice tres complexe, tous ces facteurs interviennent de fagon synergique

et séquentielle et pourraient ainsi avoir bien plus d’impact sur le devenir des STEC.
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7. Comportement des STEC au cours de la fabrication

et de I'affinage des fromages

Le but de cette partie est de faire un point sur les connaissances relatives au comportement
des STEC au cours de la fabrication et de I'affinage de différents types de fromage. Tout
d’abord, il est nécessaire de rappeler que le taux de contamination des STEC dans le lait est
trés faible (Baylis, 2009) et qu’il est aussi tres difficile de pouvoir détecter/isoler de faibles
guantités de ces bactéries (Jordan & Maher, 2006). C’'est pourquoi, généralement, lors de
ces études, les STEC sont artificiellement inoculés a des taux bien au dessus des 1 UFC.mL'l,
généralement supérieurs a 10° UFC.mL™ avant de procéder a la fabrication des fromages

(Montet et al., 2009 ; Ramsaran et al., 1998 ; Reitsma & Henning, 1996).

Deux phases jouent un réle important dans le devenir des STEC : le début de la fabrication et
I'affinage. Les conditions initiales de la fabrication du fromage sont plutot optimales pour la
croissance des STEC avec généralement une température de 30°C ainsi que qu’une a,, du lait
de 0,99. De plus, I'étape de coagulation, permettant de passer du lait liquide au caillé solide,
entraine un phénomeéne de concentration des bactéries. En effet, plusieurs auteurs ont pu
observer une augmentation importante du taux d’E. coli 0157:H7 apres la phase de
découpage du caillé (Govaris et al., 2002 ; Maher et al., 2001 ; Reitsma & Henning, 1996).
Cette augmentation est probablement le résultat d’'un phénomene de croissance associé a la
rétention/concentration de ces bactéries dans le caillé. Dans le Cheddar, E. coli 0157:H7
reste bien plus concentré a 'intérieur des grains de caillé que dans le lactosérum expulsé ce
qui tendrait a confirmer I’hypothese de la concentration de ces bactéries dans le caillé lors
de la phase de coagulation (Reitsma & Henning, 1996 ; Schlesser et al., 2006). A I'inverse, au
cours de I'affinage et la conservation du fromage, les STEC sont soumis a de nombreux
stress, dus aux facteurs mentionnés précédemment, pouvant entrainer une diminution du
taux d’E. coli 0157:H7 / des STEC durant cette étape.

Ces différents phénomenes ont été décrits dans la littérature. Certains exemples sont

illustrés ci-dessous.
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Le phénomene d’augmentation du taux de STEC (concentration avec ou sans croissance) lors
des premiéres heures de fabrication du fromage a été décrit dans des fromages de type Féta
et Télémé fabriqués a base de lait cru de brebis ou de vache. Govaris et al. (2002) ont
observé une augmentation de E. coli 0157:H7 de prés de 1,18 et 0,82 logio UFC.g™" pour la
Féta et 1,56 et 1,35 logig UFC.g'l pour le Télémé au cours des 10 premieres heures de la
fabrication. En revanche, E. coli 0157:H7 ne semble plus détectable aprés, respectivement,
44 et 36 jours d’affinage dans la Féta et le Télémé (Govaris et al., 2002). Hudson et al. (1997)
ont aussi observé une augmentation avoisinante un facteur 10 du taux de E. coli 0157:H7
dans les premiéres heures de la fabrication de fromages au lait cru de type Féta, Colby et
Romano. Au cours de l'affinage, ils ont noté une diminution du taux de ces bactéries. Au-
dela de 30 jours, plus aucun E. coli 0157:H7 n’était viable. Ramsaran et al. (1998) ont
observé qu’aprés I'inoculation d’E. coli 0157:H7 a un taux de 10* UFC.mL" dans du lait cru
ou pasteurisé de vache, E. coli 0157:H7 parvenait a atteindre un taux de 10° UFC.g" et a s’y
maintenir pendant prés de 75 jours. Maher et al. (2001) ont aussi noté une augmentation de
la concentration de plus de 2 logyp UFC.g'1 d’une souche E. coli 0157:H7 artificiellement
inoculée au cours des 24 premiéres de fabrication d’'un fromage a cro(te lavée. Au cours de
I'affinage, le taux de cet STEC a diminué jusqu’a atteindre moins de 1 UFC.g'1 dans la crodte
et moins de 10 UFC.g™ dans la pate du fromage. Néanmoins, des souches viables ont pu étre
isolées apres enrichissement jusqu’a 90 jours.

Une étude réalisé sur du Camembert a permis de mettre en évidence que des souches STEC
transformées non-0157:H7 inoculées a 10° UFC/mL pouvaient augmenter d’environ 1 a 2,2
log1o UFC/g pendant les premiéres heures de la fabrication du fromage (Montet et al., 2009).
Montet et al. (2009) ont observé que ces STEC étaient toujours isolables et dénombrables
malgré une légére diminution du taux de certaines souches (taux compris entre 10 et 10*
UFC.g™ en fonction des souches) en fin d’affinage (20 jours).

Reitsma & Henning (1996) avaient testé 2 taux d’inoculation d’E. coli 0157:H7. Dans les
fromages dont les laits avaient été inoculés a 10° UFC.mL?, les E. coli 0157:H7 avaient pu
survivre jusqu’a 158 jours. Dans les fromages dont les laits avaient été inoculés a 10 UFC.mL™
aucune souche n’avait pu étre détectée aprés 130 jours. Le taux initial de STEC dans le lait

aurait donc une incidence sur leur survie dans le fromage.
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D’Amico et al. (2010) ont pu montrer la survie de souches de E. coli 0157:H7 au cours de la
fabrication de Gouda et de Cheddar avec du lait cru expérimentalement inoculés avec E. coli
0157:H7 a 20 UFC.mL™. Le taux d’E. coli 0157:H7 a augmenté d’un facteur 10 en début de
fabrication, puis a diminué progressivement au cours de I'affinage. Néanmoins, pour les 2
types de fromage, les souches étaient détectables aprés enrichissement jusqu’a 270 jours.
Schlesser et al. (2006) ont aussi observé que le taux de souches E. coli 0157:H7 inoculées
dans du lait cru pouvait augmenter d’un facteur 10 a 100 lors des premieres étapes de la
fabrication d’un fromage de type Cheddar et étre isolables aprés enrichissement au bout de
240 jours d’affinage.

Peng et al. (2012) ont observé que des souches STEC non-0157:H7 et des souches E. coli
non-STEC inoculées & 10" et 10° UFC.mL* pouvait croitre d’environ 3,5 logio UFC.g™ au cours
de la fabrication d’un fromage au lait cru de vache de type pate pressée cuite. Les 2 types de
cuisson modérée du caillé a 40 °C et 46 °C n’ont pas inhibé les souches E. coli inoculées.
Néanmoins, le taux de ces souches a diminué progressivement au cours de |'affinage, mais la
plupart d’entre elles sont restées isolables aprés enrichissement au bout de 4 mois. Les
auteurs ont toutefois noté que les 2 souches non-STEC inoculées ont présenté des taux de
survie supérieurs a ceux des 3 souches STEC inoculées.

Vernozy et al. (2005b) ont mis en évidence que des STEC 0157:H7 inoculés a un taux de 10,
100 et 1000 UFC.mL™ dans du lait cru de chévre décroissaient au cours des 24 premieres
heures de la fabrication d’un fromage de type lactique chévre jusqu’a un taux inférieur a 1
logio UFC.gt. Ils ont également montré qu’aprés le démoulage, les STEC n’étaient

détectables qu’aprés enrichissement et ce, jusqu’a 42 jours apres le début de la fabrication.

En conclusion, si le taux de STEC a tendance a augmenter lors des premiéres heures de la
fabrication du fromage, celui-ci tend a décroitre au cours de son affinage et sa conservation.
Néanmoins, il est intéressant de noter que la plupart des expérimentations concernant la
survie des STEC dans le fromage ont porté sur le sérotype 0157:H7. Les travaux de Montet
et al. (2009) ont porté sur des STEC non-0157:H7, mais il s’agissait de souches n’appartenant
pas aux principaux sérotypes impliqués dans les épidémies. De plus, ces travaux sont
généralement ciblés sur certains types de fromage comme le Cheddar, fromage de chévre la

Feta ou encore le Camembert. Or, étant donné l'immense diversité des fromages,
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notamment en France, de nouvelles études seront nécessaires afin de mieux appréhender
d’une part le comportement des STEC dans ce type d’aliment et d’autre part I'impact des

facteurs physico-chimiques des différentes technologies fromagéres sur ces bactéries.

8. Comportement au cours de la digestion

Les différents mécanismes présentés précédemment permettent aux STEC de survivre dans
des environnements tres acides. Montet et al. (2009) ont observé que des souches STEC
artificiellement inoculées dans un fromage de type pate molle et placées dans un fluide
gastrique a pH de 2,5 restaient isolables aprés 40 min pour les souches acido-sensibles et
aprés 120 min pour les souches acido-résistantes. Si la survie des STEC dans le compartiment
stomacale le temps de la digestion est établie, le comportement de ces bactéries au cours de
du transit dans les différents compartiments du tube digestif est relativement peu connu.
Les travaux réalisés par Etienne-Mesmin et al. (2011) a l'aide d’un digesteur artificiel
permettant de simuler les conditions physico-chimiques de I'estomac ainsi que du
duodénum, du jéjunum et de l'iléon ont permis de démontrer qu’'une souche de E. coli
0157:H7 artificiellement inoculée dans de la viande hachée parvenait a survivre au cours de
la digestion artificielle de cet aliment. lls ont observé une diminution du taux de cette
souche dans I'estomac et le duodénum puis une reprise de croissance de cette souche au
bout de 300 min au niveau du jéjunum et de I'iléon. Néanmoins, de nombreuses questions
restent en suspens: quel est le comportement des souches STEC non-O157 ? Le type
d’aliment a-t-il une influence sur le devenir des STEC au cours de la digestion ? De plus,
Etienne-Mesmin et al. (2011) ont observé que S. cerevisiae réduisait significativement la
reprise de croissance de la souche E. coli 0157:H7 testée. Qu’en est-il de I'influence de la
microflore présente dans certains types d’aliments (fromages au lait cru...) ainsi que de la

microflore commensale de I’étre humain ?
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Points clefs

=>» Les STEC sont omniprésents dans les fermes. Ces bactéries sont extrémement
persistantes et peuvent méme survivre plusieurs mois dans I’environnement, rendant

leur éradication quasi impossible.

=> Les STEC ont été responsables d’épidémies suite a la consommation de produits
laitiers le plus souvent a base de lait cru. Cependant, elles sont de faible ampleur en

comparaison avec des épidémies impliquant d’autres matrices alimentaires.

=>» Des mesures de préventions peuvent étre appliquées pour limiter le danger lié aux
STEC dans le lait et les différents produits laitiers. Ces mesures sont complémentaires
aux controles réalisés sur le lait ainsi que sur les produits laitiers afin de déterminer

s’il y a présence ou non de STEC.

=>» Les fromages sont des matrices trés complexes. Chaque fromage posséde ses propres
caractéristiques. Ainsi, il est difficile de pouvoir généraliser toutes les études sur la
survie des STEC dans ces matrices tant elles sont différentes les unes des autres.
Malgré un nombre important de stress au cours de la fabrication fromageére, les STEC
ont su développer des mécanismes de résistance a ceux-ci. Néanmoins, les étapes de
chauffage du caillé, d’acidification longue ou encore la chute d’a, au cours de
I'affinage de certaines technologies fromageres peuvent étre efficaces contre les

STEC.
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Valorisation

Mon travail bibliographique a été valorisé par la participation a la rédaction d’un chapitre

(chapitre 8 : «Survival of STEC during cheesemaking ») d’une revue bibliographique :

Review of Shiga-toxin-producing Escherichia coli (STEC) and their significance in dairy

production.

Farrokh C, Jordan K, Auvray F, Glass K, Oppegaard H, Raynaud S, Thevenot D, Condron R, De
Reu K, Govaris A, Heggum K, Heyndrickx M, Hummerjohann J, Lindsay D, Miszczycha S,
Moussiegt S, Verstraete K, Cerf O.

International Journal of Food Microbiology. 2012. In press.

Cette publication est disponible en Annexe 4.

115


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22939912
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22939912

Conclusion du mémoire bibliographique

Le nom « STEC » regroupe les E. coli porteurs d’un ou de plusieurs génes stx et dont
certaines souches ont été impliquées dans des épidémies. La toxine encodée par ce gene
rend ces bactéries potentiellement pathogénes, méme si actuellement, et en dépit de la
caractérisation de nombreux autres facteurs de virulence, les mécanismes responsables de
la pathogénicité de ces bactéries ne sont pas encore totalement connus.

Les différentes données présentées tout au long du mémoire bibliographique ont démontré
gue les STEC sont présents dans les fromages et que ce type d’aliment a déja été incriminé
dans des épidémies liées a ces bactéries. Or, I'éradication des STEC au niveau des animaux
mais aussi de I’environnement fermier parait utopique. C'est pourquoi un maximum de
précautions et de regles d’hygiéne doivent étre respectées afin de limiter la transmission des
STEC d’un animal a 'autre au sein de I'exploitation, de limiter le plus possible la persistance
et donc la re-contamination des animaux et d’agir au mieux afin d’éviter toute
contamination fécale au moment de la traite. Des controles doivent aussi étre réalisés sur le
lait afin de déterminer s’il y a présence ou non de STEC. Ces contrbles doivent aussi étre
effectués sur le fromage lui-méme car les STEC possédent de nombreux mécanismes leur
permettant de survivre a la fabrication d’'un fromage.

Néanmoins, les données disponibles sur le comportement des STEC dans diverses
technologies fromagéres sont encore rares et généralement ciblées sur le seul sérotype
0157:H7. De plus, trés peu de données sont disponibles quant au comportement au cours

de la digestion des STEC présents dans les fromages.
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Meémoire

expéerimental



Avant propos.

Les différents travaux cités tout au long du mémoire bibliographique ont permis de mesurer
la prévalence des STEC dans les fromages mais aussi leur implication dans des épidémies.
Néanmoins, I'étude bibliographique a souligné le manque de connaissances sur le
comportement des STEC non-0157:H7 dans les différentes technologies fromageres
notamment francaises. Cette premiére partie de I'étude expérimentale tentera d’apporter

une réponse aux deux questions suivantes :

- Les technologies fromageéeres possedent différentes caractéristiques physico-chimiques
pouvant avoir un effet antagoniste sur les STEC (acidité, température, ay...), mais dans quelle

mesure impactent elle la croissance et la survie des STEC?

- La plupart des études concernant le comportement des STEC dans les fromages ont été
focalisées sur le sérotype O157:H7, pourtant la prévalence du séroytpe 026:H11 dans les
fromages est bien plus importante que celle du sérotype O157:H7. Qu’en est-il du

comportement des STEC non-0157:H7 au cours de la fabrication de fromages?
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CHAPITRE 3. Etude du comportement de
différents sérotypes de STEC dans les

matrices fromageres a base de lait cru

1. Introduction

Tout au long des chapitres précédents, il a été démontré que les STEC représentent une
importante cause de toxi-infections alimentaires, associées a des symptomes graves tels que
la diarrhée hémorragique, le syndrome hémolytique et urémique (SHU) et pouvant méme
provoquer la mort (Nataro & Kaper, 1998 ; Paton & Paton, 1998). Ces infections sont
essentiellement, comme cela a été décrit précédemment, liées a la consommation
d’aliments (produits carnés, végétaux, produits laitiers, eau...) contaminés par ces bactéries
(Baylis, 2009 ; Espié et al., 2008 ; Johnson et al., 2006 ; Karmali et al., 2010 ; Mellmann et al.,
2011 ; Pearce et al., 2006).

E. coli 0157:H7 a été le premier STEC isolé dans les années 1980 et il a été impliqué dans la
plupart des épidémies et cas de SHU (Karmali et al., 2010 ; Riley et al., 1983). Néanmoins,
d’autres sérotypes tels que les sérotypes 026:H11, 0103:H2, 0111:H8 et 0O145:H28
apparaissent a I’heure actuelle comme étant de plus en plus impliqués dans des épidémies
liées a ces bactéries (Lin et al., 2011).

Les ruminants et plus précisément les bovins, sont le principal réservoir de STEC (Karmali et
al., 2010). Ces bactéries colonisent leur tractus digestif de facon asymptotique et sont
excrétées dans les feces de ces animaux (Chapman et al., 2001 ; Hancock et al., 1998 ;
Sarimehmetoglu et al., 2009). Néanmoins, d’autres animaux tels que les ovins ou les caprins

peuvent étre porteurs de STEC (Ateba & Mbewe, 2011). Ces animaux semblent aussi étre
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des réservoirs d’E. coli appartenant a des sérogroupes tres variés, voire différents des bovins
(026, 091, 0115, 0128 ou 0130) (La Ragione et al., 2009).

La présence des genes de virulence ou de STEC dans les produits laitiers a été observée dans
de nombreuses publications (Stephan et al., 2008 ; Vernozy-Rozand et al., 2005a). Or, si un
lait est contaminé par des STEC et que celui-ci est utilisé en fromagerie, ces bactéries
peuvent étre a méme de survivre a la fabrication de certains fromages (D’Amico et al., 2010;
Govaris et al., 2002; Montet et al., 2009). La présence de bactéries pathogénes dans ces
matrices alimentaires est une préoccupation majeure pour les fromagers d’autant que le
paquet hygiéne les oblige a mettre sur le marché des produits indemnes de contaminations
pathogénes. Certaines administrations comme I’'U.S. Food and Drug Administration ont tenté
d’apporter des solutions, notamment en conseillant un affinage minimum de 60 jours pour

les fromages au lait cru (D’Amico et al., 2010 ; Schlesser et al., 2006).

A I'heure actuelle, peu de données sont disponibles quant aux comportements des STEC et
notamment des STEC non-0157 dans les matrices fromageres au lait cru (D’Amico et al.,
2010 ; Govaris et al., 2002 ; Lekkas et al., 2006 ; Leuschner & Boughtflower, 2002 ; Maher et
al., 2001 ; Reitsma & Henning, 1996 ; Schlesser et al., 2006). Afin de mieux appréhender le
comportement de ces bactéries dans diverses technologies fromageéres, la croissance et la
survie de souches STEC de sérotype 026:H11, 0103:H2, 0145:H28 et 0157:H7 a été suivie au
cours de la fabrication, de I'affinage ainsi que de la conservation de différents types de
fromages au lait cru. L'approche choisie était celle de type challenge-test et a consisté a
inoculer artificiellement des souches de STEC dans du lait cru, puis de procéder a la
fabrication des différents fromages et d’étudier le comportement des STEC tout au long de la
fabrication et de I'affinage des fromages ainsi que I'étude de la perte possible du géne stx
comme cela a déja été décrit (Bielaszewska et al., 2007). Au total, cinq types de technologies
fromageres ont été testés: un fromage de type pate persillée (lait cru de brebis), deux
fromages de type pate pressée non-cuite (avec affinage long et affinage court au lait cru de
vache), un fromage de type pate pressée cuite (lait cru de vache) et un dernier fromage de

type lactique chevre (lait cru de chévre).
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2. Matériel et méthodes

2.1. Souches bactériennes

Huit souches différentes de STEC appartenant a la collection du laboratoire ont été utilisées
lors de ces expérimentations (Tableau 8). Trois de ces souches appartenaient au sérotype
026:H11, deux au sérotype 0103:H2, une au sérotype 0145:H28 et deux au sérotype
0157:H7. Le choix de ces sérotypes a été réalisé en fonction de leur implication dans des
épidémies (Karmali et al., 2003) et de leur prévalence dans les produits laitiers (DGAL, 2010 ;
Farrokh et al., 2012). Les souches employées ont toutes été isolées a partir de produits
laitiers et possedent les geénes de virulences eae et stx1 ou stx2 (Nielsen & Andersen, 2003 ;
Perelle et al., 2004). Toutes les souches ont été conservées a |'aide de cryo-billes (AEB

400100, laboratoire AES, Combourg, France) a -80 °C.

2.2. Inoculation

Les souches ont été revivifiées dans du bouillon cceur-cervelle (BHI, bioMerieux, Marcy
I'Etoile, France) a 37°C pendant 24 h. Puis 100 pL de la culture bactérienne obtenue ont été
ajoutés a 10 mL d’eau peptonée tamponnée (EPT, bioMérieux). La suspension a ensuite été
incubée 24 h a 37 °C, puis placée pendant 48 h a 8°C afin de mimer les conditions de
stockage du lait et d’obtenir des souches adaptées au froid. La concentration des souches a
été évaluée par mesure de la turbidité a l'aide d’'un Densimat (bioMérieux). Puis, la
suspension bactérienne a été diluée de facon a inoculer le lait cru avant I'étape
d’emprésurage (Figure 15) a un taux de 10% UFC.mL™. En paralléle, un dénombrement a été
effectué sur des géloses de types PCA (Plate Count Agar, bioMérieux) afin de contréler la
concentration de I'inoculum. Les géloses ont été incubées 24 h a 37 °C.

Le choix des souches et des sérotypes testés lors des challenges tests a été effectué en
fonction des technologies fromageéres : pour les « petits » fromages (type pate pressée non-

cuite et lactique chevre) caractérisés par une période d’affinage courte, les 8 souches de
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STEC choisies pour I'étude ont pu étre testées. A titre de rappel, toutes les souches testées
appartenaient aux sérotypes définis comme potentiellement pathogénes par I’ANSES

(AFSSA, 2010).

Au contraire, pour les fabrications de fromages volumineux nécessitant une logistique
importante du fait de leur taille mais aussi de leurs longues durées d’affinage (> 4 mois)
(fromage de type pate pressée cuite, pate pressée non cuite a affinage long et pate
persillée), seules certaines souches et certains sérotypes ont pu étre testés. Les sérotypes
026:H11 et O157:H7 ont été choisis en priorité du fait de leurs implications dans les
épidémies (Baylis, 2009 ; Espié et al., 2006c ; Farrokh et al., 2012). Les sérotypes 0103:H2 et
0145:H28, ont quant a eux été testés lorsque cela a été possible. lls ont été choisis a cause
de leurs implications dans des épidémies mais également a cause du manque d’informations
sur leur comportement dans les produits laitiers

Par ailleurs, les souches STEC issues de la collection du laboratoire (LMAP-EMSA-CALITYSS,
Marcy I'Etoile, France) ont été choisies et inoculées dans les laits en fonction de leur origine.
Par exemple, pour le fromage de type pate persillée a base de lait de brebis, seules des
souches issues de lait de brebis ont été testées. La seule exception concernait les souches de
sérotypes O157:H7 : aucune souche de ce sérotype possédant les genes de virulence eae et
stx issue de lait/fromage de vache n’était disponible dans la collection du laboratoire.

Toutes les souches ont été inoculées de facon individuelle dans le lait avant la phase
d’emprésurage. Les expérimentations ont été répétées 3 fois (pour le fromage de type pate

pressée cuite, les souches ont été inoculées en duplicata).
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Tableau 8. Souches utilisées lors de cette étude.

Sérotype Nom (origine) Genes de Virulence PP PPNC1-AL PPNC2-AC PPC LC
7501A* (fromage: lait cru de vache) eae’ stx1! X' X' X'

026%:H11* L23A* (lait de brebis) eae’ stx1? X' X" x* X'
F15338* (fromage: lait cru de vache) eae’ stx1! X' X'

F73120* (fromage: lait cru de vache) eae’ stx1! X" X'

0103%:H2* . . . .
F12983a* (lait de brebis) eae’ stx1 X X X

0145%:H28* F324* (fromage: lait cru de vache) eae’ stx2! X" X'
721.4* (lait de brebis) eae’ stx2* X' X' X' x* X'

0157:H7° 6222-16.3* (fromage: lait cru de eae’ stx2* . .
X X

chevre)

PP = pate persillée, PPNC1-AL: pate pressée non-cuite avec affinage long, PPNC2-AC: pate pressée non-cuite avec affinage court, PPC = pate

, . . \ t . . . . s
pressée cuite et LC = lactique chévre.  n=3; *n=2; * Toutes les souches sont issues de la collection du laboratoire national de référence des

STEC francais. ! perelle et al., 2004 ; > Perelle et al., 2005 ; ® Nielsen et al., 2003 ; * Madic et al., 2010 ;>

Miszczycha et al., 2012
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2.3. Fabrication des fromages

Tous les fromages ont été fabriqués a I’Unité de Recherches Fromageéres de I'INRA a Aurillac.
Les 5 types de fromages testés représentent 5 grandes familles de fromages décrites par
Lenoir et al. (1983) et Mahaut et al. (2000). Ces fromages sont de types : pate persillée (PP)
fabriquée a partir de lait cru de brebis, pate pressée cuite (PPC), pate pressée non-cuite a
affinage long (PPNC1-AL), pate pressée non-cuite a affinage court (PPNC2-AC) toutes 3
fabriquées a partir de lait cru de vache et lactique chévre (LC) fabriqué a partir de lait cru de
chevre. Les diagrammes de fabrication de ces fromages sont présentés sur la Figure 15. Les
protocoles complets de fabrication de ces fromages sont décrits en détail dans 2 ouvrages
traitant de la fabrication fromagére et ont été élaborés en concertation avec les
professionnels de I'industrie fromagére (Eck & Gillis, 1997 ; Luquet, 1985).

Pour chaque fabrication, les sérotypes 026:H11, 0103:H2, 0111:H8, 0145:H28 et 0157:H7
ont été recherchés afin de s’assurer que les laits utilisés n’étaient pas naturellement

contaminés.

2.4. Analyse physico-chimique

Les analyses physico-chimiques ont été réalisées a différents points de la fabrication du
fromage. Ces points d’analyse ont été définis en fonction du type de fromage fabriqué et sur
les conseils de technologues fromagers.

Le pH a été mesuré directement dans le cceur du fromage. Pour les technologies qui le
permettaient, le pH a pu étre testé dans la crolte aprés homogénéisation de celle-ci. Le pH a
été mesuré avec un pH métre 926 VTV équipé d’une électrode de type 406 MX (Mettler-
Toledo SA, Viroflay, France). 'activité de I'eau (ay) a été mesurée avec un LabMaster-aw
(Novasina, Lachen, Suisse).

Les teneurs en lactate ont été mesurées par méthode enzymatique au laboratoire LARF

(LARF-Actilait, Mamirolle, France).
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2.5. Echantillonnage, dénombrement et détection des

souches STEC

Des échantillons ont été prélevés dans le coeur et la crolte lorsque cela a été possible (pour
les 2 PPNCs et la PPC) tout au long des fabrications, de I'affinage et de la conservation des
fromages. Les points de prélevements ont été choisis en accord avec les technologues
fromagers a des étapes qui pouvaient avoir un impact sur le comportement des STEC
(variation de pH, de la température...). Les prises d’essai ont été de 50 mL pour le lait et de
50 g pour les fromages. Les échantillons ont été dilués au 1/5 dans de I'EPT puis
homogénéisés pendant 60 secondes a I'aide d’un stomacher (AES Chemunex, Bruz, France).
Les suspensions ont ensuite été diluées au 1/10 a I'aide de bouillon tryptone-sel (TS,
bioMérieux) et étalées sur des géloses spécifiques.

Pour le dénombrement des souches E. coli 0157:H7, 100 uL des suspensions ont été étalées
sur des géloses de type 0157:H7 ID (bioMérieux) et de type SMAC (Biokar, Beauvais, France)
complémentées de 0,05 mg.L™" de céfixime et de 2,5 mg.L" de tellurite afin de limiter la
croissance de la flore annexe. Ces mémes géloses ont été utilisées sans céfixime ni tellurite
afin de favoriser I'isolement des souches E. coli 0157:H7 stressées.

Pour le dénombrement des souches E. coli 026:H11, 0103:H2 et 0145:H28, 100 pL des
suspensions ont été étalés sur des géloses de type E. coli ID (bioMérieux) ainsi que la gélose
sélective décrite par Possé et al. (2008).

Tous les dénombrements ont été effectués en triplicata. Les géloses ont été incubées 24 h a
37 °C et le sérotype des souches isolées a été confirmé par PCR en temps réel comme décrit
plus loin.

Lorsqu’aucune souche ne pouvait étre dénombrée, un enrichissement était mis en ceuvre.
Cette étape a permis de déterminer la présence ou non de la bactérie recherchée dans
I’échantillon. Pour cela, le reste de la suspension (échantillon + EPT) qui n’avait pas été
utilisé pour le dénombrement a été complémenté par de l'acriflavine (inhibition de la
croissance de la flore annexe) puis incubé 24 h a 41,5 °C pour les sérotypes 026:H11 et

0157:H7 et 24 h a 37 °C pour les sérotypes 0103:H2 et 0145:H28 (Savoye et al., 2011).
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Figure 15. Diagramme présentant les caractéristiques des différents types de fromages

testés.

BL = bactéries lactiques.

*: Inoculation des STEC.
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Les souches ont alors été immuno-séparées du bouillon d’enrichissement a I'aide de billes
magnétiques (technique de séparation immunomagnétique spécifique de chaque
sérogroupe ou IMS) sur lesquelles sont fixés des anticorps spécifiques des sérogroupes
recherchés : des Dynabeads (Invitrogen, Cergy Pontoise, France). La suspension contenant
les billes magnétiques obtenues apres IMS a ensuite été étalée sur des géloses spécifiques
comme décrit précédemment. En parallele, un étalement direct du bouillon
d’enrichissement a également été effectué sur ces mémes géloses. Le sérotype des souches

isolées a été confirmé par PCR en temps réel.

2.6. Confirmation et caractérisation des bactéries par PCR

en temps réel

L'ADN bactérien a été extrait par ébullition (15 min) d’une colonie dans 250 uL d’eau
DNA/DNAse free (Qiagen, Courtaboeuf, France). Puis, I'échantillon a été centrifugé 3 min a
13 000g. Le surnageant contenant ’ADN a ensuite été conservé a -20 °C.

Les génes de virulence eae et stx1l et/ou 2 ont été recherchés selon les protocoles décrits
par, respectivement, Nielsen et al. (2003) et Perelle et al. (2004). Les sérogroupes 026, 0103
et 0145 ont été déterminés selon les protocoles décrit par Perelle et al. (2004 et 2005). Les
flagelles H2, H11, H28 ont été déterminés selon le protocole décrit par Madic et al. (2010) et
E. coli 0157:H7 a été identifié selon le protocole décrit par Miszczycha et al. (2012).

Chaque réaction de PCR (30 uL) était composée de : 1X de TagMan Gene Expression Master
Mix (Applied Biosystems, Foster city, CA), amorces et sondes aux concentrations décrites par
les auteurs précédemment cités, 1X d’IPC (Internal Positive Control) Mix et ADN (Applied
Biosystems), de '’eau DNA/DNAse free (Qiagen) et de 3 uL de la suspension d'ADN.

Les réactions de PCR en temps réel ont été effectuées a I'aide d’'un thermocycleur StepOne

Plus (Applied Biosystems).
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2.7. Analyses statistiques

Afin d’étudier I'effet souche (LC et PPNC2-AC), I'effet sérotype (pour toutes les technologies
fromageres testées), I'effet du type d’affinage (PPNC2-AC) et du mode de conservation (PP)
sur le comportement des STEC tout au long de la fabrication du fromage, un modeéle linéaire
décrivant le taux de STEC sur une échelle logarithmique décimale a été utilisé comme
fonction de deux variables dépendantes : le temps et |'effet étudié. Chaque modéle a donc
été décrit comme suit :

Y=XB+¢

Y étant la variable quantitative a expliquer ou variable indépendante et représente le
vecteur des données observées (c.a.d. les dénombrements) a I'échelle log décimal, X
représentant les variables explicatives associées aux effets fixes (ici : souche, sérotype,
temps d’affinage...), B étant un vecteur de coefficients associés aux effets fixes a estimer et €
étant un vecteur des erreurs aléatoires résiduelles autour de X B.

Les mesures étant répétées dans le temps a des intervalles de temps irréguliers il a été
nécessaire d’utiliser un modele « temps continu » pour décrire la matrice de covariance des
erreurs résiduelles. La structure de covariance « spatial power » de la procédure Mixed de
SAS 9.2 a donc été utilisée.

Pour chaque technologie, I'effet souche de chaque sérotype a été testé en premier (si
plusieurs souches d’'un méme sérotype avaient été testées). Si aucun effet souche n’était
observé au sein d’'un méme sérotype, alors I'effet sérotype était recherché. De plus, I'impact
du type d’affinage (traditionnel ou industriel) pour le fromage de type PPNC2-AC et le mode
de conservation pour le fromage de type PP (pain ou portion) ont été testés.

Les effets ont été considérés comme significatifs lorsque la pyaue du test F était inférieure a
5%.

Les analyses statistiques ont été réalisées par la cellule AQR (Analyse Quantitative du Risque)

du CNIEL.
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3. Résultats

3.1. Fromage de type Pate Persillée (PP - lait cru de
brebis)

3.1.a. Comportement des STEC

Trois souches appartenant respectivement aux sérotypes 026:H11, 0157:H7 et 0103:H2 ont
été testées (n=3) pour cette technologie fromagere (Tableau 8).

Pour ce type de fromage, le taux de la souche STEC O157:H7 a augmenté de 1 logio UFC.g"
lors des premiéres heures de fabrication tandis que cette augmentation a été,
respectivement, de 2 logg UFC.g'1 et de 3 logyg UFC.g'1 pour les souches STEC 0103:H2 et
026:H11 étudiées (Figure 16). Sept jours aprés le début de la fabrication, la concentration de
la souche E. coli 0157:H7 a diminué jusqu’a ce que la souche ne puisse plus étre détectée
gu’apres enrichissement. Les taux des souches E. coli 026:H11 et 0103:H2 ont chuté au
cours de I'affinage. Au 240%™ jour, les STEC 0103:H2 et O157:H7 n’étaient plus détectables
tandis qu’E. coli 026:H11 bien que non-dénombrable, restait détectable aprés
enrichissement. Quel que soit le mode de conservation, la croissance d’E. coli 026:H11 a été
significativement supérieure a celle des E. coli 0103:H2 et O157:H7. La souche appartenant
au sérotype 026:H11 a également été plus persistante que les autres (pyawe < 0,002). Le
mode de conservation (demi-pain ou portion) n’a pas présenté d’'impact sur le devenir des

souches STEC testées (pyae > 0,9 pour les 3 sérotypes).

3.1.b. Caractéristiques physico-chimiques

Quels que soient les STEC inoculés, le pH dans la pate des fromages a diminué de 6,6 a 4,91
lors des 3 premiers jours de fabrication. Puis le pH a augmenté jusqu’au jour 90, atteignant
une valeur de 6,69 avant de redescendre a nouveau (Figure 17). Les taux de lactate étaient
de 1179 mg.100g" (écart type (EC) = 41 mg.100g") au 4éme jour de fabrication et ont
diminué au cours de I'affinage: ils ont atteint 638 mg.100g™ (EC = 209 mg.100g™) au 150°™®
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jour. L'ay, dans le pate des fromages a diminué régulierement jusqu’a atteindre 0,898 (EC =
0,006) au 240%™ jour. Les températures ont varié en fonction des conditions décrites dans le

matériel et méthodes (Figure 15).

3.2. Fromage de type Pate Pressée Non-Cuite avec un

Affinage Long (PPNC1-AL - lait de vache)

3.2.a. Comportement des STEC

Deux souches appartenant respectivement aux sérotypes 026:H11 et O157:H7 ont été
testées (n=3) pour cette technologie fromagere (Tableau 8).

Au cours des 24 premiéres heures de la fabrication, le taux d’E. coli 026:H11 a atteint 6 logg
UFC.g'1 tandis que le taux de E. coli 0157:H7 a atteint 4 logg UFC.g'1 (Figure 16). Le taux des
STEC est ensuite resté constant jusqu’au 60°me jour avant de décroitre. Les taux de la souche
STEC 0157:H7 dans la pate et la croQte ainsi que de la souche STEC 026:H11 dans la crolte
ont chuté en dessous du seuil de dénombrement a partir du 210°™ jour. Le taux d’E. coli
026:H11 dans le cceur du fromage a décru plus lentement que dans la cro(te. En effet, la
souche était toujours dénombrable a un taux de 3 logg UFC.g'1 dans cette partie du fromage
au 240%™ jour. Le taux d’E. coli 026:H11 était significativement plus élevé que celui de E. coli

0157:H7 a la fois dans la pate (pyae < 0,001) et dans la crote (pyaue = 0,0018) tout au long
de I'affinage.

3.2.b. Caractéristiques physico-chimiques

Quels que soient les STEC inoculés, le pH dans la pate des fromages a chuté de 6,79 a 5,19
lors du premier jour de fabrication, puis il est remonté progressivement pour atteindre 5,52
au 240°™ jour (Figure 17). Dans la cro(te des fromages, le pH a augmenté progressivement
de 7,34 au 60°™ jour jusqu’a 7,64 au 240°™ jour. Les taux de lactate sont restés stables aux
alentours de 1145 mg.100g™ (EC = 80 mg.100g™) au cours de Iaffinage.

A coeur des fromages, I'ay, a diminué progressivement jusqu’a atteindre 0,943 (EC = 0,002)

au 240°™ jour. Sur les crodtes, I'ay a diminué de 0,941 (EC = 0,001) au 60éme jour jusqu’a
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0,922 (EC = 0,001) au 240%™ jour. Les températures ont varié en fonction des conditions

décrites dans le matériel et méthodes (Figure 15).

3.3. Fromage de type Pate Pressée Non-Cuite avec un

Affinage Court (PPNC2-AR - lait de vache)

3.3.a. Comportement des STEC

Trois souches appartenant au sérotype 026:H11, 2 souches au sérotype 0103:H2, 1 souche
au sérotype 0145:H28 et 2 souches au sérotype 0157:H7 ont été testées (n=3) pour cette
technologie fromagére (Tableau 8).

Comme cela a été observé pour le fromage de type PPNC1-AL, les taux des souches testées
ont augmenté lors des 24 premiéres heures de la fabrication du fromage (Figure 16). Les
taux des souches E. coli 0103:H2 et 0145:H28 ont atteint 5 logg UFC.g'l, tandis que ceux des
3 souches E. coli 026:H11 ont atteint des valeurs comprises entre 4 et 5 logg UFC.g'l. Les
taux des 2 souches E. coli 0157:H7 ont atteint 3,3 logig UFC.g'l.

Au cours de I'affinage, les taux de ces différentes souches sont restés constants. Il en a été
de méme au cours de la conservation des fromages jusqu’au 40°™e jour. Statistiquement, il
n’a pas été noté de différence de comportement entre les souches appartenant a un méme
sérotype. De méme, quel que soit le sérotype, il n'y a pas été observé de différence de
comportement en fonction du type d’affinage que ce soit dans la pate ou la crolte du
fromage (pyae pate and pyqe crolte > 0.46). Quel que soit le type d’affinage, les taux des
souches appartenant aux sérotypes 0103:H2 et 0145:H28 étaient significativement
similaires dans la pate (pvaie (affinage traditionnel) = 0,915; Pvalue (affinage industrien =0,365) et la crolte
(Pvalue (affinage traditionnel et industrie = 0,43). Les taux de STEC 026:H11 et O145:H28 étaient
significativement similaires dans la croQte (pvate (affinage traditionne) = 0,22;  Pvalue (affinage industriel) =
0,07).

Les taux des STEC 026:H11 étaient significativement plus bas que celui d’E. coli 0145:H28
dans la pate ainsi que de celui des STEC 0103:H2 dans la pate et la crolte (pyae < 0.05). Les
taux des STEC 0157:H7 ont été significativement plus bas que ceux des STEC 026:H11,

0103:H2 et 0145:H28 dans le cceur et la crolte du fromage (pyaue < 0.05).
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Figure 16. Moyennes des résultats de dénombrement des différents serotypes de STEC
testés tout au long de la fabrication, de I’affinage et de la conservation des différents types
de fromages. La fin des technologies plus courtes a été indiquée afin de visualiser plus
distinctement I'impact de la durée d’affinage sur la survie des STEC. Les barres verticales
représentent les valeurs minimales et maximales obtenues pour chaque sérotype lors des

dénombrements.
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3.3.b. Caractéristiques physico-chimiques

Quels que soient les STEC inoculés, le pH dans la pate du fromage a diminué de 6,6 jusqu’a

5,3 au cours du premier jour de fabrication. Il a ensuite augmenté progressivement apres le
5°™ jour pour atteindre 5,8 au 40°™ jour (Figure 17). Les taux de lactate au 5°™ jour ont été
de 996 mg.100g™ (EC= 152 mg.100 g). Ils ont atteint 1109 mg.100 g™ (EC= 61 mg.100 g*) au
20°™ jour pour ensuite diminuer jusqu’a atteindre 649 mg.100 g (EC= 88 mg.100 g) au
32°™ jour.

L'ay est restée constante dans la pate des fromages avec une valeur de 0,974 (EC = 0,0023)
au 40°™e jour. Sur les croltes, I'a,, est restée constante avec une valeur de 0,980 (EC =
0,0033) au 40°me jour. Les températures ont varié en fonction des conditions décrites dans le

matériel et méthodes (Figure 15).

Figure 17. Evolution des valeurs de pH (moyennes) au cours des premiéres de fabrication

et au cours de I'affinage et de la conservation des fromages.
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3.4. Fromage de type Pate Pressée Cuite (PPC- lait cru de

vache)

3.4.a. Comportement des STEC

Deux souches appartenant respectivement aux sérotypes 026:H11 et 0157:H7 ont été
testées en duplicata pour cette technologie fromagere (Tableau 8).

Au cours des premiéres heures de la fabrication, aucune augmentation des taux des STEC
026:H11 et 0157:H7 n’a été observée (Figure 16). De plus, 1 h et 45 min aprés l'inoculation,
les STEC n’ont été détectables qu’apres enrichissement. Au cours de I'affinage, les souches
n’ont pu étre détectées qu’apres enrichissement. Il n’a pas été observé d’effet sérotype pour
cette technologie (pvae pate = 0,249 et pyque crolte = 0,349). Dans la pate du fromage au
120%™ jour, aprés enrichissement, la souche STEC 0157:H7 n’a pu étre isolée que pour une
seule une des deux répétitions tandis qu’aucune souche STEC 026:H11 n’a pu étre isolée.
Par contre, dans la croite, au 120°™ jour, la souche STEC 026:H11 a pu étre isolée aprés

enrichissement pour les deux répétitions tandis que la souche STEC 0157:H7 n’a pu étre

isolée que pour une seule des 2 répétitions.

3.4.b. Caractéristiques physico-chimiques

Quels que soient les STEC inoculés, au cours des premieres heures de la fabrication des
fromages, le pH a diminué de 6,6 a 5,38 dans la pate et est resté stable environ un mois. Il a
ensuite augmenté progressivement pour atteindre 5,82 au 120%™ jour (Figure 17). Les taux
de lactate ont augmenté de 665 mg.100g™ (EC = 65 mg.100g™) 22 h aprés le début de la
fabrication jusqu’a 1329 mg.100g™ (EC = 115 mg.100g™) au 45&me jour, puis ils ont diminué
jusqu’a atteindre 1034 mg.100g™ (EC = 64 mg.100g™) au 120°™ jour.

Dans la pate du fromage, I'a,, est restée stable entre le 5éme et le 15éme jour pour ensuite
diminuer jusqu’a atteindre 0,975 (EC = 0,0027) au 120émejour. Sur la cro(te, I'ay, @ augmenté
de 0,974 (EC = 0,0035) 3 0,980 (EC = 0,0025) entre le 15°™ et le 45°™ jour pour ensuite

diminuer jusqu’a atteindre 0,964 (EC = 0,0038) au 120%™ jour. Les températures ont varié en

fonction des conditions décrites dans le matériel et méthodes (Figure 15).
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3.5. Fromage de type Lactique Cheévre (LC - lait de

chévre)

3.5.a. Comportement des STEC

Trois souches appartenant au sérotype 026:H11, 2 souches au sérotype 0103:H2, 1 souche
au sérotype 0145:H28 et 2 souches au sérotype O157:H7 ont été testées (n=3) pour cette
technologie fromagére (Tableau 8).

Au cours des premieres heures de fabrication, les taux des STEC 0103:H2, 0145:H28 et
0157:H7 sont restés identiques a ceux inoculés dans le lait (Figure 16). Seules les
concentrations des 3 souches de sérotype 026:H11 ont augmenté de 1 logio UFC.g'l. Ces
taux ont ensuite diminué aprés 24 heures (fin de I'étape de coagulation). Comme cela a été
observé pour les technologies de type PP et PPNC1-AL, I'augmentation des souches de
sérotype 026:H11 a été supérieure a celle des autres souches des autres sérotypes : Pyoie
(026:H11 vs 0103:H2) = 0,0054; pyae (026:H11 vs 0157:H7) < 0, 0001; pygie (026:H11 vs
0145:H28) = 0,0126. A l'inverse, il n'a pas été observé de différence significative de
comportement entre les sérotypes 0103:H2, 0145:H28 et 0157:H7. Le comportement des
souches issues d’'un méme sérotype a été quant a lui statistiquement similaire. A la fin de
I’étape de démoulage (60 h apres l'inoculation des STEC), plus aucune souche n’a pu étre
dénombrée quel que soit le sérotype, mais elles ont pu étre isolées aprés enrichissement. Au
60°m jour, 4 souches (une appartenant au sérotype 026:H11 (souche 7501A), une
appartenant au sérotype 0103:H2 (souche F73120) et les 2 souches appartenant au sérotype

0157:H7 n’ont plus été isolées méme aprés enrichissement).

3.5.b. Caractéristiques physico-chimiques

Quels que soient les STEC inoculés, au cours des premieres heures le pH a diminué de facon

trés importante, atteignant 4,21 au 2°me jour de la fabrication. Il a ensuite augmenté pour
atteindre 5,26 au 25°me jour (Figure 17). Les taux de lactate ont diminué de 801 mg.100g™

(EC = 46 mg.100g™) au 2°™ jour jusqu’a 343 mg.100g™ (EC = 122 mg.100g™) au 25°™ jour.
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L'ay a diminué dans les pates des fromages de 0,994 (EC = 0,001) au 2

eme

jour jusqu’a 0,967

(EC = 0,0038) au 45°™ jour. Les températures ont varié en fonction des conditions décrites

dans le matériel et méthodes (Figure 15).

3.6. Recherche de la présence du gene stx en fin

d’affinage pour les fromages de type Pate Persillée

Une recherche de la présence du géne stx a été effectuée sur les souches de sérotype

026:H11, 0103:H2 et 0157:H7 aux points de prélevement J90, J150, J180 et J240. Les

résultats sont indiqués dans le Tableau 9.

Toutes les souches isolées et testées a ces points possédaient le géne stx.

Tableau 9. Présence du géne stx sur les souches isolées en fin d’affinage et au cours de la

conservation du fromage de type pate persillée.

* . souches isolées apres enrichissement, potentiellement issues du méme clone bactérien.

NT : non-testé car aucune souche n’avait pu étre isolée méme apres enrichissement.

Points de prélevement | sérotype Nombre de souches testées | Présence du gene stx
190 (affinage) 026:H11 70 +
0103:H2 70 +
0157:H7 10 * +
J150 (fin d’affinage) 026:H11 70 +
0103:H2 70 +
0157:H7 10 * +
J180 (conservation) 026:H11 70 +
0103:H2 10 * +
0157:H7 10 * +
J240 (fin de 026:H11 10 * +
conservation) 0103:H2 NT NT
0157:H7 NT NT
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4. Discussion

Au cours de cette étude, le devenir de 4 sérotypes de STEC différents a été étudié tout au
long de la fabrication, de I'affinage et de la conservation de fromages au lait cru préparés
selon 5 schémas technologiques différents. Le sérotype 0157:H7, a I’heure actuelle est le
plus étudié et les données montrent qu’il est le plus impliqué dans des épidémies liées a la
consommation de fromage (Baylis, 2009; Farrokh et al., 2012). Cependant, ce sérotype n’est
pas le plus fréquemment retrouvé dans ce type de denrée. A notre connaissance, cette
étude est la premiére destinée a déterminer le devenir et le comportement de souches STEC
de sérotypes 026:H11, 0103:H2 et 0145:H28 tout au long de la fabrication et de I'affinage
de fromages au lait cru de différentes especes animales. De plus, le comportement de ces
différents sérotypes a été comparé a celui de souches de sérotype 0157:H7.

Les données obtenues ont montré un comportement différent des STEC d’un fromage a
I'autre. Ceci était probablement lié a la grande variabilité des parametres physico-chimiques
et environnementaux (cinétique d’acidification, pH, température, a,) des fromages

fabriqués.

4.1. Facteurs inhibant la croissance des STEC

Les résultats de cette étude ont mis en exergue que 2 facteurs physico-chimiques pouvaient
inhiber la croissance des STEC lors des premiéres heures de la fabrication.

Le premier de ces facteurs est I'acidification rapide et brutale qui caractérise les fromages de
type lactique chévre. Pour ces fromages, la phase de coagulation dure 24 heures, a 18 °C,
avec une chute rapide du pH en dessous de 4,3. Or, il a été observé in vitro que E. coli ne
peut pas croitre a un tel pH (Glass et al., 1992). Aprés cette étape, les STEC n’ont pu étre
isolés qu’aprés enrichissement des fromages. Des résultats similaires ont pu étre observés
précédemment (Vernozy-Rozand et al., 2005b). En effet, Vernozy et al. (2005b) ont mis en
évidence que des STEC O157:H7 inoculés & un taux de 10> UFC.mL* dans du lait
décroissaient au cours des 24 premiéres heures de la fabrication d’'un fromage de type

lactique chevre (avec un pH = 4,3 a la fin de |'étape de coagulation). Ils ont également
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montré qu’apres le démoulage, les STEC n’étaient détectables qu’aprés enrichissement et
ce, jusqu’a 42 jours apres le début de la fabrication. Ces données sont en accord avec nos
résultats.

Le second facteur ayant un impact négatif sur la croissance des STEC est la température. Le
caillé des fromages de type pate pressée cuite est chauffé 35 min a 54°C (une heure apres
I'inoculation des STEC et avant la phase de pressage) (Mahaut et al., 2000). Apres cette
étape, les STEC étudiés n’ont pu étre isolés qu’aprés enrichissement. Différentes études se
sont intéressées a I'impact de la température sur E. coli 0157:H7. Les résultats des temps de
réduction décimale (valeur de D) varient en fonction de la température, de la souche mais
aussi du type de matrice testée. Certains auteurs ont observé des valeurs de D de 31 min a
50 °C (ICMSF, 1996), de 11,51 min a 55 °C dans de la viande de dinde (Juneja & Marmer,
1999). D’autres auteurs ont observé une valeur de D comprise entre 2,14 et 8,32 min a 56°C
dans du jus de pomme (Enache et al., 2011) ou encore entre 0,95 et 4,98 min dans du lait a
58 °C (Hassan & Frank, 2000). Certains auteurs ont également mis en évidence qu’un
chauffage a une température de 53 °C entrafnait une diminution efficace du taux de STEC en
début de fabrication fromagére permettant ainsi d’assainir ce type de fromage (Peng et al.,
2011). Dans notre étude, au cours de I'affinage, les STEC n’ont pu étre isolés qu’apres
enrichissement. Certains auteurs ont observé que des souches d’E. coli étaient inactivées
aprés 180 min de chauffage a 55 °C (Usajewicz & Nalepa, 2006). Or, ces souches, bien que
stressées et endommagées, pouvaient « récupérer » de leurs stress et croitre si elles étaient
incubées a leur température optimale de croissance, soit 37 °C. Ces mémes auteurs ont par
contre observé qu’une conservation a 7 °C inhibait la régénération et la reprise de croissance
de ces bactéries stressées. Or, les fromages de types PPC de cette étude ont été affinés a
une température de 9 °C. Cette température pourrait expliquer I'incapacité des souches

STEC survivantes a croitre aprés I'étape de chauffage.

4.2. Facteurs permettant une augmentation du taux de

STEC

Une augmentation du taux de STEC a été observée pour 3 technologies : la pate persillée et

les 2 pates pressées non-cuites. Cette augmentation peut résulter de 2 phénomenes. Le
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premier est le phénomeéne de concentration dans le caillé concomitamment a I’'expulsion du
lactosérum. Cette étape entraine une concentration des bactéries présentes d’un facteur 5
pour les PP a un facteur 10 pour les PPNCs dans le caillé (Govaris et al., 2002 ; Reitsma &
Henning, 1996 ; données personnelles). Le second phénomene est une multiplication des
souches de STEC. En effet, 'augmentation de plusieurs logio UFC.g" des taux des STEC
observée pour ces 3 types de fromage indique clairement qu’il y a eu multiplication de ces
bactéries. Lors des premiéeres étapes de la fabrication des pates persillées et des pates
pressées non-cuites les conditions ont été favorables a la croissance des STEC. La
température a été supérieure a 30 °C et l'acidification modérée qui caractérise ces
technologies fromagere ne peut, au pire, que ralentir le développement des STEC. En effet,
pour ces technologies, le pH n’a pas chuté en dessous de 4,9 lors des 24 premiéres heures de
la fabrication or il a été démontré qu’E. coli 0157:H7 peut croitre dans une gamme de pH
comprise entre 4,5 et 9 (Glass et al., 1992). De plus, le phénomene d’augmentation du taux
de STEC en début de fabrication a déja été observé pour un cocktail de souches E. coli
0157:H7 artificiellement inoculées dans du lait au cours de la fabrication de Cheddar
(Schlesser et al., 2006). Ces auteurs ont observé une augmentation de 1 a 2 log;o UFC.g™ du

taux des STEC lors des premiéres heures de fabrication.

4.3. Facteurs permettant une diminution du taux de STEC

au cours de lI'affinage

La durée de I'affinage a un impact sur la survie des STEC notamment suite a la diminution de
I'ay (Mahaut et al., 2000). L’a,, minimale pour la croissance de E. coli est de 0,95 (Sperber,
1983) et il a été démontré qu’une a,, de 0,92 était suffisante pour permettre une diminution
du taux de STEC dans des tranches de fromage (Glass et al., 1998). Les analyses physico-
chimigues mises en ceuvre sur les fromages ont montré que I’a,, la plus faible au cours de
I'affinage a été observée pour les fromages de type pate persillée. Celle-ci chute en dessous
de 0,9 au bout de 240 jours. De plus, ces fromages ont été conservés a une température de -
2 °C entre les jours 28 et 90. Les STEC sont connus pour résister au froid (Mgretrg et al.,
2010), mais I'hypothese peut étre émise qu’un effet synergique de la baisse de l'ay,

combinée a une température négative et a un pH acide ait pu entrainer une diminution du
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taux des STEC. Dans le cas de la pate pressée non-cuite a affinage long, la diminution de I'a,,
au cours de I'affinage pourrait étre un des facteurs expliquant la diminution des taux de
STEC observée apres 90 jours. Par ailleurs, I'a,, dans la crolte de ce type de fromage a chuté
plus vite que celle de la pate alors méme que son pH s’était maintenu a des valeurs plus
élevées (environ 7,7). Ceci pourrait expliquer pourquoi le taux de STEC 026:H11 a diminué
plus rapidement dans la crolite que dans la pate de ce fromage. Ces résultats sont similaires
a ceux observés par Schlesser et al. (Schlesser et al., 2006). En effet, ces derniers avaient mis
en évidence que le taux de souches d’E. coli 0157:H7 dans la pate des fromages placés a 7 °C
agés de 60 et 120 jours avaient diminué respectivement d’un peu moins de 1 et 2 logqg
UFC.g™. De méme, D’Amico et al. (2010) ont observé que des STEC 0157:H7 artificiellement
inoculés dans des fromages de type Cheddar et Gouda pouvaient encore étre détectables au
bout de 270 jours apres enrichissement. Les résultats obtenus au cours de nos travaux sont
en accord avec ces 2 études. Nos données confirment qu’un affinage de plus de 60 jours est
efficace pour entrainer une diminution du taux de STEC sans toutefois permettre de les
éliminer totalement.

A l'inverse, un affinage court ne permet pas une réduction suffisante de I'a,,. Ceci est le cas
du fromage de type pate pressée non-cuite avec affinage court. Pour ce type de fromage,
aucune diminution du taux de STEC n’a été observée que ce soit pendant I'affinage ou la
conservation du fromage. Cette phase stationnaire a déja été décrite dans la littérature.
Ramsaran et al. (1998) ont observé que des souches de E. coli 0157:H7 inoculées a 4 logy,
UFC.mL " dans du lait cru de vache survivaient a plus de 6 logio UFC.g™" jusqu’a 75 jours (fin
de la période de conservation du fromage testé).

La survie des STEC au cours de I'affinage et de la conservation au froid du fromage peut donc
étre impactée par une combinaison de plusieurs facteurs comme la durée, le pH, I'ay, la
température mais aussi par des phénomenes de compétitions avec les microflores présentes
dans les fromages (production d’antimicrobiens, compétition nutritive). En effet, il a été
démontré que plusieurs « barriéres » sont plus efficaces qu’une seule (Erickson & Doyle,

2007).
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4.4. Effet sérotype

Statistiguement, aucun effet souche pour un méme sérotype n’a été mis en évidence pour
les fromages de type « lactique chévre » et de type « pate pressée non-cuite avec affinage
court ». Néanmoins, peu de souches différentes appartenant a un méme sérotype ont été
utilisées. Cette absence d’effet souche avait déja été mise en évidence par D’Amico et al.
(2010) : les 3 souches de sérotypes 0157:H7 qu’ils avaient inoculé artificiellement dans un
fromage de type « Cheddar » avaient eu un comportement identique. Cependant, nos
travaux ont révélé un effet sérotype pour les fromages de type pate persillée et les 2 pates
pressées non-cuites : les souches de sérotype 0157:H7 ont connu une croissance plus faible
gue les souches appartenant aux sérotypes 026:H11, 0103:H2 et 0145:H28.

Il est donc possible que les souches appartenant aux sérotypes 026:H11, 0103:H2 et
0145:H28 soient de meilleures compétitrices que les souches appartenant au sérotype
0157:H7. Il est important de souligner qu’E. coli O157:H7 a connu, au cours de son
évolution, de nombreuses mutations qui lui ont fait perdre notamment la capacité de
fermenter le sorbitol ou encore I'activité de la B-glucuronidase (Monday et al., 2001). Ces
mutations ainsi que d’autres phénomenes, pourraient avoir eu un impact sur le devenir de
ce sérotype au cours de la fabrication fromageére. De plus, le géne stx est porté par un phage
de type lambdoide. L’activation du cycle lytique de ce prophage est induite par différents
stress (Imamovic & Muniesa, 2012 ; Schmidt, 2001). L’hypothése suivante peut étre émise :
les souches de sérotype 0157:H7 pourraient étre plus sensibles aux différents stress
rencontrés lors de la fabrication fromagére que les souches des autres sérotypes testés. Par
conséquent, I'activation du cycle lytique du prophage lambdoide pourrait provoquer une
forte diminution de la population d’E. coli 0157:H7 dans le fromage. Des études
complémentaires devront étre menées afin de confirmer le comportement observé des E.
coli 0157:H7 en testant d’autres souches appartenant a ce sérotype, ainsi que de tester des

souches E. coli 0157:NM capables de fermenter le sorbitol.
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4.5. Présence du géne stx en fin d’affinage

De plus, la recherche de la présence du gene stx sur les fromages de type pate persillée en
fin d’affinage a révélé que toutes les souches testées possédaient toujours le gene stx. Ainsi,
malgré les stress liés a la survie dans ce type de fromage, les souches STEC testées et
notamment celle de sérotype 026:H11 n’ont pas perdu leur gene stx comme cela avait déja
été constaté (Bielaszewska et al., 2007). Ces souches restent donc potentiellement

pathogéenes.

5. Conclusion

En conclusion, cette étude a mis en évidence qu’un chauffage du caillé dans le fromage de
type « pate pressée cuite » ou qu’une acidification brutale et rapide dans le fromage de type
« lactique chévre » ont permis un assainissement efficace des STEC. A linverse, des
températures et des pH modérés ont autorisé une augmentation du nombre de ces
bactéries comme cela a été observé pour les fromages de type pate persillée et les 2 pates
pressées non-cuites (méme si les taux de croissance observés ont été différents en fonction
des technologies). Dans ce cas, seul un affinage long a pu permettre une diminution du taux
des STEC.

Dans le cas des fromages de type pate persillée et pate pressée non-cuite avec un affinage
long, de nombreuses souches ont pu étre isolées aprés enrichissement méme aprés
plusieurs mois d’affinage. Mais il est important de souligner que les STEC ont été inoculés
dans le lait a des taux élevés avoisinant 10 UFC.mL™. Ce taux élevé, ne reflétant pas le taux
de contamination naturel des laits, a pu impacter la survie de ces bactéries. De nouvelles
expérimentations avec des taux de contamination proches des taux de contamination
naturelle seront envisagées. De plus, I'état physiologique des souches utilisées en challenge
test différe de celui des souches naturellement présentes dans le lait, ce qui a aussi pu

impacter leur comportement.
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Les résultats obtenus serviront de base a un travail de modélisation (Schvartzman et al.,
2011) pour évaluer la concentration finale des STEC dans le fromage dans des conditions
plus réalistes de contamination du lait par ces bactéries.

S’il est confirmé que la croissance des souches appartenant au sérotypes 0157:H7 est plus
faible que pour les autres sérotypes, alors il sera intéressant d’étudier I'état physiologique
de celles-ci (stress, induction du prophage lambdoid...). Les données concernant les
interactions des STEC avec la microflore annexe disponibles a ce jour sont contradictoires,
certains auteurs estimant que ces microflores jouent un réle antagoniste vis-a-vis des STEC
(Duffy et al., 1999) tandis que d’autres estiment que ces microflores n’ont aucun impact sur
les STEC (Masoud et al., 2012). Une étude a également montré que certaines moisissures tel
qgue Penicillium roqueforti peuvent favoriser la croissance de E. coli 0157:H7 in vitro (Lee et
al., 2012). Ainsi, il sera aussi nécessaire d’étudier I'impact de la microflore naturelle du lait
cru ainsi que des ferments utilisés et des moisissures sur le comportement des STEC. En ce
qui concerne la présence du géne stx, I'étude a été limitée a une seule technologie
fromagere, de nouvelles expérimentations devront étre menées sur des souches ayant
résisté a d’autres technologies fromageéres. Des souches supplémentaires devront également
étre employées. De plus, la présence du géne n’impliquant pas nécessairement leur
transcription ou la traduction de son ARNm, des travaux devront étre réalisés afin d’étudier

I’expression du gene stx pour les souches ayant survécu a la fabrication d’'un fromage.
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6. Valorisation

6.1. Publication

Ces travaux sur la croissance et la survie des STEC au cours de la fabrication et de I'affinage
de différentes technologies fromageéres au lait cru ont été publiés dans la revue a comité de
lecture Applied and Environmental Microbiology. Cette publication est disponible en Annexe

5:

Behavior of different Shiga-toxin producing Escherichia coli (STEC) serotypes in various
experimentally contaminated raw milk cheeses.

Miszczycha SD, Perrin F, Ganet S, Jamet E, Tenenhaus-Aziza F, Montel MC, Thevenot-
Sergentet D.

Applied and Environmental Microbiology. 2013. Jan 79 (1) :150-8.

6.2. Communications orales

Ces travaux ont fait I'objet de 2 communications orales présentées en Annexe 6 :

+ Une présentation orale a la journée thématique sur les STEC organisée par le CNIEL a Paris
a été faite en Novembre 2011 :

« Etude de la croissance, de la survie et de la pathogenicite des STEC dans les technologies
fromageres au lait cru. »

Miszczycha S.D. ; Perrin F.; GanetS. ; Jamet E. ; Tenenhaus-Aziza F. ; Farrokh C. ; Montel M-

C.; Thevenot-Sergentet D.

+ J'ai de plus effectué une communication orale dans le cadre de la journée des doctorants
organisée par VetAgro-Sup en mai 2012 : « Etude de la croissance et de la survie des STEC

dans les technologies fromageres au lait cru »
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6.3. Posters

Ces travaux ont fait I'objet de 2 posters présentés dans les Annexe 7 et 8 :

+ Présentation d’un poster au séminaire international : « Microbiological safety of UK raw
milk cheeses » au Campden BRI le 08 Mars 2011 (Chipping Campden, UK.) :

« Growth, Survey and Pathogenicity of the STEC in French Raw Milk Cheeses. »
S. D. Miszczycha, S. Ganet, E. Jamet, C. Farrokh, M.C. Montel and D. Thevenot-Sergentet.

Ce méme poster a été présenté en Avril 2011 aux journées de |’école Doctorale de Clermont-

Ferrand.

+ Présentation d’un poster au séminaire international VTEC 2012 a Amsterdam en mai 2012 :
« Growth, Survival and Pathogenicity of the STEC in French Raw Milk Cheeses. »
S. D. Miszczycha, F. Perrin, S. Ganet, F. Tenenhaus-Aziza, E. Jamet, C. Farrokh, M.C. Montel

and D. Thevenot-Sergentet.
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Avant propos.

Les Frangais sont parmi les premiers consommateurs au monde de fromages. Les fromages
au lait cru s’inscrivent dans une dynamique de développement rural et d'aménagement du
territoire, leur production évite la désertification de certaines zones en fournissant une
source de revenus non-négligeable aux agriculteurs. Ils sont souvent produits sous signe de
qualité (appellation d’origine protégée). Une crise alimentaire majeure pourrait mettre ce
marché de tradition en péril. Par conséquent, la maitrise des STEC tout au long de la chaine
de production et une meilleure connaissance de sa pathogénicité sont des enjeux majeurs
tant du point de vue de la santé publique que du maintien d’une activité économique dans
des zones défavorisées.

Différentes études et plans de surveillance menés sur le territoire frangais ont montré Ila
présence de souches de STEC dans certains fromages. Pourtant, un nombre limité de cas de
SHU et d’épidémies impliquant des fromages ont été recensés. Ce constat souléve donc des

interrogations quant a la pathogénicité des souches issues des fromages :

- Les STEC peuvent survivre a la fabrication de certains fromages, mais sont ils capables de

survivre a la digestion ?

- Les travaux concernant le comportement des STEC au cours de la digestion ont été focalisés

sur le sérotype 0157:H7, mais comment se comporterait une souche d’un autre sérotype ?
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CHAPITRE 4. Etude du comportement de
souches STEC appartenant au sérotype
026:H11 et au sérotype 0157:H7 ayant
survécu au processus de fabrication
fromager au cours d’une digestion

artificielle.

1. Introduction

Au cours de la premiere partie de ce mémoire expérimental, il a été observé que des
souches STEC de sérotypes 026:H11 et O157:H7 artificiellement inoculées dans du lait cru
pouvaient survivre au processus de fabrication de certains fromages (pates pressées non-
cuites). Mais pour étre a méme de provoquer des pathologies chez I'étre humain, les STEC
doivent étre capables de survivre au passage dans I'estomac ainsi que dans les différents
compartiments du petit intestin. Lors de précédent travaux, Etienne-Mesmin et al. (2011)
ont étudié la survie de la souche de référence E. coli O157:H7 EDL 933 artificiellement
inoculée dans du steak haché au cours de la digestion a I'aide d’un digesteur artificiel, le TNO
gastro-Intestinal Models (TIM). Les auteurs ont démontré que cette souche pouvait survivre
au cours de la digestion artificielle. Néanmoins, a I’heure actuelle, aucune étude ne s’est
intéressée au comportement de souches STEC issues de produits laitiers au cours de la

digestion.
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Il a donc paru intéressant d’étudier le comportement de souches STEC ayant survécu a la
fabrication d’un fromage au cours de la digestion et d’observer I'expression du géne stx des
souches STEC en sortie du TIM afin de pouvoir mieux comprendre cet écart entre la
prévalence des STEC dans les fromages et leur implication dans des épidémies. Plus
précisément, I'objectif de ce travail a été d’étudier le devenir de souches STEC ainsi que des
populations microbiennes naturellement présentes dans un fromage lors de leur passage
dans un digesteur artificiel mimant les conditions physico-chimiques de la digestion. Pour
cela, deux souches STEC appartenant aux sérotypes 026:H11 et O157:H7 ont préalablement
été inoculées dans des laits crus avec lesquels des fromages de type pate pressée non-cuite
a affinage court (PPNC) ont été fabriqués. Ces fromages ont ensuite été digérés par le TIM.
La survie des différentes flores (STEC ainsi que des flores fromageres) a ainsi pu étre étudiée

dans des conditions simulant le tractus digestif humain.

2. Matériel et méthodes

2.1. Souches bactériennes

Deux souches différentes de STEC appartenant a la collection du laboratoire et testées dans
la premiére partie du mémoire expérimental ont été utilisées lors de ces expérimentations :
une souche appartenant au sérotype 026:H11 (souche F15338) et une souche appartenant
au sérotype 0157:H7 (souche 721.4) (Tableau 10). Les souches employées ont toutes été
isolées a partir de produits laitiers et possedent les génes de virulences eae et stx1 ou stx2.
La présence des principaux génes impliqués dans I'acido-résistance (rpoS, gadA/B, gadC et
gadE) a été testée chez ces souches par PCR selon les protocoles décrits par Ma et al. (2003)
ainsi que par Takada et al. (2007). De plus, la capacité de survivre en milieu trés acide a été
testée pour ces deux souches par le test nommé GAD assay décrit par Rice et al. (1993) et
modifié par Takada et al. (2007). Ce test permet d’évaluer les performances du systéme de
résistance a 'acidité dépendant du glutamate (systéme GAD) décrit précédemment dans le

mémoire bibliographique. La décarboxylation du glutamate par la glutamate décarboxylase
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entraine la consommation de protons induisant ainsi une alcalinisation du milieu. Cette
alcalinisation modifie alors la couleur du milieu qui vire du jaune au vert. Toutes les souches
ont été conservées a |'aide de cryo-billes (AEB 400100, laboratoire AES, Combourg, France) a

-80 °C.
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Tableau 10. Souches utilisées au cours de I’expérimentation digesteur.

Nom (origine) Sérotype Gene de Géne ropS® Géne gadA/B> Géne gadC®>  Geéne gadE® GAD assay: couleur aprés 4

virulence heures

F15338* (fromage lait cru de 026%:H11® eae® stx1'
X X X X Verte
vache)

721.4* (lait de brebis) 0157:H7* eae® stx2* X X X X jaune/verte

* Toutes les souches sont issues de la collection du Laboratoire National de Référence des STEC frangais.

! perelle et al., 2004 ; 2 Nielsen et al., 2003 ; > Madic et al., 2010 ; * Miszczycha et al., 2012 ;> Takada et al., 2007 ; ® Ma et al., 2006

Figure 18. Diagramme présentant les 2 séries d’expériences réalisées lors de I’expérimentation digesteur.

Expérience A Expérience B

(Lait cru A) \ / (Lait cru B)
O O O 3 cuves de 20 L de laitcru : : :

Inoculation de la souche E. coli ot Inoculation des bactéries Inoculation de la souche E. coli
026:H11F15338A (500 CFU.mL!) <€— thermophiles et mésophiles - ——> 0157:H7721.4 (500 CFU.mL1)
(3 cultures différentes = 3 répétitions) D. hansenii - Geotrichum (3 cultures différentes = 3 répétitions)

v

4 fromages (500g)/cuves :
-> 3 fromages pour les dénombrements des différentes flores et les analyses physico-chimiques
-> 1 fromage pour la digestion

Expérience A : digestion /\ Expérience B : digestion

Un fromage de chaque cuve a été digéré Un fromage de chaque cuve a été digéré
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2.2. Inoculation

Les souches ont été revivifiées dans du bouillon coeur-cervelle (BHI, bioMerieux) a 37°C
pendant 24 h. Puis, 100 uL de la culture bactérienne ont été ajoutés a 10 mL d’eau peptonée
tamponnée (EPT, bioMérieux). Les suspensions ont ensuite été incubées 24 h a 37 °C, puis
placées pendant 48 h a 8°C afin de mimer les conditions de stockage du lait et d’obtenir des
souches adaptées au froid. Les concentrations des souches ont été évaluées par mesure de
la DO a 550 nm. Puis, les suspensions bactériennes ont été diluées de fagon a inoculer le lait
cru avant I'étape d’emprésurage a un taux de 500 UFC.mL™. En paralléle, un dénombrement
a été effectué sur des géloses de types PCA (Plate Count Agar, bioMérieux) afin de controler
la concentration de I'inoculum. Les géloses ont été incubées 24 h a 37 °C.

Toutes les souches ont été inoculées de facon individuelle dans le lait avant la phase

d’emprésurage et en triplicata.

2.3. Fabrication des fromages

Tous les fromages ont été fabriqués a I'Unité de Recherches Fromagéres (URF) de I'INRA a
Aurillac. Le type de fromage choisi pour ces expérimentations était un fromage de type
« pate pressée non cuite a affinage court et traditionnel fabriqué a partir de lait cru de
vache » (cf chapitre 3). Cette technologie avait été retenue car notre étude précédente avait
montré qu’elle favorise une croissance des STEC pendant les premieres heures de fabrication
puis elle permet une stabilisation de celle-ci tout au long de I'affinage et de la conservation
du fromage (Miszczycha et al., 2013).

Deux séries d’expérimentations ont été réalisées : une avec l'inoculation artificielle de la
souche STEC 026:H11 F15338 (expérience A) et une avec la souche STEC 0157:H7 721.4
(expérience B). Ces deux fabrications ont été réalisées a deux semaines d’intervalles afin de
pouvoir coordonner les digestions artificielles (seules deux digestions a l'aide du TIM
pouvaient étre réalisées par semaine) (Figure 18).

Ainsi, 2 mélanges de lait cru ont été collectés chez des producteurs locaux des environs

d’Aurillac avant d’étre acheminés a froid a 'URF. Chaque mélange de lait a ensuite été divisé
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dans 3 cuves (20 L de lait par cuve) et chauffé a 34 °C. Dans chacune des cuves, le lait a été
complémenté en CaCl, (3 mL / 100 L), de la souche STEC testée (500 UFC.mL™) ainsi que de
ferments : ferments thermophiles Y 502 (200 g / 20 L) et mésophiles SIR (20 g / 20 L), une
souche de D. hansenii (0,3 mL / 20 L) et des Geotrichum. La présure a été ajoutée a un taux
de 30 mL / 100 L. Au total, 4 fromages de 500 g par cuve ont été fabriqués. Pour chaque
fabrication, les sérotypes 026:H11 et 0157:H7 ont été recherchés afin de s’assurer que les

laits utilisés n’étaient pas naturellement contaminés par des STEC.

2.4. Digestion artificielle par le TIM

Toutes les digestions artificielles ont été réalisées a I'ERT CIDAM (Conception Ingénierie
Développement Aliment Médicament) a Clermont-Ferrand. Le systéeme gastro-intestinal TIM
(TNO, Zeist, Pays-Bas) est constitué de 4 compartiments simulant les conditions stomacales
ainsi que celles des 3 compartiments formant I'intestin gréle (duodénum, jéjunum et iléon)
(Blanquet-Diot et al., 2012 ; Minekus et al., 1995).

Chaque compartiment est composé d’un tube de verre a l'intérieur duquel est placée une
membrane souple. Le mouvement péristaltique et la température a I'intérieur des différents
compartiments sont maintenus par un flux d’eau régulier a 37 °C entre la paroi en verre et la
membrane souple. Le transit du chyme est quant a lui controlé par informatique (Elashoff et
al., 1982). Il est régulé dans le TIM par des valves péristaltiques qui connectent les différents
compartiments. Le volume de chaque compartiment est controlé par des capteurs de
pression et le pH est contr6lé et ajusté (ajout de HCl ou NaHCO3) par informatique. Les
secrétions gastriques, biliaires et pancréatiques artificielles sont introduites dans les
compartiments par des pompes contrbélées par informatique. L'eau et les produits de
digestion sont quant a eux évacués du jéjunum et de l'iléon par dialyse a travers des
membranes de fibres creuses (SF 90G, Nipro, Belgique). Avant chaque expérimentation le
systéeme est lavé a I'aide de détergents, rincé a I'eau et stérilisé par autoclavage (105 °C
pendant 45 min).

Le TIM a été programmé afin de mimer les conditions physico-chimiques de digestion d’un
aliment solide chez un individu adulte en bonne santé. Un total de 300 mL de la mixture a
été introduit dans le TIM lors de ces expérimentations. Cette mixture était constituée d’un

152



mélange équivalent d’eau minérale (175 mL) (Volvic, France) et de fromage préparé avec du
lait artificiellement inoculé par les STEC (175 g). Les fromages ont été digérés apres affinage,
lors de leur conservation (entre J23 et J35). Le mélange eau et fromage a été homogénéisé a
I'aide d’un systeme Ultra Turrax (T25, IKA-Werke, Allemagne) a 24000 rpm. La mixture a été
préparée extemporanément et digérée dans le TIM pendant 360 min. Deux séries de
digestions ont été réalisées en triplicata, une premiere avec les fromages dont le lait avait
été artificiellement inoculé avec la souche STEC 026:H11 F15338 et une seconde avec les
fromages dont le lait avait été artificiellement inoculé avec la souche STEC 0157:H7 721.4.
Afin de mesurer la survie des différents micro-organismes au cours de ces digestions
artificielles, les expérimentations ont toutes été réalisées de maniere identique avec 'ajout a
0,8 % (w/v) dans I'eau d’un marqueur non-absorbable et soluble dans I'eau, le bleu dextran

(Minekus et al., 1995).

2.5. Analyse du bleu dextran

Le bleu dextran a été utilisé comme marqueur de transit. Sa concentration a été déterminée
tout au long de la digestion par colorimétrie a I'aide d’un spectrophotomeétre (DU 640 B

Spectrophotometer, Beckman Coulter, France) a une longueur d’onde de 595 nm.

2.6. Echantillonnage

2.6.a. Dans le fromage

Des échantillons (50 mL ou g) ont été prélevés dans le lait et le fromage tout au long de Ia
fabrication, de I'affinage et de la conservation des fromages (lait avant emprésurage, lait
pendant emprésurage, caille au moulage, J1, J7, J14 et J21). Les points de préléevements ont
été choisis en accord avec les technologues fromagers a des étapes qui pouvaient avoir un

impact sur le comportement des STEC.

2.6.b. Dans le TIM
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Pour chaque série de digestion, un échantillon (20mL) a été prélevé dans la mixture (eau +
fromage) avant son introduction dans le TIM pour le dénombrement des STEC et des
populations microbiennes des fromages. Ensuite, les échantillons (2 mL) ont été collectés
régulierement dans tous les compartiments (estomac, duodénum, jéjunum et iléon) au cours
de la digestion pour le dénombrement des STEC. Les sorties iléales ont-elles été conservées
dans de la glace, accumulées entre 0-60, 60-120, 120-180, 240-300 et 300-360 minutes pour

le dénombrement des STEC et des principaux groupes microbiens du fromage (Tableau 11).

2.7. Dénombrement et détection des STEC

2.7.a. Dans le fromage

Les prises d’essais ont été de 50 mL pour le lait et de 50 g pour les fromages. Les échantillons
ont été dilués au 1/5 dans de I'EPT puis homogénéisés pendant 60 s a I'aide d’un stomacher
(AES). Les suspensions ont ensuite été diluées au 1/10 dans a l'aide de bouillon tryptone-sel
(TS, bioMérieux) et étalées sur des géloses spécifiques.

Pour le dénombrement des souches E. coli 0157:H7, 100 uL de la suspension ont été étalés
sur des géloses de type 0157:H7 ID (bioMérieux) complémentées de 0,05 mg.L ™ de céfixime
etde 2,5 mg.L'lde tellurite afin de limiter la croissance des autres flores microbiennes.

Pour le dénombrement des souches E. coli 026:H11, 100 pL des suspensions ont été étalés
sur des géloses de type E. coli ID (bioMérieux) ainsi que la gélose sélective décrite par Possé
et al. en 2008.

Tous les dénombrements ont été effectués en triplicata. Les géloses ont été incubées 24 h a
37 °C et le sérotype des souches isolées a été confirmé par PCR en temps réel comme décrit
plus loin.

Lorsqu’aucune souche ne pouvait étre dénombrée, un enrichissement a été mis en ceuvre.
Cette étape a permis de déterminer si la bactérie recherchée était présente ou non dans
I’échantillon. Pour cela, le reste de la suspension (échantillon + EPT) qui n’avait pas été
utilisé pour le dénombrement a été complémenté d’acriflavine (inhibition de la croissance

de la flore annexe) puis incubé 24 h a 41,5 °C (Savoye et al., 2011).
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Tableau 11. Points de prélevements : TIM.

Prélevement TO Points de prélevement dans Points de prélevement dans le Points de prélevement dans le jéjunum
I’estomac duodénum
Temps en min 0 30 60 90 120 150 30 60 120 180 240 60 120 180 360
STEC X X X X X X X X X X X X X X
Groupes X
microbiens
TABLEAU - suite
Prélevement Points de prélévement dans l'iléon Accumulation des sorties iléales
Temps en min 60 120 180 240 300 360 0-60 60-120 120- 180- 240- 300-
180 240 300 360
STEC X X X X X X X X X X X X
Groupes X X X X X X
microbiens
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Les souches ont alors été immuno-séparées du bouillon d’enrichissement a I'aide de billes
magnétiques (technique de séparation immunomagnétique ou IMS) sur lesquelles sont fixés
des anticorps spécifiques des sérogroupes recherchés : des Dynabeads (Invitrogen, Cergy
Pontoise, France). La suspension contenant les billes magnétiques obtenues apres IMS a
ensuite été étalée sur des géloses spécifiques comme décrit précédemment. En paralléle, un
étalement direct du bouillon d’enrichissement a également été effectué sur ces mémes

géloses. Le sérotype des souches isolées a été confirmé par PCR en temps réel.

2.7.b. Dans le TIM

Le protocole de dénombrement/détection a été le méme que pour les fromages a
I’exception que la prise d’essai était de 1 mL et qu’elle a été diluée au 1/10 dans 9 mL d’EPT.
Les dilutions décimales suivantes ont été réalisées dans du TS.

Le restant de la premiére dilution a été incubé 18 a 24 h a 41,5 °C en tant qu’enrichissement

afin de détecter les STEC encore présents mais qui n’avaient pas pu étre dénombrés.

2.8. Confirmation et caractérisation des bactéries par PCR

en temps réel

L'ADN bactérien a été extrait par ébullition (15 min) d’une colonie dans 250 pL d’eau
DNA/DNAse free (Qiagen). Puis, I’échantillon a été centrifugé 3 min a 13 000g. Le surnageant
contenant I’ADN a ensuite été conservé a -20 °C.

La recherche des génes de virulence eage et stx1 et/ou 2 a été effectuée selon les protocoles
décrits par, respectivement, Nielsen et al. (2003) et Perelle et al. (2004). La détermination du
sérogroupe 026 a été effectuée selon le protocole décrit par Perelle et al. (2004). La
détermination du flagelle H11 a été réalisée selon le protocole décrit par Madic et al. (2010)
et I'identification d’E. coli O157:H7 a été effectuée selon le protocole décrit par Miszczycha
etal. (2012).

Chaque réaction de PCR (30 pL) était composée de : 1X de TagMan Gene Expression Master

Mix (Applied Biosystems), amorces et sondes aux concentrations décrites par les auteurs
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précédemment cités, 1X d’IPC (Internal Positive Control) Mix et ADN (Applied Biosystems),
de I'eau DNA/DNAse free (Qiagen) et de 3 uL de la suspension d’ADN.
Les réactions de PCR en temps réel ont été effectuées a I'aide d’un thermocycleur StepOne

Plus (Applied Biosystems).

2.9. Analyses microbiologiques

2.9.a. Dans le fromage

Les échantillons de lait et de fromage ont été dilués dans un tampon phosphate (2 % wt/vol)
et broyés et homogénéisés a I'aide d’un Stomacher Lab Blender (Seward Medical, London,
UK) pendant 4 min. Les dénombrements ont été effectués en duplicata.

Les populations de bactéries mésophiles et thermophiles ont été dénombrées sur des
géloses de type M17 (Terzaghi & Sandine, 1975) et incubées soit a 30 °C, soit a 42 °C. Les
lactobacilles hétérofermentaires facultatifs ont été dénombrés sur des géloses FH (Isolini et
al., 1990) et incubés 48 h a 37°C. Les leuconostocs producteurs de dextrans ont été
dénombrés sur des géloses de type Mayeux-Sandine-Elliker (MSE) (Mayeux et al., 1962) et
incubés 48 h a 30 °C. Les entérocoques ont été dénombrés des géloses SB (Slanetz & Bartley,
1957) et incubés 48 h a 42 °C. Les bactéries a Gram-positives catalases positives (bactéries
d’affinage) ont été dénombrées sur des géloses CRBM (Denis et al., 2001) et incubées 5 a 10
jours a 25°C. Les lactocoques ont été dénombrés sur des géloses Turner Sandine Elliker
(Turner et al., 1963) additionnées d’acide nalidixique. Les bactéries Gram-négatives ont été
dénombrées sur des géloses PCA (Standard 100B; FIL-IDF, 1991) additionnées de 1% de lait,
de 5 mg/l de vancomycine et de 5 mg/I de crystal violet. Ces géloses ont été incubées 48 h a
30 °C. Les levures et les moisissures ont été dénombrées sur des géloses Oxytetracycline
Glucose Agar (OGA) (Mossel et al., 1975) et incubées 3 a 5 jours a 25 °C. Toutes les géloses

proviennent de chez Biokar Diagnostics (Pantin, France).

2.9.b. Dans le TIM
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Le protocole des dénombrements microbiens est le méme que celui décrit pour les

fromages.

2.10. Analyse physico-chimique

Le pH a été analysé directement dans la pate des fromages (J1, 7, 14, 20 et 30-35). Le pH a
été mesuré avec un pH métre 926 VTV équipé d’une électrode de type 406 MX (Mettler-
Toledo SA, Viroflay, France). L'activité de I'eau (ay) a été mesurée avec un LabMaster-aw

(Novasina, Lachen, Suisse).

2.11. Expression des Shiga-toxines

Une recherche de I'expression des génes stx (ARNm et toxines) a été réalisée sur les
échantillons recueillis avant I'introduction dans le digesteur (mixture au t0) et au niveau des

accumulations des sorties iléales (Tableau 11) (n=3).

2.11.a. Expression du géne stx

Un total de 2 mL de I’échantillon (mixture eau + aliment ou accumulation des sorties iléales)
a été centrifugé (3 min x 10000 g), puis le culot bactérien a été repris dans une solution de
stabilisation (RNA Protect, Qiagen). Les ARN totaux ont été extraits a I'aide du kit RNeasy
commercialisé par la société Qiagen. Une étape de digestion a été réalisée a I'aide d’une
DNase sur la colonne comme indiqué par le fournisseur (RNase free DNase set, Qiagen).
Apres extraction les ARN ont été dosés a I'aide du Qubit (Invitrogen, Cergy Pontoise, France).
L'ADNc a été obtenu en rétro transcrivant 1 ug d’ARN a l'aide du kit MultiScribe Reverse
Transcriptase (Applied Biosystems) en suivant les instructions du fournisseur.

Le protocole utilisé pour doser I'expression des génes stx par PCR quantitative (QPCR) a été
basé sur une quantification absolue comme cela a été décrit par De Sablet et al. (2008). Une
banque d’amplicons a été constituée pour les genes stx1, stx2 et le gene de ménage tufA

avec les amorces décrites par, réciproquement, Possé et al. (2007), Jelacic et al. (2003) et De
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Sablet et al. (2008). L’ADN de la souche Sakai a été utilisé comme matrice (Ogura et al.,
2007a). Des courbes standards ont été réalisées comme cela a été décrit précédemment
(Miszczycha et al., 2012). Les qPCR ont été réalisées a I'aide des amorces et des conditions
décrites par Yoshitomi et al. (2006) pour les génes stx1 et stx2 et De Sablet et al. (2008) pour
le géne de ménage tufA. Chaque réaction de PCR (20 pL) était composée de : 1X de Power
Sybr Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), amorces aux concentrations décrites par
les auteurs précédemment cités, de I'eau DNA/DNAse free (Qiagen) et de 2 uL de la
suspension d’ADN.

Les analyses ont été effectuées a I'aide du logiciel du thermocycleur StepOne Plus (Applied

Biosystems).

2.11.b. Detection de la Shiga-toxine

Le dosage des toxines a été réalisé par une méthode de type ELISA a l'aide du kit
RIDASCREEN® Verotoxin (R-Biopharm, Saint-Didier-au-Mont-d'Or, France). La lecture des
résultats a été effectuée sur le lecteur de microplague Opsys MR (ThermolLab systems, Issy

Les Moulineaux, France) a 450nm.

2.12. Analyses statistiques

Les résultats présentés sont des moyennes de dénombrements, +/- I’écart type (n=3). Les
niveaux microbiens au cours de la digestion dans le TIM ont été comparés aux taux des
différentes flores microbiennes avant I'introduction dans le digesteur et ont été exprimés en
pourcentages. Une analyse de la variance (ANOVA) des mesures répétées suivie d’un test
post hoc a été effectuée avec le logiciel SAS 9.1 Software (SAS 9.1 Software, Inc, Cary, NC).
Les effets ont été considérés comme significatifs lorsque la p,que du test était inférieure a

5%.
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3. Résultats

3.1. Acido résistance

Les résultats du test de I'activité GAD sont présentés dans le Tableau 10. Apres 4 heures
d’incubation, le réactif GAD contenant la souche E. coli 026:H11 a révélé une couleur verte
alors que la couleur du réactif était resté jaune pour le contrdle. La décarboxylation de
I'acide glutamique a permis une augmentation du pH. Cette augmentation a donc entrainé
un changement de couleur du vert de bromocrésol : le réactif GAD est passé d’une couleur
jaune a une couleur verte. Etonnamment, le réactif GAD contenant la souche E. coli 0157:H7

présentait une couleur intermédiaire entre le jaune et le vert.

3.2. Flores microbiennes des fromages

3.2.a. Comportement des STEC 026:H11 et 0157:H7

La moyenne des résultats des dénombrements est présentée dans la Figure 19. La
concentration des 2 souches STEC a augmenté au cours des premiéres heures de la
fabrication. Au jour 1, les taux des E. coli 026:H11 et 0157:H7 avaient atteint des valeurs
comprises entre 4 et 5 log;, CFU.g". Au cours de I'affinage et de la conservation des

fromages, les taux des STEC sont restés constant aux alentours de 4 logig CFU.g’l.

3.2.b. Comportement des autres populations microbiennes

La moyenne des niveaux des flores microbiennes est présentée dans la Figure 19. Les taux
des entérocoques ont augmenté et atteint un pic de 6,8 logio CFU.g™ au bout de 14 jours
pour l'expérience A (fromages inoculés avec la souche STEC 026:H11). Cependant, pour
I'expérience B (fromages artificiellement inoculés avec la souche STEC 0157:H7), la
concentration des entérocoques n’a atteint qu’un taux maximum de 5 log;o CFU.g™ au 20°me

jour. Pour les deux expériences, les taux d’entérocoques sont restés constants jusqu’au
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35°me jour. Les taux des leuconostocs producteurs de dextrans et des lactobacilles ont
augmenté de facon constante aprés les 24 premieres heures de fabrication et atteint,

eme

respectivement, 7,5 et 8,6 logio CFU.g™ au 35°™ jour pour les deux expériences. Les taux des
bactéries d’affinage mais aussi des bactéries mésophiles et thermophiles ont augmenté de 3
a 4 logy CFU.g" au cours de la fabrication des fromages et sont restés relativement
constants jusqu’au 35°me jour pour les deux expériences. Les taux des levures et des
moisissures ont augmenté légérement apres les 24 premieres heures de fabrication, puis
sont restés relativement constants aux alentours de, respectivement, 6 et 5 logio CFU.g'1
pour les deux expériences. Les concentrations des bactéries Gram-négatives sont restées
constantes (4 et 3 logy CFU.g" respectivement) au cours des premiéres heures de la
fabrication pour les deux expériences. Apres le premier jour de fabrication, la concentration

des bactéries Gram-négatives a augmenté et atteint 6 logio CFU.g™. Elle est ensuite restée

stable.

3.3. Caractéristiques physico-chimiques

Pour les 2 expériences, quels que soient les STEC inoculés, le pH dans la pate des fromages a

diminué de 6,71 jusqu’a 5,2 au cours du premier jour de fabrication, puis diminué jusqu’au

7°™ jour pour atteindre environ 5,1. Puis, le pH a augmenté pour atteindre au 28°™ jour
5,16 pour I'expérience A et 5,33 pour I'expérience B.

Les valeurs d’a,, sont restées constantes dans la pate des fromages avec une valeur de 0,96.

3.4. Digestion artificielle dans le TIM

3.4.a. Comportement des STEC 026:H11 et 0157:H7

L’évolution des STEC au cours de la digestion artificielle des fromages dans le TIM a été
déterminée en comparant les niveaux des STEC avec les mesures des concentrations du bleu
dextran. Le bleu dextran est un marqueur de transit qui présente |'avantage de ne pas étre
absorbé ni dégradé au cours de la digestion. Ce marqueur peut donc correspondre a 100%

théorique du taux de survie des bactéries. La concentration du bleu dextran a 'intérieur du
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TIM dépend des volumes des différents compartiments digestifs, des dilutions par les
secrétions digestives et du trajet du chyme entre ces différents compartiments.
Le taux de survie des souches STEC 026:H11 et O157:H7 dans chaque compartiment du TIM

est représenté dans la Figure 20.

Figure 19. Moyennes des niveaux des STEC ainsi que des autres populations microbiennes

au cours des expérimentations A et B.

*: indique I'étape d’inoculation des STEC dans le lait. B.: bactérie ; méso. : mésophile ;
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Au cours du transit dans le compartiment stomacale du TIM, le taux de la souche E. coli
0157:H7 721.4 a diminué significativement au cours de la premiere heure de digestion (P <

0,001, n=3). Au bout de 150 min, seulement 0,2 % (+/- 0,2%) des E. coli 0157:H7 a pu étre
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dénombré alors que le taux du marqueur de transit était de 14,3 % +/- 0,3 %. En ce qui
concerne la souche STEC 026:H11 F15338, une diminution significative de son taux a été
observée au bout de 90 min de digestion. Les pourcentages de viabilité observés pour cette
souche ont aussi été inférieurs a ceux observés pour le marqueur de transit. Au bout de 150
min, 1,8 % (+/- 1,7 %) des E. coli 026:H11 ont pu étre dénombrés alors que le taux du
marqueur de transit était de 14,3 % +/- 0,3 %. La survie de la souche STEC 0157:H7 a été
plus faible que celle de la souche STEC 026:H11 au cours de cette digestion artificielle.

Dans le duodénum, une diminution du taux de la souche STEC 0157:H7 a été observée a
partir de 120 min de digestion (P < 0,01). En ce qui concerne la souche STEC 026:H11, sa
courbe de viabilité est restée similaire a celle du marqueur de transit avec une exception a
60 min : la courbe de viabilité d’E. coli 026:H11 avait surpassé celle du marqueur. Cette
augmentation soudaine pourrait résulter d’un biais au cours du dénombrement.

Dans le jéjunum, la courbe de viabilité de la souche STEC 0157:H7 est restée inférieure a la
courbe du marqueur de transit, méme s’il n’a pas été observé de différence significative
entre les deux. Les pourcentages obtenus pour la souche E. coli 026:H11 ont, quant a eux,
été significativement supérieurs (P < 0,05) a ceux du marqueur de transit a partir de 120 min
et ce jusqu’a la fin de la digestion, indiquant une reprise de la croissance de cette souche
dans ce compartiment. Au bout de 360 min de digestion, le pourcentage des E. coli 026:H11
était largement supérieur a celui du marqueur de transit (102 % (+/- 36,7 %) contre 2,1 %
(+/- 4 %) pour le marqueur de transit, P <0,01).

Dans l'iléon, une reprise de croissance non significative a été observée au bout de 360 min
pour la souche 721.4 de sérotype 0157:H7 (36 % (+/- 12 %) contre 13% (+/-1 %) pour le
marqueur de transit. En ce qui concerne la souche de sérotype 026:H11, une reprise de la
croissance a été observée des 60 min de digestion. A 360 min de digestion, le pourcentage
des E. coli 026:H11 était largement supérieur a celui du marqueur de transit (663,2 % (+/-
493,1 %) contre 12,6 % (+/- 1,1 %) pour le marqueur de transit, P < 0,01).

Le taux des cellules viables accumulées au niveau de la sortie iléale est indiqué sur la Figure
20. Les pourcentages obtenus pour la souche STEC 0157:H7 et le marqueur de transit n’ont
pas été significativement différents (P < 0,05) alors qu’une différence significative a été
observée entre la courbe de viabilité de la souche STEC 026:H11 et celle du marqueur de

transit et ce a partir de 300 min de digestion. A 360 min de digestion, les pourcentages
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obtenus pour la souche STEC 026:H11 étaient 13 fois supérieurs a ceux obtenus pour la

souche STEC 0157:H7 (531 % contre 39 %).

Figure 20. Taux de survie des souches STEC au cours de la digestion artificielle dans les

différents compartiments du TIM ainsi qu’au niveau des sorties iléales (SIC).
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3.4.b. Survie des autres flores microbiennes au cours de la digestion

Les taux des cellules viables accumulées au niveau de la sortie iléale sont indiqués dans la
Figure 21. Le taux de viabilité a diminué significativement pour les bactéries mésophiles et
thermophiles, les flores d’affinage, les leuconostocs, les bactéries lactiques ainsi que pour les
lactobacilles hétérofermentaires facultatifs a partir de 60 min de digestion (P < 0,001). Au
bout de 360 min de digestion, moins de 35 % de ces microflores ont pu étre dénombrées.
Pour les levures et les moisissures, leur viabilité a diminué de fagon significative des 120 min
de digestion (P < 0,05) avec un taux de perte de viabilité plus fort pour les levures que pour
les moisissures. Au bout de 360 min de digestion, seuls les taux de survie des levures
présentaient une différence entre les 2 expériences : leur taux de survie a été plus élevé
dans I'expérience B (38 % contre 19 %, P < 0,01). La viabilité des entérocoques et des
bactéries Gram-négatives n’a pas été influencée par le processus de digestion (P > 0,05).
Néanmoins, au bout de 360 min de digestion, une reprise de croissance des entérocoques a

été observée dans I'expérience A.

3.5. Expression des Shiga-toxines

Les quantités d’ARN obtenues aprés purification n’ont pas été suffisantes (< a 0,01 ug) pour
permettre la quantification de I'expression des génes stx. Le dosage de la toxine via le test
ELISA n’a pas permis de détecter la présence de Shiga-toxine au cours de ces

expérimentations.
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Figure 21. Taux de survie des microflores fromageres au cours de la digestion artificielle par le TIM au niveau des sorties iléales.
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4. Discussion

A notre connaissance, cette étude est la premiére destinée a étudier le comportement de 2
souches STEC appartenant aux sérotypes 026:H11 et O157:H7 au cours de la digestion
artificielle de fromages au lait expérimentalement contaminés. Il est nécessaire de souligner
gu’au cours de la fabrication mais également de la digestion des fromages toutes les souches
(microflores fromageéres et STEC) ont probablement été stressées. Or, ce stress peut induire
un état viable mais non-cultivable (Khan et al., 2010). La diminution du taux de certaines
microflores lors de la digestion peut donc étre la conséquence d’'une mortalité de celles-ci ou

bien d’un état viable mais non-cultivable les rendant ainsi indénombrables.

4.1. Comportement des différentes microflores dans le

fromage

Au cours de la fabrication du fromage de type PPNC, le comportement des STEC a été
relativement similaire a celui observé lors de notre précédente étude (Miszczycha et al.,
2013). Une augmentation des taux des STEC a été observée au cours des premieres heures
de la fabrication, puis les taux des STEC sont restés stables au cours de I'affinage.
Néanmaoins, la croissance de la souche STEC 026:H11 a été plus faible que celle qui avait été
observée lors de cette premiere étude. Il est possible que les microflores naturellement
présentes dans le lait cru, en interaction avec les ferments ajoutés, aient pu impacter
positivement ou négativement la croissance des souches STEC (Duffy et al., 1999).

Au cours de nos essais, les dénombrements mis en ceuvre ont révélé que les taux de
certaines populations microbiennes étaient différents entre les deux essais A et B. Par
exemple, le taux des entérocoques a été, tout au long de la fabrication, de I'affinage et de la
conservation du fromage, 10 fois plus élevés dans les fromages de I'expérience A que dans
ceux de I'expérience B. Il a également été observé des taux tres élevés des bactéries Gram-
négatives (dont des coliformes) dans les laits utilisés pour les 2 séries de fabrication. Au

cours de ces challenges-tests, le taux des bactéries Gram-négatives a été 10 fois supérieur a
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celui des STEC tout au long de I'affinage et de la conservation de ces fromages. Ces taux ont
pu, d’une part, impacter le comportement des STEC et, d’autre part, perturber leur
dénombrement

Il est important de souligner que si les taux des populations microbiennes ont été similaires
pour les expériences A et B (a I'exception des entérocoques), leur composition qualitative a

pu différer d’'une expérience a I'autre.

4.2. Evolution des STEC au cours de la digestion

Au cours du passage dans les 2 premiers compartiments du TIM, I'estomac puis le
duodénum, le taux des STEC a fortement diminué. A l'inverse, dans le jéjunum, I'iléon et au
niveau des sorties iléales (correspondantes a I'entré dans le colon), une reprise de la
croissance des STEC a été observée. Différents parametres physico-chimiques peuvent

expliquer ces observations.

4.2.a. Facteurs induisant une diminution du taux des STEC

Au cours du passage dans I'estomac, comme cela était prévisible, une forte diminution du
taux des souches STEC (mortalité et/ou état viable mais non-cultivable) a été observée. Ce
phénoméne a pu résulter d'un effet synergique entre le pH extrémement acide du
compartiment (pH de 2 a TO, puis de 6 au bout de 5 min de digestion jusqu’a 1,7 a 300 min
de digestion) et I'action des enzymes de digestion (pepsine et lipase). De telles conditions
expliqguent pourquoi le fluide gastrique est considéré comme la premiére barriere de
défense vis-a-vis de nombreuses infections (Smith, 2003). La diminution de la viabilité des
STEC dans le duodénum peut quant a elle résulter de I'action des sels biliaires comme cela
avait déja été supposé (Etienne-Mesmin et al., 2011 ; Thanassi et al., 1997).

Néanmoins, les STEC ont été capables de survivre au passage dans ces 2 compartiments.

La survie des souches STEC au cours de la digestion stomacale peut étre liée a une
adaptation a 'acidité. En effet, les « effets barrieres » rencontrés au cours de la fabrication
des fromages (température de 10 °C au cours de l'affinage, pH aux alentours de 5,
compétitions microbiennes...) ont pu permettre aux STEC de s’adapter aux stress mais
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également de les rendre plus a méme de répondre de maniere efficace a de nouveaux
stress. Jordan et al. (1999a) avaient émis I’"hypothese que I'adaptation d’E. coli 0157:H7 au
pH acide mais non létal de fromages pouvait favoriser sa survie dans I'environnement
stomacale. L’acido-résistance de ces souches STEC peut aussi expliquer leur survie : les deux
souches testées, la souche F15338 et la souche 721.4, possedent les principaux genes
impliqués dans les mécanismes d’acido-résistance (Castanié-Cornet et al., 2010 ; Foster,
2004 ; Lin et al., 1995 ; Navarro Llorens et al., 2010 ; Zhao & Houry, 2010). De plus, Mao et
al. (2006) ont démontré que la production d’'un polymere exopolysaccharidique, I'acide
colanique pourrait agir comme une barriere de protection, permettant a E. coli 0157:H7 de
survivre a la digestion. Par ailleurs, des études ont montré que les acides gras des aliments
eux mémes pourraient protéger les STEC au cours de leur passage dans |'estomac
(Waterman & Small, 1998). Le pH dans I’'estomac varie constamment au cours de la digestion
et est influencé par I'effet tampon des aliments. Koseki et al. (2011) ont émis I’hypothese
gu’un gradient de pH pourrait se former au cours de la digestion dans I'environnement
stomacale. Ce gradient pourrait dépendre a la fois de la nourriture mais aussi de
I’éloignement de I'aliment vis-a-vis des parois de I'estomac d’ou sont secrétés les fluides
gastriques.

Par conséquence, des STEC viables bien que probablement stressés peuvent quitter
I’estomac bien avant que le pH soit suffisamment acide pour étre Iétale. Dans le duodénum,
les sels biliaires peuvent avoir un impact sur la survie des STEC. Néanmoins, Mao et al.
(2006) ont observé que les sels biliaires n’avaient qu’un effet limité sur la survie des E. coli
0157:H7 testés au cours de leur étude. Or, la valeur de pH de 6 de ce compartiment est
favorable a la croissance des STEC, mais il peut étre suggéré que les STEC quittant I’estomac
étaient trop stressés et ne pouvaient que maintenir leur viabilité dans ce compartiment. Les
secrétions pancréatiques pourraient enfin avoir un impact sur le comportement des STEC

dans le duodénum, mais a I’heure actuelle, les mécanismes ne sont pas connus.

4.2.b. Facteurs permettant la reprise de la croissance des STEC

Dans le jéjunum et I'iléon, une reprise de la croissance des 2 sérotypes a été observée. Il est

possible que les pH proches de la neutralité de ces 2 compartiments (respectivement 6,9 et
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7,2), les concentrations des secrétions digestives bien plus faibles que dans I'estomac et la

température de 37 °C aient favorisé ce phénomeéne.

4.3. Evolution des autres flores microbiennes au cours de

la digestion

L’évolution des différentes microflores a été similaire pour les 2 expériences, a I'exception
des levures et des entérocoques. Le taux plus élevé des entérocoques dans le fromage pour
I’expérience A pourrait expliquer la reprise de croissance observée en fin de digestion pour
ces bactéries. En ce qui concerne les levures, D. hansenii et Geotrichum candidum ont été
inoculés dans le lait en tant que ferments. Or, d’autres levures étaient peut étre présentes
naturellement dans les laits crus utilisés. L’hypothese suivante peut étre émise : des souches
de levures plus résistantes a la digestion étaient présentes dans le lait utilisé pour

I’expérience B.

4.4. Effet sérotype

Il est intéressant de noter qu’une différence de comportement a été observée entre la
souche E. coli 0157:H7 et la souche E. coli 026:H11 au cours de la digestion. Au niveau de
I'estomac, le taux de la souche STEC 0157:H7 a significativement diminué au bout de la
premiére heure de digestion alors que le taux de la souche STEC 026:H11 a lui été
significativement réduit qu’a partir de 90 min de digestion. Dans le duodénum, le taux de
survie de la souche E. coli 026:H11 était aussi supérieur a celui de la souche E. coli 0157:H7.
Dans le jéjunum et l'iléon, la reprise de croissance de la souche de sérotype 026:H11 a été
supérieure a celle de la souche de sérotype 0157:H7. Au niveau des sorties iléales, le taux de
survie/croissance de la souche E. coli 026:H11 a méme été 13 fois supérieur a celui de la
souche E. coli 0157:H7.

Au niveau de l'estomac, la différence de comportement des souches appartenant aux 2
sérotypes a suggéré une capacité moindre de la souche E. coli O157:H7 a survivre dans

I’environnement gastrique. Le test de I'activité de la glutamate décarboxylase a permis de
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révéler que l'activité de cette enzyme était complete pour la souche appartenant au
sérotype 026:H11 mais réduite de moitié pour la souche STEC 0157:H7. Jung & Kim (2003)
avaient observé que des souches possédant les génes gadA ou gadB mutés induisaient une
couleur intermédiaire entre le jaune et le vert lors du GAD assay. Cette couleur était
identique a celle observée pour la souche STEC 0157:H7. L’hypothése selon laquelle un de
ces deux génes serait muté et donc inefficace pour la souche STEC 0157:H7 721.4 peut étre
émise. De plus, la grande facilité du sérotype 026:H11 a survivre dans des environnements
acides a déja été observée (Elhadidy & Mohammed, 2012 ; Large et al., 2005). En testant
I'efficacité de I'activité GAD ainsi que celle du systéme oxydatif, ces auteurs ont démontré
gue des souches de sérotype 0157:H7 étaient significativement moins résistantes a |'acidité
gue des souches appartenant a d’autres sérotypes tel que le sérotype 026:H11. Le sérotype
0157:H7 apparait donc bien moins adapté a la survie en milieu extrémement acide que le
sérotype 026:H11, ce qui confirmerait les résultats observés au cours de cette étude.

Son activité GAD étant diminuée, il serait donc probable que la souche STEC 0157:H7 n’ait
pas été en mesure de réguler correctement son pH intracellulaire lors du passage dans
I’estomac. Par conséquent, cette souche a probablement été endommagée. Les différents
mécanismes impliqués dans sa réponse au stress comme l‘action des chaperonnes
cytoplasmiques et périplasmiques (Hong et al., 2012) ont probablement été perturbés. Ces
dommages pourraient expliquer pourquoi la souche STEC 0157:H7 a présenté plus de
difficultés que la souche STEC 026:H11 a croitre malgré les conditions physico-chimiques
plus favorables de lintestin. De nouvelles expérimentations seront nécessaires afin de
confirmer cette hypothése. Au niveau du duodénum, il est aussi possible que la souche STEC
0157:H7 ait été plus sensible aux secrétions biliaire et pancréatiques que la souche STEC

026:H11.

La différence de comportement observée entre la souche STEC 0157:H7 et la souche STEC
026:H11 dans lI'estomac peut étre liée a l'activité de la glutamate décarboxylase. En
revanche, la différence de comportement observée entre ces deux souches dans les
compartiments simulant I'intestin gréle peut s’expliquer par 3 autres hypothéses (liées ou

non) :
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- Cette différence peut étre le résultat de I'historique de ces souches (survie au cours de la
fabrication de fromage et au cours de la digestion) et de leurs états physiologiques. La
souche de sérotype 026:H11 apparait moins stressée et mieux adaptée a la digestion que la
souche de sérotype 0157:H7.

- Les dénombrements d’E. coli 0157:H7 obtenus lors de notre étude ont été comparés a
ceux obtenus par Etienne-Mesmin et al. (2011). Ces derniers avaient inoculé artificiellement
une souche de sérotype 0157:H7 dans de la viande hachée qui par la suite avait été digérée
dans le TIM. De plus, cette viande avait été ensemencée ou non avec une souche de S.
cerevisige. Ces auteurs avaient noté un effet antagoniste de S. cerevisiae vis-a-vis d’E. coli
0157:H7. Nos résultats sont proches de ceux obtenus avec la contamination concomitante
d’E. coli O157:H7 et de S. cerevisiae. Dans nos expérimentations A et B, les laits crus
pouvaient étre naturellement contaminés en levures mais avaient également été
ensemencés par D. hansenii et G. candidum. Les levures en plus forte concentration dans
I’expérience B auraient pu avoir inhibé la reprise de croissance de la souche E. coli 0157:H7
dans le jéjunum et I'iléon. Par contre, I'impact aurait pu étre moindre dans I'expérimentation
A en raison d’un niveau de levures plus faible et/ou d’une moindre sensibilité de la souche E.
coli 026:H11 aux agents antimicrobiens produits par ces levures.

- Il est possible que la croissance limitée de la souche STEC O157:H7 soit la conséquence
directe de l'induction de prophages. En effet, les génes stx sont portés par des phages de
type lambdoide et les stress induisent leur cycle lytique (Imamovic & Muniesa, 2012 ;
Schmidt, 2001). Si la souche STEC 0157:H7 est plus sensible aux conditions rencontrées que
la souche STEC 026:H11, l'activation du cycle lytique du prophage pourrait réduire
considérablement la population des E. coli 0157:H7 tout en libérant des Shiga-toxines.
D’autre part, la souche appartenant au sérotype 026:H11 semble avoir de meilleures
dispositions a survivre dans un environnement extrémement acide. Ces souches pourraient
donc atteindre l'intestin dans un état moins stressé que les souches STEC O157:H7. Le

prophage Stx n’induirait alors pas de cycle lytique et donc pas de libération de Shiga-toxine.
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4.5. Expression des Shiga-toxines

Un dosage de I'expression des Shiga-toxines a été tenté au niveau des sorties iléales mais les
résultats se sont révélés négatifs. Le protocole d’extraction des ARN, probablement du fait
de la complexité des échantillons, n’a pas permis d’obtenir suffisamment d’ARN pour la suite
du protocole. Pour le dosage de la toxine par la méthode ELISA, les résultats négatifs
peuvent étre attribués soit au fait qu’aucune toxine n’avait été produite, soit au fait que la
guantité de toxines libérées était trop faible pour étre détectée par le kit employé. La mise
au point d’un protocole plus performant sera nécessaire afin de pouvoir détecter et
guantifier la libération de ces toxines méme a faible taux au cours de la digestion. Si cela ne
s’avérait pas possible, il faudrait alors envisager de travailler avec un taux supérieur de STEC

afin d’accrofitre la quantité de toxines libérées, si production de toxine il y a.

5. Conclusion

Il a été démontré que 2 souches appartenant aux sérotypes O157:H7 et 026:H11 pouvaient
survivre a la fois a la fabrication d’un fromage de type pate pressée non-cuite et a la
digestion artificielle de celui-ci. Cependant, ces données doivent a étre interprétées avec
prudence car les STEC ont été inoculés a un taux élevé dans le lait (500 UFC.mL™). Ce taux
élevé a pu avoir une influence sur le comportement des souches dans les fromages mais
également dans le digesteur artificiel. Par ailleurs, le systeme TIM ne reproduit que les
conditions physico-chimiques de la lumiere de I'intestin. Les interactions avec le microbiote
intestinal, les entérocytes mais aussi le systeme immunitaire n’ont pas été prises en compte.
Or, elles peuvent moduler le comportement des STEC dans les derniers compartiments de
I'intestin gréle.

Plusieurs questions cependant restent en suspens. Le comportement différent observé pour
les 2 souches testées au cours de cette étude est il uniguement la conséquence des
mécanismes d’acido-résistance ? Est-ce un effet souche ou un effet sérotype ? Et sont-elles

pathogenes ?
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Il sera aussi nécessaire d’optimiser les protocoles testés afin de pouvoir observer et mesurer
la production des Shiga-toxines au cours de la digestion afin de pouvoir évaluer plus
précisément la pathogénicité de ces souches au cours. En effet, Kailasan Vanaja et al. (2009)
ont démontré que GadE, le principal activateur du systéme GAD, peut réguler négativement
I’expression des génes du locus d’effacement des entérocytes (le LEE) dans des conditions
modérément acides. Il sera donc nécessaire d’étudier I'expression des genes gadE et ceux du
LEE pour la souche STEC 026:H11. En effet, comme le démontre cette étude, la souche STEC
026:H11 présente une acido-résistante forte et sur exprime probablement ce régulateur. Si
tel est le cas, il est alors probable qu’elle ne puisse pas adhérer aux entérocytes ce qui

réduirait considérablement la pathogénicité de cette souche STEC 026:H11.
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6. Valorisation

Un article est en cours de rédaction et disponible en Annexe 9, il a été soumis dans la revue

a comité de lecture Applied and Environmental Microbiology :

Survival of E. coli 026:H11 exceeds that of E. coli 0157:H7 as assessed by simulated human
digestion of contaminated raw milk cheeses.

Stéphane D. Miszczycha, Jonathan Thévenot, Sylvain Denis, Cécile Callon, Valérie Livrelli,
Monique Alric, Marie-Christine Montel, Stéphanie Blanquet-Diot, Delphine Thevenot-

Sergentet
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Discussion et

Conclusion



Un des objectifs de cette thése était de répondre a la question suivante : les fromages, en
cas de contamination par des STEC, peuvent-ils présenter un risque pour le consommateur ?
Afin d’y répondre, deux points majeurs ont été étudiés. Le premier a concerné I'étude du
comportement des souches STEC au cours de la fabrication de fromages a base de lait cru. Le
deuxiéme s’est intéressé a la digestion d’un fromage contaminé par ces bactéries : les STEC
parviendraient-ils a survivre a une digestion et si oui, pourraient-ils étre dangereux pour le

consommateur ?

1. Croissance et survie des STEC dans les fromages a

base de lait cru

L'objectif de cette partie était de déterminer si les barriéres inhérentes aux différentes
technologies fromageéres (pH, aw...) peuvent favoriser la survie, ou I'inhibition des souches de
STEC au cours de la fabrication et de I'affinage de fromages au lait cru.

Nos travaux ont souligné I'existence de 2 comportements différents des STEC en fonction

des technologies testées.

1.1. Impact des facteurs physico-chimiques

Les résultats obtenus au cours de ce travail ont mis en évidence que I'étape de chauffage des
fromages de type pate pressée cuite ou encore la forte acidification (pH < 4,3) au cours de
I’étape de coagulation des fromages de type lactique chévre inhibe la croissance des STEC.
En revanche, une croissance des STEC a pu étre observée au cours des 24 premiéres heures
pour certaines technologies (pate persillée et les 2 pates pressées non-cuites). Nos résultats
ont montré qu’une chute de pH modérée (pH compris entre 7 et 5) au cours des premiéres
heures de fabrication de ces fromages ne peut pas inhiber les STEC. Au mieux, elle peut
ralentir leur croissance : comme cela a été décrit dans le mémoire bibliographique, les STEC

peuvent croitre dans une gamme de pH comprise entre 4,5 et 9. Durant un affinage
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supérieur a 60 jours, la chute de I'a,, est un des facteurs qui permet une diminution du taux
des STEC au cours de cette étape. L'effet synergique de ces différents facteurs (pH acide,
chute de I'a,, acides organiques...) peut aussi expliquer la diminution du taux des STEC lors
d’affinage supérieur a 60 jours.

Il est important de rappeler que le taux d’inoculation des STEC au cours de ces challenges-
tests a été supérieur au taux naturel de ces bactéries dans le lait, ce qui a pu favoriser leur
croissance et leur survie. De nouvelles expériences avec un taux d’inoculation plus proche
des taux naturels (1 3 10 UFC.mL™) devront étre réalisées.

Le comportement des STEC pour d’autres types de fromages (pates molles, pates persillées

au lait de vache...) reste a étudier.

1.2. Effet sérotype

L’autre point notable de nos expérimentations a été la mise en évidence d’une différence de
comportement entre les souches de sérotype 0157:H7 et celles des sérotypes 026:H11,
0103:H2 ou encore 0145:H28. En effet, pour les technologies ol une croissance des STEC a
pu étre mise en évidence, les souches E. coli 0157:H7 ont connu une croissance bien plus
faible que la croissance des souches appartenant aux autres sérotypes testés. De plus,
lorsque I'affinage était suffisamment long pour permettre une diminution du taux des STEC,
la décroissance d’E. coli 0157:H7 était plus rapide. Cette sensibilité des souches E. coli
0157:H7 au processus de fabrication fromagere pourrait expliquer la prévalence plus faible
de ce sérotype dans les fromages en comparaison notamment au sérotype 026:H11. Des
expérimentations devront étre réalisées avec de nouvelles souches afin de confirmer d’'une
part cet effet sérotype et d’autre part I'absence d’effet souche observé au cours de cette
étude.

Afin d’expliquer cet effet sérotype, différentes hypothéses peuvent étre émises. Soit les
souches appartenant aux sérotypes 026:H11, 0103:H2 et 0145:H28 sont de meilleures
compétitrices que les souches appartenant au sérotype 0157:H7. Soit les mutations propres
a la plupart des E. coli 0157:H7 (perte de la capacité a fermenter le sorbitol, perte de
I'activité de la B-glucuronidase) ont un impact sur le devenir de ce sérotype au cours de la
fabrication fromagere. Les souches de sérotype 0157:H7 pourraient aussi étre plus sensibles
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aux différents stress rencontrés lors de la fabrication fromagere que les souches des autres
sérotypes testés. Ceci provoquerait I'activation du cycle lytique du prophage Stx et donc
entrainerait une forte diminution de la population d’E. coli 0157:H7 dans le fromage.

Afin de vérifier ces hypotheses, les études s’orienteront vers :

- I’évaluation de I'état physiologiques de ces STEC au cours de la fabrication de fromage :
induction des différentes réponses au stress comme RpoS, mais aussi vérifier si les souches
STEC sont dans un état viable mais non-cultivable,

- le test d’autres souches appartenant au sérotype 0157:H7 dont des souches capables de
fermenter le sorbitol et possédant I'activité B-glucuronidase,

- la mesure et la comparaison de la libération des phages Stx par les différents sérotypes de
STEC testés au cours de la fabrication des fromages.

Pour finir, un séguencage complet des souches STEC issues du fromage pourra étre
envisagé : l'effet sérotype observé pour E. coli 0157:H7 pourrait s’expliquer par ses
caractéristiques intrinseques. Ainsi, les génes impliqués dans cet effet sérotype pourront

étre identifiés. Dans un deuxieme temps, I'expression de ces genes pourra étre testée.

1.3. Retombées pour les filieres fromageres

1.3.a. Leviers d’action pour la maitrise des STEC

Les résultats de ces travaux soulévent le probleme de la détection des STEC dans les
fromages : en effet, les taux de contamination naturel des laits par les STEC sont tres faibles
(1310 UFC.mLY). De plus, les laits sont mélangés dans des tanks ce qui augmente la dilution
des STEC. Enfin, la répartition des STEC semble tres hétérogéne dans ce type d’aliment et
d’autre part, nos travaux ont montré qu’au bout des 24 premiéres heures de fabrication, les
taux des STEC avaient atteint leur maximum pour les technologies « favorables » a leur
croissance. La détection des STEC dans les fromages pourrait donc étre entreprise a ces
points précis. Par ailleurs, I'analyse des caillés pourrait apporter une solution a la répartition
hétérogene de ces bactéries : le brassage des grains de caillé aprés le découpage pourrait
améliorer I'homogénéisation des bactéries recherchées. Ces modalités d’analyses

permettraient une détection rapide des STEC bien avant la mise sur le marché (excepté pour
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les fromages frais). Des études supplémentaires devront étre réalisées afin de déterminer
plus précisément les points de fabrication ou le taux de croissance des STEC est maximal.
Nos résultats ont démontré que la température, la durée et la cinétique d’acidification ainsi
que la durée de I'affinage sont des leviers d’action efficaces pour la maitrise des STEC dans le
fromage. Bien qu’il ne soit pas possible de modifier totalement les schémas technologiques
de ces aliments, de nouveaux challenges-tests pourront étre réalisés en agissant sur ces
caractéristiques technologiques dans la mesure du possible sans affecter les schémas
technologiques.

L'impact de la microflore sur le comportement des STEC n’a pas été abordé lors de ma thése.
Néanmoins, les interactions entre différentes microflores et les STEC ont été étudiées. A titre
d’exemple, le potentiel inhibiteur de Hafnia alvei, entérobactérie fréquemment isolée dans
les fromages au lait cru, sur les STEC au cours de la fabrication d’un fromage de type pate
pressée non cuite a été mis en évidence (Delbés et al., 2013). Ces observations montrent
gue certaines bactéries peuvent avoir un effet antagoniste vis-a-vis des STEC. De telles
bactéries pourraient donc étre employées (seules ou en cocktail) pour limiter le
développement des STEC dans les fromages a condition de démontrer qu’elles ne sont ni
pathogenes ni capables d’altérer les caractéristiques organoleptiques du fromage. En
revanche, le cas particulier des Penicillium a été étudié par Lee et al. (2012). Les auteurs ont
démontré que 2 souches, une de P. roqueforti et une de P. camemberti, pouvaient favoriser
la croissance des STEC. Il faut toutefois préciser que ces travaux ont été réalisés in vitro. Il
serait donc intéressant de vérifier si d’autres souches de Penicillium présentent au contraire
une activité antagoniste vis-a-vis des STEC dans le fromage : auquel cas, ces souches pourrait

étre préférentiellement sélectionnées pour les fabrications fromageéres.

1.3.b. Caractérisation de la virulence des souches issues de fromages

La virulence des souches STEC contaminant les laits et fromages pourrait étre associée a
leurs caractéristiques intrinséques. Le séquencage complet des souches issues des produits
laitiers pourra étre envisagé. Néanmoins, la présence mais surtout |'expression des facteurs
de virulences des souches issues de ces produits laitiers devront étre analysés. Une attention

particuliére pourra étre portée aux facteurs de virulence tels que ceux présents dans le LEE
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(eae, TIR, MAP, espF, espB, espZ...), ou non (Tccpl, Tcep2, Saa, aggR), les effecteurs Nle, les
ilots de pathogénicité (01122, OI71...) ou encore des toxines comme I’entérohémolysine,
I’entérohémolysine thermostable EAST1, la cytotoxine subtilase (SubAB), les cyclomodulines
CDT, sans oublier bien évidement les Shiga-toxines et les génes impliqués dans les principaux
mécanismes de résistance a l'acidité (rpoS, le systéme GAD...). Au niveau génétique, une
recherche de ces principaux facteurs de virulence pourra étre effectuée sur ces souches par
PCR. En ce qui concerne lI'expression de ces facteurs de virulence, celle-ci pourra étre
réalisée dans différents milieux pouvant simuler la matrice fromagere ou le tube digestif
avec ou non la présence d’un agent inducteur de la Shiga-toxine (mitomycine-C).
L’expression de ces facteurs pourra étre observée :

- au niveau transcriptomique, via des PCR quantitatives couplées a la rétro-transcription des
ARNm de ces génes,

- au niveau protéomique : pour les toxines libérées, une mesure par ELISA pourra étre
effectuée. Pour les autres facteurs de virulences, une étude du protéome plus large pourra
aussi étre envisagée via des outils de marquages radioactifs des protéines néo-synthétisées,
d’électrophorése bidimensionnelle et de séquencage des protéines ou de Western Blot.

De méme, la quantification de la libération de particules phagiques Stx pourra aussi étre
envisagée.

Ainsi, cette étude in vitro des souches STEC issues de produits laitiers et de souches EHEC
permettra de déterminer si les souches STEC isolées de fromages présentent a la fois un
matériel génétique, mais aussi une capacité a I'exprimer identique a celui des souches issues

de patients.

2. Survie au cours de la digestion

Le comportement (croissance et survie) des STEC au cours de la digestion a été trés peu
étudié. Nous ne connaissons pas a ce jour le comportement de souches STEC ayant survécu a

une technologie fromageére dans le tube digestif d’'un homme. L'objectif de cette partie était
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donc de décrire le devenir de souches STEC artificiellement inoculées dans du lait cru au
cours de la digestion artificielle des fromages fabriqués avec ces laits.
Nos travaux ont permis d’observer le comportement de 2 souches STEC appartenant aux

sérotypes 026:H11 et 0157:H7 dans les différents compartiments de I'appareil digestif.

2.1. Comportement des STEC au cours de la digestion

artificielle

Dans notre étude, la viabilité des 2 souches STEC 026:H11 et 0157:H7 a diminué au cours du
passage dans I'estomac ainsi que dans le duodénum. Une reprise de croissance a l'intérieur
du jéjunum et de l'iléon a ensuite été observée. Le comportement de la souche E. coli
0157:H7 721.4 a été similaire a celui de la souche E. coli O157:H7 EDL 933 inoculée
concomitamment a une souche de S. cerevisiage par Etienne-Mesmin et al. (2011). Par
contre, la souche E. coli 026:H11 F15338 a mieux survécu dans |I'estomac et le duodénum et
a connu une croissance beaucoup plus importante dans le jéjunum et I'iléon que la souche E.
coli O157:H7. Plusieurs hypothéses, historique des souches, mécanisme de résistance a
I’acidité GAD plus performant pour la souche E. coli 026:H11, microflore différente pour les
différentes expérimentations, peuvent étre émises pour expliquer ce phénomeéne.

Ces résultats doivent toutefois étre interprétés avec prudence. De nouvelles
expérimentations devront étre réalisées. En effet, seule une souche d’E. coli 026:H11 et une
souche d’E. coli 0157:H7 ont été testées. De plus, la technologie fromageére choisie pour ces
expérimentations était favorable a la croissance et au maintien de la concentration des STEC.
Cela permettait d’obtenir au moment de I'étape de digestion suffisamment de STEC pour
pouvoir les dénombrer. Tester le comportement des STEC issues de technologies fromagéres
aux conditions plus stringentes (affinage long...) et donc dans un état plus stressé, sera aussi
intéressant. Il sera aussi nécessaire de tester le comportement de STEC au cours de la
digestion artificiel de fromages dont les laits auront été inoculés en STEC a des taux plus

proches des taux naturels (1 3 10 UFC.mL™).
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2.2. Pathogénicité ?

Le dosage des Shiga-toxines réalisé n’a pas permis d’observer la libération des toxines au
niveau des sorties iléales. Ces résultats peuvent étre attribués a I'absence de production de
toxines ou a leur non-détection par le kit employé a cause de leur faible concentration. La
mise au point d’un protocole plus performant sera nécessaire afin de pouvoir détecter et
guantifier la libération de ces toxines méme a faible taux au cours de la digestion.

A partir des connaissances concernant les mécanismes de régulation des génes du LEE et des
génes impliqués dans la résistance a I'acidité, une hypothése pouvant expliquer la moindre
pathogénicité des souches STEC issues de produits laitiers peut étre émise.

Parmi les différents sérotypes de STEC issus de produits laitiers, le plus étudié est E. coli
026:H11 et tous les travaux publiés a ce jour démontrent qu’il est largement plus adapté a la
survie dans les milieux acides qu’E. coli 0157:H7. Or, le mécanisme principal de I'acido-
résistance en milieu extrémement acide tel que I'environnement stomacale est le systeme
GAD. Celui-ci est sous le contréle d’un régulateur, GadE qui agit comme antagoniste du LEE.
Grace a ce systeme, les souches E. coli 026:H11 peuvent aisément survivre au passage dans
I'estomac, suivre le trajet dans lintestin gréle et entrer dans le colon. Sous l'action
antagoniste de GadE « hyper-stimulé », le LEE pourrait ne pas étre exprimé et les souches
STEC 026:H11 ne pourraient donc pas s’arrimer aux entérocytes : elles continueraient leur
chemin dans le colon sans provoquer |'effacement des microvillosités des entérocytes. Un
scénario contraire pourrait alors étre proposé pour le comportement d’E. coli O157:H7 :
dans I'hypothése d’'une moindre activation de GadE, cet STEC pourrait exprimer les genes du
LEE et provoquer I'effacement des microvillosités des entérocytes, provoquant I'induction
d’une réponse inflammatoire. Celle-ci, cumulée aux différents stress subis par la bactérie,
pourrait alors déclencher I'induction du cycle lytique du prophage Stx et ainsi la production
de la Shiga-toxine. Différents travaux sur des systémes de cellules en culture seront
nécessaires afin de vérifier cette hypothése, ainsi que des dosages de |'expression du géne
gadE et de ceux du LEE en condition acide et non acide pour des souches E. coli 026:H11 et

E. coli 0157:H7.
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2.3. Perspectives

Il sera nécessaire de tester d’autres souches de sérotype 0157:H7 et 026:H11 (ainsi que
d’autres sérotypes tels que 0103:H2 ou encore 0145:H28) afin de confirmer I'existence d’un
effet sérotype au cours de la digestion. L'étude d’un bol alimentaire plus complexe (eau,
légume, viande, pain, fromage) pourra également étre envisagée afin de reproduire un repas
complet. De plus, le TIM, méme s’il a fourni des données trés intéressantes en ce qui
concerne le comportement des STEC de I'estomac a l'iléon, présente 2 inconvénients :

- le TIM simule uniquement la lumiére intestinale. Toutes les interactions entre les STEC, la
flore commensale, les entérocytes et le systéeme immunitaire ne peuvent étre reproduites
dans ce systeme.

- Le colon n’est pas étudié dans ce modele. Or de nombreuses études ont montré que la
production de la toxine est effectuée dans le colon, lorsque les STEC parviennent a s’arrimer
aux entérocytes via I'expression des génes du LEE (ou autres).

Il sera donc nécessaire de transférer les sorties iléales du TIM dans un systéme de colon
artificiel afin de suivre le comportement et I'expression des facteurs de virulence des STEC
dans celui-ci. L'utilisation de culture de cellules afin de mimer I’épithélium intestinal pourra
également étre envisagé afin d’observer les capacités d’adhésion des STEC et la production
des Shiga-toxines. De méme, un modéle ex vivo, ou les STEC sont cultivés dans des contenus
filtrés de caecum de rats permettra d’intégrer I'impact des métabolites produits par les
cellules intestinales et le microbiote colique sur la physiologie des STEC. Il pourra aussi étre
mis en place un modele in vivo utilisant des rats dont la flore intestinale est contrélée (flore
conventionnelle, flore humaine traitées ou non a la streptomycine, rat axénique). Un tel
modele permettrait d’étudier le comportement des STEC in vivo dans un contexte
physiologique proche des conditions d’'une infection chez I'homme, notamment en

mesurant I'impact du microbiote intestinal.

184



3. Conclusion générale

Ce travail de thése a permis d’observer le comportement de plusieurs sérotypes de STEC au
cours de la fabrication de différentes technologies fromageres au lait cru, et leur
comportement au cours de la digestion artificielle de ces fromages. Il permettra aux
professionnels de la filiere de mieux gérer le danger lié aux STEC dans leurs produits
(prévention et détection). Néanmoins, de nombreuses questions restent toujours en
suspens.

En ce qui concerne les cas d’infections liées a la présence des STEC dans les fromages, seules
les épidémies sont recensées en France. Peu de données sont disponibles pour les cas
sporadiques, qu’en est-il de leur réelle incidence ? De plus, ne prendre en compte que les
symptomes les plus séveres comme le SHU n’induit il pas une forte sous-estimation du
nombre d’infections liées a la présence des STEC dans ces produits laitiers ?

Méme si les STEC sont présents dans les fromages, sont ils réellement pathogénes pour les
humains ? Plus précisément, les facteurs biotiques et abiotiques rencontrés dans les
fromages n’influencent ils pas I’expression des facteurs de virulence des souches ?

Enfin, le réle du phage Stx dans la genése de souches pathogénes représente une menace
non négligeable. Une compréhension plus approfondie des facteurs et mécanismes
impliqués dans lI'induction de son cycle lytique pourra peut étre permettre la mise au point
de traitements capables de bloquer I'expression du géne stx : malgré I'importante diversité

des facteurs de virulence existant chez les STEC, ce géne reste la clef de leur dangerosité.
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Annexes



Annexe 1 - Travaux sur la présence des STEC
et la prévalence des genes stx dans le lait cru

(Farrokh et al., 2012).
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Continents/Pays

Type d’échantillons

Prévalence des souches STEC (%) et/ou du géne stx.

(N=Nombre d’échantillons)

Afrique

Kenya Lait cru de vache 0,8% (N=432) E. coli 0157:H7. Une souche positive pour stx1 !
Lait cru de vache 0% (N=260) E. coli 0157:H7 2

Amerique

Argentine Lait cru de vache (cuve) 0% (N=150) E. coli 0157:H7 *

Brésil Lait cru de vache (bétail atteint de | 12,08 % (N=2144) échantillons positives pour la combinaison des genes hly,
mammite) stx1, stx2 et/ou eae 4

USA Lait cru de vache (cuve) 0,2 % (N=859) E. coli 0157:H7 °

Lait cru de vache (pour fromage)

Lait cru de brebis (pour fromage)
Lait cru de chévre (pour fromage)
Lait cru de vache (cuve)

Lait cru de vache (cuve)

Lait cru de vache (cuve)

Lait cru de vache (cuve)

Lait cru de vache (cuve)

Filtres a lait

0 % (N=67) E. coli 0157:H7 ®

0 % (N=22) E. coli 0157:H7 °

0,75 % (N=49) E. coli 0157:H7 °

2,4 % (N=248) STEC ’

3,8 % (N=131) E. coli non-0157 possédant les génes stx2 ou stx1 ®

3,2 % (N=531) STEC °

0,75 % (N=268) E. coli 0157 *°

15,2 % (N=536) d’échantillons positifs pour les génes stx1 et/ou stx2 '

51 % (N=519) d’échantillons positifs pour les génes stx1 et/ou stx2 *
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Trinidad Lait cru de vache (centre de collecte) | 0,8 % (N=380) E.coli 0157 *
Lait cru de vache (cuve)
0 % (N=933) STEC dans les cuves 3 lait
Asie
Turquie Lait cru de vache 1 % (N=100) E. coli 0157 **
Inde Lait cru de vache et produits laitiers 1,8 % (N=553) E. coli 0157 *°
Chine Lait cru de vache 0 % (N=209) E. coli 0157:H7 *°
Europe
UE Lait cru de vache 1,7 % (N~1300) en 2008 *’
0,5 % (N=1079) en 2007 *
0,4% (N=3474) en 2006 *’
1,4% (N=3947) en 2005 */
Espagne Lait cru de chevre et de brebis (cuve) 10,8 % (N=360) STEC *®
0,3 % (N=360) E. coli 0157 *®
Ecosse Lait cru de vache 0 % (N=500) STEC *°
Irlande du nord Lait cru de vache (cuve) 2,14 % (N=420) STEC (possédant les géne stx1, stx2 et/ou eae) %°
Irlande Lait cru (cuve) 10% (N=20) E. coli 0157 (negatif pour les genes stx) 21
Filtres a lait 3,1 % (N=161) E. coli 0157 (positif pour les génes stx) **
2,8 % (N=161) E. coli 026 (positif pour les génes stx) **
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Lait cru de vache

Filtres a lait

36% (N=120) d’échantillons positifs pour les génes stx1 et/ou stx2 **

0,8 % (N=120) d’échantillons positifs en E. coli 0157, 0111, 026, 0103 et/ou
0145 #

69% (N=117) d’échantillons positifs pour les génes stx1 et/ou stx2 %

1,6 % (N=117) d’échantillons positifs pour E. coli 0157, 0111, 026, 0103 et/ou

0145 %
Pays-Bas Lait cru de vache 0 % (N=140) E. coli 0157
Filtres a lait 0% (N=4) E. coli 0157
Lait cru de vache (cuve) 0% (N=13) E. coli 0157
Italie Lait cru de vache (revendeur) 0,6 % (N=157) E. coli 026 (positifs en stx1 et stx2) et non-0157 **
Lait cru de bufflone 0,6 % (N=160) E. coli 026 (positifs pour les genes stx1 et stx2) 2
Lait cru de chevre 1,7 % (N=60) E. coli 0157:H7 *°
Lait cru de vache et chevre 0,14 % (N=144) E. coli 0157 *’
Lait cru de vache 0 % (N=994) STEC %
Gréce Lait cru de vache 2,2 % (N=950) E. coli 0157 *

Lait cru de chevre
Lait cru de brebis
Lait cru de brebis
Lait cru de chévre

Lait cru de brebis

0,7 % (N=460) E. coli 0157 *°
0,8 % (N=595) E. coli 0157 *
1% (N=100) E. coli 0157:H7 *
12,6 % (N=87) E. coli 0157:H7 *°
13,8 % (N=29) E. coli 0157:H7 **
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Suisse Lait cru de vache 0 % (N=310) STEC *
Lait cru de chevre (cuve) 16,3 % (N=344) d’échantillons positifs pour les génes stx1 et/ou stx2 33
Lait cru de brebis (cuve) 12,7 % (N=63) d’échantillons positifs pour les génes stx1 et/ou stx2 **
France Lait cru de vache 15 % (N=778) d’échantillons positifs pour les génes stx1 et/ou stx2 **
4,8 % (N=205) d’échantillons positifs pour E. coli 026, 0103, 0111, 0145 or
0157 *
21 % (N=205) d’échantillons positifs pour les génes stx1 et/ou stx2 *°
3,4 % (N=205) d’échantillons positifs pour E. coli 091:H21 *°
Allemagne Lait cru de vache 0% (N=209) STEC ¥/
Lait cru de vache 2,5 % (N=403) STEC *®
Lait cru de vache 1,5 % (N=337) STEC autres qu’E. coli 0157 39
Belgique Lait cru de vache 0,7 % (N=143) E. coli 0157.H7 *°
République Filtres a lait 2 % (N=192) E. coli 0157:H7 **
Tcheque
Slovaquie Lait cru de vache 0,4 % (N=269) E. coli 0157 *
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Annexe 2 - Travaux sur la présence des STEC
et la prévalence des génes stx dans les
fromages et autres produits laitiers

différents du lait (Farrokh et al., 2012).
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Continents /| Type d’échantillons Prévalence des STEC et/ou prevalence du géne
Pays stx (N=nombre d’échantillons)
Amerique
Pérou Fromage type pate molle au lait cru 7,8 % (N=102) E. coli 0157 *
Vénézuela Fromage de type Telita 2 % (N=100) E. coli 0157 >
Asie
Turquie Fromage local a base de lait cru 4% (N=50) E. coli 0157 3
Europe
UE Fromage au lait cru 0,2 % (N=2876) STEC en 2005 *
2,4 % (N=1064) STEC en 2006 *
0,5 % (N=1961) STEC en 2007 *
1,8 % (N~700) STEC en 2008 *
Belgique Fromage a base de lait cru de vache 5,6 % (N=71) E. coli 0157:H7 °
Fromage a base de lait cru de chévre et de brebis 0% (N=222) E. coli 0157 °
Beurre et creme a base de lait cru 0% (N=181) E.coli 0157 °
Beurre, yaourt, fromage, creme glacée, fromage frais | 0% (N=64, N=9, N=16, N=7, N=4 resp.) ’
a base de lait cru
Italie Fromage a base de lait cru 0 % (N=143) E. coli 0157 ®

Fromage a base de lait pasteurisé

Mozzarella a base de lait cru de bufflonne

0 % (N=60) E. coli 0157 &
0 % (N=93) E. coli 0157 °
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Produits laitiers a base de lait de vache pasteurisé
Produits laitiers a base de lait cru de vache
Produits laitiers a base de lait de brebis pasteurisé
Produits laitiers a base de lait cru de brebis

Mozzarella a base de lait de bufflonne

0 % (N=657) E. coli 0157 *°
0 % (N=811) E. coli 0157 *°
0 % (N=477) E. coli 0157 *°
0 % (N=502) E. coli 0157 *°
0 % (N=501) E. coli 0157 *°

Portugal Fromage a base de lait cru de vache, brebis et de | 0% (N=70) E. coli 0157 **
chevre

Espagne Produits laitiers a base de lait cru d’ovins et de | 1,8 % (N=502) STEC (45 échantillons stx positifs) 2
caprins (lait, caillé et fromage)
Fromage frais (ovin/caprin) 0 % (N=103) STEC (4 échantillons stx positifs) **
Fromage 0 % (N=39) STEC (2 échantillons stx positifs) 12
Fromage au lait cru de brebis (affinage long) 2,4 % (N=84) STEC **

Ecosse Fromage au lait cru de vache 0 % (N=739) E. coli 0157 **

Suisse Fromage au lait cru de vache et de chévre 2 % (N=796) STEC *°
Fromage au lait cru de vache, de brebis et de chévre | 1,9 % (N=1502) STEC 16

France Fromage au lait cru 11,7 % (N=180) STEC *’

Fromage au lait cru
Fromage

Fromage au lait cru

13,1 % (N=1039) STEC *®
1 % (N=603) STEC (10 % échantillons stx positif) *°
27,7 % (N=112) échantillons stx positif 2°
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Fromage 6,5% (N=400) présence concomitante des génes
stx, eae et de marqueurs associés aux 5

principaux sérotype de STEC **

Allemagne Fromage au lait cru de vache 0,48% (N=209) STEC *
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Annexe 3 - Epidémies provoquées par les
STEC impliquant le lait et les produits laitiers

(Farrokh et al., 2012).
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Date Type de produit laitier Sérotype, facteurs de virulence | Nombre de cas Pays
1986 Lait cru 0157:H7 2 SHU USA*
1989 Lait cru 022:H8 1 SHU Allemagne *
1990 Lait cru 0157:H7 2 SHU USA (Washington) >
UK (Angleterre et Pays de
1991 Yaourt au lait pasteurisé 0157:H7 16 - 5 SHU .
Galles)
Fromages a base de lait cru de vache et de .
1992-1993 0119, stx2 4 SHU France (Cher) >
chevre
1992-1993 |Laitcru 0157:H7 14 - 0 SHU USA (Oregon) ’
UK (Angleterre et Pays de
1993 Lait 0157 7 -3 SHU 6o
Galles) ™
1994 Lait pasteurisé 0157:H7, stx2 >100 - 9 SHU UK (Ecosse) *°
1994 Fromage au lait cru 0157, stx2 22 -1SHU UK (Ecosse) * 2
1994 Lait 0157, stx2 8 -3 SHU UK (Ecosse) **
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1994 Fromage au lait cru de chévre 0103 4 SHU France (Ardéche)
Lait (contamination post-pasteurisation 11 confirmés, 7
1994 0104:H21 USA (Montana) **
suspectée) suspectés
4 SHU
1995 Fromage a base de lait cru de chévre 0157:H7 République Tcheque
1996 Fromage au lait cru 0110:H- 3-0SHU Allemagne '
1996 Lait 0157 12-1SHU uk v’
1997-01 Lait non pasteurisé 0157 6 Finlande '8
1997-09 Lait non pasteurisé 0157 3 SHU Finlande ™
1997-10 Lait non pasteurisé 0157 2 SHU Finlande *®
1997-10 Fromage 0157 5 (2 confirmés) UK
1998 Lait non pasteurisé 0157 17 Finlande ™
1998 Fromage a base de lait non pasteurisé 0157 4 UK (Ecosse)
1998 Fromage au lait cru 0157 stx2 10-1SHU UK
1998 Creme non pasteurisée 0157:H7 7 UK (Angleterre) %
1998-06 Fromage 0157:H7 55 - 2 SHU USA (Wisconsin) 2
1999 Lait de ferme 0157 38 -3 SHU UK 24
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Fromage a base de lait cru de cheévre (fait

1999 0157 27 - 1 SHU UK (Ecosse) %
maison)
1999 Lait cru 0157 3 UK (Ecosse) *°
2000 Lait cru 0157 2 UK (Ecosse) *°
0157:H-, sorbitol+, stx2+, stx -
2001 Lait cru de chevre 2-1SHU Autriche
2c+

Canada
2001-08 Lait de chévre 0157:H7 5-2SHU .

(Colombie Britannique)
2002 — 2003 | Gouda au lait cru 0157:H7 13 -2 SHU Canada (Alberta) ®
2003 Lait cru de vache 026:H-, stx2+, eae+ hly+ 2 SHU Autriche %

9 - 4 SHU (méme 20
2003-11 Lait cru de vache 0157, stx2+, eae+ ehxA+ Slovaquie
famille)

2003-2004 | Lait 0157:H 25 Danemark **
2004-07 Fromage au lait cru 0157:H7 3 Canada (Quebec) *
2004-2006 |Fromage de chévre a base de lait cru 0157, stx2+, eae+ 2 SHU France >3

Canada
2005-04 Lait 0157:H7 6 -

(Ontario)
2005-05 Milk shake 0157:H7 16 - 1 SHU Canada (Alberta) *
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USA (Washington - Oregon)

2005-12 Lait cru 0157:H7 18 -4 SHU -
2005-12 Fromage de vache a base de lait cru 026, stx+ 6 SHU France (Normandie) *’
080:H-, stx1+, eae+ hly+, 28
2006 Lait cru 59 -1 SHU Allemagne
0145, stx1+, stx2+, eae+
2006 Fromage a base de lait cru de vache 0157:H7 2 SHU USA (Californie) *°
0157:H7 et autres séroytpes de 20
2006-09 Lait cru et colostrum de vache 6-2SHU USA (Californie)
STEC
0145:H28, stx2+, eae+, ehxA+ il 4
2007 Glace 12 - 5 SHU Belgique ™~
026:H11, stx1+, eae+ ehxA+
2008 Lait cru de vache 0157 :NM 7-3SHU et 1 PTT USA (Connecticut) *
2008-05 Lait cru de chévre 0157:H7 4-1SHU USA (Missouri) **
2009-11 Lait cru E. coli 3 USA (Washington) *°
2010-05 Lait cru 0157:H7 8-1SHU USA (Minnesota)
2010-06 Lait cru de chévre 0157:H7 Campylobacter 30 -2 SHU USA (Colorado) *’
2010-10 Gouda 0157:H7 38 -1 SHU USA (5 états) *®

248




2010-12 Fromage a base de lait cru 0157:H7 8 USA (4 états) *°

LML Martin, L.D. Shipman, J.G. Wells, M.E. Potter, K. Hedberg, I.K. Wachsmuth, R.V. Tauxe, J.P. Davis, J. Arnoldi, J. Tilleli. 1986. Isolation of Escherichia coli 0157:H7 from
dairy cattle associated with two cases of haemolytic uraemic syndrome.The Lancet, 328 (1986), p. 1043.

2l Bockemiihl, H. Karch, H. Riissmann, S. Aleksic, R. Wiss, P. Emmrich. 1990. Shiga-like toxin (verotoxin)-produzierende Escherichia coli 022:H8: Ubertragung durch
unpasteurisierte Milch mit nachfolgender Erkrankung an hamolytisch-uramischen Syndrom. Bundesgesundheitsblatt, 33 (1990), pp. 3-6.

> )G. Wells, L.D. Shipman, K.D. Greene, E.G. Sowers, J.H. Greene, D.N. Camron, F.P. Downes, M.L. Martin, P.M. Griffin, S.M. Ostroff. 1991. Isolation of Escherichia coli
serotype 0157:H7 and other Shiga-like toxin producing Escherichia coli from dairy cattle. Journal of Clinical Microbiology, 29 (1991), pp. 985-989.

*. D. Morgan, C.P. Newman, D.N. Hutchinson, A.M. Waiker, B. Rowe, F. Majid. Verotoxin producing Escherichia coli 0157 infections associated with the consumption of
yoghurt. Epidemiology and Infection, 111 (1993), pp. 181-187.

’ C. Casenave, J.C. Desenclos, E. Maillot, S. Benoit, G. Deschenes, H. Nivet, F. Grimont, S. Baron, P. Mariani, P.A.D. Grimont. 1993. Eclosion de syndrome hémolytique et
urémique dans une commune rurale du Cher. Bulletin Epidémiologique Hebdomadaire, 48 (1993), pp. 222-224.

¢ G. Deschénes, C. Casenave, F. Grimont, J.C. Desenclos, S. Benoit, M. Collin, S. Baron, P. Mariani, P.A. Grimont, H. Nivet. 1996. Cluster of cases of haemolytic uraemic
syndrome due to unpasteurised cheese. Pediatric Nephrology, 10 (1996), pp. 203-205 .

7 W.E. Keene, K. Hedberg, D.E. Herriott, D.D. Hancock, R.W. McKay, T.J. Barrett, D.W. Fleming. 1997. A prolonged outbreak of Escherichia coli 0157:H7 infections caused by
commercially distributed raw milk. Journal of Infectious Diseases, 176 (1997), pp. 815—-818.

8 A. Ammon. 1997. Surveillance of enterohaemorrhagic E. coli (EHEC) infections and haemolytic uraemic syndrome (HUS) in Europe. Eurosurveillance, 2 (1997), pp. 91-95
(article 133, 1997-12-01).

° P.G. Wall, R.J. McDonnell, G.K. Adak, T. Cheasty, H.S. Smith, B. Rowe. 1996. General outbreaks of verocytotoxin producing Escherichia coli 0157 in England and Wales
from 1992 to 1994. Communicable Diseases Report, CDR Reviews, 6 (1996), pp. R26—R33.

1 p. Upton, J.E. Coia. 1994. Outbreak of Escherichia coli 0157 infection associated with pasteurised milk supply. The Lancet, 344 (1994), p. 1015.

" A. Ammon. 1997. Surveillance of enterohaemorrhagic E. coli (EHEC) infections and haemolytic uraemic syndrome (HUS) in Europe. Eurosurveillance, 2 (1997), pp. 91-95
(article 133, 1997-12-01).

2 NJLC Strachan, G.M. Dunn, E. Mary, M.E. Locking, T.M.S. Reid, I.D. Ogden. 2006. Escherichia coli O157: burger bug or environmental pathogen? International Journal of
Food Microbiology, 112 (2006), pp. 129-137.

3 B. Decludt. 1995. Cas groupés de syndromes hémolytiques et urémiques dans le département de I'Ardeche en 1994. Institut de Veille Sanitaire, France (1995).

' CDC (Centers for Diseases Control and Prevention). 1995. Outbreak of acute gastroenteritis attributable to Escherichia coli serotype 0104:H21 — Helena, Montana, 1994.
Morbidity and Mortality Weekly Report, 44 (1995), pp. 501-503.

BoMm. Bielaszewska, J. Janda, K. Bldhova, H. Minarikovad, E. Jikova, M.A. Karmali, J. Laubovd, J. Sikulova, M.A. Preston, R. Khakhria, H. Karch, H. Klazarova, O. Nyc. 1997.
Human Escherichia coli 0157:H7 infection associated with the consumption of unpasteurized goat's milk. Epidemiology and Infection, 119 (1997), pp. 299-305.

. Bockemiihl, H. Karch. 1996. Zur aktuellen Bedeutung der enterohdmorrhagischen. Escherichia coli (EHEC) in Deutschland (1994-1995). Bundesgesundheitsblatt, 39
(1996), pp. 290-296.

A Clark, S. Morton, P. Wright, J. Corkish, F.J. Bolton, J. Russell. 1997. A community outbreak of vero-cytotoxin producing Escherichia coli 0157 infection linked to a small
farm dairy. Communicable Disease Report. CDR Review, 7 (1997), pp. R206—R211.

249




' _E. Lahti, M. Eklund, P. Ruuru, A. Siitonen, L. Rantala, P. Nuorti, T. Honkanen-Busalski. 2002. Use of phenotyping and genotyping to verify transmission of Escherichia coli
0157:H7 from dairy farms. European Journal of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, 21 (2002), pp. 189-195.

¥ N..C. Strachan, M.P. Doyle, F. Kasuga, O. Rotariu, I.D. Ogden. 2005. Dose response modelling of Escherichia coli 0157 incorporating data from foodborne and
environmental outbreaks. International Journal of Food Microbiology, 103 (2005), pp. 35-47.

2% N.J.C. Strachan, G.M. Dunn, E. Mary, M.E. Locking, T.M.S. Reid, I.D. Ogden. 2006. Escherichia coli 0157: burger bug or environmental pathogen? International Journal of
Food Microbiology, 112 (2006), pp. 129-137.

?!_CDSC (Communicable Disease Surveillance Centre). 1998. Outbreak of vero cytotoxin producing Escherichia coli 0157 infection in Dorset. CDR Weekly: Communicable
Disease Report, 8 (183) (1998), p. 186.

%2, CDSC (Communicable Disease Surveillance Centre). 1998. Cases of Escherichia coli 0157 infection associated with unpasteurised cream in England. Eurosurveillance, 2
(1998), p. 1135 (1998-10-29).

2. cbC (Centers for Diseases Control and Prevention). 2000. Outbreak of Escherichia coli 0157:H7 infection associated with eating fresh cheese curds—Wisconsin, June
1998. Morbidity and Mortality Weekly Report, 49 (2000), pp. 911-913.

) Anonymous. 1999. Outbreak of vero cytotoxin-producing E. coli 0157 infection in North Cumbria. CDR Weekly, 9 (1999), pp. 95-98
(http://www.hpa.org.uk/cdr/archives/1999/cdr1199.pdf. Last accessed 17th October 2011).

%> ). Curnow. 1999. Escherichia coli 0157 outbreak in Scotland linked to unpasteurised goat's milk. Eurosurveillance, 3 (1999) (article 1387).

% F. Allerberger, M. Wagner, P. Schweiger, H.P. Rammer, A. Resch, M.P. Dierich, A.W. Friedrich, H. Karch. 2001. Infections a Escherichia coli 0157 associées au lait non
pasteurisé. Eurosurveillance, 6 (2001) (article 379, 2001-10-01).

7L Mclintyre, J. Fung, A. Paccagnella, J. Isacc-Renton, F. Rockwell, B. Emerson, T. Preston. 2002. Escherichia coli 0157 outbreak associated with the ingestion of
unpasteurized goat's milk in British Columbia, 2001. Canadian Communicable Disease Report, 28 (2002), pp. 6-8.

2. Honish, G. Predy, N. Hislop, L. Chui, K. Kowalewska-Grochowska, L. Trottier, C. Kreplin, I. Zazulak. 2005. An outbreak of E. coli 0157:H7 hemorrhagic colitis associated
with unpasteurized Gouda cheese. Revue canadienne de Santé publique, 96 (2005), pp. 182—-184.

2, Allerberger, A.W. Friedrich, K. Grif, M.P. Dierich, H.J. Dornbusch, C.J. Mache, E. Nachbaur, M. Freilinger, P. Rieck, M. Wagner. 2003. Hemolytic-uremic syndrome
associated with enterohemorrhagic Escherichia coli 026:H infection and consumption of unpasteurized cow's milk. International Journal of Infectious Diseases, 7 (2003), pp.
42-45,

A Liptakova, L. Siegfried, J. Rosocha, L. Podracka, E. Bogyiova, D. Kotulova. 2004. A family outbreak of haemolytic uraemic syndrome and haemorrhagic colitis caused by
verocytotoxigenic Escherichia coli 0157 from unpasteurised cow's milk in Slovakia. Clinical Microbiology and Infection, 10 (2004), pp. 576-578.

* e Jensen, S. Ethelberg, A. Gervelmeyer, E.M. Nielsen, K.E. Olsen, K. Mglbak. 2006. First general outbreak of verocytotoxin-producing Escherichia coli 0157 in Denmark.
Eurosurveillance, 11 (2006) (article 597, 2006-02-01).

2 MAPAQ (Ministére de I'Agriculture, des Pécheries et de |'Alimentation du Québec), 2004. Mise en garde - Onze personnes malades a la suite de la consommation de
fromages au lait cru fabriqués a la ferme. Press Release, 2004-07-14.

3 INVS (Institut de Veille Sanitaire). 2004. Investigation autour de deux cas de SHU a E. coli 0157 dans les Vosges. (June 2004).

*E. Espié, V. Vaillant, P. Mariani-Kurkdjian, F. Grimont, R. Martin-Schaller, H. De Valk, C. Vernozy-Rozand. 2006. Escherichia coli 0157 outbreak associated with fresh
unpasteurized goats' cheese. Epidemiology and Infection, 134 (2006), pp. 143-146.

*_ A.L. Becker. 2005. Alberta E. coli outbreak tied to milk shakes. Press release CIDRAP. 2005-05-13.

% cDC (Centers for Diseases Control and Prevention). 2007. Escherichia coli 0157:H7 infection associated with drinking raw milk — Washington and Oregon, November—
December 2005. Morbidity and Mortality Weekly Report, 56 (2007), pp. 165-167.

250



7 INVS (Institut de Veille Sanitaire). 2007. Epidémie d'infections a E. coli producteurs de Shiga-toxines non 0157 liée a la consommation de camembert au lait cru, nord-
ouest de la France, octobre-décembre 2005 (2007). Available at http://www.invs.sante.fr/publications/2008/epidemie_e_coli_camembert/rapport_epidemie_stec.pdf. Last
accessed 21st August 2012.

® RKI (Robert Koch Institut). 2008. Zum Auftreten mehrerer EHEC-Infektionen nach Rohmilchverzehr in einem Ferienlager. Epidemiologisches Bulletin, 11 (2008), pp. 16—
18.

* D. Buglino, K. Smith-Sayer, S. Fortino, J. Van Meter, E. Frykman, L. Crawford-Miksza, C. Myers, S. Himathongkham, M. Palumbo, J. Atwell, T. Chang, D. Csuti, S. Fontanoz,
Y. Gerbremichael, J. Glover, J. O'Connell, B. Sun, C. Wheeler, Y. Zhao, M. Lynch. 2008. Escherichia coli 0157:H7 infections in children associated with raw milk and raw
colostrum from cows — California, 2006. Morbidity and Mortality Weekly Report, 57 (2008), pp. 625-628.

. cDC (Centers for Diseases Control and Prevention). 2008. Escherichia coli 0157:H7 infections in children associated with raw milk and raw colostrum from cows —
California, 2006. Morbidity and Mortality Weekly Report, 57 (2008), pp. 625—628.

1 K. De Schrijver, G. Buvens, B. Possé, D. Van den Branden, C. Oosterlynck, L. De Zutter, K. Eilers, D. Piérard, K. Dierick, R. Van Damme-Lombaerts, C. Lauwers, R. Jakobs.
2008. Outbreak of verocytotoxin-producing E. coli 0145 and 026 infections associated with consumption of ice cream produced at a farm, Belgium, 2007. Eurosurveillance,
13 (2008) (article 8041, 2008-02-14).

. G. Buvens, B. Possé, K. De Schrijver, L. De Zutter, S. Lauwers, D. Pierard. 2011. Virulence profiling and quantification of verocytotoxin-producing Escherichia coli 0145:H28
and 026:H11 isolated during an ice cream-related haemolytic uremic syndrome outbreak. Foodborne Pathogens and Disease, 8 (2011), pp. 421-426.

. CDC (Centers for Diseases Control and Prevention). 2007. Foodborne Outbreak Online Database, 2007 July, Colorado, E. coli Shiga Toxin Producing 0121, 026, 084,
Prison Jail. American Cheese Pasteurized (2007) (http://wwwn.cdc.gov/foodborneoutbreaks/Default.aspx. Last accessed December 24th 2011).

*_B. Marler. 2009. 2008 Raw Goat Milk E. coli 0157:H7 Outbreak Linked to Dairy and Retail. Marlor Blog (2009) (2009-12-16, http://www.marlerblog.com/legal-
cases/2008-raw-goat-milk-e-coli-0157h7-outbreak-linked-to-dairy-and-retail/. Last accessed 23 April 2012).

**. Food Poison Journal, 2009-12-02, presented by Marler Clark. http://www.foodpoisonjournal.com/foodborne-illness-outbreaks/raw-milk-e-coli-strikes-again-recent-
illnesses-are-reminder-of-risks-from-drinking-raw-milk/. Last accessed 19th April 2012.

% Minnesota Department of Health, 2010. Three more E. coli cases linked to raw milk from farm. News release, 2010-06-11,
http://www.health.state.mn.us/news/pressrel/2010/ecoli061110.html. Last accessed 23rd April 2012.

*_B. Marler. 2010. Raw Milk E. coli 0157:H7 Outbreak Strikes Minnesota. Seventh Outbreak in 2010. Marler Blog (2010) (2010-05-28, http://www.marlerblog.com/legal-
cases/raw-milk-e-coli-0157h7-outbreak-strikes-minnesota-seventh-outbreak-in-2010/. Last accessed 23 April 2012).

. cpc (Centers for Diseases Control and Prevention). 2010. Investigation Update: Multistate Outbreak of E. coli 0157:H7 Infections Associated with Cheese. (2010) (2010-
11-24).

” M. Rothschild. 2010. Sally Jackson cheese confirmed as outbreak source. Food Safety News-12-21,
http://beforeitsnews.com/story/319/970/Sally_Jackson_Cheese_Confirmed_as_Outbreak_Source.html. Last accessed 17th October 2011.

251



Annexe 4 — Publication 1.

Review of Shiga-toxin-producing Escherichia coli (STEC) and their significance
in dairy production.

Farrokh C, Jordan K, Auvray F, Glass K, Oppegaard H, Raynaud S, Thevenot D,
Condron R, De Reu K, Govaris A, Heggum K, Heyndrickx M, Hummerjohann J,
Lindsay D, Miszczycha S, Moussiegt S, Verstraete K, Cerf O.

International Journal of Food Microbiology. 2012. In press.

252


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22939912
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22939912

FOOD-05968; No of Pages 23

International Journal of Food Microbiology xxx (2012) xxx-30ix

Contents lists available at SciVerse ScienceDirect

International Journal of Food Microbiology

journal homepage: www.elsevier.com/locate/ijfoodmicro

Review

Review of Shiga-toxin-producing Escherichia coli (STEC) and their significance in
dairy production

Choreh Farrokh **7, Kieran Jordan ®*', Frederic Auvray <, Kathleen Glass ¢, Hanne Oppegaard ©,
Sabrina Raynaud |, Delphine Thevenot & Robin Condron ", Koen De Reu ', Alexander Govaris /,

Klaus Heggum ¥, Marc Heyndrickx ”,_Joerg Hummerjohann ™, Denise Lindsay ", Stephane Miszczycha £,
Sylvie Moussiegt 2, Karen Verstraete ', Olivier Cerf®

* ONIEL— French Dairy Inter-branch Organisation, 42 rue de Chateaudun, FR-75009 Paris, France

" Teagasc Food Research Centre, Moorepark, Fermoy Cork, Ireland

© Anses, Maisons-Alfort Laboratory for Food Safety, 23 avenue du Général de Gaulle, FR-94706 Maisons-Alfort, France
@ Food Research Institute, University of Wisconsin, 1550 Linden Drive, Madison, WI-53706, USA

© Tine SA, Bedriftsveien, NO-0902, Oslo, Norway

" Institut de I'Elevage, Agropole, 23 rue Jean Baldnssini, FR-69364 Lyon cedex 07, France

! VetAgro-Sup !, avenue Bourgelat, FR-69280 Marcy | Etoile, Frunce

" Dairy Australia, Locked Bag, 104 Rinders Lane, AU-8009 Victorig, Australia

" Institute for Agricultural and Fsheries Research (ILVO), Technology & Food Science Unit, Brusselsesteenweg 370, BE-9090 Melle. Belgium
! University of Thessaly, Veterinary Faculty, 224 Trikalon Street, GR-43100 Karditsa, Greece

¥ Danish Dairy Board, Frederiks Allé 22, DK-8000 Aarhus C, Denmark

! Ghent University, Faculty of Veterinary Medicine, Salisburylaan 133, 9820 Merelbeke, Belgium

™ Agroscope Liebefeld - Posiewx ALP, Schwarzenburgstrasse 161, CH-3003 Bern, Switzerland

" Fonterra Research Centre, Private Bag 11029, Palmerston North 4442, New Zealand

® Université Paris-Est, Alfort Veterinary School, 7 avenue du Général de Gaulle, FR-94700 Maisons-Alfort, France

ARTLCLE 1INFO A B ST RACT
Arriri_e history: The involvement of the pathogenic Shiga-toxin-producing Escherichia coli (STEC; also called verocytotoxic-
Received 13 February 2012 producing E. coli or VIEC) in sporadic cases and disease outbreaks is presently increasing. Infrequent cases

Received in revised form 31 July 2012
Accepted 1 August 2012
Available online xooo

are due to ingestion of milk and dairy products. As ruminants are healthy carriers of STEC and most dairy
products may provide these bacteria with favourable conditions for their growth, milk and dairy products are

a potential source of STEC. But not all STEC serotypes are pathogens; only relatively small numbers in the

entire family of STEC are pathogenic. This review focuses on the recent advances in understanding of STEC

Keywords:

5_]_-;'{;'0 and their significance in milk and dairy products. It is intended to gather the information that is needed to
VTEC understand how these bacteria are described, detected and characterised, how they contaminate milk and
Milk grow in dairy products, and how the dairy industry can prevent them from affecting the consumer,
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Introduction serious disease. There are six categories of pathogenic E coli
that affect the intestines of humans: Shiga-toxin-producing E coli

1. Background (STEC; also called verocytotoxin-producing E coli or VTEC), of which

According to the Food and Agriculture Organization of the United
ations, world milk production reached 724 million tonnes in 2010,
'sulting in an enormous consumption of and trade in dairy products
‘AQ, 2011). In this regard, safety and the control/prevention of milk-
srne food pathogens are of primary importance to public health, Farmed
1mals represent a major reservoir of pathogens that can be transferred
» milk; the predominant human bacterial pathogens that can potentially
» transferred to milk indude Salmonella spp., Listeria monocytogenes,
aphylococcus aureus, Campylobacter spp. and pathogenic Escherichia coli.
aw milk provides a potential growth medium for these bacteria.

E. coli is a Gram-negative, facultative anaerobe, within the family
aterobacteriaceae, and is normally a commensal bacterium that co-
«ists with its human host in the intestines in a mutually beneficial
‘lationship (Tchaptchet and Hansen, 2011). For the most part, E. coli

a group of harmless bacteria that are most often used as indicator
wganisms for faecal contamination and breaches in hygiene.
owever, several E coli clones have acquired virulence factors that
ave allowed them to adapt to new niches and in some cases to cause

enterohaemorrhagic E. coli (EHEC) are a pathogenic sub-group;
enteropathogenic E coli (EPEC); enterotoxigenic E. coli (ETEC);
enteroaggregative E coli (EAEC); enteroinvasive E. coli (EIEC); and
diffusely adherent E. coli (DAEC),

Among the pathogenic E coli of greatest relevance to milk is E. coli
0157:H7, an STEC serotype, which, because of its high virulence
(it can cause disease at a dose of 5-50 cells), is of major concern to
the dairy industry. According to a recent review ( Mathusa et al.,
2010), six other non-0157 STEC serogroups are emerging as
leading causes of infection: E. coli 026,0103,0111,0121, 045 and 0145
(in order of frequency in the US). According to a European Food Safety
Authority report (EFSA, 2009a), the major serotypes or serogroups of
concern are E coli 0157:H7, 026, 0103, 0145, 0111, and 091, These
serogroups are a small number in the entire family of STEC. Water and
foodstuffs that are subject to faecal contamination from ruminants
could represent a threat to food safety. In North America, Japan and
parts of Europe, most outbreaks have been caused by strains belonging
to the serotype 0157:H7; however, other serogroups are also an
important health concern.
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1.2. Purpose of this review

The purpose of this review is to assess the current situation with
respect to the major serotypes of pathogenic STEC in dairy products.
Twelve years ago, the Intemational Dairy Federation (IDF) established a
Task Force comprising scientists involved in research on pathogenic E coli
to review and assess the significance of STEC in dairy production with
respect to consumer health (Bastian and Siveld, 2000).

As cheesemaking is a major sector of the dairy industry worldwide,
and many cheese varieties throughout the world are typically made
from raw or unpasteurised milk with natural enzymes and microflora
that are responsible for enhancing desirable flavour characteristics
(Fox and McSweeney, 2004), this review has a focus on cheese
with respect to pathogenic STEC serogroups.

The review first describes the bacteriological characteristics of STEC,
its sources and its mode of transmission. This is followed by a description
of the analytical methods, including testing for virulence factors, to detect
and identify the human pathogenic STEC strains/serotypes in milk and
dairy products. Then the main outbreaks associated with dairy products,
the occurrence of STEC in raw milk and cheeses and its survival during
cheesemaking are discussed. Finally, measures that can help prevent the
contamination of milk and dairy products are proposed. The document
focuses on recent advances in the understanding of the strains and/or
serotypes that pose a significant risk to human health

2. Bacteriological characteristics
2.1. Shiga-toxin-producing E. coli

E. coli is a micro-organism that is commonly found in the lower
intestinal tract of healthy humans and animals. There are many types of
E. coli, a few of which are potentially pathogenic by a variety of infective
and toxin-producing mechanisms. Symptoms vary according to the
strain of E. coli encountered and the resistance of the individual to such
illness. Infants, young children, the elderly and the immunocompro-
mised are generally more susceptible to E. coli infections than healthy
older children and adults, although the recent E. coli 0104 outbreak in
Germany caused more problems in healthy adults (EFSA, 2011a),
indicating that such generalisations do have significant variations. All
STECs have the same morphology. They are Gram-negative badlli
belonging to the Enterobacteriaceae family and the Escherichia genus.
STECs are characterised by their serogroup, virulence genes, toxins and
associated disease symptoms. STECs are so named because they
produce one or more cytotoxins, called Shiga toxin 1 (stx1) and Shiga
toxin 2 (stx2).

22, Growth and inactivation

Most E. coli grow between 10 and 46 °C, with some strains growing
at 8 °C (ICMSF, 1996). However, some STEC serotypes can grow in milk
at temperatures as low as 6.5°C (Kauppi et al., 1996), A recent
publication has also shown that E. coli 0157 strains possess inherent
genetic mechanisms which enable growth at low temperatures
(<15°C), compared to non-pathogenic E coli (Vidovic et al, 2011).
STECs, like other Gram-negative bacteria, do not exhibit unusual heat
resistance under conditions of neutral pH and moderately high water
activity (a,,; e.g. 0.95; Kaur et al, 1998). Pasteurisation of milk at 72 °C
for 15 s inactivates 0157:H7 (D'Aoust et al., 1988).

2.3. Resistance to environmental stress

In bacteria, stress resistance mechanisms are a common survival
strategy. This is particularly relevant to bacterial survival in food.
Most survival studies (in food or laboratory media) have been
undertaken using E. coli 0157:H7 strains and little is known about
other STEC serotypes.

STEC 0157:H7 have been shown to survive at temperatures that
are lower than those suitable for growth. For example, E. coli 0157:H7
can survive for several weeks or months in meat, fruits, ice cream and
yoghurt when frozen at —18 to —20°C (De Schrijver et al., 2008;
Doyle and Schoeni, 1984; Grzadkowska and Griffiths, 2001; Strawn
and Danyluk, 2010), and outbreaks have been linked to frozen ground
beef patties that contained viable E. coli 0157:H7 (CDC, 1997, 2000).

Environmental stresses can induce thermotolerance in some strains.
Exposure to mild heat, or cross-protection induced during add adapta-
tion, has been reported to increase thermotolerance by up-regulating
stress response genes (Murano and Pierson, 1992; Ryu and Beuchat, 1998,
1999; Semanchek and Golden, 1998). Fat also has a protective effect
against thermal inactivation (Line et al, 1991; Singh and Ranganathan,
1980). Three mechanisms in E. coli allow the cells to withstand add
challenge at pH 2.5: the RpoS, the arginine decarboxylase and the
glutamate decarboxylase systems (Castanie-Cornet et al, 1999). Add
resistance of STEC is mediated by rpoS, which encodes a stationary-phase
sigma factor. This feature helps STEC to survive the acidity of the stomach
and to colonise the gastrointestinal tract. Furthermore, it also increases
the survival of STEC in addic foods, enabling survival for extended
periods, particularly at refrigeration temperature (Meng et al, 2007;
Semanchek and Golden, 1996). Hence, contaminated cultured and
fermented foods such as yoghurt and cheese have been implicated in
sporadic cases and outbreaks (Baylis, 2009; Besser et al, 1993; CDC,
1995a, 2000; Cody et al,, 1999; Ethelberg et al., 2007, 2009; Hussein and
Bollinger, 2005; Hussein and Sakuma, 2005a; King etal,, 2010; Sartz et al.,
2008; Weagant et al,, 1994),

Although there are relatively few published studies evaluating the
survival of non-0157 STEC in foods, isolating non-0157 from commer-
cial product suggests that these strains may be equally resistant to
stress conditions (Baylis, 2009; Stephan et al., 2008).

Other preservatives have various effects on STEC. Lactate, propio-
nate, sorbate and benzoate inhibit non-0157 STEC but the extent of
inhibition or survival is concentration and temperature dependent
(Hazarika et al,, 2003; McWilliam Leitch and Stewart, 2002a, 2002b).

3. Detection and isolation methods

STECs comprise over 400 serotypes that differ greatly in both their
physiological characteristics and their pathogenic potential to humans
(Bettelheim, 2007; Scheutz and Strockbine, 2005); at present it is still not
possible to fully define human pathogenic STECs (AFSSA, 2010; EFSA,
2007). This diversity is reflected in the use of very different detection
methods for STEC in monitoring programmes or official food controls
and in the lack of international standardised procedures for detection of
non-0157 STEC. Generally, two different approaches are used to detect
STECin foods: 1) serogroup-independent techniques where data on the
prevalence of genes and the characteristics of STEC occurring in food is
acquired (Beutin et al, 2007; Fach et al., 2001 ). This can result in isolation
of non-disease causing strains, 2) Serogroup-dependent methods which
target a subset of serogroups most frequently involved in human disease
and outbreaks and focus on STECs likely to exhibit virulence in humans,
such as strains belonging to serogroups 026, 045, 091, 0103, 0111,
0121, 0145 and 0157 (Auvray et al,, 2007; EFSA, 20092a; Fratamico etal,,
2011; Madic et al, 2009, 2011; Perelle et al, 2007). Food samples
contaminated by STEC serotypes that are less frequently associated with
human infections, but can still cause cases of HUS (e.g. 0113:H21, 0174:
H21, or the newly emerging O104:H4 serotype; [Scheutz et al., 2011])
are missed by these selective methods.

As E. coli 0157:H7 is the most prevalent cause of STEC human disease
and outbreaks, genetic detection assays and differential/selective agars
for its isolation are well developed and widely available for routine
analysis. Non-0157 STEC serogroups have also been increasingly linked
to food-borne illness outbreaks and severe pathology (see Section 7),
and therefore genetic detection methods and differential/selective agars
for isolating the most prevalent non-0157 serogroups (ie. 026, 0103,
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0111 and 0145) have recently been developed. However, as described
below, additional method development for these and other STEC
serogroups is still required.

3.1. Culture and isolation methods

3.1.1. Enrichment

As food samples usually contain low numbers of STEC together
with a high level of competing microflora, a selective enrichment step
is required for the isolation of STEC. For processed foods, enrichment
may also facilitate the recovery of injured or stressed bacterial cells
that have been exposed to harsh manufacturing processes. A wide
range of enrichment protocols, which use different basal broths,
different added selective agents and different incubation times and
temperatures, have been described (Vimont et al, 2006). Although
various enrichment protocols have been compared for their ability to
support growth of STEC, no clear conclusions could be drawn
regarding their relative efficacy (Baylis, 2008; Vimont et al., 2006);
to date, there are no standard enrichment conditions for STEC
serotypes other than 0157:H7. Studies have suggested that all
serotypes cannot be detected by one method (Baylis, 2008).

For the detection of E. coli 0157:H7 and non-0157 STEC, tryptone
soya broth (TSB) and E coli broth (EC), incubated at 35-37 °C for
16-24 h, are the most frequently employed enrichment media (Vimont
et al., 2006). To suppress the antagonistic activity of the background
microflora, incubation at 42 °C may be used although this temperature
may also interfere with the recovery of injured STEC cells. Enrichment
broths are frequently supplemented with selective agents such as
potassium tellurite and antibiotics, especially novobiocin (or acriflavin
in the case of dairy products). However, it has been reported that
systematic addition of novobiocin should be avoided as it may inhibit
the growth of some STEC strains (Vimont et al, 2006). Jasson et al.
(2009) also showed a susceptibility of STEC 0157 to various selective
components in the enrichment medium and therefore supported the
use of non-selective media, such as buffered peptone water (BPW).

3.1.2. Immunomagnetic separation

By taking advantage of interactions between antibodies and
O-antigens, immunomagnetic separation (IMS) can be used, after
enrichment and prior to plating, for the selective concentration of STEC
cells belonging to particular serogroups. The use of IMS-0157 is well
established and is considered to be the official standard method for the
detection of E coli 0157 in foods and animal feedstuffs (ISO, 2001). It was
shown to be effective and applicable to the examination of dairy products,
with a detection limit of 1-2 CFU/25 g (Voitoux et al., 2002). Automated
IMS technology allowing sample redrculation over a “capture phase” has
also been proposed to improve STEC recovery (Fedio et al., 2011).

IMS-based methods have not yet been standardised for the detection
of non-0157 STEC. Commerdal IMS assays are available for a subset of
four non-0157 serogroups most frequently involved in HUS and
outbreaks, i.e. 026, 0103, 0111 and 0145. However, the detection of
these non-0157 STEC by IMS is subject to serotype-specific variations in
aapture efficiency (Auvray et al., 2007; Hara-Kudo et al.,, 2000; Jenkins et
al,, 2003; Madic et al, 2011; Verstraete et al,, 2010).

3.1.3. Selective media

In contrast to commensal E. coli strains, typical E. coli 0157:H7 do not
ferment sorbitol, lack the ability to produce [>-p-glucuronidase (GUD)
and are also more resistant to cefixime and tellurite, Based on one or
more of these properties, several solid growth media, including sorbitol-
MacConkey (SMAC) agar and its cefixime-tellurite-supplemented
formula (CT-SMAC), have been developed (March and Ratmam, 1986;
Zadik et al., 1993). Altemative agars, mostly based on chromogenic
reactions, distinguishing E coli 0157:H7 from background flora, are
commercially available. However, these media not only fail to
detect all the non-0157 STEC serotypes, but also fail to detect

atypical (HUS-causing) E. coli 0157:H7/H~ strains, which are
sorbitol fermenting (SF) and GUD-positive (and therefore called
sorbitol-positive/SF 0157 [Karch and Bielaszewska, 2001]). In
addition, several non-0157 E. coli serogroups lack sorbitol fermen-
tation and GUD activity (Manna et al,, 2010), which complicates
phenotypic identification of E. coli 0157.

The enterohaemolytic phenotype of a significant proportion of STEC
strains has been exploited for the development of an ‘enterochaemolysin
agar prepared with washed sheep erythrocytes supplemented with
Ca?* and vancomycin-cefsulodin-cefixime for increased selectivity.
After incubation at 37 °C for 18-24 h, enterohaemolytic colonies are
identified by the formation of small turbid haemolytic zones ( Beutin et
al., 1989). However, it should be stressed that non-haemolytic STEC will
be missed on this medium.

As most strains of STEC 026 are unable to ferment rhamnose and,
like 0157:H7, are also more resistant to cefixime and tellurite,
rhamnose-MacConkey (RMAC) agar and RMAC agar supplemented
with cefixime and tellurite (CT-RMAC) are often used to differentiate
STEC 026 from other E. coli (Hiramatsu et al., 2002). Recently, new
selective differential and confirmation media, based on a mixture of
carbohydrate sources and a chromogenic substrate for [t-p-galacto-
sidase, have been developed and evaluated for isolating E. coli 026,
0103, 0111 and 0145, as well as sorbitol-positive and -negative 0157
STEC at levels of <100 CFU/25 g (Possé et al., 2008a, 2008b). Overall
isolation efficiencies ranged from 100% for raw milk, to 82.3% and
88.5% for cheeses made with pasteurised milk and raw milk, respectively
(Possé et al., 2008b). Cold-stressed and non-stressed STEC 026, 0103,
0111 and 0145 inoculated into the cheese samples at levels of
10-30 CFU/25 g were reliably isolated using this procedure. Plating on
Rainbow® Agar 0157 was also successfully used for isolation of E. coli
026, 045, 0103, 0111, 0121 and 0145 from artificially contaminated
ground beef (Fratamico et al, 2011). Finally, CHROMagar™ STEC
(CHROMagar Microbiology) was found suitable for the selective screen-
ing of major EHEC serotypes (e.g. 026:H11, 0111:H8, O118: H16, 0121:
H19, 0145:H28 and 0157:H7) from vegetables (Tzschoppe et al, 2012).

3.1.4. Colony hybridisation and immunoblot assays

Despite the lack of isolation media for the majority of STEC
serogroups, suspect stx-positive colonies isolated on agar plates can be
identified using the DNA probe hybridisation technique (Karch and
Mevyer, 1989). For the detection of STEC in dairy products, diluted aliquots
of enriched cultures, displaying a positive polymerase chain reaction
(PCR) result for stx, can be plated by spreading onto agar before applying
the filter technique for blotting and hybridisation (Fach et al, 2001;
Messelhdusser et al, 2008; Parisi et al, 2010; Stephan et al, 2008;
Vernozy-Rozand et al, 2005a). Alternatively, identification of STEC
isolates can be performed immunologically using anti-Stx antibodies,
However, colony hybridisation or immunoblot assays are rather laborious
techniques that cannot be easily performed routinely. Moreover, the
detection of low numbers of STEC is difficult, as STEC may be outgrown by
the background microflora on the agar plates.

3.1.5. Confirmation of suspected colonies

Isolates of STEC have to be confirmed on two levels: the serotype
and the production of 5tx or the presence of stx genes. Several
different approaches are used, including serological techniques, tissue
culture assay and nucleic acid-based methods.

Traditionally, suspected colonies on selective media are confirmed
biochemically as E. coli and serotyped. However, large sets of antisera
against E. coli O-antigens 1-181 and H-antigens 1-56 are restricted to
specialised international reference laboratories and only a limited
number of O- and H-antigens can be typed using commercial
serological kits. The production of active Stx can be tested biologically
using the vero cell assay (VCA) (Konowalchuk et al., 1977). Although
this assay is considered to be the gold standard, its use in routine
diagnostic laboratories is limited because it is time consuming and
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requires facilities for cell culture preparation. Commercial immuno-
assays and reverse passive latex agglutination (RPLA) tests are also
available for Stx detection (see: http://denka-seiken.jp/english/
products/bacteriology/escherichiaColi.html).

Alternatively serotyping and examination of virulence can be
achieved using DNA-based molecular diagnostic tools. A large number
of conventional PCR tests targeting stx, eae and genetic markers specific
for the 0- and H-antigens associated with the main pathogenic STEC
serotypes have been developed, including simplex and multiplex assays
(Bastian et al., 1998; Botteldoorn et al., 2003; Monday et al., 2007; Paton
and Paton, 1998). Real-time PCR methods based on the use of
fluorescent dyes or fluorogenic oligonucleotide probes have been
proposed, offering interesting advantages, such as gquantification,
increased speed, prevention of carryover contamination and high
throughput automated analysis (Beutin et al, 2009; Bugarel et al,
2010a, 2010b; Fratamico et al., 2009, 2011; Lin et al., 2011; Madic et al,,
2010; Nielsen and Andersen, 2003; O'Hanlon et al., 2004; Perelle et al.,
2004 ). DNA microarray technology has also been used for rapid genetic
identification of 24 O groups and 47 H types, representing a valuable
alternative to classical serotyping (Ballmer et al., 2007).

3.2. Methods for the detection of STEC in food

32.1. Culture-based methods

An International Organization for Standardization (1SO) method is
available for the detection of E. coli 0157:H7 in food and animal
feedstuffs (ISO, 2001). This method is based on an enrichment
procedure, followed by a separation and concentration step, and then
an isolation step on selective chromogenic media. It was shown to be
sensitive, with a detection limit of 1-2 CFU/25 g, as well as effective
and applicable to the examination of dairy products (Voitoux et al,
2002). Methods for standardisation of non-0157 STEC are in the
process of being developed.

One of the disadvantages with culture-based methods is that cells can
enter a dormancy state where they become non-culturable (viable but
non-culturable [VBNC]; Dinu and Bach, 2011). This can lead to an
underestimation of numbers or a failure to isolate a viable culture,
although the cells may still retain pathogenicity, or be recoverable to a
viable cell state. Recovery of cells may be compromised by selective or
chromogenic media and VBNC should be considered in using these media.

322, Molecular-based and immunological methods

Recently, a real-time PCR-based method for detection of patho-
genic STEC belonging to serogroups 026, 0103, 0111, 0145 and 0157
has been developed by Working Group 6 of Technical Committee 275
of CEN (European Committee for Standardisation) and has since been
proposed as a draft International Organization for Standardization
Technical Specification (ISO/TS 13136; EFSA, 2009a). Itis intended for
the analysis of human food and animal feedstuffs, as well as for
environmental samples in the area of food prod uction and/or handling
and at primary production stages.

Real-time PCR is recognised as a highly specific and sensitive
technique that can be completed in 2-4 h after enrichment. Its potential
for automation also makes it suitable for the screening of large numbers
of food samples. Table 1 includes a list of commercialised real-time PCR
tests allowing the detection of E. coli 0157 or stx genes in foods, with
analytical performances, approved by AFNOR Validation or AOAC
International. Numerous other PCR methods targeting STEC-associated
markers have been described in the literature and could be useful for
screening food. However, only a few of these include an IAC to detect
PCR failures caused by inhibitory food compounds (Auvray et al,, 2009;
Belanger et al., 2002; Derzelle et al., 2011; Fratamico et al., 2009, 2011;
Stefan et al, 2007). In addition, failure of some PCR assays to detect
genetically distant stx variants has been described (Bastian et al, 1998;
Beutin et al, 2009; Reischl et al., 2002). Recently, a quantitative PCR
assay designed todetect all known stx gene subtypes including the most

Table 1
Validated commerdal immunoassays and PCR tests for the detection of E. coli 0157 or
STEC in foods (as at August 23rd 2011).

Principle® Name of the assay (manufacturer) Validation
AIEA VIDAS® E. coli 0157 (ECO), VIDAS® UP AOAC/AFNOR
E. coli 0157 (including H7) (bioMérieux)
ELISA Assurance HA® EHEC (BioControl Systems ) ADAC
TECRA® E coli 0157 VIA™ (3 M TECRA) ADAC
LF1 DuPont™ Lateral Flow System E coli 0157 ADAC
(DuPont Qualicon)
RapidChek® Select™ E. coli 0157 ADAC
(Srategic Diagnostics)
Reveal® 2.0 E coli 0157:H7 test system AOAC
(Neogen Corporation)
Singlepath® E coli 0157 (Merck/EMD Chemicals)  ADAC
VIP Gold ™ for EHEC (BioControl Systems) AOAC
MICT FoodChek™ E. coli 0157 (FoodChek Systems) ADAC
Real-time PCR  ADIAFDOD Rapid Pathogen Detection system ADAC
for E coli 0157, ADIAFOOD Rapid Pathogen
Detection system for E coli 0157:H7
(AES Chemunex)
Assurance GDS™ Shiga Taxin Genes, Assurance ADAC
GDS™ E coli 0157:H7 (BioControl Systems)
BAX® E coli 0157:H7 MP, BAX® Real-time PCR ADAC/AFNOR
assay E. coli 0157:H7 { DuPont Qualicon}
E coli 0157:H7 LT Test Kit ( Idaho Technology) AODAC
Foodproof® E coli 0157 Detection Kit ADAC
{ BIOTECON Diagnostics GmbH)
CGeneDisc pathogenic E coli 0157, GeneDisc STEC, AODAC/AFNOR
GeneDisc EHEC 5 ID (Pall GeneDisc Technologies)
HQS E coli 0157:H7 (ADNudeis) AFNOR
IEH E coli 0157, Sox-producing E. coli (STEC) with ~ ADAC
Intimin (IEH Laboratories and Consulting Group)
iQ-Check™ E. coli 0157;H7 (Bio-Rad ) ADAC/AFNOR
MicroSEQ® E. coli 0157:H7 Detection kit ADAC/AFNOR

(Applied Biosystems)

* AIEA, automated immunoenzymartic assay; ELISA, enzyme-linked immunosorbent
assay; LF, lateral flow immunoassay; MICT, magnetic immunochromatographic test

distant variant stx2f was developed and successfully applied for STEC
detection in foods such as raw milk cheeses (Derzelle et al, 2011). This
assay also proved to be appropriate for the direct quantification of STEC
in milk over a 5 log dynamic range, i.e. from 43 10° to 40 CFU/mL

Multiparametric real-time PCR-based approaches targeting several
EHEC virulence genetic markers facilitate the identification of food
samples contaminated by STECs belonging to various serogroups such
as 026, 0103, 0111, 0145 and 0157 (Auvray et al., 2007; Perelle et al.,
2007) or 026, 045, 0103, 0111, 0121, and 0145 (Fratamico et al,
2011). The interest of a sequential molecular strategy for the detection
of STEC 026:H11, 0103:H2, 0111:H8, 0145:H28 and 0157:H7 in
cheeses was also described recently (Madic et al, 2010, 2011), By
targeting associations of genetic markers specific for highly pathogenic
STEC, such methods help to further refine the diagnostic results
obtained from PCR-based analysis of complex food matrices (Fig. 1).

In addition to PCR-based methods, many immunoassays easy to
perform in routine laboratories have been developed and validated
for the screening of E. coli 0157 in foods (Table 1). Recently, a lateral
flow device capable of detecting STEC serogroups 026, 045, 0103,
0111, 0121 and 0145 inoculated at concentrations of 3-6 CFU375¢g
of beef after 18 h enrichment at 42 °C has been reported (Nadala and
Samadpour, 2011). Further developments of this nature can be
expected in the coming years.

In contrast to cultural methods which are time-consuming,
labour-intensive, and often associated with a low rate of STEC
recovery from food, PCR- or immunoassay-based methods are
characterised by reduced analysis time and high-throughput analysis
capabilities. In particular, they offer the possibility to quickly rule out
negative samples, which represent the majority of food samples
(Lynch et al, 2012; Perelle et al, 2007; Thomas et al, 2011). Only
samples that test positive require confirmation by cultural methods.
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PCR Amount of positive
target food samples
stx . .

[stx : O-group :
eae variant® |

Expression of
positive result

Presumptive
presence of STEC

Presumptive presence of
highly pathogenic STEC

Fig. 1. Schemartic presentation of the interest of real-time PCR-based detection of genetic allelic combinations from the main pathogenic STEC for food analysis. “Combinations of
genetic markers typical of STEC 026:H11, 0103:H2, 0111:H8, 0145:H28 and 0157:H7 are stx:wzxge:eae-31, Stxiwzxp oz ieae-£, stewbdipy ieae-y2/0, steihplo,eseae-y1 and sox:

1fbEnys7:eae-y 1, respectively.

A limitation of these rapid screening methods however is that they
are restricted to a small number of pathogenic STEC serogroups.
Although adaptation of these techniques can be achieved easily for
the detection of emerging serotypes such as 0104:H4 (Scheutz et
al., 2011; Tzschoppe et al,, 2012), potentially virulent STEC strains
belonging to serotypes less frequently involved in human disease
would still remain undetected during routine food analysis. Screening
methods targeting virulence gene profiles of EHEC irrespective of their
serotypes would therefore seem better suited. Unfortunately, various
virulence gene profiles occur among pathogenic STEC strains and the
full combinations of virulence factors necessary to cause disease still
remain to be defined, which hampers the development of such
serotype-independent screening strategies.

3.3. Genetic typing of STEC isolates

Further genetic characterisation of STEC isolates can facilitate
epidemiological investigation of outbreaks. Because of its high level of
discrimination, pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) is considered to be
the standard method for the typing of STEC, especially if use of the
standardised PulseNet protocol (http://www.pulsenetinternational.org)
is made. Subtyping of STEC virulence genes using PCR-based techniques,
microarrays or DNA sequencing has also proven to be useful for
epidemiological and phylogenetic analyses (Nielsen and Andersen,
2003; Oswald et al., 2000; Persson et al, 2007). A number of other
techniques, such as multilocus sequence typing (MLST), multilocus
variable number of tandem repeat analysis (MLVA), microarray-based
comparative genomic hybridisation (mCGH) and single nucleotide
polymorphism (SNP) analysis, have also emerged as interesting tools to
identify genetically related STEC strains and to reveal potential epidemi-
ological relatedness (Laing et al., 2009; Manning et al., 2008; Miko et al.,
2010; Noller et al,, 2003; Ziebell et al,, 2008 ).

The use of innovative DNA-sequence typing by Bielaszewska et al.
(2011) also proved crucial in the rapid identification and typing of the
EHEC 0104:H4 outbreak isolate, only two days after the first stool
arrived in their laboratory. By generating whole-genome sequences in a
short amount of time, high-throughput next-generation sequencing
technologies yielded critical insights into the causative EHEC O104:H4
strain at the early stages of the German outbreak, such as its high
genome sequence similarity to EAEC (Brzuszkiewicz et al, 2011;
Mellmann et al., 2011; Rohde et al, 2011). They also allowed a rapid
increase in the number of available E. coli 0157:H7 genome sequences
(Eppinger et al., 2011; Rump et al,, 2011). Next-generation sequencing
technologies will undoubtedly become inceasingly popular in the

production of epidemiologically relevant data during outbreaks and in
the comprehension of the mechanisms underlying STEC evolution and
virulence.

4. Diversity of serotypes, virulence factors and the concept
of seropathotypes

The genes encoding the Shiga-toxins (stx) are carried by temperate
lambdoid phages and therefore can be found independently of E
coli strains, i.e. in free phage particles (Schmidt, 2001). Thus, the
prevalence of stx genes, detected by PCR, does not necessarily reflect
the occurrence of a viable E. coli isolate containing those genes.
However, if there is a high prevalence of stx-encoding phages in the
farm environment these could potentially generate new STEC
pathotypes by transduction (Cornick et al, 2006; Herold et al., 2004;
Schmidt, 2001). The relatively low isolation rate of STEC in both
animals and dairy products, suggests that such horizontal transfer of
stx-genes by transduction takes place at a very low frequency.
However, the recent large and deadly outbreak of E. coli 0104:H4
food poisoning in Germany appears to have been caused by such a
recombinant event (Scheutz et al, 2011) leading to a highly
pathogenic hybrid of EHEC and EAEC (Mellmann et al, 2011) and
therefore continued vigilance is necessary.

4.1. Diversity of serotypes and seropathotypes

A large number of E. coli serotypes produce Stx. Although
numerous outbreaks worldwide have been attributed to 0157:H7,
more than 380 different STEC O:H serotypes have been implicated in
disease (Karmali et al., 2010). Since they are associated with various
levels of virulence for humans, these serotypes were classified into
five seropathotypes (SPTs) based on their relative incidence in human
infections and their association with outbreaks and severe disease
including HUS (Karmali et al,, 2003; Konczy et al., 2008; Table 2).
In the absence of a consensus definition for the full set of
virulence genes required for disease, this SPT-based classification
was considered to be a valuable tool for a more precise molecular
risk assessment of the human pathogenic potential of non-0157
STEC serogroups (EFSA, 2007).

4.2 Virulence factors

The ability of STEC to cause serious disease in humans is related
mainly to their capacity to produce Stx, a family of bacteriophage-
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Table 2
Seropathotypes of STEC associated with human illness (Karmali et al., 2003).
Seropathotype  Relative Frequency of Assodation  Serotypes
incidence involvement  with severe
in outbreaks  disease®
A High Common Yes 0157:H7, D157:NM
B Moderate Uncommon Yes 026:H11, 0103:H2,
DO1TENM, 0121:H19,
0145:NM
C Low Rare Yes 091:H21, 0104:H21,
0113:H21, others
D Low Rare No Multiple
E Non-human ~ NA" NA Multiple
only

* HUS or haemorrhagic colitis.
" NA, nort applicable,

encoded potent cytotoxins characterised by a high degree of diversity.
Based on their antigenic differences, the Stx family has been divided into
two groups, Stx1 and Stx2, each containing antigenically related
members. According to the subtyping nomenclature established at the
7th International Symposium on Shiga Toxin (Verocytotoxin) —
Producing Escherichia coli Infections (Buenos Aires, 10-13 May 2009),
Stx variants include three Stx1 subtypes (Stx1a, Stx1¢, Stx1d) and seven
Stx2 subtypes (Stx2a, Stx2b, Stx2c, Stx2d, Stx2e, S2f, Stx2g)., Stx2 is
clinically the most important Stx type and the probability of HUS
development in infections from strains harbouring stx2 is higher than
that of strains containing either stx1 or both stx1 and stx2 (Friedrich
et al., 2002), Stx2a, St2c and Stx2d were reported as the subtypes
most commonly associated with severe outcomes of human disease
(Bielaszewska et al., 2006; Persson et al., 2007).

Other important virulence determinants include the locus of
enterocyte effacement (LEE) shared by EPEC. This 35-45 kb patho-
genicity island is responsible for the formation of attaching and
effacing (A/E) lesions on intestinal epithelial cells (Nataro and Kaper,
1998). It contains the eae gene encoding the outer membrane
adhesin, intimin, which mediates tight contact between STEC or
EPEC and intestinal epithelial cells. At least 18 intimin subtypes have
been described on the basis of the variable 3’ region of the eae gene
(Ito et al., 2007). In addition to intimin, the LEE encodes components
of a type lll secretion system (TTSS) which includes TTSS structural
and translocator-proteins (EspA, EspB, EspD), and TTSS effector proteins
(EspF-H, EspZ, Map and Tir), which are injected into human cells and
subvert host cellular pathways (Garmendia et al, 2005). At least 32
other TTSS-secreted proteins displaying various functions are encoded
outside the LEE within aryptic prophages and pathogenicity islands and
thus usually referred to as non-LEE-encoded effectors (NLEs) (Dean and
Kenny, 2009; Tobe et al., 2006).

Although the LEE island is carried by most EHEC strains, its presence
is not essential for pathogenesis, and some eae (LEE }-negative strains
(referred to as atypical EHEC) can cause HUS and occasional outbreaks
(Bonnet et al., 1998; Feng et al., 2001; Karch et al., 2005; Nataro
and Kaper, 1998; Paton et al., 1999). Conversely, some serotypes of
LEE-positive strains isolated from cattle have never been found in
humans, suggesting the importance of other virulence factors
(Karmali et al., 2003).

Plasmid-encoded putative virulence factors have been described,
although their role in pathogenesis remains unclear. For example, the
enterohaemolysin E-hlyA, the serine protease EspP and the catalase-
peroxydase KatP are encoded on a megaplasmid found in a large
proportion of EHEC strains. However, the gene composition is highly
variable in STEC plasmids (Brunder et al., 1999) and none of these
factors seems to be critical to causing human illness because some
STEC strains lacking E-hlyA, espP or katP have been associated with
HUS.

5. STEC sources and routes to raw milk on the farm

Ruminants are the main reservoir of zoonotic STEC (Gyles, 2007),
and contamination of dairy products during processing in the dairy
plant is rare (Ansay and Kaspar, 1997; Kousta et al., 2010). Yet, of 193
STEC strains found in different studies at the dairy farm level, 24 were
involved in human illness (Hussein and Sakuma, 2005a), which
emphasises the need for control of STEC in animal reservoirs at the
dairy farm. Possible mechanisms for on-farm contamination of raw
milk with potentially pathogenic STEC from dairy cows, goats and
ewes, are discussed below. Possible measures for preventing the
contamination of raw milk and milk products at the farm will be
discussed in Section 9.

5.1. STEC excretion by dairy ruminants

5.1.1. Faecal excretion

Recent reviews (Gyles, 2007; Hussein and Sakuma, 2005a) have
suggested a wide range of estimates for the prevalence of healthy
carriage of STEC in cattle, ranging from 0 to 71% of animals and from
0 to 100% of herds. Many of the studies that were quoted in these
reviews measured the total stx gene prevalence in cattle, and not
necessarily the isolation of a viable culture. Because stx genes can be
present in non-pathogenic organisms, in phage, or be unassociated
with a bacterium, stx gene prevalence estimates are an inaccurate
estimation of food safety risk unless a viable culture has been
obtained (EFSA, 2009a). However, vigilance for the presence of stx
genes in foods is necessary as their transfer to E. coli might lead to
newly emerging pathogenic STEC strains. It has also been well
documented that, although many E. coli may contain stx genes, not all
are pathogenic to humans (Kaper et al., 2004).

As far as 0157 is concerned, one review estimates the prevalence
of viable cells ranging from 3 to 8% in herds and from 0.5 to 1% in
animals (Meyer-Broseta et al, 2001). According to the 2009 EFSA
report (EFSA, 2009b), the average proportion of STEC positive
samples, based on the investigation of faeces from 5368 animals,
was 2.2%, ranging from 0% to 30%, and the average proportion of STEC
0157 positive samples was 0.5%, ranging from 0% to 7.2% A more
recent and extensive study in Belgium found viable 0157 isolates in
37.8% of 180 farms using a sampling technique with overshoes
(Cobbaut et al., 2009). This latter result can be attributed to a better
sampling technique, a specific epidemiology in the country or the
improvement of the laboratory methods for detection. In general, it is
probably best to keep in mind that STEC can be present, at least
occasionally, on most farms (Hancock et al., 2001).

Sheep and goats are also healthy carriers of STEC. In Germany,
Beutin et al. (1993) found STEC in 66.6% of 120 sheep and in 56.1% of
66 goats, In Spanish studies, 47.7% of goats from 12 herds (Cortés et
al., 2005) and 36% of 1300 sheep from 93 flocks (68% were positive)
carried STEC (Blanco et al., 2003). In the above studies, sheep and
goats seem to carry different STEC serogroups compared to cattle,
with a variety of serogroups identified. Some of these serogroups may
be pathogenic to humans, but often they do not harbour the virulence
genes, stx2 and eae (Beutin et al., 1993; Blanco et al., 2003; Cookson et
al., 2006; Kudva et al., 1996, 1997; Orden et al., 2003; Zschock et al,,
2000). Few 0157 strains have been found in sheep and goats (La
Ragione et al, 2009), with the exception of a Scottish study in which
42.8% of small ruminants on 14 farms were found positive for 0157
(Solecki et al,, 2009).

The excretion of STEC by ruminants seems to be sporadic
(Heuvelink et al., 1998; Kudva et al., 1997; Mechie et al,, 1997; Rahn
etal,, 1997), but may also be persistent over several months (Frémaux
et al., 2006: Geue et al., 2009; Gyles, 2007; Hussein and Sakuma,
2005b; Liebana et al., 2005; Orden et al., 2008; Widiashi et al., 2004).
Excretion varies according to the season, peaking in warmer months
(Berry and Wells, 2010; Hancock et al., 1997; Heuvelink et al., 1998;
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Van Donkersgoed et al., 2001). Individual variations are also seen
among cows, and may even differ between cow droppings of the same
animal (McGee et al,, 2004). Some cows and sheep may be 'high
shedders’ of 0157 (Chase-Topping et al., 2008) and perhaps of other
serogroups. Other factors contributing to intermittent excretion
include age (Hussein and Sakuma, 2005b), diet (Jacob et al., 2009),
housing (Ellis-lversen et al., 2008; Lejeune and Wetzel, 2007; McGee
et al., 2004; Vosough Ahmadi et al,, 2007; Wood et al, 2007), stress
(Rostagno, 2009), herd size (Erilsson et al., 2005), animal health
(Byrne etal,, 2003, Orden et al., 2003), geographical area (LeJeune et
al., 2006) and previous contamination with STEC strains or other
pathogens (La Ragione et al., 2009; Naylor et al., 2007).

5.12. Intra-mammary excretion

Although the major source of milk contamination by STEC is
undoubtedly faecal (Hussein and Sakuma, 2005b), an intra-mammary
source of STEC (pre/sub-clinical mastitis), although controversial, should
not be ruled out (Lira et al, 2004; Matthews et al, 1997; Stephan and
Kuhn, 1999). For example, some indication of mastitic infection with
STEC was seen in a study in Switzerland by Stephan and Kuhn (1999)
who found STEC in 3% of milk samples from cows with E. coli mastitis,
and from a Brazilian study which identified the presence of the stx gene
in 12% of 182 strains isolated from 2144 milk samples from cows with
dinical and sub-clinical mastitis (Lira et al., 2004). In contrast, none of the
123 L coli strains responsible for clinical mastitis cases in France,
including recent isolates and some spanning 20 years, carried the
stx gene (Raynaud et al., 2005 ). These observed differences between
countries may be due to differences in sampling, epidemiological
characteristics or antibiotic resistance patterns of the microorganisims
responsible for mastitis. STEC are presumably often present on the teats in
contaminated herds (Frémaux et al, 2006), and understanding the
colonisation of the udder, or lack thereof, and other features exhibited by
serotypes, in terms of penetration of and adhesion to the teat canal and
the udder, are important.

52. Sources and circulation of strains on the farm

It is important to understand STEC acquisition, how such strains
circulate on the farm and how the milk may subsequently be
contaminated by potentially pathogenic strains.

52.1. Acquisition of STEC by cattle and small ruminants on the farm

52.1.1. Faeces and effluents. Animal-to-animal transmission is a likely
contamination route of STEC within the herd, particularly when
members of the herd shed STEC in high numbers (Chase-Topping et
al., 2008). In addition, the introduction of newly purchased animals may
be a relevant route of transmission, although there is no universal
agreement on this (Cobbaut et al,, 2009; Galland et al., 2001; Lahti et al,,
2003; McGee et al.,, 2004). Environmental transmission was also shown,
for example linked with poor housing conditions (Cobbold and
Desmarchelier, 2002; Garber et al,, 1999; Mechie et al., 1997; Smith et
al., 2001; Williams et al., 2005; Wilson et al., 1993) or due to a long
survival period of STEC in effluent and the environment (soil, plants,
crops, grain and water), even if on-farm practices such as storage and
composting may reduce STEC survival in the effluents (Fremaux et al,
2008b).

Other production animals (pigs, reindeer), pets (cats, dogs),
wildlife (rabbits, deer, birds) and pests (flies, rodents) are also
potential transmission vectors of STEC within ruminants, or within
the farm environment (Berry and Wells, 2010; Beutin et al., 1993;
Blanco et al., 2003; Erilsson et al., 2005; Lahti et al., 2003; Nielsen et
al., 2004; Synge et al., 2003).

5212 Feeds and drinking water. Contamination of feed with potentially
pathogenic STEC is unusual and is more likely to occur in the feed trough

than in the actual feed lot (Berry and Wells, 2010). STEC occasional
presence in forage and/or concentrate can be limited by good
manufacturing practices and appropriate effluent management when
the feed is produced on the farm, eg. for silage (Avery et al, 2004).
Pasture can also maintain bacterial circulation by direct faeces deposit
onto the ground and/or the spreading of effluents (Fremaux et al,
2008b). Drinking water can contribute to introduction or circulation of
STEC within the herd, following direct or indirect faeces contamination,
from bedding material, dust, in the trough or directly at the source
(Cobbold and Desmarchelier, 2002; Lejeune et al, 2001; Meals and
Braun, 2006; Shere et al, 1998, 2002; Van Donkersgoed et al, 2001;
Vernozy-Rozand etal, 2002; Vinten et al., 2009). Furthermore, 0157:H7
and perhaps other STECs can survive for long periods in water and
water troughs (LeJeune et al,, 2001), but environmental conditions
(temperature and sun) or competitive microflora reduce bacterial
numbers in water troughs and on pastures through time (Fremaux
et al., 2008b).

522, Circulation of strains on and between farms

Studying the genotypic diversity of the strains that are circulating
on a dairy farm is of great relevance in terms of managing STEC at
the farm level. Indeed, if each contamination source is associated
with one particular strain, the great diversity of strains found on
farms can mean several management actions to target these different
sources.

There are two hypotheses about the circulation of STECs on the
farm and within the herd:

* Some researchers have found great strain diversity and multiple
origins on the same farm (Cobbold and Desmarchelier, 2001; Faith
et al., 1996; Frémaux et al., 2006; Galland et al., 2001; Liebana et al.,
2005; Mora et al,, 2004; Raynaud et al, 2005). Poly-clonality of
different strains of E. coli coming from different mastitic animals on
the same farm has been observed (Wenz et al., 2006).

Other researchers have observed that one or a few genotypes
persist on a farm, sometimes despite significant animal turnover
(Lahti et al.,, 2003; LeJeune et al., 2004: Shere et al,, 1998).

Itis likely that strain circulation on the farm depends on the size of
the farm, its type (feedlot, dairy farm, etc.) and farm practices. Similar
strain types have been detected on distant farms, but the means by
which the bacteria circulate between these distant farms is not clear
(Wetzel and Lejeune, 2006).

523. Milk contamination

Generally, there are two suggested routes by which potentially
pathogenic STEC can contaminate raw milk: (1) rare sub-clinical mastitis
causing STEC excretion from the udder (see above); (2) faecal routes
(directly or indirectly). It is proposed that lactating dairy animals carry
potentially pathogenic STEC in their intestines, excrete it in their faeces,
which in turn soils the teats, and the milk could be subsequently
contaminated during the milking process, Therefore, limiting faecal
contamination during milking is key to managing this pathogen on the
farm (Hussein and Sakuma, 2005b). STEC could also potentially persist if
milking equipment and pipelines are not adequately cleaned or are not
well designed and not well maintained.

As STECs are commonly present in cattle, it is probably impossible
to eradicate them; hence, preventive or curative measures have to be
found to keep them at an acceptable level on the farm. The main pre-
harvesting control measures were reviewed (Berry and Wells, 2010;
Lejeune and Wetzel, 2007; Hussein and Sakuma, 2005b), with a
special focus on 0157:H7 for the latter two. Herd management practices
aimed at reduction of faecal excretion (detection of high shedders,
probiotics, vaccines, feeding changes, minimising animal stress ), limita-
tion of the circulation of the bacteria between farms, within the herd and
the environment (housing, including dry bedding, pest control, limiting
contact with young stock or wild animals, manure and slurry
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management), and minimisation of faecal contamination during
milking will help to reduce milk contamination. No distinction
between curative control measures taken on a given farm after
isolation of a potentially pathogenic STEC strain in the milk, and
preventive measures concerning other farms on routine produc-
tion, was made. This distinction should be considered for further
research. Both curative and preventive measures have to be
adapted to each specific farm situation and they need to be better
evaluated (efficiency) and prioritised, alone or in combination, in
different farming systems. Indeed, since a lot of data on STEC at
the farm level has come from work on feedlots, more research on
dairy farms of different types would be useful. Some of these
measures are already in use on raw milk producing farms, for
example through guide to good hygiene practices.

Preventive measures for raw milk producing farms must also take
into account the preservation of complex microbial ecosystems of the
farm, which contain bacteria, yeasts or moulds that are essential for
raw milk cheese-making (lactic or ripening bacteria for example) and
that may be important in the control of potentially pathogenic STEC
as it was shown for other pathogen bacteria (Millet et al., 2006;
Raynal-Ljutovac et al., 2006, 2008).

In many countries, quantitative risk assessment and other modelling
studies lack data at the farm level (Berry and Wells, 2010), making
predictions of STEC in this regard difficult and unreliable (Delignette-
Muller et al, 2008). Studies on the prevalence and enumeration of
serotypes other than 0157 are needed, but due to the generally low
numbers of STEC, better methodology is required for enumeration.

6. Occurrence of STEC in raw milk and raw milk cheeses

In recent years, DNA based methods have been used to detect
genes encoding pathogenidty and virulence factors, such as stx1, stx2,
eae and EhlyA, in E coli strains and have become a supplement to
traditional culturing and serogrouping of STEC. However, it is
important to realise that detection of genes in food does not
necessarily imply the occurrence of a viable isolate: recovery of a
viable culture is still necessary to categorically state thata sample was
‘positive’ for a potentially pathogenic strain. It is therefore important
to clearly distinguish between ‘prevalence’ of genes and ‘occurrence’
of viable strains. In addition, studies on occurrence are not always
comparable due to differences in the methodology used for recovery
of STEC from food. For milk and cheese, standard and validated
methods are available for detection and isolation of STEC 0157,
However, for the other serogroups there are no universally accepted
and validated methods, but pragmatic and different approaches have
been applied in different studies.

6.1. Occurrence of STEC in raw milk

The significance of E. coli 0157:H7 and other STEC for the dairy
sector has been previously reviewed (Bastian and Siveld, 2000;
Hussein and Sakuma, 2005b). The occurrence of STEC in raw milk has
not changed dramatically over the last 10 years, and is typically
between 0 and 2%. Since 2000, the introduction of DNA based
methods and the production of additional data from countries and
regions outside Europe and US, including the incidence of serogroups
other than 0157, have made the picture more complex. Several
studies have included only a limited number of samples, thus adding
to this complexity. These data suggest geographical variations in
occurrence of various sero- and genotypes, and that goats and sheep
may be reservoirs of STEC in some parts of the world. Virulence gene
prevalence in raw milk samples (stxI and/or stx2) is also in general
significantly higher than isolate occurrence (Table 3). Studies from
Ireland and USA, showed that virulence gene prevalence in raw milk
was 36% and 21%, respectively, while the occurrence of isolates was
0.8% and 3.2%, respectively (Cobbold et al., 2008; Lynch et al., 2012).

Recent studies also show high prevalence of stx genes in milk filters
(Van Kessel et al, 2011). Results from selected studies on the
occurrence of STEC isolates and prevalence of stx genes in raw milk
are presented in Table 3.

6.2, Occurrence of STEC in cheeses and other dairy products

A selection of recent studies on the occurrence of STEC in cheeses
and other dairy products (not including milk) is presented in Table 4.
Most of the studies focus on cheeses made from raw/unpasteurised
milk. Several of these studies have limitations, mainly due to a small
number of samples (typically less than 100). The most comprehen-
sive studies on the occurrence of STEC or prevalence of stx in cheese
are published in Europe (Coia et al, 2001; Conedera et al., 2004;
Pradel et al, 2000; Rey et al., 2006; Stephan et al., 2008; Vernozy-
Rozand et al., 2005a; Zweifel et al., 2010). A few dairy products other
than cheeses, including cream, ice-cream, yoghurt and butter, have
also been studied for the occurrence of STEC. Some studies also
indicate that STEC isolates from dairy products in most cases differ
from the classical pathogenic genotypes, harbouring stx1 rather than
stx2 (Pradel et al., 2008). Other studies contradict this (Zweifel et al.,
2010).

7. STEC human infection and the main outbreals associated with
milk and dairy products

7.1. STEC in humans

The estimated infectious dose of STEC that can cause an outbreak
is very low. A dose of pathogenic E. coli 0157:H7 of 5-50 viable cells
(Betts, 2000) can cause illness. Delignette-Muller et al. (2008)
showed that 3107 cells may affect 50% of exposed children under
five years of age. The symptoms associated with STEC infection in
humans vary from mild to bloody diarrhoea, which is often
accompanied by abdominal cramps, usually without fever. STEC
infections can result in HUS which is characterised by acute renal
failure, anaemia and lowered platelet counts. HUS develops in up to
10% of patients infected with STEC 0157 and is the leading cause of
acute renal failure in young children. In Europe, in 2009, a total of 242
confirmed STEC cases developed HUS. The STEC serogroup 0157 was
identified in 47% of reported cases in 0—4 year old children and the
STEC serogroup 026 in 15% of these cases (EFSA, 2011b).

Non-0157 infections may also induce a range of other illnesses,
from mild gastroenteritis to critical illness, and death, either as
sporadic cases or in outbreaks. Due to inadequate analytical methods
and epidemiological and laboratory surveillance, non-0157 STEC
infections may be under-recognised and under-reported around the
world (Hanna et al., 2010).

Reports [rom public health surveillance studies worldwide
indicate that sporadic cases of infection with STEC greatly outnumber
outbrealk cases (EFSA, 2011b). Strains of 0157 cause the majority of
disease, but in recent years, improved diagnostic assays for non-0157
serogroups have contributed to an increased appreciation of the
incidence of disease caused by non-0157 STEC. In the United States,
Johnson et al. (2006) evaluated the emerging clinical importance of
non-0157 STEC and concluded that these strains may account for up
to 20 to 50% of all STEC infections,

In Europe, the total number of confirmed cases reported in 2009
was 3573 corresponding to an overall notification rate of STEC
infection reported by the 25 member states of 0.75 cases per 100,000
population. More than half (51.7%) of reported confirmed human
STEC infections were associated with the 0157 serogroup and 5.4%
with 026 serogroup (EFSA, 2011b). Over the period 2002-2006, more
than one-third of STEC illnesses were attributed to non-0157 STEC,
with 20% due to five serogroups, i.e. 026, 0103, 091, 0145 and 0111
(EFSA, 2007). Except for 091, these serogroups also accounted for the
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Table 3
Selected studies reporting on the occurrence of STEC and prevalence of stx genes in raw milk.
Region /country Sample analysed STEC" isolate occurrence (%) and/or stx gene prevalence (%) Reference
(N=number of samples)
Africa
Kenya Raw cow's milk (households) 0.8% (N=432) E. coli 0157:H7. One stx] positive strain Arimi et al. (2005)
Raw cow's milk (households) 0% (N=260) E coli 0157:H7 Kangethe et al (2007)
America
Argentina Raw cow's milk [bulk tank) 0% (N=150) E coli 0157:H7 Roldan et al (2007)
Brazil Raw cow's milk (cattle with mastitis) 1208% (N=2144) positive for a combination of hly, Lira et al. (2004)
stx1, stx2 and/or eae gene
USA Raw cow's milk (bulk ank) 02% (N =859) E coli 0157:H7 Karns et al (2007)
Raw cow's milk (for cheesemaking) 0% (N=67) E coli 0157:H7 D'Amico er al. (2008).
Raw sheep's milk (for cheesemaking) 0% (N=22) E coli 0157:H7 D'Amico et al. (2008).
Raw goat's milk ( for cheesemaking ) 075% (N=49) E. coli 0157:H7 D'Amico et al. (2008).
Raw cow's milk (bulk ank) 24% (N =248) STEC Jayarao er al. (2006)
Raw cow's milk (bulk ank) 3.8% (N=131) E coli non-0157 harbouring so2 or six! Jayarao and Henning {2001)
Raw cow’s milk (bulk tank) 32% (N=531) STEC Cobbold et al. (2008)
Raw cow’s milk (bulk tank) 075% (N=268) E coli 0157 Murinda et al. (2002)
Raw cow's milk (bulk tank) 152% (N=536) of samples positive for six? and/or sb@ Van Kessel et al, (2011)
Milk filters 51% (N=519) of samples positive for stx! and/orsp2 Van Kessel et al, (2011)
Trinidad Raw cow's milk (bulk tank at collection centres) 0.8% (N =380) E. coli 0157 Adesiyun et al (2007)
Raw cow's milk (bulk tank and other sources) 0% (N=933 E. coli isolates) STEC from bulk tank milk Roopnarine et al. (2007)
Asia
Turkey Raw cow's milk (individual animals) 1% (N=100) E coli 0157 Oksuz et al (2004)
India Raw cow's milk and milk products 18% (N=553) E. coli 0157 Sehgal et al. (2008)
China Raw cow's milk 0% (N=209) E coli 0157:H7 Chao et al. (2007)
Europe
EU Raw cow's milk® 17% (N~1300) in 2008 EFSA (2010)
05% (N =1079) in 2007
04% (N =3474) in 2006
14% (N =3947) in 2005
Spain Raw goat's and sheep's milk (bulk tank) 108% (N=360) STEC Rey et al. (2006)
03% (N =360) E. coli 0157
Scotland Raw cow's milk 0% (N =500) STEC Coia et al. (2001)
Northern Ireland Raw cow's milk (bulk tank) 2.14% (N=420) STEC ( harbouring stx1, sbe2 and/or eae) McKee et al. (2003)
Ireland Raw milk (bulk tank) 10% (N =20) E coli 0157 (sox negative) Murphy et al. (2007)
Milk filters 3.1% (N =161) E coli 0157 (stx positive)
28% (N=161) E. coli D26 (stx positive)
Raw cow's milk 36% (N =120) of samples positive for stx1and/or sn2 Lynch et al (2012)
08% (N =120) of samples positive for E coli 0157,
0111, 026, 0103 and/or 0145
Milk filters 69% (N=117) of samples positive for sxland/or st
1.6% (N=117) of samples positive for E coli 0157,
0111, 026, 0103 and/or 0145
Netherlands Raw cow's milk (individual animals) 0% (N=140) E coli 0157 Schouten et al. (2005)
Milk filters 0% (N=4)} E coli 0157
Raw cow's milk (bulk tank) 0% (N=13) E coli 0157
Italy Raw cow's milk (retailer) 0.6% (N=157) E coli 0126 ( stx1 and stx2 positive, Pontello et al (2003)
lacking eae) and non-0157
Raw buffalo milk 06% (N =160) E. coli 026 (sx1 and soe2 positive) Lorusso et al (2009)
Raw goar's milk 17% (N=060) E. coli 0157:H7 Foschino et al. (2002)
Raw cow’s and goats milk 0.14% (N=144) E coli 0157 Picozzi et al. (2005)
Raw cow's milk 0% (N =994) STEC EFSA (2011a)
Greece Raw cow's milk 22% (N=950) E. coli 0157 Solomakos et al. (2009)
Raw goat's milk 07% (N=460) E. coli 0157
Raw sheep's milk 08% (N =595) E. coli 0157
Raw sheep's milk 1% (N=100) E coli 0157:H7 Dontorou et al, (2003 )
Raw goat's milk { individual animals) 12.6% (N =87) E. coli 0157:H7
Raw sheep's milk (individual animals) 13.8% (N=29) E. coli 0157:H7 Zdragas et al. (2009)
Switzerland Raw cow's milk 0% (N=2310) STEC Stephan and Buehler (2001)
Raw goat's milk ( bulk tank) 16.3% (N =344) of samples positive for stx1 and/or st Muechlherr et al (2003)
Raw sheep's milk (bulk tank) 12.7% (N =63 ) of samples positive for stxl and/or sb
France Raw cow's milk 15% (N=778) of samples positive for stx1 and/or se2 Raynaud et al. (2006)
Raw cow's milk 48% (N =203) of samples positive for E coli 026, Perelle et al. {2007)
0103, 0111, 0145 or 0157 Genetic markers
Raw cow's milk 21% (N =203) of samples positive for sxx1 and/or spc? Madic et al. (2009)
34% (N =205) of samples positive for
E coli 091:H21 Genetic markers
Germany Raw cow's milk 0% (N=209) STEC Messelhdusser et al, (2008)
Raw cow's milk 25% (N=403) STEC Zweifel et al. (2006)
Raw cow’s milk (monitoring at farm) 15% (N =337) STEC other than E coli 0157 EFSA (2011b)
Belgium Raw cow's milk 07% (N=143) E. coli 0157.H7 De Reu et al. (2004)

The Czech Republic
Slovakia

Milk filters
Raw cow's milk

2% (N=192) E coli 0157:H7
04% (N =269) E. coli 0157

Cizek et al (2008)
EFSA (2011a)

* Culture positive sample with strain harbouring stx! and/or stx2 unless othe rwise commented.
b Most data aimed at detecting E coli 0157, Only a few investigations conducted with analytical methods aiming at detecting all serotypes of STEC.
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Selected studies reporting on the occurrence of STEC and prevalence of stx genes in cheeses and other dairy products.

Region/country Sample analysed STEC" isolate occurrence (%) and/or stx gene prevalence (%) Reference
(N =number of samples)
America
Peru Soft cheese made from raw milk 7.8% (N =102) E. coli 0157 Mora et al. (2007)
Venezuela Telita cheese 2% (N=100) E coli 0157 Mirquez and Garda (2007)
Asia
Turkey White pickled cheese made from raw milk 4% [N=50) E coli 0157 Oksuz et al. (2004)
Europe
EU Cheese made from raw milk 0.2% (N =2876) STEC in 2005 EFSA (2010)
2.4% (N =1064) STEC in 2006
0.5% (N =1961) STECin 2007
1.8% (N~700) STEC in 2008
Belgium Cheese made from raw cow's milk 56% (N=71) E. coli 0157:H7 De Reu et al. {2002)
Cheese made from raw goat's and sheep's milk 0% (N=222) E coli 0157 Imberechts et al. (2007)
Butter and cream made from raw milk 0% (N=181) E coli 0157
Butter, yoghurt, cheese, ice aream and fresh 0% (N=64,N=9, N=16, N=7, N =4 resp.} De Reu et al, (2004)
cheese made from raw milk
Italy Cheese made from raw milk 0% (N=143) E coli 0157 Civera et al. (2007)
Cheese made from pasteurised milk 0% (N=060) E wli 0157
Mozzarella cheese made from raw buffalo’s milk 0% (N=93) E eoli 0157 Martucciello et al. (2008)
Dairy products from pasteurised cow's milk 0% (N=657) E coli 0157 Conedera et al. (2004)
Dairy products from raw cow's milk 0% (N=811) E coli 0157
Dairy products from pasteurised sheep's milk 0% (N=477) E coli 0157
Dairy products made from raw sheep’s milk 0% (N=502) E coli 0157
Mozzarella cheese made from buffalo milk 0% (N=501) E coli 0157
Portugal Cheese made from raw cow's, sheep's and goar's milk 0% (N=70) E wli 0157 Almeida et al (2007)
Spain Dairy products from raw ovine and caprine milk 1.8% (N=502) STEC (45 six+ samples) Rey et al. (2006).
(milk, cheese curd, cheese )
Fresh cheese curds (ovine/caprine) 0% (N=103) STEC (4 sp¢-+ samples)
Cheese 0% (N=39) STEC (2 stx+ samples)
Raw ewe's Castelano cheese (long-ripened, hard cheese) 2.4% (N=84) STEC Caro and Garda-Armesto {2007)
Scotland Cheese made from raw cow's milk 0% (N=739) E coli 0157 Coia et al, (2001)
Switzerland Cheese (semihard, hard and soft) made from raw 2% (N=796) STEC (4.9% sx+ samples) Stephan et al. (2008)
cow's and goat's milk
Cheese (semihard, hard and soft) made from raw 1.9% (N=1502) STEC (5.7% stx+ samples) Zweifel et al. (2010)
cow's, goar's and ewe's milk
France Cheese made from raw milk 11.7% (N =180) STEC(30.5% sbt+ samples) Fach etal. (2001)
Cheese (soft, hard, unripened, biue mold) 13.1% (N =1039) STEC Vernozy-Rozand et al. (2005a)
made from raw milk
Cheese 1% [N=0603) STEC (10% stx+ samples) Pradel et al. {2000)
Cheese made from raw milk 27.7% (N=112) stx 4+ samples Auvray et al. {2009)
Cheese made from raw milk 5.5% (N=400) STEC, including 1.8% STEC 026:H11 Madic et al (2011)
(298% sox+ samples)
Germany Cheese made from raw cow's milk 0.48% (N=209) STEC Messelhdusser et al, ( 2008)

@ Culture positive sample with strain harbouring srx! and/or stx2 unless ortherwise commented.

majority of non-0157 serogroups associated with HUS (Table 5). The
distribution of STEC infections in 2009, as in previous years, followed
a seasonal pattern, with a rise in case counts over the summer and

Table 5
The most commonly reported STEC serogroups amongst EU member states over the
period 2002-2006 for human and HUS cases in which serogroups were established.

All human cases HUS cases

No.* % No.* %
0157 7227 GG.0 310 BG83
026 732 6.7 52 11.5
0103 603 55 20 4.4
091 425 39 1 0.2
0145 312 23 27 6.0
0111 180 1.6 18 4.0
0146 153 14 1] 0.0
0128 93 0.8 1 02
055 74 0.7 3 0.7
Other 1199 109 22 4.9
Total 10,998 454

* Each value represents the sum, for each serogroup, of the numbers of cases
reported each vear over the period 2002-2006 ( EFSA, 2007).

autumn months, peaking in September (EFSA, 2011b). Regional
differences may also occur; for example, STEC 0157 is more frequently
linked to human infections in the UK and Ireland than in continental
Europe where non-0157 STEC serogroups predominate.

7.2. Different vehicles of human infection

The primary vehides of transmission are associated with ruminants,
which are the main reservoir of STEC. They include contact with animals
or their environments and consumption of contaminated food and water
(Table 6), although person-person contact has been reported as the cause
of about 29% of outbreaks (Kaspar and Doyle, 2009). The foodborne route
often involves consumption of undercooked meat, water, dairy products
made from raw milk or post-processing contamination of raw or under
cooked vegetables and ready-to-eat food. In 18.8% of non-0157 out-
breaks, no vehicle was identified.

The latest data from EFSA (EFSA, 2011b) shows that bovine meat
is believed to be a major source of foodborne STEC infections for
humans. Raw cow's milk is also considered a source of human STEC
infections in Europe. In North America, a large number of outbreaks of
STEC 0157 infection have been attributed to vegetables (CDC, 2006;
Hilborn et al, 1999; Wendel et al., 2009).
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Table 6

Comparison of the relative importance of transmission vehicles associated with outbreaks of
E coli 0157:H7 and non-0157:H7 STEC infection.

From Kaspar and Doyle (2009).

Vehicle Non-0157:H7 5TEC E coli 0157:H7
Animal contact 6.2% 9.7%
Warer 10.0% 25.6%
Person-person contact 28.8% 6.8%
Dairy 10.0% 12.5%
Meat 11.2% 246%
Produce 6.2% 92%
Other food B3.8% 5.8%
Unknown 18.8% 5.8%

7.3. Foodborne STEC infections and outhreaks

When interpreting data on the occurrence of STEC from food or
animals, it is important to remember that, due to differences in sampling
strategies and analytical methods used, data from different investigations
are often not directly comparable, especially those between countries and
different years. Furthermore, the most widely used analytical method
only aims at detecting E. coli 0157, and there are relatively few
investigations aimed at detecting other STEC serogroups.

Table 7 shows the STEC outbreaks that have been linked to milk
and dairy products. Raw milk consumption (cow’s and goat's milk)
has been associated with several cases in Europe, USA and Canada.
Most of these were associated with E. coli 0157, although other
serotypes or serogroups, including 022:H8, 0110:H™, 080:H ", and
0145 have also been identified as causative agents, Consumption of
contaminated soft and semi-soft cheeses has also been implicated in
outbreaks, especially those made from unpasteurised cow's and
goat's milk. E. coli 0157:H7 was linked to the majority of cases, but
027:H20, 0103, 026, 0145, 0119:B14, 027:H20, and 0104:H21 have
also been implicated. The number of reported outbreaks due to
non-0157 STECs remains relatively low, probably due to lack of
investigation and also to lower pathogenicity.

A number of STEC outbreaks associated to pasteurised milk
(Upton and Coia, 1994) and cheese (Nooitgedagt and Hartog, 1988)
have been reported. These were probably due to defective pasteur-
isation and/or post processing contamination. Farm yoghurt, farm
ice-cream and milk shakes made with pasteurised milk have also
been associated with STEC outbreaks (Becker, 2005; De Schrijver et
al., 2008; Morgan et al., 1993). A HUS-outbreak (5 cases) caused by
0145:H28 and 026:H11, and associated with dairy farm ice-cream
made from pasteurised milk has been recently described (Buvens et
al., 2011). Indistinguishable isolates from patients, ice-cream left-
overs and environmental farm samples (hay, dust, calf faeces,
overshoes) were found. This outbreak was probably the result of a
post-pasteurisation contamination of the ice-cream manufactured at
the dairy farm. It was estimated that approximately 400 cells of STEC
0145:H28 had been ingested by the patients (the concentration of
STEC 026 was 100-fold lower in the ice-cream leftovers).

8. Survival of STEC during cheesemaking

There are many varieties of cheeses produced which are categorised
into four ty pes: soft, semi-soft, semi-hard and hard cheeses. The different
processing technologies used in the various cheeses can influence the
survival of E. coli. While the processing technology may create conditions
that are unsuitable for growth of E coli, they may not cause inactivation
and survival may still be an issue. Peng et al. (2011 have reviewed stress
response mechanisms important for allowing STEC to survive raw milk
cheese production. Some cheeses, however, particularly soft and semi-
soft cheeses, are prone to surface contamination where ripening can

result in changing physico-chemical characteristics that may allow
greater survival or even growth. Thus, while control of the cheesemaking
process is important, process control during ripening is equally
important.

8.1, Factors affecting growth and survival of STEC during cheesemaking

The microbial stability of cheese is determined by the combined
application of different microbial hurdle factors (low pH, a,, values,
NaCl, starters) which become more and more challenging during the
manufacturing process (Leistner, 1995). Nevertheless, several studies
have shown that the application of each individual hurdle factor may
not eradicate STEC. Different authors have demonstrated that survival
of E. coli strains can be enhanced by cross-protection when subjected to
combinations of stresses such as acid, salt and heat stress (Rowe and
Kirk, 1999). But it can be conjectured that a synergistic effect of these
different hurdle factors exists in cheese (Gélvez et al., 2007) and that
the sequence of application of different hurdles is important. The
majority of studies on growth/survival of STEC in cheese have been
undertaken on E. coli 0157:H7 and little is known about non-0157 STEC
strains.

8.1.1.pH

During the cheesemaking process, lactic acid bacteria produce acids
that lead to a decrease in the pH of the cheese which can reach values as
low as4.5 (e.g lactic cheeses, aeam cheeses, or Feta; Mahaut et al., 2000).
Several studies have shown that E coli 0157:H7 has an optimum growth
at pH of around 7 and is able to grow in a pH range between 4.5 and 9
(Dineenet al., 1998; Glass et al., 1992). Furthermore, some strains of E coli
0157:H7 are adid-resistant, being able to withstand pH values as low as
3.0 (Jordan et al, 1999). Thus, due to dearly defined add resistance
systems (Foster, 2004), the lowest pH of cheese will not inactivate E coli
0157:H7 or other STEC. Acid adaptation to the non-ethal pH in the
cheese may promote greater survival of E coli 0157:H7 during passage
through the acid environment of the stomach (Jordan et al., 1999),

8.1.2. Temperature

In cheese processing, pasteurisation of milk is an effective
treatment for inactivating pathogens, including STEC. Early studies
revealed that the pasteurisation of milk at 72 °C for 16 s was sufficient
to eliminate E coli 0157:H7 (D'Aoust et al, 1988). Therefore, the
significance of STEC in cheese refers to raw milk cheese or situations
where there was pasteurisation failure or post-pasteurisation con-
tamination (Baylis, 2009). For Mozzarella cheese, heating processes
during manufacture (80 °C for 5 min) will inactivate STEC (Spano et
al., 2003). The effect of sub-pasteurisation heat treatment of milk,
however, can have varying effects such as induction of an adaptive
response (Usajewicz and Nalepa, 2006). Moreover, the fat molecules
may protect STEC during such heat treatment (Erickson and Doyle,
2007; Kaur et al, 1998). The ripening temperature may influence
survival, however, E. coli 0157:H7 was shown to survive for 60 to
75 days, respectively, in Camembert and Feta cheeses at 2 °C (Ramsaran
et al, 1998). The same survival results were observed in Cheddar for
60 days at 7 °C (Schlesser et al., 2006).

8.1.3. Water activity (a,,) and salting

During cheese manufacturing, a salting step is usually applied to
provide a supplementary drainage of whey, add to the flavour
characteristics, help the rind formation and to regulate the a,, in order
to control microbial growth (Mahaut et al., 2000). The minimum a,, for
growth of E. coli is 0.945-0.95 (Lindblad and Lindgvist, 2010; Salter et
al., 2000; Sperber, 1983). It has also been shown that in TSB (tryptone
soya broth), E coli 0157:H7 was inhibited by NaCl at concentrations
=8.5g/100 g but that it could grow in the presence of NaCl at
6.5g/100 g (Glass et al., 1992).
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Table 7
STEC outbreaks assodated with milk and dairy products.
Year Dairy product Serotype, virulence factors Number of cases Counmry References
1986 Raw milk 0157:H7 2 HUS UsA Martin et al. (1986)
1989 Raw milk 022:H8 1 HUS Germany Bockemiihl et al. (1990)
1990 Raw milk 0157:H7 2 HUS USA (Washington) Wells etal. (1991)
1991 Farm yoghurt 0157:H7 16-5 HUS UK (England and Wales)  Morgan et al. (1993)
(pasteurised milk)
1992-1993 Farm fresh goat'sand cow's  0119:B14, VT2 4 HUS France { Cher) Casenave et al. {1993),
milk cheese {raw milk) Deschénes et al, (1996)
1992-1993 Raw milk 0157:H7 14-0 HUS USA (Oregon) Keene et al (1997)
1993 Milk 0157 7-3 HUS UK (England and Wales)  Ammon (1997), Wall et al, (1996)
1994 Pasteurised milk 0157:H7, Vi2+ PT2 = 100-9 HUS UK (Scotand) Upton and Coia (1994)
1994 Farm raw milk cheese 0157, VT2, PT28 22-1 HUS UK (Scotland) Ammon (1997 ), Srachan et al. (2006)
1994 Milk 0157, VT2 8-3 HUS UK (Scotland) Ammon (1997}
1994 Farm fresh goat's milk 0103 4 HUS France ( Ardéche) Decludt ( 1995)
cheese (raw milk}
1994 Milk (post pasteurisation 0104:H21 11 confirmed, 7 suspected  USA (Montana) cDC? {1995h)
contaminarion suspected )
1995 Farm raw goat's milk 0157:H7 4 HUS Czech Republic Bielaszewska et al. (1997)
1996 Raw milk cheese 0110:H™ 3-0 HUS Germany Bockemiihl and Karch (1996
1996 Milk 0157 12-1 HUS UK Clark et al. { 1997)
1997 Unpasteurised milk 0157 6 Finland Lahti et al. (2002)
1997 Unpasteurised milk 0157 3 HUS Finland Lahri er al. (2002)
1997 Unpasteurised milk 0157 2 HUS Finland Lahti et al. (2002)
1997 Cheese 0157 5 (2 confirmed) UK Strachan et al. {2005)
1998 Unpasteurised milk 0157 17 Finland Lahti et al. (2002)
1998 Unpasteurised farm cheese 0157 4 UK (Scotland) Strachan et al. ( 2006)
1998 Raw milk cheese 0157, PT2, VT2 10-1 HUS UK (Daorset) CDSC' (1998b)
1998 Unpasteurised cream 0157:H7 7 UK (England) CDSC' (1998a)
1998 Fresh cheese curds 0157:H7 55-2 HUS USA (Wisconsin) CDC* (2000)
1999 Farm milk 0157 38-3 HUS UK (North Cumbria ) Anonymous {1999)
1999 Homemade goat's milk 0157, PT21, PT28 27-1 HUS UK {Scotland) Curnow (1999)
cheese (raw milk)
1999 Raw milk 0157 3 UK (Scotland) Strachan et al. (2006)
2000 Raw milk 0157 2 UK {Scotland) Strachan et al, (2006)
2001 Raw goat's milk 0157:H~, sorbitol + S0+, So@c+  2-1 HUS Austria Allerberger et al. (2001)
2001 Goar's milk 0157:H7 5-2 HUS Canada (British Columbia)  Mclntyre et al. (2002)
2002-2003 Raw milk gouda 0157:H7 13-2 HUS Canada (Alberta) Honish et al. (2005)
2003 Raw cow's milk 026:H™, stx2+, eae + hly+ 2 HUS Austria Allerberger et al. (2003)
2003 Raw cow's milk 0157, stx2+4, eae+ ehxA + 9-4 HUS (family outbreak)  Slovakia Liptakova et al. (2004)
2003-2004 Organic milk 0157:H~ 25-0 HUS Danemark Jensen et al. (2006)
2004 Raw milk cheese 0157:H7 3 Canada (Quebec) MAPAQ® (2004)
2004-2006 Farm fresh goat's cheese 0157, st2+, eae+ 2 HUS France INVS* (2004), Espié et al. (2006)
(raw milk)
2005 Milk 0157:H7 [ Canada (Ontario) Honish et al, (2005)
2005 Milk shake 0157:H7 16-1 HUS Canada (Alberta) Becker (2005)
2005 Raw milk 0157:H7 18-4 HUS USA (Washington-Oregon) CDC? (2007a)
2005 Raw milk cheese (brie} 026, 080, sIx2 +, eae + B HUS France (Normandie ) INVS* (2007)
2006 Raw milk 080:H ™, sox1+4, eae + hly+, 59-1 HUS Germany RKI® (2008)
0145, stx1+, stx2 + eae+
2006 Raw cow's milk 0157:H7 2 HUS USA (California) Buglino et al. (2008)
2006 Organic raw milk and 0157:H7, other STEC serotypes 6-2 HUS USA (California) CDC (2008)
cow's colostrum
2007 Farm ice cream 0145:H28, stv2 4, eae 4 ehxA + 12-5 HUS Belgium De Schrijver et al. (2008),
026:H11, stx1+, eae + ehxA+ Buvens et al. (2011)
2007 Pasteurised cheese 0121, 026, 084 135-10 HUS USA [ Colorado) CDC (2007b)
2008 Raw goat's milk 0157:H7 4-1 HUS USA [ Missouri) Marler (2009)
2009 Raw milk 0157:H7, 0121 3 USA (Washington) Food Poison journal (2009)
2010 Raw milk 0157:H7 B-1 HUS USA (Minnesota) Minnesota Depariment of Health, 2010
2010 Raw goart's milk 0157:H7 30-2 HUS USA (Colorado) Marler (2010)
2010 Gouda cheese 0157:H7 38-1 HUS USA (5 states) cHc? (2010)
2010 Raw milk cheese 0157:H7 8 USA (4 states) Rothschild (2010)
Sx=VT  Shiga-toxin (= verocytotoxin)
Eve Shiga-toxin gene
HUS Haemolytic Uremic Syndrome
1- CDSC  Communicable Disease Surveillance— USA
2—-CDC Centers for Disease Control and Prevention— USA
3— MAPAQ Ministére de |'Agriculture, des pécheries et de I'Alimentation du Quebec
PT Phage Type
4- INVS  Institut de Veille Sanitaire — France

5—RKI

Robert Koch Institut

8.1.4. Anti-microbial interactions

Milk microflora as well as starter lactic acid bacteria may act
antagonistically against STEC strains (Dineen et al,, 1998), although little
is understood about the mechanisms of these interactions. The specific

antimicrobial mechanisms of lactic acid bacteria that could inhibit

pathogenic E. coli include the production of organic acids, hydrogen
peroxide, carbon dioxide, diacetyl and production of bacterio-
cins (De Vuyst and Vandamme, 1992).
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Little is known about interactions with other STEC serogroups,
or between Penicillium spp. and STEC in blue cheeses or with
propionibacteria.

8.2. Behaviour of STEC during cheesemaking

8.2.1. Survival/growth during cheese manufacture

If present in cheese, STEC will generally be at low numbers. However,
these low numbers are difficult to detect (Jordan and Maher, 2006) and
experiments are often undertaken with higher inoculation levels (Montet
et al, 2009; Ramsaran et al, 1998; Reitsma and Henning, 1996). In
addition, it is difficult to compare results obtained from different studies
as many authors use different protocols for analysis.

At the initial stages of cheesemaking, the temperature (30 °C) and
a,, value (0.99) of milk are ideal for the growth of E. coli 0157:H7 and
other STEC, During the transition from milk (liquid) to curds (solid),
there is an approximately 10-fold increase in the numbers of E. coli
0157:H7 due to the entrapment of the pathogen in the curds after
whey drainage. As CFU/mL for milk and CRU/g for cheese are often
plotted on the same graph (Morgan et al, 2001; Papageorgiou and
Marth, 1989; Ryser and Marth, 1987a, 1987b), any apparent increase
in numbers could be due to growth or cell concentration during curd
formation — it is not possible to distinguish between these two
phenomena. By plotting all counts in similar units of CFU/g dry
weight, Maher et al. (2001) demonstrated actual growth of E coli
0157:H7 in a semi-soft laboratory scale cheese during the initial
stages of manufacturing. Most authors have reported an increase in
numbers of STEC during the initial phase of cheesemaking, however
in the absence of consistent units on the graph, this increase could be
due to either growth of E. coli 0157:H7 during cheesemaking, or to
concentration of the bacteria during curd formation. In soft cheese
such as Feta and Telemes, studies have shown (Govaris et al., 2002)
that after inoculation of 0157:H7 into pasteurised ewe's and cow's
milk, an increase in the concentration of the STEC during the first 10 h
of manufacturing was observed. Hudson et al. (1997) also observed
that 3 h after curd formation, counts of E. coli 0157:H7 increased by
1 log CFU/g in the curds of Feta cheese made from cow's milk. Ramsaran
et al. (1998) have shown similar behaviour of E coli 0157:H7 during
manufacture of Feta and Camembert in raw and pasteurised milk by
using nisin producing starters. Montet et al. (2009) showed that in
Camembert, after inoculation of 3 log CFU/mL of non-E. coli 0157:H7
STEC in milk, STEC increased by 1 to 2.2 log CFU/g during the first steps
of the cheese manufacturing. Hudson et al. (1997) reported that E. coli
0157:H7 increased during the manufacture of Colby, Cottage, and
Romano cheeses, while Wahi et al. (2006) reported that E. coli 0157:H7
decreased rapidly, but some cells survived during the manufacturing
process of Paneer, which is a popular cheese in India.

82.2. Survival during cheese ripening and storage

As mentioned earlier, during ripening and storage, the behaviour
of the STEC can be affected by the microbial hurdles found in cheese.
Generally, there is a decline in the numbers of E. coli 0157:H7 during
cheese ripening, although the rate of this decline will vary. In Feta
cheese and Telemes, E. coli 0157:H7 was not detectable after 44 and
36 days ripening, respectively ( Govaris et al., 2002), although Ramsaran
et al. (1998 ) observed that, with an inoculation level of 10" CFU/mL, the
pathogen population in the cheese was more than 10°CFU/g after
75 days of refrigerated storage. Hudson et al. (1997) observed a 3-log
cycle reduction in counts of E. coli 0157:H7 after 27, 30, and 27 days for
Colby, Romano, and Feta cheeses, respectively.

Reitsma and Henning (1996) produced Cheddar cheese from milk
contaminated with high (10* CFU/mL) and low (1 CFU/mL) inocula of
E coli 0157 :H7, and studied the fate of the pathogen in the cheese during
ripening at 4 °C. They found that the pathogen survived for 158 days for
the high inoculum trial, but it was not detectable after 130 days for the
low inoculum trial. In raw goat's milk cheeses, Vernozy-Rozand et al.

(2005b) reported that E. coli 0157:H7 was detectable even after 42 days
of storage, when the milk was initially inoculated with 10, 100 or
1000 CRU/mL Govaris et al, (2001) reported that E coli 0157:H7 could
grow during storage at 12 °C in Myzithra, Anthotyros and Manouri whey
cheeses within a pH range of 6.3-5.2. D'Amico et al. (2010) have
demonstrated the growth and survival of two E. coli 0157:H7 strains
during the manufacture of Gouda and Cheddar cheeses made with raw
milk inoculated with 1.3 log CFU/mL of the different E coli 0157:H7
strains. These strains remained detectable after enrichment for more than
270 days in both cheeses. It may be concluded that the rate of inactivation
of E. coli 0157:H7 during the ripening time of cheeses could be also
depend on the strain and cheese type.

There are few reports in the literature concerning non-0157 STEC,
although Montet et al. (2009) found that non-0157 STEC strains
survived in Camembert-type cheese during ripening for up to 20 days.

8.2.3. New technologies for the control of STEC in cheese

The application of new technologies may be promising for the
control of STEC in cheese. Rodriguez et al. (2005) found that
pressurisation at 300 MPa for 10 min at 10°C, on cheese produced
with various bacteriocin starters, reduced E. coli 0157:H7 to undetect-
able or levels only detectable by enrichment after 60 days of ripening,
After inoculation of E. coli 059:H21 and 0157:H7 to the curd of a cheese
model, high hydrostatic pressure of 400 or 500 MPa decreased the
populations of both E. coli strains (De Lamo-Castellvi et al., 2006).

In general, even with low initial levels of inoculation, E. coli 0157:H7
(and probably other STEC) can grow during cheese manufacture and
survive during cheese ripening at levels high enough to be considered a
public health threat (Maher et al,, 2001; Montet et al, 2009; Reitsma and
Henning, 1996). Therefore, the absence of E. coli 0157:H7 and other
STEC/EHEC from milk destined for cheese manufacture, where there is
no inactivation process (such as pasteurisation), is a necessary control
measure,

9. Measures for preventing contamination of milk and milk products

As stated in the previous sections, the main reservoir of STEC is the
ruminant alimentary tract; bacterial cells are excreted in faeces and
primarily contaminate udders, teats and hides (Nastasijevic et al.,
2008), and the farm environment where they can persist {Frémaux et
al, 2006). Secondly, they can contaminate milking machines and milk
lines (CiZek et al., 2008; Murphy et al, 2007) and finally the milk
(Anonymous, 2003; Grace et al., 2008) and processed products such
as raw milk cheeses ( Anonymous, 2003; Baylis, 2009; CDC, 2000;
Deschénes et al., 1996; Djuretic et al, 1997; Ercolini et al, 2005;
Honish et al., 2005; Ramsaran et al, 1998; Schlesser et al., 2006;
Vernozy-Rozand et al., 2005a). Outbreaks can occur from the
consumption of these products and also from consumption of
recontaminated pasteurised milk or dairy products made from pas-
teurised milk. There is a comparatively higher risk when milk is
pasteurised on the farm (Buvens et al, 2011; Cough et al,, 2009).

In order to mitigate against contamination of milk by STEC, several
intervention strategies have been explored, either alone or in combina-
tion. Such strategies include hygiene practices, prophylaxis, feeding, and
consumer information. However, the lack of scientific knowledge on the
diversity and the resistance of STEC strains, and the high within- and
between-herd heterogeneity of faecal shedding complicates the selec-
tion of targeted interventions (Matthews et al, 2006; Frémaux et al,
2006; Fremaux et al., 2007a, 2007b, 2008a, 2008b; Son et al., 2009).

9.1. Interventions at farm level

The primary defence against STEC contamination of milk is milking
hygiene, resulting in limiting faecal contamination of the teats, although
removal of the natural teat skin microflora should be limited as it
contributes to cheese technology and organoleptic quality of some raw
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milk cheeses. Faecal contamination is less probable for sheep and goats
than for cows (Beutin et al., 1993; Blanco et al., 2003), as their faeces
tend to be more solid.

Where the possibility of contamination from the environment is
high, hygienic milking can be insufficient and a number of additional
intervention strategies (reviewed by Berry and Wells, 2010) have been
suggested in an atternpt to decrease the faecal excretion, including
detection and isolation of high shedders of STEC (Chase-Topping et al,
2008), prophylaxis/vaccination (Asper et al., 2007; Bretschneider et al,
2007; Dziva et al, 2007; Judge et al., 2004; McNeilly et al., 2008, 2010;
Peterson et al., 2007a, 2007b; Sargeant et al., 2007; Smith et al., 2008;
Thomson et al., 2009; Thornton et al, 2009), use of probiotics,
antimicrobials, sodium chlorate or bacteriophages (Callaway et al,
2004, 2009; Khanna et al, 2008; Loneragan and Brashears, 2005;
Sargeant et al., 2007; Rozema et al, 2009) or altering diet (Callaway et
al., 2009; Jacob et al., 2009).

To decrease the level and the circulation of STEC on the farm, other
interventions have also been attempted as described previously
(Anonymous, 2004, 2007a, 2008; CAC 2004). However, with the
current state of scientific knowledge, it is not possible to determine
which measure(s) should have priority. Indeed, total eradication of STEC
from the farm environment is not possible because of the high
prevalence in cattle herds (Collins and Wall, 2004; Hancock et al., 2001).

Where the raw milk is intended for production of raw milk
product, selection of farms and involvement and specific skills of
producers are recommended and must be considered together with
the preservation of the natural microbial population of raw millk.

9.2. Interventions in the milk processing plant and during distribution

There is no specific measure other than pasteurisation that would
target STEC reduction during processing (Anonymous, 2004 ), There-
fore, the usual good hygienic practices (GHP) apply, as recommended
in guidelines, as well as application of the HACCP principles.

Little work has been carried out on STEC biofilm development within
the dairy context, although like other bacteria, E. coli 0157:H7 is able to
attach to and form biofilms on surfaces which are commonly used in
food processing environments, such as stainless steel (Dewanti and
Wong, 1995; Ryu and Beuchat, 2005). However, this ability seems to be
highly strain dependent, and strains which naturally display an
enhanced tendency for biofilm development produce curli or fimbriae-
like structures (Cookson et al, 2002; Ryu et al., 2004) and the presence
of other bacterial populations on a surface may enhance biofilm
development of E coli 0157 strains (Marouani-Gadri et al, 2009).
Biofilm cells are also more resistant to the antimicrobial effects of
disinfectants (sanitisers), such as chlorine, than their planktonic
counterparts (Ryu and Beuchat, 2005). Studies have indicated that
adequate inactivation of biofilm cells of E. coli 0157:H7 can be
achieved when using combination alkaline cleaners coupled with
hypochlorite wash solutions (Sharma et al., 2005).

Technological steps, such as micro-filtration or pasteurisation, can
decrease the contamination level at processing. These technological
measures should be adapted to the type of milk product (e.g. soft vs.
hard cheese) after a hazard analysis process. It should be remembered
that, as far as raw milk products are concerned, some measures that are
efficient in the management of other pathogenic bacteria, such as long
term ripening (Schlesser et al, 2006), competitive ecosystems or
acidifi@tion, may not be useful in reduction of some STEC strains.
Further research in this area should be conducted, particularly on non-
0157 serogroups. Hygienic practices along the distribution chain and a
continuous chill chain are essential in the control of STEC.

9.3. Combination of preventive practices

Combining hurdles to prevent contamination and possible growth
of STEC is recommended (Callaway et al., 2009; Vosough Ahmadi et

al,, 2007), The efficiency of a combination of hurdles at the farm level
was studied by Ellis-lversen et al, (2008). The statistical evidence
showed that dry bedding and maintenance of animals in the same
groups were the most important measures. Other authors have also
attempted to model combined interventions of vaccination, diet,
probiotics and water and bedding hygiene (Vosough Ahmadi et al,,
2007; Wood et al,, 2007).

9.4. Validation, monitoring, verification of control measures

Although there have been outbreaks associated with STEC in raw
milk, the occurrence of STEC in raw milk is low ( Baylis, 2009; and see
Table 3 above). Therefore, end product microbiological analysis for
STEC is unlikely to deliver meaningful reductions in associated risk for
the consumer (Anonymous, 2003) and the routine monitoring for
STEC would not significantly reduce the occurrence of associated
cases. Microbiological criteria based on process hygiene, for example
based on E coli and/or Enterobacteriaceae, may prove a useful
validation, monitoring and verification tool for control measures. A
microbiological hygiene criterion based on E. coli counts is applied in
the European Union for cheeses made from milk or whey that have
undergone heat treatment (Anonymous, 2007b). A microbiological
criterion is also used for butter and cream made from raw milk or
milk that has undergone a lower heat treatment than pasteurisation.
This is based on counts of Enterobacteriaceae for milk or whey
powder, for ice-cream and frozen dairy desserts, for dried infant
formulae and dried dietary foods for special medical purposes
intended for infants below 6 months of age, and for dried follow-on
formulae.

The use of emerging metrics of microbiological risk management
(Anonymous, 2007¢), such as a performance objective (PO) could also
be useful. A PO is the maximum frequency and/or concentration of a
microbiological hazard in a food, at a particular point in the food
chain, which should not be exceeded if one is to have confidence that
the food safety objective or appropriate level of protection will be
maintained. It is expressed in the same way as the microbiological
limit of a microbiological criterion (MC) that is in CFU/g. But the PO is
a target to be achieved, while the MC is a measurement result that is
not equal to the PO, because it has to account for sampling and
measurement errors. When the bacterial concentration is too low to
be measured, the verification of the PO can only be performed by
averaging the results of analyses done on samples analysed sequentially
over time (Cerf, 2009). The control of STEC in dairy production can only be
achieved by a set of measures along the entire food chain. The optimum
combination of these measures remains to be determined and more
research is needed to better evaluate the prevalence and numbers along
the food chain and the efficacy of control measures, and to develop
recognised methods for inexpensive and rapid analyses,

10. Conclusions

While severe cases of bloody diarrhoea or HUS caused by STEC are
uncommon, they do affect mostly vulnerable groups such as young
children and elderly people, although the outbreak in Germany
(ECDC, 2011) in May/June 2011 has highlighted other vulnerable
groups. As a result, STEC are perceived as a serious foodborne hazard
of increasing concern to authorities and agencies charged with food
safety. The most frequent STEC involved in human disease, E coli
0157:H7, is commonly known as the "hamburger bug”, yet, sporadic
cases and rare outbreaks caused by this and other STEC serogroups,
are also due to ingestion of milk or milk products. This review
therefore focused on the recent advances in understanding of STEC
and their significance in milk and dairy products.

There are many difficulties in assessing occurrence of STEC.
Available analytical methods only aim at detecting the serogroups
or virulence markers, such as intimin, Shiga toxins, adhesins and
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enterohemolysin associated with strains that caused outbreaks.
Again, as seen in the German outbreak, recombination of bacterial
DNA leading to new combinations of virulence genes in a new
pathogenic type, can pose new challenges in this regard. While
standard and validated methods are available and are recommended
for use in detection and isolation of E. coli 0157:H7 from food and
animals, there are no standard protocols for their enumeration. For
the other STEC serogroups, which are currently considered a
potentially significant risk to human health, there are as yet no
internationally accepted and validated methods for detection or
enumeration. Pragmatic but still rather complicated approaches have
been developed. The application of a combination of effective selective
and differential plating media and molecular typing methods is needed
for routine monitoring and collection of the quantitative data which are
essential to better understand the associated human health risks.
Availability of such knowledge would help to define more effective
processing strategies to reduce contamination of raw food products.

According to EFSA (2007), there are a wide variety of STECs
assodated with food produdng animal populations, for which public
health importance remains undear. ldentification of potential virulence
factors continues, but understanding of the interactions between
virulence factors and host components remains incomplete. It is still
not possible to fully define human pathogenic STECs and to know a
priori if a given strain is a pathogenic STEC, This can only be done with
certainty a posteriori, after isolation from a patient (AFSSA, 2010).

Consequently, only potentially pathogenic strains can be detected,
leading to too high a number of warnings, or false alarms. If only stx
genes are sought, the prevalence of potentially pathogenic STEC can
appear high. Yet, when isolation of strains and serotyping is carried
out, or when the presence of more than one gene is sought, the
prevalence of potentially pathogenic strains in lactating animal faeces,
in milk and in cheeses is most often low, around 1% or less. The
possibility of a non-pathogenic strain acquiring pathogenic determi-
nants (like stx genes) through recombination remains. As a conse-
quence, a consensus is urgently needed on a scientific definition of
pathogenic STECs and the optimal strategy to define the set of
pathogenicity determinants that should be sought.

Once milk has been contaminated with STEC, they can subse-
quently grow in milk products produced from this contaminated
milk, if an intervention strategy like pasteurisation is not used. For
example, studies have shown that for artificially contaminated soft
cheese, E. coli 0157:H7 is capable of surviving the cheese manufactur-
ing, ripening and storage processes. Many studies have documented
the effects of various intervention techniques on E coli 0157:H7.
Some of these interventions should also be tested on non-0157
serogroups, as it is known that variability among different serogroups
is large with regard to growth and survival properties. Further studies
are needed to understand the behaviour of STEC (other than 0157:H7)
in dairy products and understand the impact of matrices and processes
on the expression of virulence factors.

At present, milk pasteurisation is generally advised. Regarding the
use of raw milk for the production of cheese or other milk products,
additional hygiene provisions should be used in the production of
such milk (CAC, 2004). Further research is needed to determine the
best combination of the available hurdles, viz, appropriate herd
management practices, elimination of high-shedders, vaccination,
diet and/or probiotics in feed that should be used. In addition, it is
necessary to reduce the circulation of strains between farms, and to
implement good hygienic practices on the farm. Particularly, not only
during raw milk cheese processing, but also for pasteurised dairy
products, strict hygiene is essential, and good manufacturing and
hygiene practices as well as HACCP principles should be followed
to prevent post-pasteurisation contamination. Safety of cheeses
is enhanced when production includes a combination of ade-
quate acid production and reduced a,, such as that found in
hard, aged cheeses.

With respect to the prevention of sporadic cases of disease caused
by STEC, the question of the relevance of regular monitoring to
control STEC in food arises. End-product testing for STEC is not an
effective control strategy; therefore, it would be ineffective to set a
microbiological criterion because contamination rates in suspect
foods are very low. In addition, the presence of STEC is highly
improbable so the chance of obtaining isolates from samples in a
batch of food is small. The setting of a PO would be more likely to
prove useful.

The International Dairy Federation is aware of the risk posed by the
occurrence and possible growth of pathogenic strains of STEC in milk and
dairy products. It is recognised that effective means for preventing milk
contamination at the farm are limited and that pasteurisation ensures
the safety of milk and milk products, for the most part. Interventions
during raw milk processing are limited and strict hygiene practices at
farm level need to be implemented in order to prevent contamination.
The number of cases of severe disease caused by STEC in dairy products
has remained quite low, probably thanks to the compliance with good
hygienic practices at the farm level.
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Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) is an important cause of food-borne illness. The public health implication of the
presence of STEC in dairy products remains unclear. Knowledge of STEC behavior in cheeses would help to evaluate the human
health risk. The aim of our study was to observe the growth and survival of experimentally inoculated STEC strains in raw-milk
cheeses manufactured and ripened according to five technological schemes: blue-type cheese, uncooked pressed cheese with long
ripening and with short ripening steps, cooked cheese, and lactic cheese. Cheeses were contaminated with different STEC sero-
types (0157:H7, 026:H11, 0103:H2, and O145:H28) at the milk preparation stage. STEC growth and survival were monitored on
selective media during the entire manufacturing process. STEC grew (2 to 3 log,, CFU - g ') in blue-type cheese and the two un-
cooked pressed cheeses during the first 24 h of cheese making. Then, STEC levels progressively decreased in cheeses that were
ripened for more than 6 months. In cooked cheese and in lactic cheese with a long acidic coagulation step (pH < 4.5), STEC did
not grow. Their levels decreased after the cooking step in the cooked cheese and after the coagulation step in the lactic cheese, but
STEC was still detectable at the end of ripening and storage. A serotype effect was found: in all cheeses studied, serotype 0157:H7
grew less strongly and was less persistent than the others serotypes. This study improves knowledge of the behavior of different

STEC serotypes in various raw-milk cheeses.

higa toxin-producing Escherichia coli (STEC) is recognized as

an important cause of food-borne illness. Pathogenic STEC
(also called enterohemorrhagic E. coli [EHEC]) is associated with
severe human disease such as bloody diarrhea and in some dra-
matic cases hemolytic-uremic syndrome (HUS) and thrombotic
thrombocytopenic purpura (TTP) (1, 2). Human infection is typ-
ically acquired through the ingestion of contaminated food (raw
ground beef, dairy products, vegetables, etc.) or water (3-8).

Escherichia coli O157:H7 was the first STEC serotype isolated in
the early 1980s and is implicated in the majority of the outbreaks
and HUS cases (6, 9). However, other serotypes, such as E. coli
026:H11, E. coli O103:H2, E. coli O145:H28, and E. coli O111:H8,
have also been implicated in outbreaks (10).

Cattle are the main animal reservoir of STEC (6). Infected cat-
tle can carry the bacteria in their gastrointestinal tract without any
symptoms of disease (11, 12) and shed them in their feces (13).
However, these pathogens have also been isolated from the feces of
other species of domestic animals, including goats and sheep (14).
These animals seem to carry E. coli serogroups different from
those carried by cattle (026, 091, 0115, 0128, and 0130) (15).
Virulence genes or STEC strains have been found in raw milk and
raw-milk cheeses (16-18). Detailed investigations have shown
that milk can become contaminated during milking or processing
if hygiene rules are not followed (19). Once milk has been con-
taminated with STEC, the organisms can be present in milk prod-
ucts. Cheeses have been characterized as safe food by some au-
thors (19). Nevertheless, outbreaks involving cheeses have been
reported worldwide (3, 16, 20-22). The presence of pathogenic
bacteria, including STEC, in cheeses is a major concern for food
safety authorities. To address the problem, the U.S. Food and
Drug Administration requires a minimum of 60 days’ aging for
cheeses made from unpasteurized milk (23, 24).

150 aem.asm.org
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To date, most authors have focused their work on the behavior
of E. coli O157:H7 during cheese manufacturing (23-29), but little
is known about the behavior of other STEC serotypes.

The aim of this study was to extend knowledge of the behavior
of O157:H7 and non-0157:H7 STEC strains in different types of
cheese. To this end, the behavior of different STEC serotypes was
evaluated during cheese making (0 to 72 h, depending on the
cheese type) and the ripening and storage of cheeses prepared
according to the methods for the main five cheese types: blue-
veined cheese (raw sheep’s milk), lactic cheese (LC; raw goat’s
milk), cooked cheese (CC; raw cow’s milk), and two uncooked
pressed cheeses (UPCs; raw cow’s milk).

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains. Eight different strains were used in the present study
(Table 1): three E. coli O26:H11, two E. coli O103:H2, one E. coli O145:
H28, and two E. coli 0157:H7 strains. The serotypes tested were chosen
according to their pathogenicity (classification of verotoxigenic E. coli
serotypes into the seropathotypes described by Karmali et al. [35]) and
their prevalence in dairy products (16, 36). They were all isolated from
milk products and carried the virulence genes eae and either stx, or stx,
(30, 32). All strains were kept in cryobeads (AEB 400100; AES Laborato-
ries, Combourg, France) and maintained at —80°C.
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TABLE 1 Strains used in this study”

Behavior of STEC in Different Raw-Milk Cheeses

Cheese tested

Serotype Name (origin)” Virulence genes BTC UPC1-LR UPC2-5R cC LG
0265H114 7501A (raw cow’s milk cheese) eae,” stx,” xr xf X
L23A (sheep’s milk) eae, stx; x x! XE x
F15338 (raw cow’s milk cheese) eqe, stx, X X/
0103"%H2° F73120 (raw cow’s milk cheese) eae, stx, stx, b X
F12983a (sheep’s milk) eqe, stx, stx, x X b4
0145%H28¢ F324 (raw cow’s milk cheese) eae, stx, xr X
0157:H7* 721.4 (sheep’s milk) eae, stx, x X' x X5 X
6222-16.3 (raw goat’s milk cheese) eae, stx, X/ .4

“BTC, blue type cheese; UPC1-LR, uncooked pressed cheese with long ripening step; UPC2-SR, uncooked pressed cheese with short ripening step; CC, cooked cheese; LC, lactic

cheese.

¥ All the strains used were obtained from the French National Reference Laboratory of STEC.

© Confirmed by the protocol described by Perelle et al. (30).

4 Confirmed by the protocol described by Madic et al. (31).

* Confirmed by the protocol described by Nielsen et al. (32).
fn=13.

Efn=2

" Confirmed by the protocol described by Perelle et al. (33).

! Confirmed by the protocol described by Miszczycha etal. (34).

Inocula. Each strain was revived in 10 ml brain heart infusion (BHI;
bioMérieux, Marcy I'Etoile, France) by incubation at 37°C for 24 h. Then,
100 pl was transferred into 10 ml of buffered peptone water (BPW; bio-
Meérieux), incubated at 37°C for 24 h, and stored at 8°C for 48 h in order to
simulate the storage conditions of milk and to cold adapt the strains. After
turbidity measurements (Densimat photometer; bioMérieux), the cold-
adapted strains were diluted in order to inoculate the raw milk during the
maturation step, before renneting at 10° CFU - ml ' (Fig. 1). The inocu-
lation level was checked by plating inocula on plate count agar (PCA;
bioMérieux). Colonies were enumerated after 24 h of incubation at 37°C.

All the strains were tested with the smallest cheeses with a short ripen-
ing step (uncooked pressed cheese with a short ripening step and lactic
cheese). Only a small number of strains were tested in blue-type cheese
(BTC), uncooked pressed cheese with a long ripening step, and cooked
cheese, which involve more complicated logistics (according to the size
and weight of the cheeses and because of storage during ripening for >4
months). More precisely, E. coli 0157:H7 and O26:H11 were tested be-
cause of their implication in cheese outbreaks (3, 16, 37). Different strains
of serotypes O103:H2 and O145:H28 were also tested because of their
pathogenicity and the lack of information about their behavior in raw-
milk cheeses. Strains from the lab collection were selected according to
their origin and the type of cheese; e.g., for cheese made with sheep’s milk,
only STEC strains isolated from sheep dairy products were chosen. There
was an exception for serotype O157:H7 because owing to its low preva-
lence in cow’s milk dairy products, no E. coli O157:H7 isolate from such a
source was available in our collection. All strains were separately inocu-
lated into raw milk before the coagulation step, in triplicate (except for the
cooked cheese technology, where n = 2) (Table 1).

Cheese making, Cheeses were made in an experimental cheese dairy
facility at the Unité de Recherches Fromagéres (URF; INRA) in Aurillac,
France, using five different cheese-making schemes. Five different cheeses
were prepared to be representative of the main cheese technology schemes
defined by Lenoir et al. (38). Then, blue-veined cheese (BTC) with raw
sheep’s milk, CC, UPC (with a long ripening step [UPCI-LR] or with a
short ripening step [UPC2-SR]) with raw cow’s milk, and LC with raw
goat’s milk were prepared. The main steps of the process distinguishing
them are summarized in Fig. 1. The details of cheese making were previ-
ously described in a review of cheese-making technology (39, 40).

For each trial, cheeses were checked for the absence of E. coli O26:H11,
0103:H2, 0145:H28, or O157:H7 in raw milk.

Physicochemical analysis of cheese. The different analysis points at
the different stages of the cheese making and ripening were chosen ac-

January 2013 Volume 79 Number 1

cording to the cheese-making schemes and the advice of cheese producers.
The pH was measured directly in the core of the cheese. For the surfaces
(when possible}, the rind was homogenized before the analysis. pH was
measured with a 926 VTV pH meter with an Ingold 406 MX electrode
(Mettler-Toledo S.A., Viroflay, France). The values of water activity (a,,)
in all cheeses were measured by a LabMaster-aw apparatus (Novasina,
Lachen, Switzerland). Lactate content was determined by the enzymatic
method at the LARF laboratory (LARF-Actilait, Mamirolle, France).

Sampling, counting, and detection of STEC strains. Samples for enu-
merating STEC strains were taken from milk and from cheese in cores and
rinds (only for the two UPCs and CC for the rinds) during different stages
of cheese making, ripening, and storage, depending on the cheese-making
scheme tested. These analysis points represented potential steps which
could have an impact on STEC behavior (because of pH, temperature,
etc.). Aseptically collected samples of 50 ml milk or 50 g cheese were
diluted (1:5) in sterile BPW and homogenized for 60 s in a stomacher
(AES Laboratories). Further decimal dilutions were performed with ster-
ile tryptone salt (TS; bioMérieux) and spread onto selective agar.

For enumeration of serogroup 0157 strains, 100 pl of each sample was
plated onto specific 0157:H7 1D medium (bioMérieux) and SMAC me-
dium (Biokar, Beauvais, France) to which 0.05 mg- liter ' of cefixime and
2.5 mg - liter ' of tellurite were added in order to inhibit other flora. The
same medium was used without antibiotic in order to facilitate the isola-
tion of stressed bacteria.

For enumeration of serogroups 026, 0103, and 0145, 100 pl of each
sample was plated onto specific coli ID medium (bioMérieux) and the
specific medium described by Possé et al. (41).

All enumerations were performed in triplicate. After incubation for 24
h at 37°C, presumptive bacteria were tested by reverse transcription-PCR
(RT-PCR) as described below.

When a strain in a sample could not be enumerated, an enrichment
step was performed and STEC strain detection was performed to check
whether the target strain was still present. More precisely, the remaining
enrichment broth was supplemented with acriflavine and incubated for
24 h at 37°C for serogroups Q103 and 0145 and 24 h at 41.5°C for sero-
groups 026 and 0157 (42). Immunomagnetic separation (IMS) using
beads coated with specific antibodies against the serogroup of the target
strain was performed with Dynabeads (Invitrogen, Cergy Pontoise,
France). IMS was performed according to the manufacturer’s instruc-
tions. The resulting IMS solutions were plated onto a selective differential
agar medium as described above. All enrichment broths were also plated
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FIG 1 Flow diagram of the characteristics of the different cheese-making schemes tested. LAB, lactic acid bacteria; *, inoculation of STEC.

directly onto the selective differential agars. After 24 h of incubation at
37°C, presumptive colonies were tested by RT-PCR as described below.
Confirmation and characterization of the target bacteria by real-
time PCR. For DNA extraction, a single colony was boiled in DNA- and
DNase-free water for 15 min and then centrifuged for 3 min at 13,000 X g.
The supernatant containing the DNA was stored at —20°C until used.
Determination of the virulence genes eae and stx, or stx, was per-
formed using the protocols described by Nielsen et al. (32) and Perelle et
al. (30). Confirmation of the presence of E. coli O157:H7, the O antigens of
E. coli 026, 0103, and 0145, and the flagellar H2, H11, and H28 antigen
genes was performed using the protocols described by Miszczycha et al.
(34), Perelle et al. (30, 33), and Madic et al. (31), respectively. Each reac-
tion mixture (30 pl) comprised 1 X TagMan gene expression master mix
(Applied Biosystems, Foster City, CA), primers and probes concentrated
according to the authors’ indications, 1X IPC mix and IPC DNA

152 aem.asm.org

{TagMan exogenous internal positive control reagents; Applied Biosys-
tems), molecular-grade H,O, and 3 pl of template DNA.

Thermal cycling and detection were performed using a StepOne Plus
system (Applied Biosystems). The generation of fluorescence for each
sample was monitored at the end of each elongation step. A fluorescent
signal 10 times higher than the standard deviation (SD) of the mean base-
line emission was indicative of a positive detection. The threshold cycle
was defined as the PCR cycle at which the fluorescence intensity rose
above the baseline (30).

Statistical analysis. To study the effect of the strain (in LC and UPC2-
SR}, serotype (in BTC, CC, LC, and the two UPCs), type of ripening (in
UPC2-SR), and storage mode (in BTC) on the behavior of STEC through-
out the manufacturing process, a linear model describing the amount of
STEC on a decimal logarithmic scale as a function of two dependent
variables, time of measurement and the effect studied, was used. Each

Applied and Environmental Microbiology
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model was therefore written ¥ = XpB + &, where Y is the independent
variable and represents the vector of observed data (counts) on the log
scale, X is the dependent variable studied (strains, serotype, time of rip-
ening, or storage mode), B is an unknown vector of fixed-effects param-
eters, and € is an unknown random-error vector modeling the statistical
noise around XB.

As measurements were repeated at irregular intervals, a continuous-
time model was needed to describe the covariance among the errors. The
spatial power covariance structure in the Mixed procedure of SAS (ver-
sion 9.2) was used.

For each technology, when different strains of the same serotype were
used, we first tested the strain effect by serotype. If the strain factor had no
significant effect, then the curves were used to test the serotype effect.
Additionally, the impacts of the ripening time and the storage conditions
were tested for UCPC2-5R (traditional versus industrial ripening) and for
BTC (two different storage conditions), respectively. The fixed effect was
considered significant when the P value computed by the F test was less
than 5%.

RESULTS

BTC (sheep’s milk). (i) E. coli O157:H7, O26:H11, and 0103:H2
behavior. Only one strain each of E. coli O26:H11, E. coli O103:
H2, and E. cali O157:H7 was tested in triplicate for BTC (Table 1).

In the cheese core, the level of STEC increased by 1 log,, CFU -
g~ ! for the O157:H7 strain during the first 24 h of manufacture,
whereas the E. coli O26:H11 and O103:H2 strain concentrations
increased by 3 log,, CFU - g~ " and 2 log,, CFU - g~ !, respectively
(Fig. 2). Seven days after curding, the concentration of the E. coli
0157:H7 strain decreased rapidly and remained detectable only
after enrichment, but at 240 days it could not be isolated even after
enrichment. The level of E. coli O26:H11 decreased during ripen-
ing and was detected only after enrichment at 240 days. The level
of E. coli O103:H2 decreased during ripening, and at day 240, the
strain was undetectable even after enrichment. Whatever the stor-
age mode, the growth of the E. coli O26:H11 strain was signifi-
cantly higher, and this serotype was more persistent than the other
serotypes (P << 0.002).

Whatever the serotype, the storage mode of BTC had no sig-
nificant effect on STEC behavior (P > 0.9 for the three serotypes).

(ii) Physicochemical characteristics. Whatever the STEC se-
rotype inoculated, the pH in the cheese cores decreased from 6.6
to 4.91 during the first 3 days and increased until day 90, reaching
6.69, and then decreased again (Fig. 3). Lactate content was 1,179
mg - 100 g~ (SD = 41 mg - 100 g~') at 4 days and decreased
during ripening; at day 150, it was only 638 mg - 100 g~ ' (SD =
209mg-100g~"). The a,, in the cheese core gradually decreased to
reach 0.898 (SD = 0.006) at day 240.

UPCI1-LR (cow’s milk). (i) E. coli O157:H7 and O26:H11 be-
havior. Only one strain each of E. coli O26:H11 and E. coli
0157:H7 was tested in triplicate for UPC1-LR (Table 1).

For UPCI-LR, the concentration of the E. coli O26:H11 strain
reached 6 log,, CFU - g~ ' during the first 24 h of cheese making,
whereas the concentration of the E. coli 0157:H7 strain reached
only 4log,, CFU - ¢~ ! (Fig. 2). The STEC concentration remained
constant between day 1 and day 60. Their levels declined during
ripening and after day 210 dropped below the enumeration limit
for the E. coli O157:H7 strain in the rind and core and for the E. coli
026:H11 strain in the rind. E. coli O26:H11 levels decreased more
slowly in the core than in the rind and were still at a concentration
of 3 log,, CFU - g " at day 240. The level of E. coli 026:H11 was
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significantly higher than that of E. coli O157:H7 both in the core
(P << 0.0001) and in the rind (P = 0.0018).

(ii) Physicochemical characteristics. Whatever the STEC se-
rotype inoculated, the cheese core pH decreased from 6.79 to 5.19
during the first day and then increased slowly in the core to reach
5.52 at day 240 (Fig. 3). In the rind, the pH increased slowly from
7.34 at day 60 to 7.64 at day 240. Lactate content remained stable
at about 1,145 mg - 100 g~ ' (SD = 80 mg - 100 g ') during
ripening.

In the core of the cheese, a,, decreased slowly to reach 0.943
(SD = 0.002) at day 240. In the rind, a,, decreased from 0.941
(SD = 0.001) at day 60 to 0.922 (SD = 0.001) at day 240.

UPC2-SR (cow’s milk). (i) E. coli O157:H7, 026:H11, 0103:
H2, and O145:H28 behavior. Three strains of E. coli O26:H11,
two strains of E. coli O103:H2, one strain of E. coli 0145:H28, and
two strains of E. coli O157:H7 were tested in triplicate (Table 1).

As observed with UPCI-LR, the concentrations of all four se-
rotypes increased during the first 24 h of manufacturing (Fig. 2).
At day 1, the levels of all strains of E. coli O103:H2 and E. coli
0145:H8 reached 5 log,, CFU - g~'. The levels of all the E. coli
026:H11 strains increased to reach 4 to 5 log;, CFU - g~'. The
level of the E. coli O157:H7 strains reached 3.3 log,, CFU - g .
During ripening and storage, the concentrations of the different
STEC strains remained constant until the end, at day 40. For the
same serofype, there was no significant difference between the
strains tested. Whatever the serotype, no significant difference in
the levels in the core and the rind (P = 0.46 for the core and the
rind) was observed between traditional (which lasts 20 days) and
industrial (which lasts 12 days) ripening conditions. Whatever the
ripening conditions (traditional or industrial), the levels of sero-
types 0103:H2 and O145:H28 were significantly similar in the
core (P = 0.915 for traditional ripening; P = 0.365 for industrial
ripening) and in the rind (P = 0.43 for traditional and industrial
ripening). The levels of serotypes 026:H11 and O145:H28 were
also significantly the same in the rind (P = 0.22 for traditional
ripening; P = 0.07 for industrial ripening).

Thelevel of serotype O26:H11 was significantly lower than that
of O145:H28 in the core and that of serotype O103:H2 in the core
and in the rind (P << 0.05). The level of serotype O157:H7 was
significantly lower than the levels ot serotypes 026:H11, 0103:H2,
and O145:H28 in the core and in the rind (P < 0.05).

(ii) Physicochemical characteristics. Whatever the STEC se-
rotype inoculated, the cheese core pH decreased from 6.6 to 5.3
during the first day. It increased slowly after day 5 to reach 5.80 at
day 40 (Fig. 3). Lactate content at day 20, 1,109 mg- 100 g~ (SD =
61 mg - 100 g~"), was higher than that at day 5, 996 mg - 100 g~*
(SD = 152 mg - 100 g '), and that at day 32, 649 mg - 100 g '
(SD =88 mg-100g™ ).

The a,, in the cheese core remained constant, with a value of
0.974 (SD = 0.0023) at day 40. In the rind, a,, remained constant
with a value of 0.980 (SD = 0.0033) at day 40.

CC (cow’s milk). (i) E. coli O157:H7 and 026:H11 behavior.
Only one strain each of E. coli 026:H11 and E. coli O157:H7 was
tested in duplicate (Table 1).

During the first hours of cheese making, no growth was ob-
served in any of the STEC serotypes (Fig. 2): no E. coli O26:H11 or
E. coli O157:H7 was enumerated at 1.75 h after their inoculation.
Then, throughout the ripening for both the core and the rind,
strains could be isolated only after enrichment. There was no se-
rotype effect for the CC technology (P = 0.249 for the core; P =

aem.asm.org 153

1senb Aq Z10Z ‘0z Jegwaosaq uo /Bio wse wae:dyy wWol) papeojumod

280



Miszczycha et al.

Blue type cheese

UPC1-LR

.-
—_—

——
g L S g L S e
[
—

H H 1 'a
A B G
A mas A s e st 0 T i A PR S 2
T T L] T 1 T T T T T
[ 50 100 150 200 0 50 100 150 200
o - @ - i
i [, ] _UPc2sR I ; Cooked cheese
e ——— .
b — "
i 2 7;}';‘&!&———5\\; . i
/;/— S = =<"__‘_—:L—‘—¢ ¥ :
'!"J ; __'A 0
+d 4 b4 - ' 3
i * il : H
P B a i i
" e | :
o ﬂr x“‘wf-*l\x =% | . ;
4 1
: l \ f / :
P
g . . . . . . i
s oot el e i e -
T T T T T T T T
10 20 30 40 80 100 120
© : . 6 - ;
i Lactic cheese + serotype 026 H11 in core
: © serotype 026:H11 in rind
g : =] 4 gerotype O157:HT in core
£ serotype O157:H7 in rind
i i 4] : ® serotype 0103:H2 in core
*_E, 0 serotype O103:H2 in rind
31 5 serotype O145:H28 in core
9 serotype 0145:H28 in rind
a
24 = A = end of UPC2-SR
5 B = end of Lactic cheese
14 E C = end of Cooked cheese
§
g * = counts below enumeration limit, detectable after enrichment
o time in days
04
T T T T T T T T T T T T
[ 10 20 30 40 50 &0 0 50 100 150 200

FIG 2 Average counts (y axis, in log,, numbers of CFU per milliliter or per gram) of the different STEC serotypes during the manufacture of the different cheeses
tested. The end of the shorter technologies is indicated in order to visualize the impact of time on STEC behavior. Vertical bars represent minimal and maximal

enumeration values.

0.349 for the rind). In the core, at day 120, the E. coli O157:H7
strain was isolated in only one of the two replicates after enrich-
ment. No E. coli 026:H11 strains were isolated. In the rind, strains
were isolated after enrichment for both replicates of the O26:H11
strain and for only one replicate of the O157:H7 strain.

(ii) Physicochemical characteristics. Whatever the STEC se-
rotype inoculated, during the first hours of cheese making, the pH
decreased from 6.6 to 5.38 in the cheese core and remained stable
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for 1 month. It then increased slowly, reaching 5.82 at day 120.
Lactate content increased from 665 mg - 100 g~ ' (SD = 65 mg -
100g "at22hto 1,329 mg-100g ' (SD=115mg-100g ') at
day 45 and then decreased to 1,034 mg-100g " (SD = 64 mg- 100
g~ ') at day 120.

In the cheese core, a,, remained stable between day 5 and day 15
and then decreased, reaching 0.975 (SD = 0.0027) at day 120. In
the rind, a,, increased from 0.974 (SD = 0.0035) to 0.980 (SD =
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0.0025) between day 15 and day 45 and then decreased to 0.964
(SD = 0.0038) at day 120.

LC (goat's milk). (i) E. coli 0157:H7, 026:H11, 0103:H2, and
0145:H28 behavior. Three strains of E. coli 026:H11, two strains
of E. coli O103:H2, one strain of E. coli O145:H28, and two strains
of E. coli O157:H7 were tested in triplicate (Table 1).

During the first hours of cheese making the levels of serotypes
0103:H2, 0145:H28, and O157:H7 were the same as those in milk
(Fig. 2). The concentrations of the three E. coli O26:H11 strains
increased by only 1 log,, CFU - g~ " and decreased until the end of
the coagulation step (24 h). As observed for BTC and UPCI-LR,
the increase in the serotype O26:H11 count was significantly
higher than that that for the other serotypes: P = 0.0054 for O26:
H11 versus O103:H2, P < 0.0001 for O26:H11 versus O157:H7,
and P = 0.0126 for 026:H11 versus O145:H28. In contrast, there
was no difference between serotypes 0103:H2, O145:H28, and
0157:H7, in pairs. The behavior of strains belonging to the same
serotype was significantly similar. At the end of the demolding
step (60 h), no strains were enumerable, though they could still be
detected after enrichment. During ripening and storage, STEC
levels remained detectable. Nevertheless, at day 60, four strains
(one E. coli O26:H11 strain [strain 7501A], one E. coli O103:H2
strain [strain F73120], and the two E. coli O157:H7 strains) could
not be isolated even after enrichment, whereas the other strains
remained present.

(ii) Physicochemical characteristics. Whatever the STEC se-
rotype inoculated, the pH decreased dramatically to reach 4.21 at
day 2 and then increased slowly to reach 5.26 at day 25 (Fig. 3).
Lactate content decreased from 801 mg - 100 g~' (SD = 46 mg -
100 g™ ") atday2t0 343 mg-100g™" (SD = 122 mg- 100g™ ") at
day 25.

a,, decreased in the core of the cheese from 0.994 (SD = 0.001)
at day 2 to 0.967 (SD = 0.0038) at day 45.

DISCUSSION

In this study, the fate of four STEC serotypes was examined during
cheese making and the ripening and storage of raw-milk cheeses
prepared according to five different schemes. Currently, E. coli
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0157:H7 is the most studied serotype and the most often impli-
cated in outbreaks of STEC illness from dairy products. To our
knowledge, this is the first time that the behavior of serotypes
026:H11, 0103:H2, and 0145:H28 has been monitored during
cheese manufacturing and compared with the behavior of sero-
type O157:H7. The behavior of STEC during cheese making and
ripening varied according to the cheese-making schemes. Each
cheese type has its own physicochemical parameters (pH, temper-
ature, a,,) that can affect the growth or the survival of STEC.

Factors that inhibit STEC growth. Our results showed that
two physicochemical factors seem to inhibit the growth of the
STEC during the first hours of cheese making. The first was sud-
den, rapid acidification. In the case of LC, the coagulation step
lasted 24 h at 18°C with a rapid decrease in pH (under 4.3). E. coli
is not able to grow at this pH value (43). After this step, STEC
remained detectable only after enrichment. The findings of an
earlier study led by Vernozy-Rozand et al. (44) confirm our re-
sults. They observed that E. coli O157:H7 artificially inoculated
into raw goat’s milk at 2 log,, CFU - ml™' decreased during the
first 24 h of goat’s milk acid cheese making (pH 4.3). Their results
showed that after removal from the mold, STEC was recovered
only after enrichment. They isolated STEC after enrichment in
their lactic cheese even after 42 days of ripening, which is in agree-
ment with our results.

The second factor influencing STEC growth is high tempera-
ture. In CC, after heating the curd at 54°C for 35 min (1 h after
STEC inoculation in the milk and before pressing) (45), STEC was
isolated only after enrichment. Different studies have shown that
D values (decimal reduction time) are strain, serotype, and food
matrix dependent. Authors have observed D values of 31 min at
50°C (46),11.51 at 55°C (47) in turkey, between 2.14 and 8.32 min
at 56°C in apple juice (48), and 6.6 min at 55°C (46) and between
0.95 and 4.98 min at 58°C (49) in milk. It has also been observed
that cooking temperatures of 53°C or higher result in a rapid de-
crease in STEC populations during the first hours of cheese mak-
ing and contribute to the safety of this type of cheese (50). In our
study, during ripening, these pathogens remained detectable only
after enrichment. Usajewicz and Nalepa (51) observed that at
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55°C, E. coli cells in milk were inactivated after 180 min. Even if
these bacterial strains were stressed and damaged, the authors
demonstrated that under optimum conditions (37°C) they were
able to repair the damage, whereas storage at 7°C inhibited their
regeneration and growth. In the CC scheme, the cheeses are rip-
ened at 9°C, which could explain the inability of surviving STEC to
grow atter the cooking step.

Factors enabling STEC rates to increase. An increase in the
levels of STEC was observed in BTC and the two UPCs. During
the first hours of cheese making, the increase in numbers is due to
the cell concentration during curd formation, which generally in-
creases the STEC concentration by a factor of 5 for blue-type
cheese or nearly 10 for the other cheese types (25, 29; our unpub-
lished data). This increase can occur as a result of bacterial cell
entrapment in the curd and contraction after whey expulsion.
However, the rate of increase in STEC for the BTC and the two
UPCs (approximately 0.5 to 2.5 log,, CFU - g, depending on the
cheese-making scheme and serotype) clearly indicates bacterial
growth. Schlesser et al. (24) have also observed a 1- to 2-log;,-
CFU - ¢~ increase in an artificially inoculated cocktail of E. coli
0157:H7 during cheddar cheese-making operations. At the initial
stages of preparation of the BTC and the two UPCs, the tempera-
ture (>30°C) is ideal for STEC growth and the moderate acidifi-
cation can only slow down this growth. Indeed, the pH did not fall
below 5 in the BTC and the two UPCs during the first 24 h of
cheese making. It has been demonstrated that E. coli O157:H7 can
grow at a pH of 4.5 to 9 in vitro (43).

Factors allowing a decrease in STEC levels during ripening.
Thelength of the ripening has an impact on STEC survival: during
this step, a,, decreased (45). The minimum a,, for E. coli growth is
0.95 (52), and Glass et al. (53) observed thatan a,, 0f 0.92 in cheese
slices was sufficiently low to allow a decrease of STEC strains. [n
BTC, the a,, during the ripening was lower than the a,, observed
for the other cheese-making schemes and fell below 0.90 at day
240. Moreover, cheeses were kept at —2°C between days 28 and 90.
Negative temperatures combined with the decrease of a,, and
acidic pH may reduce STEC populations even if STEC can survive
in foods stored at refrigeration temperatures (54). For UPC1-LR,
the decrease in a,, during ripening may also contribute to the
decrease in STEC level after day 90. Interestingly, a,. decreased
faster in the rind than in the core, but the pH remained constant at
about 7.7 in the rind. This could explain the lower rate of E. coli
026:H11 in the rind than in the core at day 240. For BTC and
UPCI-LR, viable strains were still isolated (after enrichment or
not) at day 240. Our results are in agreement with those of Sch-
lesser et al. (24), who have shown that populations of E. coli
O157:H7 in cheese aged for 60 and 120 days at 7°C decreased less
than 1and 2 log,, CFU - g ', respectively. Similarly, D’Amico etal.
(23) observed that three strains of E. coli O157:H7 remained de-
tectable after enrichment for more than 270 days in artificially
inoculated cheddar and Gouda cheeses. These results are in agree-
ment with those of others studies (23, 24) and confirm that the
60-day aging is effective for reducing all the STEC strains, as was
observed for BTC, UPCI-LR, and CC, but cannot eliminate all the
STEC cells.

Conversely, a short ripening step cannot achieve a significant
reduction in a,,. This is the case for UPC2-SR. With this cheese, no
decrease in STEC level was observed after the first stages of cheese
making. This high stationary level has been previously described.
Ramsaran et al. (55) observed that E. coli O157:H7 in cow’s milk

156 aem.asm.org

inoculated at 4 log,, CFU - ml ™! survived at more than 6 log,,
CFU - g ' at the end of the storage period (75 days).

The survival of STEC during ripening and refrigerated storage
of raw-milk cheese products may be affected by a combination of
factors (time, pH, a,,, temperature). Indeed, multiple hurdles are
often found to outperform a single hurdle (56).

Serotype effect. Statistically, no strain effect for the same sero-
type was observed in LC or UPC2-SR. However, we must bear in
mind that only a few different strains were tested for each sero-
type. Similarly, D’Amico et al. (23) have shown no significant
strain effect for the three E. coli O157:H7 strains employed in
artificially inoculated cheddar cheese. Interestingly, a serotype ef-
fect was observed in BTC and the two UPCs, with less growth of
the serotype O157:H7 strains than that of the serotype 026:H11,
0103:H2, and O145:H28 strains being observed.

We can hypothesize that serotypes 026:H11, 0103:H2, and
0145:H28 may be better competitors than serotype O157:H7. E.
coli 0157:H7 is known to have lost its sorbitol fermentation and
B-glucuronidase activity during its evolution (57). Other muta-
tions may affect its behavior in dairy products. Furthermore, the
stx genes are carried on lambdoid phages, and stresses are known
to induce the lytic cycle of this prophage (58, 59). Perhaps if sero-
type O157:H7 is more sensitive than the other serotypes during
cheese making, activation of the lambdoid prophage lytic cycle
could reduce the E. coli O157:H7 population in the cheese. It will
be necessary to test other E. coli O157:H7 strains from different
origins or the particular sorbitol-fermenting E. coli O157:NM
nonmotile (NM) strain.

In conclusion, this study has demonstrated that a heating step
and sudden, rapid acidification allow efficient STEC removal for
CC and LC. Conversely, moderate acidification and moderate
temperatures allow these bacteria to grow in BTC and the two
UPCs. In this case, STEC levels can be reduced by a long ripening
step.

With BTC and UPCI-LR, most strains remained detectable
after enrichment even after several months of ripening. However,
one must bear in mind that the STEC strains were inoculated at
high concentrations that were higher than those found in natu-
rally contaminated milk. STEC levels at the end of ripening are
lower in artisanal or industrial cheeses than they were in our ex-
perimental cheeses.

These data provide an interesting basis for assessing the final
concentration in cheese under more realistic raw-milk contami-
nation conditions, using a predictive microbiology and quantita-
tive exposure assessment approach (60). It will be important to
confirm the absence of a strain effect, as only a few strains of each
serotype were tested here. Moreover, if the weak growth of E. coli
0157:H7 is confirmed, it will be interesting to study the physio-
logical state of this STEC serotype during cheese manufacture
(stress, induction of lambdoid prophage, etc.). It will also be in-
teresting to study the impact of the autochthonous milk micro-
tlora as well as starter lactic acid bacteria and molds on the behav-
ior of STEC: Dufty et al. described these microorganisms to play
an antagonistic role against STEC (61). Other authors, in contrast,
have shown that E. coli growth was not affected by these bacteria
(62) and that Penicillium roqueforti can enhance the growth and
survival of E. coli O157:H7 in vitro (63). Future experiments will
be necessary to understand the mechanisms involved in STEC
inhibition during the making and ripening of cheeses.
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Annexe 6 - Communications orales.

Une présentation orale a la journée thématique sur les STEC organisée par le
CNIEL a Paris a été faite en Novembre 2011 ainsi que dans le cadre de la
journée des doctorants organisée par VetAgro-Sup en mai 2012 :

Etude de la croissance, de la survie et de la pathogenicité des STEC dans les

technologies fromageres au lait cru.
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ETUDE DE LA CROISSANCE, DE LA SURVIE ET DE LA PATHOGENICITE DES STEC DANS LES
TECHNOLOGIES FROMAGERES AU LAIT CRU.

MISZCZYCHA S.D. ; PERRIN F.; GANET S. ; JAMET E. ; TENENHAUS-AZIZA F. ; FARROKH C. ;
MONTEL M-C. ; THEVENOT-SERGENTET D.

Les Escherichia coli producteurs de Shiga-toxines (STEC) peuvent étre responsables
d’épidémies alimentaires. lls sont notamment responsables de troubles gastro-intestinaux
tels que des diarrhées aqueuses voire hémorragiques. Malheureusement, dans certains cas,
des complications peuvent survenir sous forme de syndromes hémolytiques et urémique
(SHU) et entrainer la mort. Le réservoir des STEC est constitué par les bovins (et autres
ruminants) qui sont porteurs sains. La contamination du lait par ces bactéries est la
conséquence d’'une mauvaise hygiéne lors de la traite. Des études ont montré que les STEC
sont présents dans les produits laitiers ; or de nombreux parameétres durant la fabrication
fromagere et I'affinage peuvent influencer la croissance et la survie des STEC dans ces
produits. L'objectif de ce travail était d’observer la croissance et la survie de souches STEC

inoculées expérimentalement au cours de différentes fabrications fromageres.

Pour cela, 4 différentes technologies fromageres ont été testées: 2 pates pressées non
cuites (PPNC), une pate pressée cuite (PPC), une pate persillée (PP) et une lactique chévre
(LC). Différentes souches provenant de 4 différents sérotypes de STEC (0157:H7, 026:H11,
0103:H2 et 0145:H28) ont été expérimentalement inoculées séparément dans du lait cru
avant la fabrication fromageére a un taux de 10® UFC/mL. Leur croissance et survie ont été

mesurées tout au long de la fabrication et de I’affinage.

Deux comportements ont été observés : soit une croissance en début de fabrication, soit une
absence de croissance.

Pour les 2 PPNC et la PP, une augmentation du taux de STEC a été constatée lors des 24
premieres heures de fabrication des fromages. Au cours de I'affinage, le taux de STEC a
chuté pour les technologies PPNC et PP affinées 7 et 4 mois respectivement. Seuls certains
sérotypes sont restés détectables uniquement apres enrichissement. Pour la PPNC affinée

moins d’un mois, le taux de STEC est resté quant a lui constant.
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Pour les technologies PPC et LC, aucune croissance des STEC n’a été observée lors des
premieres heures de la fabrication. Ce phénomeéne peut étre expliqué d’une part par I'étape
de chauffage pour la technologie PPC et la longue phase d’acidification pour la technologie
LC. Seuls certains sérotypes de STEC sont restés détectables aprées enrichissement en toute
fin de fabrication.

Les analyses statistiques ont montré que toutes les souches d’'un méme sérotype se
comportent de maniere similaire tandis qu’un effet sérotype est observé pour toutes les

technologies hormis pour la technologie PPC.

Ce projet a permis d’acquérir une meilleure connaissance du devenir des STEC dans
différentes technologies de fromages au lait cru et a permis de mettre en relief I'impact de
certains facteurs de fabrication tels que la durée de I'affinage, le chauffage ou la phase

d’acidification longue sur la croissance et la survie des STEC.
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Annexe 7 — Poster 1.

Présentation d’un poster au séminaire international : Microbiological safety of
UK raw milk cheeses, au Campden BRI le 08 Mars 2011 (Chipping Campden,
UK.) :

Growth, Survey and Pathogenicity of the STEC in French Raw Milk Cheeses.
S. D. Miszczycha, S. Ganet, E. Jamet, C. Farrokh, M.C. Montel and D. Thevenot-
Sergentet.

Ce méme poster a été présenté en Avril 2011 aux journées de I’école Doctorale

de Clermont-Ferrand.
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Annexe 8 - Poster 2.

Mes travaux ont donné lieu a la présentation d’un poster au séminaire
international VTEC 2012 a3 Amsterdam en mai 2012 :

Growth, Survival and Pathogenicity of the STEC in French Raw Milk Cheeses.
S. D. Miszczycha, F. Perrin, S. Ganet, F. Tenenhaus-Aziza, E. Jamet, C. Farrokh,

M.C. Montel and D. Thevenot-Sergentet.
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Three behaviors of the STEC were observed in the core or in the rind according to cheese
technology.

f cheeses

1. Nein f the STEC rate

3 Far the cooked cheese (CC) technalogy: curd cooking (50°C) may be ItW!oﬂheiTEC.

—2Far the lactic technalogy (LT): pH decreased gradually to reach 4,22 after 24h, 'I'lrls could
preventSTEC grawth,

2. Inerease of the STEC rate during the first step of cheeses manufacture [ decrease during
ripening.

= For the blue type choose [BTC).

<3 For the non cooked prossed cheese type 1 [NCPC1-LR).

The long ripening step of these cheeses with an important decrease of a., may contribute to
the decrease of STEC rate,

3. Increase of the STEC rate during the first step of cheeses manufacture [ no decrease
during ripening.

= For the non cooked pressed cheese type 2 INCPC2-SR): ripening lasts less than 20 days:
without changein a, and pH.

Serotype effect:

Statically, no strain effect was sbiervable in our experiments but a seretype effect has been
demanstrated. We hypothesize that serotypes 026:H11, 0103:H2 and O145H28 may be
hettercampetitorsthan serotype O157:H7,

CONCLUSION

These results clearly show that, in some technologies, the level of STEC incroased during the
first 24 hours of the cheese making. In cheese with long ripening, STEC decreased during this
step and storage oven if mast of the mmm:d detectable after enfichment. Several
hurdies {pH, ofa,, r o to-this it their
contribution muimtubeclariﬁcd.
It will be necessary to validate our results by inoculating other strains of these serotypes of
STEC at lower level {<10 CFU.mL !, close to natural contaminationj.
Further studies should facus on STEC virul after their P
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Annexe 9 — Publication 3.

Survival of E. coli 026:H11 exceeds that of E. coli 0157:H7 as assessed by
simulated human digestion of contaminated raw milk cheeses.
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Valérie Livrelli, Monique Alric, Marie-Christine Montel, Stéphanie Blanquet-

Diot, Delphine Thevenot-Sergentet

Cet article a été soumis a la revue a comité de lecture Applied and
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Abstract

Shigatoxin producing Escherichia coli (STEC) are an important cause of several human illness
outbreaks. The consumption of dairy products may represent an important route of STEC
infection. For successful food borne transmission, STEC strains must survive stress conditions
found during gastrointestinal transit in human. The aim of this study was to evaluate the
survival of two STEC strains of serotypes 0157:H7 and 026:H11 during simulated human
digestion in the TNO gastro-Intestinal tract Model (TIM) of contaminated uncooked pressed
cheeses. The survival of cheese microflora during in vitro gastrointestinal transit was also
determined for the first time. During transit through the artificial stomach and duodenum,
level of STEC decreased whereas bacterial resumption was observed in the jejunum and
ileum. The fate of STEC was strain dependant, the survival of E. coli 026:H11 being 13 times
superior to that of E. coli O157:H7 at the end of digestion. The lower resistance of E. coli
0157:H7 to gastric conditions and its subsequent lower capability to grow in the distal small
intestine may result from a deficiency in the glutamate decarboxylase (GAD) system. These
findings suggest that a large number of strains should be tested in order to draw relevant

conclusions about the pathogen survival.
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Shiga toxin producing Escherichia coli (STEC) are an important emerging group of
foodborne pathogens. STEC are characterized by the production of cytotoxins named Shiga
toxins (encoded by the genes stx1, stx2) (1). Pathogenic STEC (also called enterohemorrhagic
E. coli or EHEC) are a cause of food poisoning outbreaks in humans. They can be responsible
for a variety of clinical outcomes ranging from diarrhea to hemorrhagic colitis and in some
severe cases, they can cause hemolytic-uremic syndrome and even death (1, 2). EHEC are
transmitted via a variety of food vehicles, including ground beef, vegetables and dairy
products (3—5). The presence of the virulence genes or STEC strains has been found in raw
milk and raw milk cheeses (5). E. coli 0157:H7 and E. coli 026:H11 are the most often
implicated E. coli serotypes in outbreaks of STEC illness from dairy products (5—7). A raw milk
white-mould rinded soft cheese contaminated by E. coli 026:H11 was implicated in an
outbreak in France in 2005 (7). For successful food borne transmission, EHEC strains must
survive harsh conditions found during food processing and gastrointestinal transit in human.
Several studies were dedicated to the investigation of STEC behavior during the manufacture
and ripening of cheeses (5). In particular, in a previous study (8), we demonstrated that
various STEC serotypes, particularly E. coli 0157:H7 and 026:H11 strains, are able to survive
during cheese manufacturing in different cheese technologies.

Hitherto, no study has monitored the behavior of STEC during human digestion of raw
milk cheeses contaminated by the pathogen. During digestion, gastric pH, gastrointestinal
secretions and peristalsis are important factors controlling the outcome of food-borne
pathogens. The TNO gastro-Intestinal tract Model (TIM) is the dynamic multi-compartmental
in vitro system which presently allows the closest simulation of in vivo physiological
processes occurring within the lumen of the stomach and small intestine in human (9, 10).
The main parameters of digestion, such as pH, body temperature, peristaltic mixing and
transport, gastric, biliary and pancreatic secretions, and passive absorption of small
molecules and water are reproduced as accurately as possible.

In this study, we used the TIM system to evaluate the survival of serotypes 0157:H7
and 026:H11 during simulated human digestion of uncooked pressed cheeses prepared with
cow raw milk and contaminated with the strains. In addition, we determined for the first

time the survival of cheese microflora during in vitro gastrointestinal transit. The behavior of
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STEC strains and cheese microflora during cheese manufacturing and ripening was also

studied.

Material and methods

Bacterial strains. Two different strains isolated from contaminated cheeses and
obtained from the French National Laboratory Reference of STEC were used in the present
study: E. coli 026:H11 strain F15338A and E. coli 0157:H7 strain 721.4. Presence of the
major genes implicated in bacterial virulence (genes eae and stx) and acido-resistance (rpoS,
gadA/B, gadC and gadE) has been tested by PCR as previously described (11-15). In
addition, the strains were tested for their ability to survive acid stress by using the
glutamate-dependent system according to the protocol described by Rice et al. (16) and
modified by Takada et al. (13): the decarboxylation of glutamate by the glutamate
decarboxylase (GAD) led to an increase in pH of the GAD reagent causing the indicator color
(bromocresol green) to change from yellow to green.

All strains were revived from frozen vials at -80°C by growing 24 h at 37°C in BHI (Brain
Heart Infusion, bioMérieux, Marcy I'Etoile, France). A 1:100 (v/v) dilution was made in BPW
(Bacton Pepton Water, bioMerieux, Marcy |'Etoile, France), incubated at 37°C for 24 h and
stored at 8°C for 48 h to simulate the storage conditions of milk and cold-adapt the strains.

The cold-adapted inocula were diluted before use in cheese making.

Manufacture and ripening of cheese

Cheese making. Two cheese-making experiments (Fig. 1) were realized at two weeks
interval with artificial inoculation of either E. coli 026:H11 strain F15338A (experiment A) or
E. coli 0157:H7 strain 721.4 (experiment B).
For each experiment, raw milk was collected from a local producer and transferred to the
experimental cheese plant (INRA, Unité de Recherches Fromageres, UR545, Aurillac, France)
under refrigerated conditions. For each trial, the absence of E. coli 026:H11 or E. coli
0157:H7 was checked. Raw milk was divided in 3 vats containing 20 liters of milk each and
then warmed to 34 °C. All vats of raw milk were added with CaCl, (3 ml/20 1) and inoculated

with independent cultures of each STEC strain at 500 CFU/ml of milk. Starter cultures
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containing 1 % thermophilic bacteria Y 502 and 0.1 % mesophilic bacteria SIR, one strain of
D. hansenii (0.3 ml/20 1) and one strain of Geotrichum candidum (0.3 ml/20 I) were added.
Then rennet was added at 30 ml/100 I. Four cheeses of 500 g were manufactured from each
vat according to an uncooked pressed cheese type technology with a short ripening step as
previously described (8, 17, 18). Three cheeses were used for physico-chemical analyses and
enumeration of STEC and cheese microflora (cheese making, aging up to 20 days and storage
until 35 days). One cheese was used to investigate microorganisms’ survival during artificial
digestion in the TIM system.

Physico-chemical analysis. The pH was regularly determined during cheese
manufacturing using a 926 VTV pH meter with an Ingold 406 MX penetration electrode
(Mettler-Toledo, Viroflay, France). The a,, values were measured at day 35 by a LabMaster-
aw (Novasina, Lachen, Switzerland).

Sampling. Samples for enumerating STEC strains and cheese microflora were taken
from milk and cheeses in cores at different stages of cheese making, ripening and storage

(prior and after the maturation of milk and on days 1, 7, 14, 20 and 35).

Artificial digestions

Gastro-intestinal system. All the artificial digestions were performed at the EA CIDAM
(Clermont-Ferrand, France). The gastro-intestinal system TIM (TNO, Zeist, The Netherlands)
consists of four successive compartments simulating the conditions found in the stomach
and the three segments of the small intestine in human, the duodenum, jejunum, and ileum.
This system has been already described elsewhere (9, 10). Briefly, each compartment is
composed of glass units with a flexible inside membrane. Peristaltic mixing and body
temperature are achieved by pumping water at 37°C into the space between the glass jacket
and the flexible wall at regular intervals. Mathematical modelling of gastric and ileal
deliveries with power exponential equation (19) is used for the computer control of chyme
transit. Chyme transport through the TIM is regulated by the peristaltic valves that connect
the successive compartments. The volume in each compartment is monitored by a pressure
sensor and pH is computer-monitored and continuously controlled by adding either HCl or
NaHCOs;. Simulated gastric, biliary and pancreatic secretions are introduced into the

corresponding compartments by computer-controlled pumps. Water and products of
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digestion are removed from the jejunal and ileal compartments by pumping dialysis liquid
through hollow fiber membranes (SF 90G, Nipro®, Belgium). Before each experiment, the
system is washed with detergent, rinsed with water and decontaminated by steaming at 105
°C for 45 min.

TIM parameters. The TIM system was programmed to reproduce, according to in vivo
data, the digestion of a solid meal in a healthy human adult (Table 1). The suspension (300
ml) consisted of equal weight of cheese and mineral water (Volvic’, France), homogenized 1
min with an Ultra Turrax system (T25, IKA -Werke, Germany) set at 24,000 rpm. All the
cheese suspensions were prepared extemporaneously and subjected to digestion during 360
min. Two series of digestions were performed: (A) uncooked pressed cheese experimentally
contaminated with E. coli 026:H11 strain F15338A (n = 3) and (B) uncooked pressed cheese
experimentally contaminated with E. coli 0157:H7 strain 721.4 (n = 3). During digestion, the
ileal deliveries were kept on ice and pooled hour-by-hour. To evaluate the microorganism
survival rate throughout digestion, control experiments were carried out using the same
experimental protocol (n = 3 with solid meal parameters) with water containing 0.8 % (w/v)
of a non-absorbable water-soluble marker, blue dextran (9).

Sampling. Samples were taken from the cheese suspensions prior to introduction into
the artificial stomach for STEC and cheese microflora enumeration. Samples were regularly
collected during digestion from each compartment (stomach, duodenum, jejunum and
ileum) and ileal deliveries of the TIM system for STEC and/or cheese microflora counting.

Blue dextran analysis. Blue dextran (used as a transit marker) concentrations in the
digestive samples from the TIM system were determined colorimetrically using a
spectrophotometer (DU® 640 B Spectrophotometer, Beckman Coulter, France) at a

wavelength of 595 nm.

Microbial counting

STEC strains. Milk, cheese and digestive samples were diluted (respectively 1:5, 1:5,
1:10 v/v) in sterile BPW. Cheese samples were homogenized 60 s in a stomacher (AES, Bruz,
France). Further decimal dilutions were performed with sterile TS (Tryptone Salt,
bioMérieux) and spread onto selective agar for 0157:H7 and 026:H11 strains (Table 2). All

enumerations were performed in triplicate.
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When a STEC strain could not be enumerated in a sample, an enrichment step was
performed. The remaining enrichment broth (complemented with acriflavin for cheese
samples) was incubated for 24 h at 41.5°C for serogroups 026 and 0157 (8).
Immunomagnetic separation (IMS) using beads coated with specific antibodies against the
serogroup of the target strain was performed with Dynabeads (Invitrogen, Cergy Pontoise,
France), according to the manufacturer’s instructions. The resulting IMS solutions were
plated onto selective differential agar media (Table 2).

After 24 h incubation at 37°C, all presumptive colonies (obtained without or with the
enrichment step) were tested with Real Time PCR as described below.

Cheese microflora. Milk and cheese samples were mixed in sterile phosphate buffer
2% (w/v) and blended with a Stomacher Lab Blender (Seward Medical, London, UK) for 4
min. Digestive samples were diluted (1:10 v/v) in sterile BPW. Further decimal dilutions were
performed with sterile TS. All counts were performed in triplicate. Mesophilic and
thermophilic bacterial populations, facultatively heterofermentative Lactobacilli, Dextrane
producing Leuconostoc, Dextran negative lactic acid bacteria, Enterococci, Gram-positive
catalase’ bacteria (ripening bacteria), Gram negative bacteria and yeasts and moulds were
enumerated on selected agar as described in Table 2. All media were purchased from Biokar

Diagnostics (Pantin, France).

Confirmation of isolated STEC strains from cheese and digestive samples by Real-
Time PCR. Total genomic DNA was extracted from a single colony by boiling in DNA/DNAse-
free water for 15 min followed by centrifugation (3 min at 13,000 g). The supernatant
containing the DNA was stored at -20°C until used. The confirmations of E. coli 0157:H7, the
O-antigens of E. coli 026 and the flagellar H11 antigen gene were performed using the
protocols described by Miszczycha et al. (20), Perelle et al. (12) and Madic et al. (21),
respectively. Each reaction (30 ul) comprised 1X TagMan gene expression Master Mix
(Applied Biosystems, Foster City, CA), primers and probes diluted according to authors’
instructions, 1X IPC Mix and IPC DNA (TagMan Exogenous Internal Positive Control Reagents
— Applied Biosystems), molecular grade H,0 and 3 ul of template DNA. Thermal cycling and
detection were performed using a StepOne Plus (Applied Biosystems). The generation of

fluorescence for each sample was monitored at the end of each elongation step. A
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fluorescent signal 10 times higher than the standard deviation of the mean baseline
emission was indicative of a positive detection. The CT was defined as the PCR cycle at which

fluorescent intensity rises above the baseline.

Statistical analysis

Results are given as means * standard deviation (n = 3). Regarding the experiments in the
TIM system, all the results were expressed as percentages of initial intake. Significant
differences between treatments were tested by analysis of variance (ANOVA) with repeated-
measure analysis followed by a post hoc test. Analyses were performed using SAS 9.1
Software (SAS 9.1 Software, Inc, Cary, NC). A probability level of P < 0.05 was taken to

indicate statistical difference.

Results

Physico-chemical characteristics of cheeses. For experiments A and B, cheese core pH
decreased from 6.7 to 5.2 during the first day and reached 5.1 at day 7 (Fig. 2). Then, pH
increased slowly and reached 5.2 £ 0.1 (n = 3) for the experiment A and 5.3 + 0.1 (n = 3) for
the experiment B at day 35. The a, values at day 35 in cheese cores were 0.96 for
experiments A and B.

Microbial analysis of cheeses. STEC and cheese microflora counts are shown in Figure
3 and Table 3, respectively. The levels of the E. coli 026:H11 and E. coli 0157:H7 strains
increased during the first day of manufacturing to reach 4 to 5 log;o CFU/g. During ripening,
concentrations of the two STEC strains remained constant around 4 logio CFU/g until day 20
(4.0 and 3.8 logyo CFU/g, for experiment A and B, respectively).

The level of Enterococci increased to reach a peak of 6.8 + 0.1 log;o CFU/g at day 14 in
experiment A (cheeses inoculated with E. coli 026:H11) versus only 5.0 + 0.6 log;o CFU/g at
day 20 in experiment B (cheeses inoculated with E. coli 0157:H7). Then, it remained
constant until day 35. For the other populations, the results obtained during the two
experiments are similar. The level of dextran negative lactic acid bacteria increased by 3
logip CFU/g during the first day of cheese manufacture and then remained stable until day

35. The level of dextran producing Leuconostoc and Lactobacilli increased regularly after 24
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h to reach 7.1-7.4 and 8.4-8.7 log;o CFU/g, respectively, at day 35. The levels of ripening,
mesophilic and thermophilic bacteria increased by 3 to 4 logiy CFU/g during cheese
manufactures. The levels of yeasts increased the first week and remained constant
afterward around 6 log;o CFU/g whereas that of mould increased during cheese manufacture
and ripening from 2 to 5 logiy CFU/g. The concentrations of Gram negative bacteria

increased the first day from 4 to 6 log;o CFU/g and then remained constant until 35 days.

Survival of E. coli 026:H11 and E. coli 0157:H7 in simulated gastrointestinal
conditions. The viability during gastrointestinal transit through the TIM of E. coli 026:H11
and E. coli 0157:H7 present in cheese suspensions was determined by cross-comparing the
result obtained for bacterial counting and blue dextran concentrations. The blue dextran is a
transit marker which is neither degraded nor absorbed during digestion and which would
correspond to a 100 % survival rate for bacteria. Its concentrations throughout the TIM
fluctuated according to the volume of each digestive compartment, the rate of dilution by
digestive secretions and the chyme flow between two successive compartments.

The survival percentages obtained for E. coli 026:H11 and E. coli 0157:H7 in each
compartment of the TIM are presented in Figure 4. During its transit through the TIM
stomach (Fig. 4A), the survival of 0157:H7 was affected since 60 min digestion as the
percentages obtained for bacteria were significantly lower than those of the transit marker
(P <0.001). At 150 min, 0.2 + 0.2 % (n = 3) of ingested E. coli 0157:H7 was recovered versus
14.3 £ 0.3 % (n = 3) for the transit marker. In this compartment, the level of E. coli 026:H11
was also significantly reduced (P < 0.05), but from 90 min digestion. At 150 min, 1.8 + 1.7 %
of E. coli 026:H11 was recovered versus 14.3 + 0.3 % for the marker (P < 0.001, n = 3). In the
gastric compartment, the survival percentage of E. coli 026:H11 was significantly higher than
that of E. coli 0157:H7 from 60 min digestion (P < 0.05).

In the duodenum (Fig. 4B), a significant decrease in 0157:H7 level was observed from
120 min of digestion (P < 0.01), whereas the survival of 026:H11 was not affected since the
curve for the bacteria fitted that of the marker (except for 60 min). In the jejunum (Fig. 4C),
the curve for E. coli 0157:H7 remained above that of the marker during the overall digestion,
even if the difference was no significant. The percentages obtained for E. coli 026:H11 were

significantly (P < 0.05) higher than that of the blue dextran, from 120 min to the end of
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digestion, showing that growth resumption occurred in this compartment. At 360 min, the
percentages of bacterial cells largely exceeded that of the transit marker (102.0 + 36.7 %
versus 2.1 + 0.4 %, P < 0.001, n = 3). In the ileum (Fig. 4D), a non-significant growth
resumption was observed at 360 min for E. coli 0157:H7 (35.8 £ 20.4 % for bacteria versus
12.6 + 1.1 % for the marker, n = 3). From 60 min digestion, significant growth resumption
was observed for E. coli 026:H11 (P < 0.05). At 360 min, recovery percentages of bacteria
were much higher than that of the transit marker (663.2 + 493.1 % versus 12.6 + 1.1 %, P <
0.01, n = 3). In the small intestinal compartments, recovery percentages of E. coli 026:H11
were significantly higher than that of E. coli 0157:H7 (P < 0.05).

The cumulative ileal delivery of viable bacterial cells is given in Figure 5. Even if they
were lower, the percentages obtained for E. coli O157:H7 were not significantly different
from that of the transit marker (P > 0.05). In contrast, the recovery of E. coli 026:H11 was
significantly higher than that of the marker from 300 min digestion (P < 0.001). At 360 min
digestion, the survival percentage of E. coli 026:H11 was 13 times higher than that of E. coli
0157:H7 (443.9 + 131.3 % versus 33.3 £ 17.4 %, P < 0.001, n = 3). These results strengthen

those previously obtained in the small intestinal compartments of the TIM model (Fig. 4).

Survival of cheese microflora in simulated gastro-intestinal conditions. The
cumulative ileal deliveries of cheese microflora are given in Figure 6. In experiments A and B,
a significant loss of viability was observed for mesophilic and thermophilic bacterial flora,
ripening bacteria, dextran-negative lactic acid bacteria, and facultatively heterofermentative
Lactobacilli from 60 min digestion (P < 0.01). For all these populations, at 360 min digestion,
less than 30 % of ingested cells were recovered versus 85% for the transit marker. The
survival of dextran producing Leuconostoc was also significantly affected during in vitro
digestions, but from 180 min (P < 0.05). For yeasts and moulds, a significant loss of viability
was observed in both experiments, from 180 min and 300 min digestion, respectively (P <
0.05). At the end of digestion, recovery percentages of moulds were twice that of yeasts
(around 50 % versus 25 %). From 180 min, yeast survival rate measured in experiment B
(cheese inoculated with 0157:H7) was significantly (P < 0.05) higher than that obtained in
experiment A (cheese inoculated with 026:H11). At 360 min digestion, 32.7 + 7.6 % of

ingested yeasts were recovered in experiment B compared to 16.0 £ 5.2 % in experiment A
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(n = 3). The curves obtained for Enterococci (except for 360 min in experiment A) and Gram-
negative bacteria fitted that of the transit marker, showing that bacterial survival was not
influenced by the digestion process (P > 0.05). At the end of digestion in experiment A, the
recovery percentage of Enterococci was significantly higher than that of the marker (214.1 +
101.5 % compared to 85.2 + 1.2 %, P < 0.05), suggesting that growth resumption occurred
during in vitro digestion. Even if not significant, Gram-negative bacteria and Enterococci

survival percentages tend to be higher in experiment A compared to B.

Acid resistance of STEC strains. The major genes involved in acid resistance (rpoS,
gadA/B, gadC and gadE) have been detected by PCR in both E. coli 0157:H7 strain 721.4 and
E. coli 026:H11 strain F15338A (Table 4). The results of GAD activity are also indicated in
Table 4. After 4 h incubation with E. coli 026:H11 strain, the decarboxylation of L-glutamic
acid led to an increase of pH and a change of color from yellow to green. Interestingly, when

incubated with E. coli 0157:H7, the GAD reagent showed mixed color of green and yellow.

Discussion

There is a lack of information concerning the responses of 0157:H7 and non-0157:H7
STEC strains during digestion by human. This study is the first report of the survival of
0157:H7 and 026:H11 STEC strains during artificial digestion of cheese suspensions. These
suspensions were experimental raw milk uncooked pressed cheeses prepared with milk
artificially contaminated with STEC.

Through making and ripening of these uncooked pressed cheeses, the fate of STEC
strains was similar to that previously described (8), with an increase in STEC levels during the
first hours followed by stability in cell concentrations during the ripening. Nevertheless, the
growth of E. coli 026:H11 was lower than expected (8). This may result from variations in
biochemical composition of milk, or/and quantitative or qualitative differences in
autochthonous raw milk microbiota (Enterococci ten-fold higher in experiment A, high rate
of Gram-negative bacteria). Inhibition or activation of STEC by native microflora has been

poorly described (22, 23).
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To assess the survival of E. coli 0157:H7 and E. coli 026:H11 during simulated human
digestion, contaminated cheeses were submitted to digestion in the TIM system. A loss of
viability was observed during bacterial transit through the artificial stomach and duodenum,
whereas growth resumption of STEC strains was observed in the distal part of the small
intestine. In the stomach, the loss of viability could be the consequence of the synergic
effect of extremely acidic conditions and gastric secretions. The gastric juice is known to be
the first barrier against various infection diseases (24). The loss of viability of the STEC strains
(especially E. coli 0157:H7) in the duodenum could be a consequence of the action of bile
salts as it has been hypothesized previously (25, 26). Pancreatic secretions also most
certainly play a role in STEC survival in the small intestine, but nothing is known about their
impact on the pathogen. A synergic effect of bile salts and pancreatic secretions against the
STEC cannot be excluded. The growth renewal observed in the jejunum and ileum (especially
for E. coli 026:H11) may result from the occurrence of less stringent conditions such as pH
values closer to neutrality and bile salts concentration lower than that found in the
duodenum. The results obtained in the present study for E. coli 0157:H7 strain 721.4 are in
accordance with those previously found by Etienne-Mesmin et al. (25) during in vitro
digestion in the TIM system of a meal containing raw ground beef contaminated with E. coli
0157:H7 strain EDL 933. Interestingly, the survival percentages obtained for EDL 933 when
co-administrated with a probiotic yeast strain of Saccharomyces cerevisiae are similar to that
observed here for E. coli 0157:H7 strain 721.4 when ingested within cheese matrix
containing the autochthonous raw milk microbiota (including yeasts).

In parallel to STEC strains, the behaviour of cheese microflora was evaluated for the
first time during simulated human digestion. Most of the populations studied were sensitive
to gastro-intestinal conditions, with the exception of Gram-negative bacteria and
Enterococci. The survival percentages were similar for both experiments, except for yeasts
and Enterococci. The higher level of Enterococci in cheese at the end of ripening in
experiment A can explain why growth resumption was observed at the end of digestion only
during this experiment. Regarding yeasts, the same two strains, D. hansenii and G.
candidum, were added in milk as starter. Nevertheless, other yeasts coming from raw milk
could be present in cheese and it could be hypothesized that yeast strains issued from raw

milk B were more resistant to digestion than that from raw milk A.
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An important finding is that the survival percentages of E. coli 026:H11 during in vitro
digestion were different from that of E. coli 0157:H7.

In the stomach, the survival of E. coli 0157:H7 was significantly affected from 60 min
digestion (P < 0.001) compared to 90 min for E. coli 026:H11 (P < 0.05). In accordance with
these results, several authors have already shown the better ability of E. coli 026:H11 strains
to survive acidic pH compared to E. coli 0157:H7 (27, 28). This may result from difference in
acid resistance. EHEC have evolved at least five distinct mechanisms of acid resistance,
including four amino acid decarboxylase-dependent systems (lysine, ornithine, arginine and
glutamate) and a glucose catabolite repressed system. In the present study, the activity of
the GAD system was tested, indicating that E. coli 026:H11 strain F15338 possesses normal
GadA/B activity whereas it represents approximately half of total GAD activity for E. coli
0157:H7 strain 721.4. gadA or gadB mutants showed mixed colors as obtained here for E.
coli 0157:H7 (29). Then, it could be hypothesized that one of these two genes is defective in
0O157:H7 strain 721.4.

In the jejunum and ileum, the growth resumption observed for E. coli 026:H11 was
more than ten-fold higher than that of E. coli 0157:H7. This may be related to the
physiological state of the STEC strains during digestion. During gastric digestion, because of
the defective GAD system, E. coli 0157:H7 may have some difficulties to increase its internal
pH leading to cell injuries. Therefore, the different mechanisms implicated in stress response
such as cytoplasmic and periplasmic chaperones (30) may be affected. It can explain why E.
coli 0157:H7 has more difficulties to grow in the small intestinal compartments of the TIM
system compared to E. coli 026:H11. It could also be hypothesized that the limited growth of
E. coli 0157:H7 may be the result of prophage induction. Stresses are known to induce the
lytic cycle of the prophage (31, 32). As the serotype 0157:H7 seems more sensitive than
026:H11 to digestive conditions, activation of the lambdoid prophage lytic cycle could occur
with this strain (and not with the E. coli 026:H11 strain), leading to a reduction of E. coli
0157:H7 population. The third hypothesis is that some populations of cheese microflora may
have reduced the growth of E. coli 0157:H7 in the distal parts of the small intestine. Etienne-
Mesmin et al. (25) have shown that a probiotic yeast strain was able to significantly reduce
the growth renewal of E. coli O157:H7 strain EDL 933 in the TIM system. In the present

study, the rate of yeast in digestive samples was significantly higher in experiment B (assay
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with the serotype 0157:H7) compared to experiment A. Then, it could be assumed that the
STEC 026:H11 was less impacted by yeasts than 0157:H7, leading to a higher survival at the
end of digestion.

In this study, it has been demonstrated, during digestion of raw milk uncooked pressed
cheeses experimentally contaminated with STEC, that E. coli 026:H11 strain F15338A has a
superior ability to survive in the TIM environment compared with E. coli 0157:H7 721.4. We
hypothesize that this difference results from variation in acid resistance among STEC strains
that may confer them or not an ecological superiority. This implies that a large number of
isolates should be examined to draw conclusions about survival of 0157:H7 and non-0157
STEC, if possible in dynamic multi-compartmental in vitro models that more closely mimic
the human physiological conditions. These data, in combination with the establishment of

virulence traits, should allow having a better risk analysis of STEC contaminated cheeses.
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1 Parameters of gastrointestinal digestion in the TIM system when simulating

digestive conditions of a healthy adult after intake of a solid cheese suspension®

Compartment X:i)tlia(lr::znzt pH/time (min) Secretion t1/2 (min) coeff?cient
Gastric 300 2/0, 6/5,5.7/15, 4.5/45, 0.25 ml/min of pepsin (2080 IU/ml), 0.25 ml/min 85 1.8
2.9/90, 2.3/120, 1.8/240, of lipase (250.5 IU/ml), 0.25 ml/min of HCI (1.5
1.6/300, 1.5/360 M) if necessary
Duodenal 30 Maintained at 6.0 0.5 ml/min of bile salts (4% during the first 30 min

Jejunal
lleal

of digestion and then 2%), 0.25 ml/min of
pancreatic juice (10° USP/ml), 0.25 ml/min of
intestinal electrolyte solution, 0.25 ml/min
of NaHCO3 (1 M) if necessary, 23,600 IU of
trypsin (at the beginning of digestion)
130 Maintained at 6.9 0.25 ml/min of NaHCOs (1 M) if necessary
130 Maintained at 7.2 0.25 ml/min of NaHCOs (1 M) if necessary 250 2.5
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% The power exponential equation (f = 1-2

(t/t1/2)R

, Where f represents the fraction of meal

delivered, t the time of delivery, t;/; the half-time of delivery, and [ a coefficient describing

the shape of the curve) is used for the computer control of gastric and ileal deliveries in the

TIM.

TABLE 2 Selective media used to enumerate STEC strains and the main cultivable cheese

microflora

Microorganism

Selective medium

Incubation’

E. coli 026:H11 strain F15338A
E. coli 0157:H7 strain 721.4

Ripening bacteria

Thermophilic bacterial populations

Mesophilic bacterial populations
Gram-negative bacteria

Facultatively heterofermentative Lactobacilli

Dextrane producing Leuconostoc

Dextrane-negative lactic acid bacteria

Enterococci
Yeasts
Moulds

coli ID medium

0157 ID medium + 0.05 mg/liter
cefixime + 2.5 mg/liter tellurite

Cheese Ripening Bacteria Medium

M17 agar

M17 agar

Plate Count Agar + 1% milk + 5 mg/liter
vancomycin + 5 mg/liter crystal violet

FH agar

Mayeux, Sandine and Elliker agar

Mayeux, Sandine and Elliker agar

Slanetz and Bartley agar

Oxytetracycline Glucose Agar

Oxytetracycline Glucose Agar

1day, 37°C, A
1day, 37°C, A

10 days, 25°C, A
1day, 42°C, A
1day, 30°C, A

2 days, 30°C, A

3 days, 37°C, AN
2 days, 30°C, A
2 days, 30°C, A
2 days, 42°C, A
2 days, 25°C, A
2 days, 25°C, A

? Cultures were incubated aerobically (A) or anaerobically (AN).

TABLE 3 Survival of cheese microflora during cheese manufacture

Microbial counting (logio CFU/g)"

Bacterial populations Oh 1h 2.25h 1d 7d 14d 20d 35d

Experiment A (026:H11)
Ripening bacteria 38 45+01 44+01 6.2+02 7503 67+02 7901 6.8x05
Thermophilic bacterial populations 42 6900 6.6+03 79+02 86+0.1 81+02 85+01 83+0.1
Mesophilic bacterial populations 46 6.8+01 68+0.1 85+01 84+0.1 83+01 85+01 8.7+0.0
Gram-negative bacteria 40 37+01 38+01 63+02 63+02 5901 6.0x02 5902
Facultatively heterofermentative Lactobacili 1.3 1.6+0.1 13+03 4.6%+0.1 69+02 7701 7.7+0.6 8.4+0.2
Dextrane producing Leuconostoc 1.8 1.7+03 15+05 46+0.2 6.0+t0.2 7.0+01 6.8+0.2 7.1+0.1
Dextane-negative lactic acid bacteria 39 41+00 4.2+01 75+06 7301 79+0.1 7.7+03 8.2%0.1
Enterococci 29 29+04 32+01 58+01 6.0+01 68+01 58+06 5701
Yeasts 29 41+01 4101 57+11 74+01 6.0x05 8.0+0.1 6.0x0.6
Moulds 20 22402 21+0.2 34+07 53+04 51205 59+07 54102

Experiment B (0157:H7)
Ripening bacteria 3.7 4900 50+01 65+01 7406 69+04 71+02 7.0+0.2
Thermophilic bacterial populations 3.7 60+01 59+01 72+01 84+01 84+01 83+0.1 85%0.0
Mesophilic bacterial populations 39 6.1+02 62+02 7603 81+02 82+05 8602 8.7%0.0
Gram-negative bacteria 36 4205 37+01 6.0+02 58+01 57+03 5605 5700
Facultatively heterofermentative Lactobacilli 2.9 3.0+0.0 3.0+00 45%+0.1 6605 7.7+05 8.4+0.1 8.7+0.0
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515
516
517
518

519

520
521

522

Dextrane producing Leuconostoc 13 1.0+00 10+00 47102 69t04
Dextane-negative lactic acid bacteria 3.7 49+01 49+01 6.8+0.2 69+0.2
Enterococci 22 18+07 23+03 46%01 49%03
Yeasts 27 41+01 4100 51+03 73%0.7
Moulds 20 2404 2601 33+03 52%0.7

7.5+0.7
7.7+0.6
46+0.1
6.5+0.6
53+05

7.8+0.8
8.3+0.2
5.0+0.6
6.2+0.5
5.2+03

74+03
8.6+0.1
4.8+0.0
5.4+0.0
4.0+0.0

% Major cultivable cheese microflora were measured by plate counting (log,o CFU/g). Data

are means = standard deviations for each experiment (n = 3).

TABLE 4 Acid resistance of STEC strains used in this study

Acido-resistance

Serotype Name (origin) Virulence genes rpoS gadA/B  gadC gadE GAD assay
026:H11 F15338A (raw cow's milk cheese) eae, stx, ++
0157:H7  721.4 (sheep's milk) eae, stx, +-
Experiment A
Raw milk A
I
] ]
| VatA-1 | | vata2 | | vatas
1
I Cheese making with 026:H11 I
| 1
I Cheese A-1-1 I I Cheese A-1-2 I I Cheese A-1-3 I Cheese A-1-4
| | ]
Physico-chemical and microbial analyses I I Artificial digestion I
l
Chalenge test I ISurVival of STEC and cheese microﬂoral
Experiment B
Raw milk B
|
| ]
| Vat B-1 | | vaB2 | [ vaB3
1
I Cheese making with O157:H7 I
| 1
I Cheese B-1-1 I I Cheese B-1-2 I I Cheese B-1-3 I Cheese B-1-4
| | |
Physico-chemical and microbial analyses I I Artificial digestion I
|
Chalenge test I ISurVival of STEC and cheese microfloral

FIG 1 Design of experiments.
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ABSTRACT

Raw milk, raw milk cheeses, and raw ground meat have been implicated in Escherichia coli O157:H7 outbreaks.
Developing methods to detect these bacteria in raw milk and meat products is a major challenge for food safety. The aim of our
study was to develop a real-time PCR assay to detect E. coli O157:H7 in raw milk cheeses and raw ground meat. Well-known
primers targeting a mutation at position +93 of the uidA gene in E. coli O157:H7 were chosen, and a specific TagMan-minor
groove binder probe was designed. This probe targets another mutation, at position + 191 of the uidA gene in E. coli O157:H7.
The first step in the study was to evaluate the specificity of this probe with 156 different O157:H7/NM strains and 48 non-
O157:H7/NM strains of E. celi. The sensitivity of the method was evaluated by pre- and postinoculation of cheeses and meat
enrichments with different E. coli O157:H7 strains. All the E. coli O157:H7 isolates tested were positive, and none of the other
bacteria were detected. Our results indicate that this method is sensitive enough to detect 10 E. coli O157:H7 isolates per ml of
cheese or meat enrichment broth (24 h at 41.5°C) and is more sensitive than the International Organization for Standardization
reference method. We can conclude that this new real-time PCR protocol is a useful tool for rapid, specific, and sensitive
detection of E. coli O157:H7 in raw milk and raw ground meat products.

Shiga toxin—producing Escherichia coli (STEC) is an
important cause of food poisoning outbreaks in humans (10,
28, 36, 46, 53). This pathogen can be responsible for
gastrointestinal diseases such as diarrhea and hemorrhagic
colitis. In some severe cases, complications can cause
hemolytic-uremic syndrome and death (46, 71). Pathogenic
STEC is also called enterohemorrhagic E. coli or EHEC.
STEC isolates are characterized by the production of
cytotoxins named Shiga toxins (encoded by the genes sty
and stx;). STEC may contain other known and as-yet-
unknown virulence factors encoded. for example. by the
genes of the locus of enterocyte effacement pathogenic
island. The locus of enterocyte effacement codes for intimin
(gene eae) and other proteins implicated in attaching and
effacing lesions on the intestinal mucosa. Several patho-
genic serotypes of STEC have been described since the
1980s and have been implicated in outbreaks and hemolytic-
uremic syndrome cases (9, 35, 61, 73). However, the first
STEC serotype to be isolated. E. coli O157:H7. has been
implicated in most of the foodborne outbreaks and
hemolytic-uremic syndrome cases (17, 19, 38, 55, 38, 68).

Cattle are the primary reservoir of E. coli O157:H7
(62). Infected cattle can carry the bacteria in their
gastrointestinal tract without any symptoms of disease (14,

* Author for correspondence. Tel: 433 4 78 87 26 85; Fax: +33 4 78 87
26 69; E-mail: s.miszczycha@vetagro-sup.fr.

29, 57). E. coli O157:H7 is excreted in cattle feces. In the
meat industry, feces and hides are considered to be the main
sources of E. coli O157:H7 carcass contamination during
slaughter and dressing; this mainly occurs during skinning
and evisceration (3, 5, 18). During the mincing process,
whereby meat portions from multiple cows are mixed, one
carcass may contaminate the entire batch of minced meat. E.
coli O157:H7 also may be harbored in raw beef that is used
in the manufacture of other meat products (25), and
contamination rates often increase throughout the process
(45).

In the dairy industry, detailed investigations have
demonstrated that the contamination of raw milk is due to
hygiene problems during milking or postprocessing and that
the contaminating organisms originally derive from the raw
milk or the manufacturing environment (40). Several previous
studies have shown the presence of virulence genes and STEC
strains in raw milk and raw milk cheeses (67, 70). These
products have also been implicated in E. coli O157:H7 disease
(6, 12, 16, 21, 31). Consumption of raw or undercooked
contaminated ground beet or contaminated raw milk cheese
confinues to be a significant public health risk.

Raw ground meat is a very important product in France,
with an estimated output of 242,000 tons in 2009 (one-third
consisting of fresh raw ground beef and two-thirds
consisting of frozen raw ground beef). Raw ground meat
production represented 1.6 billion Euros in 2009 (http://
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www.sniv.fr). Cheese and raw milk cheese are very popular
products worldwide. with output in the European Union
estimated at 9 million tons in 2009 (13). Cheese varieties play
an important part in our countries’ gastronomic identities.
They play a part in community life and an important role in
the economy. as a source of employment and a tourist
attraction. Many countries in the European community have
developed official labels such as PDO (Protected Designation
of Origin) to protect their local cheeses. In France. for
example. there are 1.000 varieties of cheeses and 42 different
PDOs (http://www.fromage-aop.com/).

As a result. the food industry. in particular raw ground
beef and raw milk cheese manufacturers, need fast. sensitive
detection methods for E. coli O157:H7 to ensure a safe food
supply. The development of such methods is a challenge for
the French food industry. The main aim of this study was to
develop a real-time PCR (RT-PCR) assay to detect E. coli
O157:H7 in raw ground meat or raw milk cheeses in a
single PCR assay. using a specific TagMan probe designed
to provide a high specificity. Several authors have worked
on DNA-based approaches but with different methods using
molecular beacons. TagMan probes, scorpion probes. or
SYBR Green (26, 34, 66, 75, 76). In our study, the protocol
was based on the commonly used PCR assay targeting the
highly conserved mutation at position +93 of the widA (jp-
glucuronidase) gene in E. coli O1537:H7 (11, 23, 24, 44).
The TagMan probe was based on another mutation of
0157:H7, at position + 191 of the uidA gene (44).

The first step in the study was designed to evaluate the
specificity of these primers and probe with a large collection
of different bacterial strains. In the second step, the
efficiency and the sensitivity of the method were assessed
with purified E. coli O157:H7 DNA and pre- and
postenrichment inoculation of different E. coli O157:H7
strains in raw ground meat and raw milk cheese.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains. All strains were kept in cryobeads (AEB
400100, AES Laboratories, Combourg. France) and maintained at
—80°C. For the specificity study, 204 gram-positive and gram-
negative bacterial strains (including 156 different E. coli O157:H7/
NM strains and 35 other E. coli strains) were tested. All strains
used in this study are shown in Table 1.

Food samples. A raw milk white-mold rind soft cheese and
fresh raw ground beef (15% fat) were used for the sensitivity tests
(pre- and postenrichment inoculations).

Specificity study. Specificity was tested on the 204 different
bacterial strains described in Table 1. All strains were grown in
brain heart infusion (bioMérieux. Marcy ['Etoile, France),
incubated at 37°C for 24 h, and plated for 24 h at 37°C on plate
count agar (bioMérieux).

Efficiency and sensitivity of the RT-PCR assay. To assess
the efficiency of this RT-PCR protocol, a standard curve was
obtained by PCR amplification of the uidA gene (/1) from the E.
coli O157:H7 Sakai strain. The PCR products (252 bp) were
purified with the Nucleo spin extract Il kit (Macherey-Nagel,
Diiren. Germany). and DNA was quantified by the Qubit platform
according to the manufacturer’s instructions (Invitrogen, Cergy
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Pontoise, France). Genomic DNA from E. coli O157:H7 Sakai was
extracted with the NucliSENS easyMAG platform (bioMérieux).
DNA was quantified with the Qubit platform, and the value was
converted into number of molecules with the equation n = (N, %
)/(660 g/mol x bp). where N, is the Avogadro constant. ¢ is the
DNA concentration in grams per microliter, and bp is the number
of base pairs. The Sakai strain was selected here because the
number of base pairs for this isolate had been previously
established (57). PCR products and genomic DNA were then
serially diluted 10-fold from 10° molecules to 1 molecule per ul
and tested in triplicate with the RT-PCR assay. Amplification
efficiency (E) was estimated by using the slope of the standard
curve and the formula £ = (107 1/5°pe) _ |

The sensitivity experiments were performed with one pure-
strain culture of E. coli O157:H7 chosen at random (strain ENV
166). After growth in brain heart infusion (24 h at 37°C)
and turbidity measurements using a Densimat photometer
(bioMérieux), 10-fold serial dilution of 10° CFU of these strains
per ml in tryptone salt (bioMérieux) was performed. DNA from
each sample was extracted with NucliSENS easyMAG and tested
by RT-PCR. Inoculation levels were checked by plating inocula on
plate count agar. Colonies were counted after 24 h of incubation at
377

Sensitivity of the RT-PCR assay in food enrichment
broths. Two different experiments were carried out: (i) a
preenrichment inoculation was performed to provide a realistic
scenario of the contamination that can occur in a food system, and
(ii) a postenrichment inoculation was performed in order to check
the limit of the RT-PCR detection.

Five E. coli O15T:H7 strains from different sources were
selected: LS 32 (human stools). ENV 166 (environment). 8073 4-1
(cheese), SB 55-1 (ground meat), and 39239 (slaughterhouse). All
the inoculations were performed in triplicate and at random.

For the preenrichment inoculation, the E. coli O157:H7
strains were cultured separately in buffered peptone water (BPW;
bioMérieux) at 37°C for 18 to 24 h and then serially diluted in
tryptone salt. They were then inoculated separately into 25-g
samples of cheese or meat at a rate of 1 to 5 CFU/25 g, to
simulate natural contamination. After homogenization and before
the enrichment protocol, the stomacher bags were stored
overnight (16 h) at 4°C to obtain cold-adapted strains. Inoculation
levels were checked by plating the inocula on plate count agar.
Colonies were counted after 24 h of incubation at 37°C.
Enrichment broths were tested for the detection of E. coli
O157:H7 after 24 h of incubation.

For the raw milk cheese. the enrichment protocol consisted of
225 ml of prewarmed medium, i.e., modified tryptone soya broth
(BioRad, Marnes-la-Coquette, France) with 20 mg of novobiocin
(International Organization for Standardization [ISO] method
16654:2001) per ml added to a stomacher bag containing 25 g of
cheese. After homogenization, the stomacher bags were incubated
for 24 h at 41.5°C.

For the raw ground beef, the enrichment protocol consisted of
225 ml of prewarmed BPW added to a stomacher bag containing
25 g of meat (63). After homogenization, the stomacher bags were
incubated for 24 h at 41.5°C.

For the postenrichment inoculation, after 24 h of broth
enrichment incubation, the enrichment broths (cheese and meat)
were inoculated with different amounts of E. coli O157:H7 strains.
More precisely, after growth in brain heart infusion (24 h at 37°C),
10-fold serial dilutions of 10% CFU of these E. coli O15T:H7
strains per ml were performed to inoculate the enrichment broths at
10" to 10° CFU/ml. Inoculation levels were checked by plating
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TABLE 1. Bacterial strains tested with the RT-PCR protocol studied”

Virulence genes

No. of isolates for which

Bacterial species Serotype No. of isolates  eae” st© st LoP3-17 LoP3-17 was positive
E. coli 0157:H7 11 + + + + 11
62 + = + + 62
17 + + = + 72
7 + - - + 7
O157:NM sor+ GUD+ 2 + - - + 2
O15T:NM 2 + + + + 2
O157:ND 1 = — = = 0
O15T:H16 2 + - - - 0
OND:H7 1 + = = = 0
055:H7 1 + — + == 0
026:H11 2 + at - - 0
1 + = + = 0
1 + - - - 0
026:ND 1 + = - - 0
0103:H2 1 - — - = 0
1 + + - - 0
3 - - - - 0
O111:H8 2 + - - - 0
1 - + = — 0
0145:H28 1 + + - - 0
2 ok - - - 0
0123:H2 1 + = + = 0
O6:H10 1 = + + = 0
Ont:H8 1 - -+ + - 0
0166:H28 1 = = =+ = 0
O11:H43 1 = 5 i =~ 0
06:H1 2 + + - 0
06:H10 1 = S = = 0
O174:H8 1 + + + = 0
ND 1 + - - - 0
1 = + = = 0
3 = = = = 0
Hafnia alvei 1 ND ND ND = 0
Citrobacter freundii 1 ND ND ND = 0
Salmonella Infantis 1 ND ND ND - 0
Salmonella Typhimurium 1 ND ND ND = 0
Salmonella enteritidis 1 ND ND ND - 0
Proteus vulgaris 1 ND ND ND = 0
Klebsiella pneumoniae 1 ND ND ND - 0
Shigella sonnei 1 ND ND ND - 0
S. boydii 1 ND ND ND = 0
Staphylococcus aureus 1 ND ND ND - 0
Listeria monocytogenes 1/2b 1 ND ND ND - 0
L. innocua 1 ND ND ND = 0
L. ivanovii 1 ND ND ND = 0

4 —, not detected: +. detected (Cy range. between 18 and 25): ND, not determined: sor+, sorbitol fermenting; GUD +. B-glucuronidase

positive.
» Data from Nielsen and Andersen (47).
“ Data from Perelle et al. (54).

inocula on plate count agar. Colonies were counted after 24 h of

incubation at 37°C.

DNA purification. For pure colonies, a single colony was
boiled in DNA/DNase—{ree water for 15 min and then centrifuged
for 3 min at 16,000 x g. The supernatant containing the DNA was

stored at —20°C until use.

For the enrichment broths, DNA was extracted using the
NucliSENS easyMAG (bioMérieux) according to the manufacturer’s
instructions. DNA extractions were stored at —20°C. The recovered
DNA was eluted and concentrated in 50 pl of the elution buffer.

Detection of the target bacteria by RT-PCR. The two
primers for the particular mutation at the 4 93 position of the uidA
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TABLE 2. Nucleotide sequences of primers and fluorogenic
probes

Primer or Expected
probe Sequence (5'-3") size

PT-2 GCG AAA ACT GTG GAA TTG GG

PT-3 TGA TGC TCC ATC ACT TCC TG 252 bp

LoP3-17 FAM-TAT GT*G GGC AAC

GTC-NFQMGB

“#_ C-o-T mutation (+ 191 with respect 1o ATG start codon of
uidA open reading frame) targeted by our probe.

gene were obtained from a previously published sequence (117).
The primers and probe are described in Table 2. TagMan probe
LoP3-17 was designed from the uidA gene sequence (GenBank
accession no. AF305917) and was obtained from Applied
Biosystems (Foster City, CA). It was labeled with 5'-FAM (6-
carboxyfluorescein) and 3" MGB/NFQ (a nonfluorescent quench-
er) conjugated with a minor groove binder.

Each reaction mixture (30 pl) consisted of 1x TagMan
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), 900 nM forward
and reverse primers, 75 nM LoP3-17 probe, 1 x IPC Mix and IPC
DNA (TagMan Exogenous Internal Positive Control Reagents,
Applied Biosystems), molecular-grade H,O, and 3 pl of template
DNA.

Thermal cycling and detection were performed using StepOne
Plus (Applied Biosystems). For the PCRs, samples were heated at
95°C for 10 min, followed by 40 cycles of melting at 95°C for 10 s
and an annealing/extension step at 63°C for 30 s. Determination of
the virulence genes eae, stxy, and stx> and confirmation of the O
antigen of E. coli O157 and the flagellar H7 antigen gene were done
with the protocol previously described by Nielsen and Andersen
(47) and Perelle et al. (54). Fluorescence generation was monitored
for each sample at the end of the elongation steps. A fluorescent
signal 10 times higher than the standard deviation of the mean
baseline emission was indicative of positive detection (54).

ISO method. In parallel with the above-described method, E.
coli O157:H7 was detected from inoculated cheese and meat by the
genetic method described in ISO 16654:2001. Immunomagnetic
separation (IMS) was performed with specific anti-E. coli O157
Dynabeads (Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions.
The immunoconcentrated solution of E. coli O157 collected was
streaked onto specific media O157:H7 1D (bioMeérieux) and sorbitol
MacConkey agar (Biokar, Beauvais, France), with and without the
addition of 0.05 mg of cefixime per liter and 2.5 mg of tellurite per
liter. After 24 h of incubation at 37°C, presumptive colonies were
tested with the DR 0620M E. coli O157 latex test (Oxoid).

Statistical analysis. R was used for the statistical analysis
(analysis of variance) (56).

RESULTS

Specificity of the RT-PCR assay. All the 156 E. coli
OI57:H7 and E. coli O157:NM isolates tested were positively
recognized, with a threshold cycle (Cp) range of 18 to 25
(Table 1). None of the 48 other strains were positively detected.

Sensitivity of the RT-PCR assay. All Cy values below
38 were considered positive. The sensitivity and efficiency
of the protocol were evaluated with purified amplicons of
the targeted DNA sequence detected by the RT-PCR assay.
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FIGURE 1. Sensitivity of the real-time PCR assay with amplicon
copies of the uidA gene (A), complete DNA genome of E. coli
Q157:H7 Sakai (B), and DNA extracted from pure culture of E.
coli Q157:H7 ENV 166 (C).

This assay detected 3 copies of the target gene per reaction
with good efficiency (95%) and high linearity over a 6-log
range of 10° 10 3.10° copies of each target per reaction
(Fig. 1). The detection level for the total genomic DNA of
the E. coli O157:H7 strain used was 10 copies per PCR
(Fig. 1). From this pure culture, the method was sensitive
enough to detect 30 CFU of E. coli O157:H7 per ml with
high linearity and reproducibility.

The results of the postenrichment protocol are shown in
Table 3. No E. coli O157:H7 organisms were detected in the
uninoculated sample. One-way analysis of variance of the
Cr values at the same concentration for each matrix (meat
and cheese) showed no significant difference for any of the
E. coli OI57:H7 strains (P > 0.05). This method was
sensitive enough to detect between 10% and 10° CFU/ml in
cheese enrichment broth with great reliability. The same
sensitivity was observed in meat enrichment broth. At 10"
CFU/mL none of the assays were positive.

For the preenrichment protocol, the results are shown in
Table 4. No E. coli O157:H7 organisms were detected in the
uninoculated sample. In cheese, 13 samples were positively
recognized by the RT-PCR assay with a C value below 38.
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TABLE 3. Sensitivity of the real-time PCR assay in raw milk cheese and raw ground beef after postenrichment inoculation of the five
different strains of E. coli 0157:H7"

Strain 39239

Strain 8073 4-1 Strain LS 32 Strain SB 55-1 Strain ENV 166

log CFU/ml  Avg Cy (SD) log CFU/ml Avg Cy (SD) log CFU/ml Avg Cy (SD) log CFU/ml Avg Cy (SD) log CFU/ml Avg Cr (SD)

Postinoculation in raw milk cheese

6 24.94 (0.41) 6 25.79 (1.19) 6 25.57 (0.23) 6 25.15 (0.32) 6 24.82 (0.09)
5 27.35 (0.21) 5 28.75 (0.78) 5 27.85 (0.07) 5 29.2 (0.99) 5 27.2 (0.28)
4 30.6 (0.28) 4 32.85 (2.19) 4 30.85 (0.07) 4 31.35 (0.07) 4 30.5 (1.27)
3 34.15 (0.78) 3 35.6 (0.99) 3 34.15 (0.07) 3 34.85 (0.21) 3 33.7 (0.28)
2 37.05 (0.07) 2 37.6 (042) 2 36.8 (0.28) 2 37.91 (0.04) 2 36.25 (0.49)
| ND 1 ND 1 ND | ND | ND
Postinoculation in raw ground beef

6 24.70 (0.07) 6 25.49 (0.12) 6 24.67 (0.38) 6 25.35 (0.07) 6 25.49 (0.9)
5 28.13 (0.01) 5 28.36 (0.14) S 27.99 (0.22) 5 28.75 (0.36) 5 28.27 (0.31)
4 30.52 (0.12) 4 31.01 (0.15) 4 30.5 (0.01) 4 31.16 (0.24) 4 30.89 (0.62)
3 33.86 (0.04) 3 33.99 (0.05) 3 33.88 (0.23) 3 34.37 (0.02) 3 34.05 (0.28)
2 37.38 (0.28) 2 36.74 (0.19) 2 37.13 (0.34) 2 37.95 (1.11) 2 36.46 (0.56)
| ND 1 ND 1 ND | ND | ND

“ Assays were done in triplicate. ND, not detected.

One assay showed a Cg value higher than 38. It was
considered a negative result. In another assay, no STEC
O157:H7 strain was detected. The ISO IMS reference
method was applied to evaluate our RT-PCR results.
Twelve of the 13 strains identified with Ct values below
38 were confirmed by the IMS method: the other assay did
not show positive results. None of the ENV 166 strains were
isolated by the IMS method. In meat, 15 assays tested
positive by the RT-PCR with a Ct value of less than 28. The
15 assays tested positive by the IMS ISO reference method.

DISCUSSION

E. coli O157:H7 has been implicated in the majority of
foodborne outbreaks and hemolytic-uremic syndrome cases
involving STECs. In recent years, raw and cooked milk
cheeses have been implicated in STEC disease (6).
Pathogenic bacteria that can be transmitted by cheese
varieties are of great importance to the dairy industry. Other
major food sources associated with foodborne E. coli
0157:H7 infection are beef products such as ground beef
(32, 38), a highly perishable and popular product. The
sensitivity, specificity. and speed of testing methods for E.
coli O157:H7 are of great interest to the food industry and
would benefit consumers. The French authorities recom-
mend a search for various highly pathogenic STEC
serotypes including O157:H7 (1). Methods for detecting
these pathogenic bacteria in food are therefore crucial.

The aim of this study was to develop a specific and
sensitive PCR method to detect E. coli O157:H7 in raw milk
cheese and raw ground meat. For this reason, the primers
described previously by Cebula et al. (/7), PT-2 and PT-3,
were used. They targeted the highly conserved +93
mutation of the uidA gene to identity the O157:H7 serotype
(11, 34, 44, 75, 76). More precisely, a double mismatch
built into the 3" end of the forward primer reduces
amplification of the non-O157:H7 wuidA gene (11). But

where a double mismatch exists in non-O157:H7 genotypes.
only a single mismatch to the O157:H7/H  widA sequence
occurs, resulting in preferential amplification of serotype
O157:H7/NM. Targeting this region thus identities E. coli
0157:H7 in one step. without testing for O157 antigen and
H7 flagellar antigen separately. It saves time and money. is
casily reproducible, and can be useful in characterizing the
serotype of an unknown strain.

The specific probe LoP3-17 was based on another
mutation in the P-glucuronidase gene at position + 191
(44). In that study, this mutation, like the +93 mutation,
resulted in amino acid changes. but none of these mutations
inhibited p-glucuronidase activity. Monday et al. (44) have
postulated that the loss of [-glucuronidase activity was the
result of a G-G insertion at position 686, causing a
frameshift and early termination of the enzyme. The loss of
B-glucuronidase activity appeared after the loss of the
sorbitol fermentation. We chose this + 191 mutation
because other authors have since used it to the build the
uidAR383 primer (34, 75, 76). Protocols using this primer
coupled with other primers or probes targeting the +93
mutation of uidA have proved to be specific to E. coli
O157:H7/NM. The method can be made more specific by
targeting both of these mutations together. The hybridiza-
tion temperature used for the two primers was 63°C as
described previously (71). This temperature was used for the
hybridization and elongation step in this protocol. The
LoP3-17 probe was built in order to place the mismatch in
the central third of the probe in such a way as to maximize
differences in duplex stability between matched and
mismatched sequences (4/). A nontluorescent quencher
conjugated with a minor groove binder was used to increase
the stability of the duplex probes and single-stranded DNA
targets (39).

In addition, the use of an internal positive control
(Applied Biosystems) enabled us to detect PCR inhibition
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TABLE 4. Detection of E. coli OI57:H7 in raw milk cheese and raw ground beef during the preenrichment protocol by RT-PCR and

IMS assays”
Preinoculation in raw milk cheese Preinoculation in raw ground beef
RT-PCR LoP317 RT-PCR LoP317
Strain Detection Cy value Detection by IMS Strain Detection Cr value Detection by IMS
LS 32 + 36.9 + LS 32 + 26.5 0
+ 31.8 + + 278 ot
+ 30.9 + + 26 +
39239 + 36.1 I 39239 + 239 *
+ 35.6 + + 22.8 o
+ 36.3 + + 252 +
ENV 166 = ND = ENV 166 + 277 *
- 39.3 - =tz 246 sl
s 31 = + 247 +
8073 4-1 He 36.2 4 8073 4-1 H 279 2
= 35.6 =k 2 ¢ 245 sl
S 36.1 s} s 25 +
SB 55-1 He 35 4 SB 55-1 e 23.1 o iy
+ 34 + + 24.6 +
S 32.6 <1 = 24.1 +
Control = ND = Control = ND =

“ Assays were done in triplicate. 4, organism detected: —, organism not detected;: ND. not detected.

and false-negative results. Food matrices, raw milk cheese
and raw ground meat in particular, are compositionally
complex, with high levels of background microflora,
proteinase, and fat that could inhibit PCR (30, 59, 60, 63,
64).

A large collection of different strains were tested to
ensure the specificity of this RT-PCR protocol. All the E.
coli O157:H7 and E. coli O157:NM strains were positively
recognized by the RT-PCR. even the sorbitol-fermenting
and P-glucuronidase—positive strains. The currently used
sorbitol test or B-glucuronidase activity test on selective
agar (7) yields ambiguous results because these media
cannot distinguish sorbitol-fermenting or B-glucuronidase—
positive E. coli O157:H7 strains. Moreover, strains that are
known with various E. coli O157:H7
detection tools were negatively recognized, such as E. coli
055:H7 (which is believed to be the ancestor of E. coli
0157:H7 (24, 74)) and non-H7 E. coli O157, which can be
positively recognized by other methods (8, 42, 48, 49, 65).

The performance of this protocol was evaluated with
amplicons of the target and purified genomic DNA of E.
coli O15T:HT strains. A detection threshold of 3 copies of
the amplicon and 10 copies of the genomic DNA per PCR
was determined with high efficiency and reproducibility.
This sensitivity was confirmed by the assay with a pure
culture strain, which allowed detection of 30 to 100 CFU of
E. coli O157:H7 per ml.

In an attempt to confirm the same level of sensitivity in
a complex mafrix. real-time PCR was performed in
artificially inoculated cheese enrichment broth. Five E. coli
O157:H7 strains from different origins were selected. They
possessed the eae, stxy, and stx, genes. Raw milk white-
mold rind soft cheese was chosen because it is an emblem of

to cross-react

French gastronomy. This type of cheese was implicated in
an outbreak in France in 2005 (20). Raw ground beef was
chosen because the presence of E. coli O157:H7 in ground
beetf continues to present a significant health risk worldwide
(22).

The postenrichment protocol showed that this RT-PCR
assay was sensitive enough to detect E. coli O157:H7/NM at
a level of 10° E. coli isolates per ml of cheese or meat
enrichment broth.

Other studies based on scorpion probe RT-PCR or IMS
combined with a TagMan PCR assay reported a detection
limit for E. coli O157:H7 of 10> CFU/ml in pure broth
culture and 10° CFU/ml in skim milk or raw ground beef
enrichment broth (27, 66). Similar detection levels, between
2 x 10%and 1 % 10* CFU/ml in pure broth culture. have
been previously determined with molecular beacon probes
(26). Our protocol provided a lower detection level of E.
coli O157:H7 than these other methods in food enrichment
broth.

The aim of the preenrichment protocol was to simulate
natural contamination with cold-adapted strains. The cheese
enrichment procedure was the same as described in ISO
16654:2001. and the results of the RT-PCR assays were
compared with the IMS method. BPW was chosen for raw
ground meat enrichment because it has been reported to
perform better than five other enrichment media (modified
tryptone soya broth. modified E. coli broth. EHEC broth,
and modified BPW) for enhancing the growth of the strains
tested and improving the sensitivity of detection methods
(33, 50). For the cheese assay, 13 of the 15 assays tested
positive by this method and | assay was identified with a Ct
value higher than 38, which may be dubious and was not
identified by the IMS method. Indeed. interpretation of high
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Cr values is difficult and generally arbitrary (43). Another
sample was negatively recognized by both IMS and RT-
PCR. The possibility that no E. coli O157:H7 organisms
were inoculated in these two cheese samples cannot be
excluded.

One positive sample with a Ct value below 38 was not
detected by IMS. IMS appears to be less sensitive for
detection than RT-PCR (4, 72). Even though detection and
strain isolation are not comparable, it must be emphasized
that STEC isolation methods are substantially less sensitive
than molecular methods for detecting these pathogens (52).
Nevertheless. isolation of a live pathogen culture is still
essential and has to be improved.

Various factors might explain the high Cp values
recorded for the cheese matrices. First of all, the inoculation
level used for this experiment was equivalent to 0.04 to 0.2
CFU/g. Recorded STEC contamination levels in milk
products are <1 CFU/ml (6, 15). After cheese inoculation,
samples were stored overnight at 4°C: food products,
cheeses particularly, are generally refrigerated. Since
refrigeration may cold adapt STEC strains, it is necessary
to be able to detect cold-adapted E. coli O157:H7 strains
(69). Raw milk cheese with an indigenous microflora was
used for this assay. Little is understood about the
interactions that can occur between E. coli O157:H7 and
the natural microflora found in cheese (6), so competition
during enrichment cannot be excluded. All these elements
might explain the high C; values after enrichment.
indicating limited growth of STEC. The enrichment
procedures for raw milk cheese samples need improvement.
Finally. all strains not recognized by the IMS method were
the same strain: E. coli O157:H7 ENV 166. It cannot be
excluded that this strain is more sensitive to stress (cold or
competition from natural microflora of cheese) and cannot
grow on specific media after IMS owing to a viable but
nonculturable state (2, 37). For the meat assays, all 15
assays were positively recognized both by our RT-PCR
method and by IMS. In contrast to the cheese assays, all Cr
values recorded after enrichment were below 28, suggesting
that the E. coli O157:H7 strains were growing strongly.
Savoye et al. (63) have demonstrated that the BPW and
conditions used (e.g.. 25 g of sample and enrichment at
41.57°C for 24 h) allow E. coli O157:H7 to grow despite the
background microflora of the raw ground meat.

To conclude. this article has described a new low-cost.
rapid, one-step detection method for E. coli O157:H7 in raw
milk cheese and raw ground meat.
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