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Résumé : 

Les Escherichia coli producteurs de Shiga-toxines (STEC) sont des bactéries pathogènes 

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 O157: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 deuxième temps, nous avons analysé le 

comportement et la survie de STEC ayant survécu à la fabrication d’un fromage au cours 

d’une digestion artificielle. 

Nos résultats ont montré que certaines technologies sont favorables à 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 O157:H7 étaient plus faibles que pour les souches E. coli non-O157: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 O157:H7 a survécu à la 

digestion tandis que celle de sérotype O26:H11 s’est fortement développée en fin de 

digestion. 

 

Mots clefs : 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 O157:H7 during 

cheese manufacturing: little is known about the behavior of non-O157: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 O157:H7 and non-O157: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 O157: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 O157:H7 strain was able 

only to survive whereas the E. coli O26:H11 strain knew an important growth at the end of 

digestion. 

 

Keywords : STEC, raw milk cheeses, behavior, digestion. 



12 

 

Table des matières  
 

Remerciements : .................................................................................................................. 3 
Résumé : ............................................................................................................................ 10 
Abstract : ........................................................................................................................... 11 
Liste des tableaux : ............................................................................................................ 16 
Liste des figures : ............................................................................................................... 17 
Liste des abréviations : ...................................................................................................... 19 

INTRODUCTION .............................................................................................................. 20 
Avant propos ..................................................................................................................... 21 
Axes d’études .................................................................................................................... 23 

MEMOIRE BIBLIOGRAPHIQUE ......................................................................................... 25 
CHAPITRE 1. GENERALITES RELATIVES AUX ESCHERICHIA COLI PRODUCTEURS DE SHIGA-TOXINES (STEC) 26 

1. Données taxonomiques ................................................................................................. 26 
1.1. L’espèce Escherichia coli ........................................................................................ 26 
1.2. Classification des Escherichia coli en sérogroupes et en sérotypes ....................... 27 
1.3. Les antigènes somatiques ...................................................................................... 28 
1.4. Les antigènes flagellaires........................................................................................ 29 
1.5. Classification médicales en pathotypes des E. coli responsables de troubles 
intestinaux ..................................................................................................................... 29 

2. Les STEC pathogènes ..................................................................................................... 33 
2.1.  Définition de l’ANSES ............................................................................................. 33 
2.2. Pathogénicité .......................................................................................................... 35 
2.3. Les facteurs de virulence des STEC ........................................................................ 35 
2.4. Définition française du STEC pathogène ................................................................ 51 

3. Aspect clinique et symptômes liés aux EHEC ................................................................ 51 
3.1. La colite hémorragique .......................................................................................... 52 
3.2. Le SHU .................................................................................................................... 52 
3.3. Le PTT ..................................................................................................................... 54 

4. Epidémiologie ................................................................................................................ 55 
4.1. Le réservoir animal ................................................................................................. 56 
4.2. Les modes de transmission .................................................................................... 57 
4.3. Principales épidémies ............................................................................................. 60 

5. Recherche d’E. coli O157:H7 et des STEC dans les aliments ......................................... 66 
5.1. L’enrichissement des matrices alimentaires .......................................................... 70 
5.2. Détection des STEC ................................................................................................. 72 
5.3. L’étape de confirmation ......................................................................................... 74 
5.4. Les différents milieux d’isolement ......................................................................... 74 
5.5. Confirmation du sérotype et des facteurs de virulence de la souche ................... 76 

Points clefs ........................................................................................................................ 77 
CHAPITRE 2. STEC ET PRODUITS LAITIERS ................................................................................... 79 

1. Excrétions des STEC par les ruminants laitiers .............................................................. 79 
2. Sources et circulation des STEC dans les fermes ........................................................... 82 

2.1. Survie dans les fèces ............................................................................................... 83 



13 

 

2.2. Survie des STEC dans la ferme................................................................................ 83 
2.3. Survie des STEC dans l’alimentation des ruminants .............................................. 84 
2.4. Survie des STEC dans les nappes phréatiques et le sol .......................................... 85 

3. Prévalence des STEC dans les produits laitiers .............................................................. 86 
3.1. Prévalence des STEC dans le lait cru ...................................................................... 86 
3.2. Prévalence des STEC dans les fromages et autres produits laitiers ....................... 87 

4.  Epidémies liée à la présence de STEC dans les produits laitiers ................................... 89 
5. Mesures de prévention des contaminations du lait et des produits laitiers ................. 91 

5.1. Intervention en amont de la traite ......................................................................... 91 
5.2. Intervention en aval de la traite ............................................................................. 93 
5.3. Risques de persistance des souches sous forme de biofilms................................. 94 

6. La technologie fromagère ............................................................................................. 95 
6.1. Généralités sur la technologie fromagère.............................................................. 96 
6.2. Principales étapes de la fabrication du fromage .................................................... 99 
6.3. Facteurs intrinsèques ayant un impact sur les STEC au cours de la fabrication et 
de l’affinage du fromage ............................................................................................. 101 
6.4. Facteurs environnementaux ayant un impact sur les STEC au cours de la 
fabrication et l’affinage du fromage ........................................................................... 107 
6.5. Conclusion ............................................................................................................ 109 

7. Comportement des STEC au cours de la fabrication et de l’affinage des fromages ... 110 
8. Comportement au cours de la digestion ..................................................................... 113 
Points clefs ...................................................................................................................... 114 
Valorisation ..................................................................................................................... 115 
Conclusion du mémoire bibliographique ........................................................................ 116 

MEMOIRE EXPERIMENTAL ............................................................................................. 117 
CHAPITRE 3. ETUDE DU COMPORTEMENT DE DIFFERENTS SEROTYPES DE STEC DANS LES MATRICES 

FROMAGERES A BASE DE LAIT CRU ............................................................................................... 119 
1. Introduction ................................................................................................................. 119 
2. Matériel et méthodes .................................................................................................. 121 

2.1. Souches bactériennes ........................................................................................... 121 
2.2. Inoculation ............................................................................................................ 121 
2.3. Fabrication des fromages ..................................................................................... 124 
2.4. Analyse physico-chimique .................................................................................... 124 
2.5. Echantillonnage, dénombrement et détection des souches STEC ...................... 125 
2.6. Confirmation et caractérisation des bactéries par PCR en temps réel ................ 127 
2.7. Analyses statistiques ............................................................................................ 128 

3. Résultats ...................................................................................................................... 129 
3.1. Fromage de type Pâte Persillée (PP – lait cru de brebis) ..................................... 129 
3.2. Fromage de type Pâte Pressée Non-Cuite avec un Affinage Long (PPNC1-AL – lait 
de vache) ..................................................................................................................... 130 
3.3. Fromage de type Pâte Pressée Non-Cuite avec un Affinage Court (PPNC2-AR – lait 
de vache) ..................................................................................................................... 131 
3.4. Fromage de type Pâte Pressée Cuite (PPC- lait cru de vache) ............................. 134 
3.5. Fromage de type Lactique Chèvre (LC – lait de chèvre) ....................................... 135 
3.6. Recherche de la présence du gène stx en fin d’affinage pour les fromages de type 
Pâte Persillée ............................................................................................................... 136 



14 

 

4. Discussion .................................................................................................................... 137 
4.1. Facteurs inhibant la croissance des STEC ............................................................. 137 
4.2. Facteurs permettant une augmentation du taux de STEC ................................... 138 
4.3. Facteurs permettant une diminution du taux de STEC au cours de l’affinage .... 139 
4.4. Effet sérotype ....................................................................................................... 141 
4.5. Présence du gène stx en fin d’affinage ................................................................ 142 

5. Conclusion ................................................................................................................... 142 
6. Valorisation ................................................................................................................. 144 

6.1. Publication ............................................................................................................ 144 
6.2. Communications orales ........................................................................................ 144 
6.3. Posters .................................................................................................................. 145 

CHAPITRE 4. ETUDE DU COMPORTEMENT DE SOUCHES STEC APPARTENANT AU SEROTYPE O26:H11 ET 

AU SEROTYPE O157:H7 AYANT SURVECU AU PROCESSUS DE FABRICATION FROMAGER AU COURS D’UNE 

DIGESTION ARTIFICIELLE. ........................................................................................................... 147 
1. Introduction ................................................................................................................. 147 
2. Matériel et méthodes .................................................................................................. 148 

2.1. Souches bactériennes ........................................................................................... 148 
2.2. Inoculation ............................................................................................................ 151 
2.3. Fabrication des fromages ..................................................................................... 151 
2.4. Digestion artificielle par le TIM ............................................................................ 152 
2.5. Analyse du bleu dextran ....................................................................................... 153 
2.6. Echantillonnage .................................................................................................... 153 
2.7. Dénombrement et détection des STEC ................................................................ 154 
2.8. Confirmation et caractérisation des bactéries par PCR en temps réel ................ 156 
2.9. Analyses microbiologiques ................................................................................... 157 
2.10. Analyse physico-chimique .................................................................................. 158 
2.11. Expression des Shiga-toxines ............................................................................. 158 
2.12. Analyses statistiques .......................................................................................... 159 

3. Résultats ...................................................................................................................... 160 
3.1. Acido résistance ................................................................................................... 160 
3.2. Flores microbiennes des fromages ...................................................................... 160 
3.3. Caractéristiques physico-chimiques ..................................................................... 161 
3.4. Digestion artificielle dans le TIM .......................................................................... 161 
3.5. Expression des Shiga-toxines ............................................................................... 165 

4. Discussion .................................................................................................................... 167 
4.1. Comportement des différentes microflores dans le fromage ............................. 167 
4.2. Evolution des STEC au cours de la digestion ........................................................ 168 
4.3. Evolution des autres flores microbiennes au cours de la digestion .................... 170 
4.4. Effet sérotype ....................................................................................................... 170 
4.5. Expression des Shiga-toxines ............................................................................... 173 

5. Conclusion ................................................................................................................... 173 
6. Valorisation ................................................................................................................. 175 

DISCUSSION ET CONCLUSION ......................................................................................... 176 
1. Croissance et survie des STEC dans les fromages à base de lait cru ........................... 177 

1.1. Impact des facteurs physico-chimiques ............................................................... 177 
1.2. Effet sérotype ....................................................................................................... 178 



15 

 

1.3. Retombées pour les filières fromagères .............................................................. 179 
2. Survie au cours de la digestion .................................................................................... 181 

2.1. Comportement des STEC au cours de la digestion artificielle ............................. 182 
2.2. Pathogénicité ? ..................................................................................................... 183 
2.3. Perspectives.......................................................................................................... 184 

3. Conclusion générale .................................................................................................... 185 

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES ................................................................................... 186 

ANNEXES ....................................................................................................................... 230 

ANNEXE 1 - TRAVAUX SUR LA PRESENCE DES STEC ET LA PREVALENCE DES GENES STX 
DANS LE LAIT CRU (FARROKH ET AL., 2012). ................................................................... 231 

ANNEXE 2 - TRAVAUX SUR LA PRESENCE DES STEC ET LA PREVALENCE DES GENES STX 
DANS LES FROMAGES ET AUTRES PRODUITS LAITIERS DIFFERENTS DU LAIT (FARROKH ET 
AL., 2012). ..................................................................................................................... 239 

ANNEXE 3 - EPIDEMIES PROVOQUEES PAR LES STEC IMPLIQUANT LE LAIT ET LES PRODUITS 
LAITIERS  (FARROKH ET AL., 2012). ................................................................................. 244 

ANNEXE 4 – PUBLICATION 1. .......................................................................................... 252 

ANNEXE 5 – PUBLICATION 2. .......................................................................................... 276 

ANNEXE 6 - COMMUNICATIONS ORALES. ....................................................................... 286 

ANNEXE 7 – POSTER 1. ................................................................................................... 289 

ANNEXE 8 - POSTER 2. .................................................................................................... 291 

ANNEXE 9 – PUBLICATION 3. .......................................................................................... 293 

ANNEXE 10 – PUBLICATION 4. ........................................................................................ 316 
 

  



16 

 

 Liste des tableaux : 

 
Tableau 1. Principaux caractères permettant la différenciation des espèces du genre 

Escherichia (E. coli, E. hermanii, E. vulneris, E. fergusonii). ................................................. 27 

Tableau 2. Classification des sérotypes de STEC en séropathotype (Karmali et al., 2003). ... 34 

Tableau 3. Résumés des mécanismes de résistance à l’acidité (Peng et al., 2011 ; Zhao & 

Houry, 2010). .................................................................................................................. 48 

Tableau 4. Principales épidémies dues aux STEC dans le monde depuis 1982. .................... 60 

Tableau 5. Prévalence des différents sérogroupes de EHEC impliqués dans les cas de SHU en 

France. ............................................................................................................................ 64 

Tableau 6. pH des gels en fonction du type de coagulation (Ramet, 1985). ....................... 101 

Tableau 7. Teneur en sel de quelques fromages (Mahaut et al., 2000) .............................. 104 

Tableau 8. Souches utilisées lors de cette étude. ............................................................. 123 

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

conservation du fromage de type pâte persillée. .............................................................. 136 

Tableau 10. Souches utilisées au cours de l’expérimentation digesteur. ............................ 150 

Tableau 11. Points de prélèvements : TIM. ...................................................................... 155 



17 

 

Liste des figures : 

 
Figure 1. Pathogénie associée aux six classes d’E. coli responsables de diarrhées (Nataro & 

Kaper, 1998). ................................................................................................................... 30 

Figure 2. Diagramme de Venn illustrant le système de classification actuel des 

AEEC/EPEC/STEC/EHEC à partir des signes cliniques et des facteurs de virulence associés aux 

souches d’E. coli (Naylor et al., 2005). Les surfaces des disques et intersections ne sont pas 

proportionnelles à la prévalence des différents types d’E. coli. .......................................... 33 

Figure 3. Traffic intra-cellulaire de la Shiga toxine (Johannes & Römer, 2010). ................... 37 

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).................................................................................... 39 

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

flèches indiquent la fonction des gènes correspondants (Garmendia et al., 2005). ............. 41 

Figure 6. Répartitions des gènes nle sur les différents îlots de pathogénicités (Coombes et al., 

2008). ............................................................................................................................. 45 

Figure 7. Systèmes d’acido-résistance dépendant d’acides aminés chez E. coli (Zhao & Houry, 

2010). ............................................................................................................................. 47 

Figure 8. Mécanismes de résistance à l’acidité rencontrée dans l’estomac (Hong et al., 2012).

 ....................................................................................................................................... 50 

Figure 9. Evolutions cliniques après ingestion de souches EHEC (Tarr et al., 2005). ............. 54 

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

réservoir animal et l’homme (AFSSA, 2003). ..................................................................... 57 

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

Italie (Scavia et al., 2012). ................................................................................................ 64 

Figure 12. Protocole simplifié de recherche des STEC. ....................................................... 67 

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

norme ISO-TS 13136. ....................................................................................................... 70 

Figure 14. Les grandes étapes de la fabrication fromagère. ............................................... 98 



18 

 

Figure 15. Diagramme présentant les caractéristiques des différents types de fromages 

testés. ............................................................................................................................ 126 

Figure 16. Moyennes des résultats de dénombrement des différents serotypes de STEC 

testés tout au long de la fabrication, de l’affinage et de la conservation des différents types 

de fromages. La fin des technologies plus courtes a été indiquée afin de visualiser plus 

distinctement l’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. ............................................................................................................ 132 

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

au cours de l’affinage et de la conservation des fromages. ............................................... 133 

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

l’expérimentation digesteur. ........................................................................................... 150 

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

cours des expérimentations A et B. ................................................................................. 162 

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). .................... 164 

Figure 21. Taux de survie des microflores fromagères au cours de la digestion artificielle par 

le TIM au niveau des sorties iléales.................................................................................. 166 

 

  



19 

 

Liste des abréviations : 

AAFs  « aggregative adherence fimbriae » GrlA  « global regulator of LEE activator » 

A/E  attachement/effacement (lésion d’) IMS « Immuno Separation Magnetic » 

AEEC Attaching and Effacing E. coli InVs Institut de Veille Sanitaire 

AFSSA 
Agence française de sécurité sanitaire des 

aliments 
ISO « International Standard Organization » 

ANSES 

Agence nationale de Sécurité sanitaire de 

l'Alimenation, de l'Environnement et du 

Travail 

LEE « Locus of Enterocyte Effacement » 

AOP Appellation d'Origine Protégée Ler « LEE encoded regulator » 

Bfp  « bundle-forming pili » LC Fromage de type lactique chèvre 

Cif   « cycle inhibiting factor » LPS lipopolysaccharide 

CNIEL 
Centre National Interprofessionnel de 

l'Économie Laitière 
Map  « mitochondrion-associated protein » 

Ct  « threshold cycle » PP Fromage de type pâte persillée 

CT « cefixim-tellurite » PPC Fromage de type pâte pressée cuite 

DAEC Diffuse-adhering E. coli PPNC Fromage de type pâte pressée non-cuite 

DGAL Direction Générale de l'Alimentation 
PPNC1

-AL 

Fromage de type pâte pressée non-cuite à 

affinage long 

eae 
«  E. coli attaching and effacing » : gène 

codant pour l’intimine 

PPNC2

-AC 

Fromage de type pâte pressée non-cuite à 

affinage court 

EAEC Enteroaggregative E. coli PTT 
Purpura Thrombotique et 

Thrombocytopénique 

EAF  « EPEC adhesion factor » Nle « non LEE-encoded effector » 

EAHEC  « Enteroaggregative Hemorrhagic E. coli » NM  souche non mobile 

EAST1  « EnteroAggregative heat-Stable Toxin 1 » PCR  « Polymerase Chain Reaction » 

EFSA « European Food Safety Authority » pH potentiel hydrogène 

EHEC « Enterohaemorrhagic E. coli » rfb 
« O-specific lipopolysaccharide 
biosynthesis region » 

E-hlyA  Entérohémolysine saa  « STEC autoagglutining adhesin » 

ehx  
E-hly : gène codant pour 

l’entérohémolysine des EHEC 
ShET1 « Shigella enterotoxin 1 » 

EFSA « European Food Safety Authority » SHU Syndromes Hémolytiques et Urémiques 

EIEC « Enteroinvasive E. coli »  STEC « Shiga-toxines producing E. coli » 

ELISA  « Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay » SubAB « subtilase cytotoxin » 

EPEC « Enteropathogenic E. coli » stx gène codant pour la Shiga-toxine 

EPT  Eau Peptonnée Tamponnée TccP  « tir cytoskeleton coupling protein » 

esp « EPEC secreted protein » TIM « TNO gastro-Intestinal Models » 

ETEC « Enterotoxigenic E. coli » Tir « translocated intimin receptor » 

Gb3 Globotrioosylcéramide TNF  « tumor necrosis factor » 

Gb4 Globotétraosylcéramide 

  



20 

 

Introduction



21 

 

Avant propos 

  

Les Escherichia coli producteurs de Shiga Toxines (STEC) sont reconnus à l’échelon 

international comme des pathogènes émergents, associés à des épidémies alimentaires 

parfois de grande envergure et souvent gravissimes depuis les années 1980. L’atteinte de 

l’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 entraîner des lésions rénales parfois mortelles. Les personnes de 

plus de 60 ans sont aussi considérées comme une population à risque.  

Le réservoir naturel des STEC est constitué d’animaux porteurs sains, et correspond plus 

particulièrement au tube digestif des ruminants (essentiellement les bovins, mais aussi les 

ovins et les caprins). La contamination des aliments ainsi que de l’eau est la plupart du 

temps liée à une contamination fécale. Elle peut avoir lieu à l’abattoir lorsque l’hygiène de 

l’abattage n’est pas maîtrisée (notamment lors des étapes de dépouillement, d’élimination 

du cuir et de l’éviscération). Elle peut également être liée à une mauvaise hygiène de la 

traite. Enfin, les végétaux peuvent être contaminés par des effluents tels que les substances 

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

 

Les épidémies liées aux STEC ont surtout mis en cause de la viande hachée de bœuf 

insuffisamment cuite, mais également des produits laitiers. Le lait cru a rarement été associé 

à 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 O26 est 

survenue (Espié et al., 2006c). Quelques mois avant, des cas groupés de SHU au sein d’une 

même famille ayant consommé du fromage au lait cru de chèvre contaminé par E. coli O157 

avaient été identifiés (Espié et al., 2006a). De l’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). Très récemment, une épidémie de très grande envergure a été décrite en 
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Allemagne. Elle impliquait une souche d’E. coli O104:H4 présente dans des graines germées 

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

 

Les fromages au lait cru sont des produits à forte valeur ajoutée. Depuis la préhistoire, le 

fromage est présent dans notre alimentation. Cet aliment est apparu en même temps que 

l'élevage, à l'époque Néolithique, c'est-à-dire 7000 ans avant J.C. Initialement conçu 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 fromagère en France est fort puisque le 

pays compte plus de 90 000 exploitations laitières et 3 000 producteurs de fromages qui ont 

tous un savoir-faire propre. En aval de la filière, les lieux où se déroule l'affinage des 

fromages témoignent aussi du patrimoine culturel. La production fromagère 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 à 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 à base de lait de chèvre. Pour l’année 2011, 37,2% du lait collecté en 

France a été utilisé pour la fabrication de fromage. A l’échelle de l’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 même 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 l’un des principaux consommateurs de 

fromage en UE et même au niveau mondial (la France est devancée par la Grèce - 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) à 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 à base de lait cru. En France, de 

http://www.invs.sante.fr/
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nombreux fromages possèdent une AOP (Appellation d'Origine Protégée), dont 28 au lait de 

vache, 14 au lait de chèvre, 3 au lait de brebis. Outres ces fromages labélisés, rappelons 

qu’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 l’importance économique et donc sociale de la production 

fromagère en France. Une épidémie provoquée par des STEC suite à la consommation de 

fromage aurait nécessairement des retombées économiques lourdes sur toute la filière (lait 

pasteurisé aussi bien que lait cru), avec des conséquences directes sur l’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 être ingérées pour causer des pathologies chez l’être humain. Les 

différentes étapes de la fabrication fromagère pourraient influencer le comportement des 

STEC au moment de la digestion et ainsi affecter leur pathogénicité. 

Par conséquent, la maîtrise de ce pathogène 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 l’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 synthèse bibliographique sera consacrée dans un premier temps à des rappels généraux 

sur les STEC (physiologie, facteurs de virulence, épidémiologie). Puis, l’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 à la consommation de fromages et les 

moyens de prévention. La technologie fromagère (définition du fromage et facteurs pouvant 

affecter les STEC au cours de la fabrication d’un fromage) sera enfin abordée.   

L’étude expérimentale quant à elle répondra aux questions ayant motivé ce projet. 

L’ensemble des travaux destinés à 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 O26:H11, O103:H2, O145:H28 et 

O157:H7 au cours de la fabrication, de l’affinage et de la conservation de 5 technologies 

fromagères au lait cru différentes. 

� Etude du comportement de souches STEC de sérotype O26:H11 et O157: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 

symptômes associés à ces pathogènes ainsi que leurs implications dans certaines grandes 

épidémies seront décrits. 

 

1. Données taxonomiques 

 

1.1. L’espèce Escherichia coli 

Le genre Escherichia appartient, ainsi que Salmonella ou encore Shigella, à la famille des 

Enterobacteriaceae. Les Escherichia coli sont des bacilles à coloration de Gram négative, 

aéro-anaérobies facultatifs qui peuvent fermenter les nitrates. Ces bactéries sont catalase-

positives et ne possèdent pas d’oxydase (Le Minor et al., 1990). Elles font parties de la flore 

commensale de l’Homme et des animaux à sang chaud (Euzéby, 2011).  

Le bacille Bacterium coli commune a été décrit pour la première fois en 1885 après avoir été 

isolé dans des selles de nourrissons par l’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 espèces : 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 être reclassées dans le genre Shimwellia en tant qu’espèce 

Shimwellia blattae. Chaque espèce d’Escherichia possède des caractéristiques biochimiques 

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

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

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

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

 

Tableau 1. Principaux caractères permettant la différenciation des espèces du genre 

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

Caractéristiques 

E. coli 

non- 

O157:H7 

E. coli 

O157:H7 

E. 

hermanii 
E. vulneris 

E. 

fergusonii 
E. albertii 

Indole + + + - + - 

Pigment jaune - - + (+) - - 

LDC (+) (+) - + + + 

ODC +/- +/- + - + + 

β-xylosidase - - - + - - 

β-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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antigènes de surface (Nataro & Kaper, 1998). Deux antigènes sont principalement pris en 

compte : les antigènes O somatiques et les antigènes H flagellaires. Les antigènes K 

capsulaires sont moins fréquemment utilisés car non-communs à tous les E. coli. Nous avons 

fait le choix de ne pas les décrire ici. Les antigènes somatiques O définissent le sérogroupe 

des E. coli. Il existe près de 180 antigènes O différents et 56 antigènes H différents. Une 

combinaison spécifique d’un antigène O et d’un antigène H définit le sérotype. La recherche 

des antigènes se fait à l’aide d’antisérum lors de tests d’agglutination, mais certains travaux 

font appel au sérotypage moléculaire, à l’aide d’outils de type PCR, qui consiste à 

caractériser les gènes impliqués dans la formation des antigènes (Ramos Moreno et al., 

2006). Certains sérotypes d’E. coli sont régulièrement associés à des pathologies, mais la 

virulence de ces souches n’est pas dépendante de ces antigènes (Gyles, 2007). En effet, ces 

antigènes sont un critère d’identité, pas de pathogénicité. 

Cette classification permet d’obtenir, en considérant les trois antigènes O, H et K, plus de 

800 000 sérotypes différents. A l’heure actuelle, seulement 2000 sérotypes environ ont été 

réellement isolés. 

 

1.3. Les antigènes somatiques 

Les antigènes O somatiques sont de nature lipopolysaccharidique et sont situés sur la 

membrane externe des bactéries à 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 chaîne polysaccharidique variable, l’antigène O, qui est 

composée d’unités répétées comprenant de 2 à 7 sucres (Stenutz et al., 2006). 

Les différences antigéniques des chaînes spécifiques sont liées soit à la nature des sucres qui 

composent le chaînon répété soit à leur mode de liaison. La détermination de l’antigène O 

par des sérums montre l’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 biosynthèse de l’antigène O sont codées par des gènes regroupés en général sur 

le chromosome au niveau du locus rfb. La recherche de ces gènes 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 

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

 

1.4. Les antigènes flagellaires 

Chez E. coli, les flagelles sont constitués de trois parties : un corpuscule basal, un crochet et 

un filament hélicoïdal formé d’un assemblage de flagelline. Plus de 40 gènes répartis 

principalement dans 4 clusters sont impliqués dans la formation et le fonctionnement du 

flagelle. La flagelline, immunogène et constituant l’antigène H est généralement codée par le 

gène fliC. Chez E. coli, les parties N-terminale et C-terminale de la flagelline sont conservées, 

tandis que la partie centrale, exposée à l’environnement, est hautement variable (Wang et 

al., 2003). Cette diversité proviendrait des transferts horizontaux et des recombinaisons 

d’ADN étranger qui généreraient de nouveaux allèles 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 l’hôte est 

immunodéprimé ou si la barrière gastro-intestinale est compromise (Kaper et al., 2004). 

Néanmoins, certaines d’entre elles sont associées à 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 pathogènes utilisent une stratégie d'infection dont les points clés sont les suivants: 

colonisation des muqueuses, éventuellement invasion des cellules, multiplication, 

dommages à l’hôte.  

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).  

 

 

Les E. coli Entérotoxinogènes (ETEC)  

Ils sont majoritairement associés à deux syndromes cliniques importants, les diarrhées du 

nourrisson dans les pays en voie de développement et la diarrhée du voyageur. Ils sont 

présents essentiellement dans la partie proximale de l’intestin grêle et leur pouvoir 

pathogène 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 particulière 

d’adhérer puis d’envahir les cellules de la muqueuse intestinale. Ces pathogènes possèdent 

un ensemble de gènes (appelé opéron lpf) qui permet l’expression de filaments utiles à 

l'adhérence des bactéries aux cellules hôtes, 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 fièvre, des 

crampes abdominales et des nausées, accompagnées d’une diarrhée aqueuse qui évolue 

rapidement en dysenterie (selles contenant du sang et du mucus). Ils 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 côlon, 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 l’actine cellulaire à un de leur pôle.  

 

Les E. coli à adhésion diffuse (DAEC) 

Ils ont été associés à des diarrhées chez les jeunes enfants, en particulier entre 1 et 5 ans. 

Les diarrhées peuvent être aqueuses et contenir du mucus. Ce pathotype est également 

associé à des infections urinaires. Il existe 2 types de DAEC, ceux qui codent pour une 

adhésine fimbriaire (appartenant à la famille Afa/Dr), impliqués dans les infections urinaires 

et les troubles digestifs et ceux qui codent pour une adhésine impliquée dans le phénomène 

d’adhérence « diffuse» (AIDA-I). Ce deuxième type de DAEC est responsable de diarrhées 

chez les enfants et provoque au niveau de l’intestin des lésions similaires aux lésions de type 

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

 

Les E. coli Enteropathogènes (EPEC) 

Ils sont responsables de diarrhées infantiles et touchent en particulier les enfants en bas âge 

(< 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 l’effacement des microvillosités intestinales et par l’adhérence des bactéries à la 

membrane cytoplasmique des entérocytes. Plusieurs gènes dont le gène chromosomique 

eae (« attaching and effacing E. coli ») et le gène 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 possèdent pas le plasmide pEAF mais restent néanmoins 

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

 

Les E. coli Entéroaggrégatifs (EAEC) 

Ils ont été récemment reconnus comme responsables de diarrhées persistantes. Les EAEC 

colonisent l’épithélium de l’intestin grêle et du gros intestin en produisant une adhésion dite 

« auto-aggrégative » en « briques empilées » à l’aide d’adhésines fimbriaires appelées « 

aggregative adherence fimbriae » (AAFs) et formant des biofilms épais provoquant des 

dommages à la muqueuse intestinale. Les EAEC sécrètent plusieurs toxines dont la Shigella 

enterotoxin 1 (ShET1) et la toxine EAST1 (« EnteroAggregative heat-Stable Toxin 1 ») 

homologue à l’entérotoxine thermostable des ETEC (Kaper et al., 2004). Certaines souches 

EAEC ont aussi pu acquérir le gène stx codant pour la Shiga-toxine. Ces souches sont alors 

capables de provoquer certaines pathologies graves telles que le syndrome hémolytique et 

urémique et même 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 à l’origine de troubles plus ou moins sévères allant d’une « simple » diarrhée à des 

colites hémorragiques, voire à un Syndrome Hémolytique et Urémique (SHU) chez l’enfant 

ou à un Purpura Thrombotique et Thrombocytopénique (PTT) chez l’adulte, pouvant 

conduire parfois à la mort du patient (Riley et al., 1983). Les EHEC possèdent au moins un 

gène 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 gène eae (Levine & Edelman, 1984) ou encore les gènes nle et ehx 

(Bugarel et al., 2010a).  
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2. Les STEC pathogènes 

 

L’objectif de cette partie est de décrire les STEC pathogènes (dont une certaine partie 

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

 

2.1.  Définition de l’ANSES 

Dans son avis de 2010 (AFSSA – saisine n°2010-SA-0031), l’ANSES (anciennement AFSSA) a 

défini la notion de « STEC pathogène »  en prenant en compte le patrimoine génétique des 

souches (Figure 2).  

 

Figure 2. Diagramme de Venn illustrant le système de classification actuel des 

AEEC/EPEC/STEC/EHEC à 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 à la prévalence des différents types d’E. coli.   

 

 

D’après ce diagramme, toutes les souches possédant le locus d’effacement des entérocytes 

(LEE) sont des AEEC. Seules les souches ayant provoqué des pathologies chez l’être humain 

sont nommées 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 à eux possèdent un ou plusieurs gènes stx codant pour la Shiga-toxine. Ce 

gène est porté par un prophage de type lambdoïde (ceci sera décrit plus loin). Les STEC 

peuvent posséder ou non le LEE.  

Il est cependant très important de souligner que tous les STEC ne sont pas pathogènes. Les 

STEC responsables de pathologies chez l’être humain sont eux qualifiés de EHEC typique s’ils 

possèdent 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 déjà été associés à l’apparition de symptômes cliniques 

sévères (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, 

l’AFSSA en 2008 (AFSSA –Saisine N°2008-SA-0122) a défini comme EHEC « majeurs » les 

souches E. coli de sérotype O157:H7 (le plus fréquemment impliqué dans les épidémies), 

O26:H11, O103:H2, O145:H28 et O111: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 O104:H4 en Allemagne et en 

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

 

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

Séropathotype Incidence 
relative 

Fréquence 
d’implication dans 
les épidémies 

Association à des 
symptômes graves (SHU, 
colite hémorragique) 

Sérotypes 

A Elevée Commune Oui O157:H7, 
O157:NM 

B Modérée Peu commune Oui O26:H11, 
O103:H2, 
O111:NM, 
O121:H19, 
O145:NM 

C Faible Rare Oui O91:H21, 
O104:H21, 
O113: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 pathogènes d’E. coli est supérieure de plusieurs centaines 

de kilobases à celle de souches non-pathogènes : par exemple, dans le cas de souches 

pathogènes d’E. coli O157:H7, 4,1Mb de leur génome est similaire à celui de E. coli K12, mais 

ces souches pathogènes contiennent environ 1,4Mb en plus codant pour de nombreux 

facteurs de virulence (gènes stx porté par des prophages, LEE…) (Ogura et al., 2007a). La 

plupart des études menées à ce jour ont porté sur le sérotype O157:H7, mais il a été 

démontré que seul 20% des gènes spécifiques à ce sérotype sont conservés chez les souches 

EHEC non-O157.  

 

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 façon 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 même récepteur, elles sont toutes deux formées des sous 

unités A et B et elles possèdent les mêmes mécanismes d’action intra-cellulaire. Cependant, 

elles sont immunologiquement distinctes et ne sont identiques qu’à 56% au niveau de leur 

séquence d’amino-acides (Paton & Paton, 1998). Depuis la première description des Shiga-

toxines, un nombre conséquent de variants génétiques dus à 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% à Stx2. Il a été démontré que les Shiga-toxines et 

leurs variants (Mainil & Daube, 2005) n’ont pas toutes la même cytotoxicité : à titre 

d’exemple, les études réalisées in vitro et in vivo sur des modèles 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 lambdoïde. Les gènes 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 hétéropolymères 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 & Römer, 2010). 

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

- lors d’une première étape, la toxine se fixe à la membrane cytoplasmique de la cellule cible 

: les sous-unités B, assemblées en anneau, se lient à 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 & Römer, 2010) puis elle est redirigée vers une vésicule formée de manière 

dépendante de la clathrine. Ces vésicules sont ensuite adressées au réseau trans-Golgien via 

l’action du complexe rétromère. La toxine subit alors un transport rétrograde à travers 

l’appareil de Golgi, puis le réticulum endoplasmique.  

 

La sous-unité A de la toxine est clivée en deux parties, le fragment A1 possédant l’activité 

catalytique de la toxine et le fragment A2 toujours lié à la sous-unité B de la toxine,  au 

niveau de l’endosome. Néanmoins, les fragments A1 et A2 restent liés par des ponts 

disulfures. La séparation de ces 2 fragments a lieu au niveau de la lumière du reticulum 

endoplasmique  par la  réduction du pont disulfure. Le fragment A1 est alors libéré dans le 

cytoplasme de la cellule. 
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Figure 3. Traffic intra-cellulaire de la Shiga toxine (Johannes & Römer, 2010). 

 

TGN : trans Golgi network (réseau trans-Golgien), ER : Réticulum Endoplasmique 

 

Cette toxine, qui cible principalement les cellules endothéliales des artèrioles renales et 

cérébrales, agit alors à différents niveaux (Johannes & Römer, 2010).  

- L’effet le plus connu est l’arrêt de la synthèse protéique. La sous-unité A1 activée de la 

toxine possède une activité N-glycosidase capable de cliver une base adénine sur l’ARN 

ribosomique 28S, bloquant ainsi la sous-unité 60S du ribosome, conduisant à un arrêt des 

synthèses protéiques et à une cascade de réactions appelée « réponse au stress 

ribotoxique » aboutissant à 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 entraîne le recrutement et l’activation de nombreuses tyrosines kinases 
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phosphorylant diverses protéines dont notamment la clathrine ce qui a pour effet 

d’accroître l’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 & Römer, 2010). 

-  La synthèse et le relargage de cytokines : certaines cellules, malgré l’expression de 

récepteurs Gb3, sont résistantes à cette toxine comme, par exemple, les monocytes. 

Néanmoins, en réponse à la fixation de ces toxines et leur internalisation, ces cellules 

expriment certaines cytokines. L’expression de cytokines pro-inflammatoires a pour 

conséquence de stimuler l’expression des facteurs Gb3 pour de nombreuses cellules 

endothéliales, rendant encore plus vulnérables les cellules sensibles à cette toxine dont 

notamment les cellules de l’endothélium des reins et du système nerveux central. 

Ironiquement, c’est en tentant de protéger l’organisme de la toxine que le système 

immunitaire rend plus vulnérable certains organes (Johannes & Römer, 2010).  

- L’apoptose : la Shiga-toxine peut induire l’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 à une cascade d’évènements dont l’activation de 

différentes caspases qui induisent finalement l’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 système de culture d’organes in 

vitro a démontré que l'épithélium intestinal de l’homme pourrait être affecté par la toxine 

Stx2 en l'absence de récepteur Gb3 (Schüller et al., 2004). Or, le récepteur Gb4 peut lui aussi 

être, à plus faible échelle, impliqué dans dans le mécanisme d’action de ces toxines 

(Bauwens et al., 2012 ; Johannes & Römer, 2010). De plus, le variant Stx2e peut lui se lier au 

récepteur Forssman GSL et à l’inverse des autres variants, possède plus d’affinité pour le 

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

 

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

Les gènes stx sont portés par des phages de type lambdoïde comme précisé plus haut. Ces 

phages ont la particularité de pouvoir induire un cycle lysogénique, c'est-à-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 l’expression des gènes phagiques est rendu possible par 

l’expression d’un répresseur de transcription, cI, se fixant sur les régions promotrices très 

précoces et précoces des gènes du prophage. Ce phénomène empêche ainsi l’activation du 

cycle lytique du prophage (réplication induisant la lyse de l’hôte) (Figure 4). 

Si, in vivo, les mécanismes d’activation du prophage et donc l’expression des gènes stx 

restent encore à être élucidés, ceux-ci sont largement décrits in vitro. En effet, plusieurs 

études ont mis en exergue que des dommages à l’ADN pouvaient induire l’activation du 

phage : des agents induisant une destruction de l’ADN (UV, certains antibiotiques comme la 

mitomycine C…) entraînent l’activation de la réponse SOS régulée par la protéine RecA. En 

présence d’ADN simple brin, la protéine RecA se fixe sur l’ADN endommagé pour former des 

filaments et acquiert ainsi une activité protéase. RecA ainsi activée induit l’autoclivage du 

répresseur LexA qui réprime les gènes du régulon SOS (Janion, 2001). Or, cette protéine 

RecA a aussi pour effet de provoquer l’autoclivage du répresseur de transcription « cI » et 

donc, de permettre à l’ARN polymérase de transcrire les gènes 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). 

 

 

D’autres agents n’induisant pas l’expression de RecA  (agents chélateurs tels que l’EDTA) 

(Imamovic & Muniesa, 2012) peuvent aussi induire in vitro l’expression des gènes phagiques 

http://www.textbookofbacteriology.net/
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et donc des gènes stx. Il 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 

l’induction des phages Stx2. De plus, un effet synergique important entre température et UV 

avait été observé lorsque les températures appliquées étaient supérieures à 28°C. Ces 

mêmes auteurs ont ensuite incubé des E. coli  non-pathogènes 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 

pathogènes, les transformant ainsi en STEC capables de produire la Shiga-toxine après 

induction par UV (Yue et al., 2012). Il a de plus été observé que les souches de sérotype 

O26:H11 sont susceptibles de perdre le phage portant le gène stx au cours de l’infection 

(Bielaszewska et al., 2007). Il est également possible que les gènes stx puissent être perdus 

au cours d’étapes de culture (Karch et al., 1992). Enfin, l’acquisition des gènes stx par des 

souches d’E. coli O26 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 phénomène de transduction des phages en fonction de la température : à 4°C 

aucun phénomène de transduction n’a pu être observé, tandis qu’un important phénomène 

de transduction a été mis en évidence à 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 

phénomène peut toujours se produire. 

Les phages jouent ainsi un rôle primordial dans l’émergence de nouvelles souches EHEC.  

 

2.3.c. Les facteurs d’adhésion 

Après avoir passé l’estomac, les bactéries atteignent l’intestin où elles colonisent la 

muqueuse en adhérant aux cellules épithéliales. Le côlon est le principal site de colonisation 

des STEC chez l’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 être des éléments 

majeurs de la pathogénicité. Les principaux mécanismes d’adhésion décrits chez les 

entérobactéries font appel à 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 côlon et au caecum (Donnenberg et al., 1993). Ces 

lésions d’abord décrites chez les EPEC, se caractérisent par un effacement des microvillosités 

des cellules de l’épithélium intestinal (Ismaili et al., 1995) et un réarrangement pour former 

un piédestal sur lequel les bactéries viennent se lier de façon étroite. Le mécanisme de 

résorption des microvillosités intestinales serait à l’origine des symptômes diarrhéiques 

observés lors des infections.    

Les gènes responsables des lésions A/E sont portés par le locus chromosomique LEE (Locus 

of Enterocyte Effacement). Le LEE est notamment caractérisé par un système de sécrétion 

de type III (Jarvis & Kaper, 1996). Il est composé de l’intimine qui est une protéine de la 

membrane externe qui permet l’attachement de la bactérie à l’entérocyte et qui est 

impliquée dans l’effacement des microvillosités. Cette protéine est codé par le gène eae (E. 

coli attaching and effacing)  (Jerse et al., 1991). A ce jour, un peu moins d’une vingtaine de 

variants du gène de l’intimine ont été retrouvés chez les E. coli possédant le LEE. Le gène tir 

quant à lui code pour le corécepteur spécifique de l’intimine, Tir (Translocated Intimin 

Receptor) qui s’insère dans la membrane plasmique de l’entérocyte (Figure 5).  

 

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

flèches indiquent la fonction des gènes correspondants (Garmendia et al., 2005). 
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D’autres effecteurs sont codés par les gènes présents au niveau du LEE comme l’effecteur 

Map (« mitochondrion-associated protein »), essentiel dans les phénomènes d’altération de 

la barrière intestinale et des jonctions serrées entre les entérocytes ou encore EspF qui 

intervient dans le phénomène d’effacement des microvillosités, d’altération de la barrière 

intestinale et l’apoptose. EspB quant à lui joue un rôle dans la translocation des effecteurs, 

l’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 phénomène de translocation des systèmes de sécrétion de type 3 (Berger et 

al., 2012). Le système 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 phénomène 

d’adhésion comme TccP (« Tir cytoskeleton coupling protein »). TccP est un effecteur de type 

III porté par un prophage extérieur au LEE et a été caractérisé à partir de souches EHEC 

O157:H7 (Garmendia et al., 2004). Plus récemment, TccP2, un variant de TccP a été identifié 

chez des souches EHEC O157:H7 et non-O157 (Ogura et al., 2007b). Ces facteurs sont 

impliqués dans la cascade de réactions initiée par la translocation de Tir dans l’entérocyte et 

aboutissant à la polymérisation des fibres d’actine. 

 

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

Les premières étapes d’adhésion des bactéries aux cellules de l’hôte sont encore peu 

décrites. Les gènes du LEE sont ensuite activés par des mécanismes complexes répondant à 

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 SSTIII permet la sécrétion des protéines effectrices comme EspA dont l’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 hôte (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 l’entérocyte (Gyles, 2007). Les effecteurs de type III sont alors 

transloqués dans la cellule eucaryote par l’intermédiaire de cette structure. Le récepteur de 

l’intimine, Tir, s’insère spontanément dans la membrane de l’entérocyte en formant une 

structure en boucle. Les parties N- et C- terminales se retrouvent dans le cytoplasme de 

l’entérocyte et la partie centrale, exposée à la surface de la cellule, interagit avec l’intimine 

(Garmendia et al., 2005). La polymérisation de l’actine serait quant à elle provoquée par 

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

 

2.3.e. Autres facteurs d’adhésion 

Les souches LEE-négatives sont en général non-pathogènes, mais certaines d’entre elles ont 

cependant été associées à des SHU (EHEC atypiques). Ces souches atypiques possèdent 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 l’adhésine Saa (pour « STEC autoagglutinating adhesin ») des souches E. coli 

O113: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 à une épidémie (Morabito et al., 1998). Ces mêmes facteurs ont été retrouvés chez la 

souche épidémique E. coli O104:H4 allemande en 2011 permettant l’adhésion agrégative de 

ces bactéries grâce à des fimbriae AAF (aggregative adherence fimbriae) dont l’expression 

est régulée par le gène aggR présent sur le plasmide de virulence pAA des EAEC (Beutin & 

Martin, 2012). 

Ainsi, de nombreuses protéines susceptibles de jouer un rôle dans la colonisation du tube 

digestif par les EHEC ont été décrites. Cependant, leur implication dans la pathogénicité des 

souches reste encore à être démontrée. 
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2.3.f. Autres facteurs impliqués dans la virulence 

D’autres facteurs de virulence potentiels, codés par des gènes présents sur le chromosome 

ou sur des éléments génétiques mobiles (plasmides, phages ou îlots de pathogénicité) ont 

été décrits chez les souches EHEC (Croxen & Finlay, 2010). 

Ils regroupent : 

- des toxines, telles que l’entérohémolysine E-hlyA, mise en évidence chez les STEC en 1988 

(Beutin et al., 1988), l’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 systèmes de captation du fer, notamment le sidérophore codé par l’îlot de 

pathogénicité HPI (pour « High Pathogenicity Island ») ; 

- des systèmes de résistance à l’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 à ce jour, leur rôle 

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

 

Les « O Islands » (OI), sont des cas particuliers car ils correspondent à des îlots ou segments 

génétiques présents dans le génome des EHEC (dont E. coli O157:H7) mais absents du 

génome des E. coli non-pathogènes. Au total, 177 îlots ont été identifiés (Perna et al., 2001). 

Certains contiennent des facteurs de virulence potentiels, d’où leur qualification d’îlots de 

pathogénicité. 

Certains îlots regroupent des gènes codant pour des effecteurs de type III appelés Nle (Tobe 

et al., 2006). La distribution des gènes nle au sein des îlots est variable d’une souche à 

l’autre, et l’on remarque que plus les îlots contiennent de gènes nle (c’est à dire plus ils sont 

complets), plus le risque de pathologie est important. Cette observation est valable pour 

trois îlots de pathogénicité: OI-57, OI-71 et OI- 122 (Coombes et al., 2008). Au total, 16 gènes 

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 îlots 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 gène nleB serait même commun aux souches EHEC et EPEC 

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

 

Figure 6. Répartitions des gènes nle sur les différents îlots de pathogénicités (Coombes et 

al., 2008).  

 

 

2.3.g. L’acido-résistance 

Une étape cruciale dans le processus de pathogénicité de ces bactéries correspond au 

passage dans l’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 phénomène induit des mal-conformations des protéines et 

des agrégations de celles-ci conduisant à la mort de la cellule. Les STEC peuvent grâce à 

différents mécanismes maintenir un pH cytoplasmique à 4,5, tolérable pour la cellule alors 

que celui-ci est à 2,5 (ou moins) à l’extérieur dans l’estomac (Foster, 2004). 
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Cinq systèmes de résistance à l’acidité ont été mis en évidence (AR1 à AR5) chez les E. coli. 

Le premier de ces systèmes, AR1, est encore assez mal connu (Zhao & Houry, 2010). Il peut 

être activé si la bactérie est placée dans un milieu minimum dépourvu d’acides aminés à un 

pH de 2,5 après avoir été cultivée dans un milieu LB à pH de 5,5 (Foster, 2004). Ce système 

est dépendant du facteur σs (aussi appelé RpoS ou σ38) qui est une sous-unité sigma de l’ARN 

polymérase (Hengge-Aronis, 2002). Il est également dépendant de la protéine CRP (cAMP 

receptor protein) qui induit une répression de ce système par le glucose (Foster, 2004). 

L’induction du facteur σs permet à la cellule de s’adapter aux conditions environnantes et 

renforce sa résistance aux conditions stressantes. Le facteur σs permet l’expression de 

certains gènes induisant une modification de l’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 à la phase 

stationnaire. L’ARNm du gène rpoS est transcrit en permanence et à un niveau relativement 

élevé quel que soit l’état de la bactérie. Néanmoins, sa durée de vie est courte et il ne peut 

être traduit sous sa forme native. Lorsque la cellule passe de la phase exponentielle de 

croissance à la phase stationnaire ou lorsque la cellule est soumise à un (ou plusieurs) stress, 

l’ARNm du gène rpoS subit un réarrangement grâce notamment à l’action de petits ARNs et 

d’une protéine chaperonne appelée Hfq (Brown & Elliott, 1997 ; Hengge-Aronis, 2002 ; 

Muffler et al., 1996a ; Muffler et al., 1996b ; Repoila et al., 2003). Cet ARNm peut alors être 

traduit.  

Les 4 autres systèmes de résistance à l’acidité sont eux basés sur l’action d’une enzyme 

décarboxylase spécifique d’un acide aminé couplée à un antiport permettant l’échange du 

produit décarboxylé par un nouveau substrat (Zhao & Houry, 2010). Ces systèmes sont :  

- le système glutamate-dépendant (AR2),  

- le système arginine-dépendant (AR3),  

- le système lysine-dépendant (AR4), 

- le système ornithine-dépendant (AR5). 

La décarboxylation de l’acide aminé permet la consommation d’un proton à 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 systèmes. 
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Figure 7. Systèmes d’acido-résistance dépendant d’acides aminés chez E. coli (Zhao & 

Houry, 2010). 

 

 

Les principales protéines impliquées dans ces différents systèmes (décarboxylases, 

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

acides sont résumés dans le Tableau 3. 
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Tableau 3. Résumés des mécanismes de résistance à l’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 σs permettant l’expression 

de protéines impliquées dans une 

réponse au stress globale. 

_ Passage de la phase exponentielle 

de croissance à la phase 

stationnaire. Réponse à un stress 

important. 

AR2 : système de la 

glutamate décarboxylase. 

Glutamate 

décarboxylé en γ-

aminobutyrate (ou 

GABA). 

GadA et GadB (glutamate 

décarboxylase – ce système 

comprend 2 isozymes). 

GadC (antiport glutamate/GABA). 

GadE (principal régulateur des 

opérons gadA et gadB/C). 

pH de 4 Système principalement impliqué 

en cas de stress acide avec pH très 

faible, impliqué notamment pour 

la survie lors du passage de la 

bactérie dans l’estomac : permet 

la survie de la bactérie à des pH 

voisin de 2. 

AR3 : système de 

l’arginine décarboxylase. 

Arginine 

décarboxylée en 

agmatine. 

AdiA (arginine décarboxylase). 

AdiC (antiport arginine/agmatine). 

CysB (activateur de adiA/C). 

AdiY (potentiel activateur de 

adiA/C). 

pH de 5 Système principalement impliqué 

en cas de stress acide avec pH très 

faible (< 3), impliqué notamment 

pour la survie lors du passage de 

la bactérie dans l’estomac, mais 



49 

 

moindre importance que le 

système AR2. 

AR4 : système de la lysine 

décarboxylase 

Lysine 

décarboxylée en 

cadaverine. 

CadA (lysine décarboxylase). 

CadB (antiport lysine/cadaverine). 

CadC (régulateur de l’opéron 

cadA/B). 

LysP (lysine pérméase régulant 

CadC) 

pH de 5,7 Système pouvant être impliqué 

dans la régulation du stress acide 

au cours de la fabrication 

fromagère. 

AR5 : système de 

l’ornithine décarboxylase. 

Ornithine 

décarboxylée en 

putrescine  

SpeF (ornithine décarboxylase). 

PotE (antiport 

ornithine/putrescine) 

pH de 6,9 Système pouvant être impliqué 

dans la régulation du stress acide 

au cours de la fabrication 

fromagère, mais très peu étudié à 

ce jour. 
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Les systèmes dépendant du glutamate et de l’arginine permettent ainsi aux E. coli de 

survivre dans les milieux extrêmement acides. De plus, d’autres mécanismes de résistance à 

l’acidité sont nécessaires à la bactérie afin de survivre dans un environnement acide comme 

l’antiport 1H+/2Cl- ClC 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 dû à l’accumulation de H+ à cause de l’acidité ainsi qu’à l’activité des 

systèmes AR2 (Glu–  GABA) et AR3 (Arg+  Agm2+) (Zhao & Houry, 2010).  

Des protéines chaperonnes périplasmiques comme HdeA et B protègent les protéines 

périplasmiques au cours du passage dans l’estomac ou encore des chaperonnes 

cytoplasmique comme Hsp31 dépendante de l’activation de σs. 

Ces différents mécanismes sont à même de maximiser les chances de survie de la bactérie et 

de colonisation de l’hôte, jouant ainsi un rôle clef dans la pathogénicité des STEC (Hong et 

al., 2012) (Figure 8). 

 

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

2012). 

 

 

En conclusion, de nombreux facteurs encore inconnus ou dont le rôle n’a pas encore été 

déterminé semblent intervenir dans le pouvoir pathogène des EHEC. 

 

 

http://www.sciencedirect.com.gate1.inist.fr/science/article/pii/S0966842X1200042X
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2.4. Définition française du STEC pathogène 

En France, le 25 avril 2008, la Direction générale de l’alimentation (DGAL) a saisie l’Agence 

française de sécurité sanitaire des aliments (AFSSA) afin d’élaborer une définition des 

souches d'Escherichia coli productrices de shigatoxines (STEC) considérées comme 

pathogènes pour l'homme. 

Grace à tous ces éléments, l’avis du 15 juillet 2008, mis à jour le 31 mai 2010 de l’AFSSA 

(AFSSA, 2008 ; AFSSA, 2010) indique que :  

« A ce jour, les souches STEC pathogènes « EHEC typiques majeurs », peuvent être définies 

selon les critères génétiques suivants : 

EHEC O157:H7 = rfbEO157, flicH7, stx1 et/ou stx2, eae-gamma, (OI#122). 

EHEC O26:H11 = wzxO26, flicH11, stx1 et/ou stx2, eae-bêta, (OI#122). 

EHEC O145:H28 = ihp1O145, flicH28, stx1 et/ou stx2, eae-gamma, (OI#122). 

EHEC O103:H2 = wzxO103, flicH2, stx1 et/ou stx2, eae-epsilon, (OI#122). 

EHEC O111:H8 = wbd1O111, flicH8, stx1 et/ou stx2, eae-thêta, (OI#122). 

 

En conclusion, il est important de souligner le caractère temporaire de cette définition. 

Celle-ci devra être 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 O104:H4 responsable d’une des épidémies les plus importantes et mortelles 

liée à l’ingestion de souches STEC n’aurait pas été identifiée comme hautement pathogène. 

De plus, cette définition fait abstraction de l’expression des gènes de virulence. Il est 

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

 

3. Aspect clinique et symptômes liés aux EHEC 

 

Toute personne ayant ingéré une souche EHEC peut développer des symptômes, 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 à 100 bactéries pathogènes 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 l’hôte (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 à E. coli 

O157: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 à 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’à l’évolution positive 

de l’état de santé du patient (Su & Brandt, 1995). A noter que l’utilisation d’antibiotiques 

reste à ce jour controversée et pourrait même être un facteur de stress à même de 

déclencher le cycle lytique des prophages Stx et donc de stimuler la production de Shiga-

toxines pouvant alors déclencher de sévères complications. 

 

3.2. Le SHU 

Le syndrome hémolytique et urémique (SHU) a été décrit pour la première 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 à des lésions endothéliales conduisant à une 

agrégation plaquettaire diffuse puis à l’occlusion des lumières artériolaires par des thrombi 

fibrineux (Tarr et al., 2005).  

Le SHU typique touche surtout l'enfant de moins de 3 ans et survient brutalement après une 

diarrhée prodromique sanglante dans la majorité des cas. 

L'apparition du SHU se fait en moyenne une semaine après le début des symptômes 

digestifs. Deux à 7 % des patients atteints d’une infection intestinale à E. coli O157:H7 

développent un SHU. Cette incidence est supérieure chez l'enfant et les personnes âgées : 10 

% chez les enfants de moins de 10 ans et 10 à 20 % chez les sujets âgés (Griffin & Tauxe, 

1991). 

Une atteinte d’autres organes (pancréas, foie et système nerveux central) est également 

possible (Siegler, 1995 ; Siegler & Oakes, 2005). L’atteinte du système nerveux central est 

d’ailleurs actuellement la principale cause du décès, comme le montre une enquête 

française 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 problème de 

diagnostic.  

 

Il n’existe pas de traitement spécifique modifiant l’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 à 5%. Il consiste 

essentiellement en des apports nutritionnels et hydro-électrolytiques par voie orale, 

éventuellement entérale au moyen d’une sonde gastrique, voire parentérale à 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 l’objet d’une surveillance à très long terme (Nangaku et al., 

2007). 

La Figure 9 présente l’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 première fois par Moschcowitz en 1925. Comme pour le SHU, l’étiologie du PTT peut être 

de diverses origines (toxique, auto-immune...), et la relation entre l’infection par E. coli 

O157:H7 et l’apparition de ce syndrome est récente (Kovacs et al., 1990). 

 

Le PTT est rare et survient le plus souvent chez l’adulte (pic de fréquence chez les femmes 

autour de 40 ans). Il est exceptionnel chez l’enfant et la personne âgée. Le PTT se caractérise 

par une anémie hémolytique micro-angiopathique, une thrombocytopénie, une fièvre, 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 après ingestion de souches EHEC (Tarr et al., 2005). 

  

http://www.sciencedirect.com.gate1.inist.fr/science/article/pii/S0140673605711442


55 

 

4. Epidémiologie 

 

En France, les infections dues aux EHEC sont recensées indirectement par la surveillance des 

cas de SHU. Chaque pays possède un système 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 âgés de moins de 15 ans et 

repose sur un réseau hospitalier de néphrologues pédiatres volontaires. Néanmoins, la non-

prise en compte des symptômes ne nécessitant pas d’hospitalisations (diarrhées 

hémorragiques…) entraîne une sous-estimation des cas d’infections provoqués par les EHEC.  

Comme pour les autres pays européens, l’incidence annuelle du SHU pédiatrique en France 

s’échelonne à 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 

saisonnière 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 phénomène : il a été mis en évidence une relation 

entre la densité du bétail et les infections en E. coli O157:H7 au cours de l’été ; saison ou les 

populations sortent plus facilement dans la nature et où les troupeaux sont en pâturages, 

augmentant ainsi les contacts humains/bovins. De plus, les enfants de moins de 5 ans vivant 

dans des zones à forte densité de bétail présentent un risque important d’infection par E. 

coli O157: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 l’induction et la multiplication de ces phages et donc la formation 

de nouveaux STEC par transfert horizontal du gène stx. Pour finir, la rupture de la chaine du 

froid et les conditions d’abattage en période estivale (travail à température ambiante dans 

les abattoirs, intérimaires peu/pas qualifiés…) peuvent également expliquer ce phénomène.    
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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 pathogènes aient été retrouvées chez un 

grand nombre d’espèces animales (y compris chez l’homme), les ruminants, et en particulier 

les bovins semblent être les principaux réservoirs des STEC (Friesema et al., 2010 ; Gyles, 

2007). Chez ces espèces, le portage et l’excrétion de STEC sont asymptomatiques. En effet, 

les bovins ne possèdent pas les récepteurs Gb3 et ne présentent, par conséquent, aucun 

symptôme lorsque les STEC transitent dans leur tube digestif. Les bovins sont dits porteurs 

sains (Karmali et al., 2010) et peuvent donc être à l’origine d’épidémies d’infections sévères 

chez l’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 O157 mais aussi à d’autres sérogroupes associés à des 

cas de pathologie chez l’homme tels que O5, O6, O75, O91, O128 ou O146, ont été 

fréquemment mis en évidence dans les fèces des bovins du monde entier (Bettelheim, 

2007). Dans de nombreux pays, les bovins et tout particulièrement les veaux, sont porteurs 

de STEC (Gyles, 2007). Des STEC potentiellement pathogènes pour l’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 très important 

de STEC pathogènes pour l’homme (Caprioli et al., 2005). 

En ce qui concerne les oiseaux, des souche de STEC ont pu être mises en évidence chez les 

volailles (Dutta et al., 2011). Des STEC O157 ont aussi été détectés dans des denrées 

alimentaires issues de volailles (Chinen et al., 2009). Des STEC ont déjà été isolés dans les 

fèces d’oiseaux sauvages (Hughes et al., 2009).  

 

Bien que toutes les STEC isolées chez l’animal ne soient pas systématiquement de réelles 

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

souches dans l’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 à STEC. La Figure 10 présente les flux 

potentiels des STEC entre le réservoir animal et l’homme. 

 

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

le réservoir animal et l’homme (AFSSA, 2003). 

 

 

 

Les principaux modes de transmission des STEC à l’homme sont :  

- la consommation d’aliments contaminés insuffisamment cuits ou crus. Elle est la principale 

source de contamination humaine (la moitié des épidémies à EHEC). Les produits carnés 

d’origine bovine sont à l’origine d’un grand nombre d’infections à E. coli O157:H7 (Vernozy-

Rozand & Montet, 2001) suite principalement à 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 bœuf hachée crue contaminée de manière croisée par une 

mauvaise hygiène des mains du personnel a aussi été décrite (Nataro & Kaper, 1998). 

Les STEC sont généralement introduits dans la chaîne alimentaire au moment de l’abattage. 

Une mauvaise ou l’absence de ligature du rectum pourrait laisser fuir les excréments de 
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l’animal. L’étape de l’habillage est également sensible puisque le cuir contaminé des 

animaux pourrait entrer en contact avec la carcasse. Enfin, l’étape de l’éviscération, si elle 

est mal pratiquée, peut entraîner une rupture de l’appareil digestif libérant ainsi le contenu 

de l’intestin. Les étapes de transformation peuvent également être une source de 

contamination (contaminations croisées). 

Le lait et les produits laitiers pasteurisés ou non ont également été à l’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 être directement 

contaminés par l’eau d’irrigation, à partir du sol contaminé suite à l’épandage d’effluents 

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

 

- La transmission de personne à 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-O157, acquis suite à un contact prolongé avec ces antigènes dans 

l’environnement de la ferme. Ces personnes sont considérées comme des porteurs sains 

(Quilliam et al., 2012). La majorité des cas de transmission de personne à personne des STEC 

résulte d’un contact avec les malades. Cette transmission est d’autant plus importante 

lorsque l’hygiène générale est mauvaise et que les contacts sont étroits. La transmission oro-

fécale est une réelle préoccupation dans les crèches (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 être aussi responsable de l’extension de l’infection au sein des 

familles et dans les hôpitaux.  

 

- 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 à l’origine de cas isolés d’infections  (Chalmers et al., 

2000 ; Jackson et al., 1998) et d’épidémies à E. coli O157 (Holme, 2003 ; Mannix et al., 2007). 

Depuis ces dix dernières années, le nombre d’épidémies associées aux réseaux publics d’eau 

potable a nettement diminué, notamment grâce à la mise en place de mesures préventives 

et curatives appropriées. Dans le cas des réservoirs d’eau dédiés à 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 pâturées par des ruminants ou fertilisées par les 

effluents d’élevages), ces réservoirs d’eau peuvent être contaminés par les eaux de 

percolation et/ou de ruissellement, notamment à la suite d’importants événements 

pluvieux. Entre 1971 et 2000, des souches de E. coli pathogènes ont été retrouvées dans 6% 

des épidémies dues à l’ingestion d’eau de boisson contaminée au USA (Craun et al., 2005). 

Une épidémie d’infection à E. coli O157:H7 a fait plus de 2 300 malades dont 7 morts au 

Canada en Mai 2000 suite à la consommation d’eau de boisson (Hrudey et al., 2003). De 

plus, des souches de E. coli O157:H7 ont été isolées dans des eaux de surfaces ou des eaux 

usées au Canada (Jokinen et al., 2010). Plusieurs épidémies liées à l’ingestion de végétaux 

contaminés par des EHEC ont aussi été recensées suite à l’irrigation des cultures par des 

eaux contaminées, à l’épandage de fumier ou de lisier d’animaux contaminés (Ackers et al., 

1998). Certaines études suggèrent même que l’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 à E. coli O157:H7 d’origine hydrique sont principalement associées aux eaux 

issues de lacs ou rivières, en raison de la sensibilité des souches, notamment à la chloration 

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

 

- Le contact avec des animaux (notamment les bovins). La transmission de E. coli O157:H7 à 

l’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 O157 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 O157:H7, mais aussi de STEC O26:H11 et O111 sont 

capables de survivre une centaine de jours dans les fèces de bovins (Duffy, 2003 ; Fremaux et 

al., 2008a ; Fremaux et al., 2008b ; Fremaux et al., 2010 ; Fukushima et al., 1999). De même, 
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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 à l’origine d’épidémies 

à E. coli O157:H7, notamment durant des événements en plein air, tels que des festivals 

(Crampin et al., 1999) ou des campements touristiques sur des sols préalablement pâturés 

par des ruminants (Ogden et al., 2002). En Ecosse, des sols souillés ont été impliqués dans 

11% des infections environnementales à E. coli O157:H7 (Strachan et al., 2006).  

 

4.3. Principales épidémies 

La première épidémie recensée a eu lieu aux USA en 1982 : 46 personnes ont présenté des 

symptômes suite à la consommation de viande hachée de bœuf contaminée par E. coli 

O157:H7 (Riley et al., 1983). La plus importante épidémie mondiale a été liée à la présence 

du sérotype O157:H7 dans des germes de radis blanc ayant été consommés au Japon et 

ayant conduit à plus de 9 000 malades et 12 décès (Michino et al., 1999). 

En Ecosse, entre 1994 et 2003, sur 35 épidémies à E. coli O157:H7 identifiées, 19 (54%) 

étaient associées à 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. 

Année Pays 
Sérogroupes 

de STEC 

Nb de malades (SHU 

et décès) 

Aliments suspectés 

ou confirmés 
Référence 

1982 USA O157:H7 46 
Viande hachée de 

bœuf 

(Riley et al., 

1983) 

1984 USA O157:H7 34 (4 décès) Hamburger 
(Ryan et al., 

1986) 

1991 Canada O157:H7 
152 (22 SHU et 2 

décès) 

Viande de caribou 

et bœuf haché  

(Orr et al., 

1994) 
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1992-93 USA O157:H7 
501 (45 SHU et 3 

décès) 
Hamburger 

(Bell et al., 

1994) 

1994 USA O157:H7 23 (2 SHU) Salami sec 
(Tilden et al., 

1996) 

1994 Angleterre O157:H7 70 (9 SHU et 1 PTT) Lait pasteurisé 
(Upton & Coia, 

1994) 

1995 USA O157:H7 >70 (1 SHU) Laitue 
(Ackers et al., 

1998) 

1995 Australie O111:H- 23 SHU (1 décès) 
Saucisse sèche 

fermentée 

(Paton et al., 

1996) 

1995 Angleterre O157 14 (2 SHU) 

Plats préparés à 

base de viande 

crue (bœuf et porc) 

(Stevenson & 

Hanson, 1996) 

1996 Japon O157:H7 9451 (12 décès) Radis blanc 
(Michino et al., 

1999) 

1996 Canada O157:H7 
70 (14 SHU et 1 

décès) 

Jus de pomme non 

pasteurisé 

(Cody et al., 

1999) 

1996 USA O157:H7 14 (3 SHU) 
Jus de pomme frais 

non pasteurisé 

(Hilborn et al., 

2000) 

1996 Ecosse O157:H7 
512 (34 SHU et 17 

décès) 
Viande de bœuf  

(Cowden et al., 

2001) 

1997 Ecosse O157:H- 37 Gâteau à la crème 
(O’Brien et al., 

2001b) 

1997 USA O157:H7 108 (4 SHU) Germe de luzerne 
(Breuer et al., 

2001) 

1998 USA O157:H7 55 Fromage frais caillé (CDC, 2000) 

2000 Canada O157:H7 
2300 

(7décès) 
Eau de boisson 

(Hrudey et al., 

2003) 

2000 Angleterre O157 6 (1 SHU) Lait non pasteurisé (Baylis, 2009) 

2001 Canada O157:H7 5 (2 SHU) Lait de chèvre non (McIntyre et al., 
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pasteurisé 2002) 

2002 France O148:H8 
11 

(2 SHU) 
Viande de mouton 

(Espié et al., 

2006b) 

2005 France O157:H7 
70 

(17 SHU) 
Viande de bœuf 

(King et al., 

2009b) 

2005 France O26 6 SHU Camembert 
(Espié et al., 

2006c) 

2005 France O157 
2 

(1 SHU) 

Fromage au lait cru 

de chèvre 

(Espié et al., 

2006a) 

2005 Suède O157:H7 
120 

(7 SHU) 
Laitue 

(Söderström et 

al., 2005) 

2006 Norvège O103:H25 
17 (10 SHU et 1 

décès) 
Saucisse fermentée 

(Sekse et al., 

2009) 

2006 USA O157:H7 
199 

(31 SHU et 3 décès) 
Epinards (CDC, 2006) 

2009 France O123:H- 
2 

(1 SHU) 
Hamburger 

(King et al., 

2010a) 

2010 USA O145 19 Laitue (CDC, 2010) 

2011 Allemagne O104:H4 

3816 

(845 SHU et 54 

décès) 

Germes de 

Fénugrec 

(Beutin & 

Martin, 2012) 

2011 France O104:H4 
15 

(9 SHU) 

Germes de 

Fénugrec 

(Grad et al., 

2012) 

2011 France O157:H7 19 SHU 
Viande hachée de 

bœuf 
(InVS, 2011) 

2012 France O157:H7 4 SHU 
Viande hachée de 

bœuf 
(InVS, 2012) 

 

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

particulièrement au sérotype O157:H7, portant les gènes eae et stx. A l’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’explique notamment par l’implication de ce sérotype dans des 

épidémies, mais aussi par le fait que E. coli O157:H7 a longtemps été le seul recherché dans 

certains pays jusqu’à 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 à 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 β-glucuronidase (Cebula et al., 1995). 

Notons néanmoins que certaines souches de E. coli O157:H7 impliquées dans des cas de 

pathologie chez l’être humain présentent une activité β-glucuronidase et fermentent le 

sorbitol (Karch & Bielaszewska, 2001). Les récents progrès en matière 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 très forte implication des EHEC non-

O157:H7 dans les épidémies (Tableau 5 et Figure 11). 

 

L’épidémie due à une souche d’E. coli O104:H4 en Allemagne ainsi qu’en France en 2011 se 

distingue particulièrement du fait de la souche impliquée. En effet, cette souche épidémique 

appartenait au sérotype O104:H4 et possédait le gène stx2 qui code la Shiga-toxine de type 

2. Cette souche ne possédait pas le gène eae mais portait le gène aggR présent sur le 

plasmide pAA caractéristique des E. coli entéro-agrégatives. Cette souche présentait un 

profil de multi-résistance aux antibiotiques grâce à un plasmide codant pour des β-

lactamases à 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 

% de cas  

2007 

% de cas 

2008 

% de cas 

2009 

% de cas 

O157  83  58  69  28  

O26  6  7  7  8  

O145  2  4  5  3  

O103  3  5  2  2  

O111  1  2  0  3  

O121  0  5  1  3  

O91  1  0  1  0  

O55  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 O104:H4 isolées suite à l’épidémie Française de Juin 2011 présentaient 

un profil PFGE similaire à celles identifiées et caractérisées dans le cadre de l’épidémie 

observée en mai-juin en Allemagne de cette même année. Néanmoins, plusieurs mutations 

au niveau nucléotidique avaient pu être mises en évidence après séquençage 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 caractère rare de la souche à l’origine de ces 

épidémies, ont laissé supposer que ces deux événements sont liés à une source commune. 

L’enquête épidémiologique avait identifié des germes de fénugrec comme étant la source la 

plus probable de l’épidémie (ANSES, 2011b).  

Les épidémies provoquées par cet E. coli O104:H4 ont mis en évidence les menaces 

imprévisibles que font planer les STEC sur la santé humaine et l’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 à la consommation de denrées d’origine animale. Les 

sources d’infections à EHEC ont considérablement évolué depuis ces dix dernières 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 à EHEC,  

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

séquençage), 

- une multiplication des élevages intensifs bovins,  

- et par une modification du régime alimentaire chez l’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 être un vecteur de contamination par les STEC. Ils ont 

été impliqués dans plus d’une dizaine d’épidémies alimentaires dans le monde depuis 2005 

et il parait utopique à l’heure actuelle de pouvoir éliminer totalement les différentes sources 

de contamination qui ont été décrites en dépit de l’application de mesures d’hygiènes 

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 critères 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 l’ANSES (ANSES, 2011a) : « Dans 

son considérant 14, le Règlement (CE) N°2073/2005 modifié se réfère à 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 O157 

n’entraînerait pas de réduction sensible du risque d’infection grave à 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 à remettre en 

cause pour les filières considérées à risque. 

Comme il est mentionné dans l'avis du CSMVSP, si cette prévalence devait augmenter, la 

mise en place d'un critère microbiologique deviendrait un moyen efficace de maîtrise du 

risque. Cependant, un critère microbiologique serait à considérer pour tous les sérotypes 

présentant un danger potentiel pour les consommateurs et non uniquement pour le 

sérogroupe O157. Il est également important de mentionner l’absence à ce jour d’un outil 
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analytique performant dont la mise en œuvre simple et accessible permettrait de rechercher 

l’ensemble des STEC potentiellement pathogènes dans les produits alimentaires, en 

particulier pour les sérotypes autres qu’O157:H7 et qui permettrait de quantifier 

l’expression des facteurs de virulence qui jouent un rôle 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 

critère microbiologique, mais également de définir plus précisément les plans 

d'échantillonnage à 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, à définir dans le cadre du PMS, et les critères présents 

dans le règlement. L’absence de critère réglementaire ne signifie pas absence de danger à 

prendre en compte ». » 

 

A ce titre, le « paquet hygiène » (règlement 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 à mettre tout en œuvre pour détecter 

les STEC dans leurs produits. Par ailleurs, l’ANSES a émis un avis définissant génétiquement 

les STEC considérées comme hautement pathogènes pour l’homme (Saisine n°2010-SA-0031 

liée à 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 gènes stx et eae de sérotype O26:H11, O103:H2, O111:H8, O145:H28 

et O157:H7. Il y a donc un risque de ne pas détecter certaines souches extrêmement 

pathogène comme E. coli O104:H4. D’autres pays comme l’Allemagne recherchent tous les 

STEC quel que soit leur sérotype. 

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

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

 

Figure 12. Protocole simplifié de recherche des STEC. 

 

Prise d’essai Enrichissement 
sélectif ou non

Détection                     Confirmation
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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 fromagères. En effet, 

le taux de contamination étant très faible (environ 1 UFC/mL de lait), la contamination de 

ces produits par les STEC est très hétérogène (Baylis, 2009). La prise d’essai et 

l’échantillonnage s’avèrent donc être crucial en ce qui concerne la recherche des STEC dans 

un fromage et représente une étape critique pouvant facilement biaiser l’analyse : l’analyse 

d’une portion de 25 g d’un seul fromage ne pourra, a elle seule, refléter une production 

complète de fromage. Ensuite, l’étape d’enrichissement (sélectif ou non) à l’aide d’un 

bouillon nutritif permet à la bactérie recherchée de se multiplier avant l’étape de détection 

qui peut être aussi bien immunologique, phénotypique que génétique. Cette étape de 

détection permet l’obtention d’un résultat positif présomptif (une suspicion) ou négatif 

(arrêt 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 : l’étape de 

confirmation. Cette dernière permet de confirmer la présence de la bactérie suspectée dans 

l’aliment en déterminant son genre, son espèce 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 l’aliment contaminé. 

 

La méthode privilégiée au niveau européen pour la recherche des STEC dans les aliments 

consiste à mettre le focus sur les sérotypes les plus fréquemment impliqués dans les 

épidémies comme les sérotype O157:H7, O26:H11 (…) après avoir détecté la présence 

concomitante des gènes stx et eae dans une même matrice. Par contre, les aliments 

contaminés par des sérotypes moins fréquemment associés à des pathologies chez l’être 

humain, mais qui peuvent s’avérer extrêmement dangereux comme E. coli O103:H25 

(L’Abée-Lund et al., 2012) et E. coli O104:H4 (Beutin & Martin, 2012), risquent d’échapper à 

ces méthodes sélectives.  

Jusqu’à récemment, la seule norme existante était spécifique à la détection d’E. coli 

O157:H7. Historiquement, seul ce sérotype était recherché : la norme NF EN ISO 

16654 :2001 (« Méthode horizontale pour la recherche des E. coli O157 ») détaille une 

méthode destinée à détecter Escherichia coli appartenant au sérogroupe O157 dans les 
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aliments. E. coli O157: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 pathogènes a évolué, d’autres sérotypes se 

révélant tout aussi dangereux. Ainsi, pour la détection des souches non-O157, un projet de 

spécification technique ISO/CEN a été adopté à l’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 gènes stx et eae 

dans une même matrice. Si ces 2 gènes sont présents, alors une recherche des gènes 

spécifiques de certains sérogroupes est effectuée. Actuellement, en France, les sérogroupes 

O157, O111, O26, O103 et O145 sont recherchés, mais cette méthode peut s’étendre la 

recherche d’autres sérogroupes. Les échantillons positifs pour les gènes stx, eae, et les gènes 

spécifiques de sérogroupe (O157 et/ou O26 et/ou O103 et/ou O111 et/ou O145), sont 

soumis à une étape supplémentaire afin d’isoler la souche STEC. La méthode a été 

recommandée par l’EFSA pour la détection des STEC O157 et non-O157 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. 

 

 

 

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 à l’heure actuelle 

nécessitent une étape d’enrichissement, étant donné les faibles taux de bactéries 

pathogènes retrouvés dans les échantillons. L’étape d’enrichissement consiste à 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 à 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 à la bactérie de « récupérer » 

d’éventuels stress et/ou dommages ayant été occasionnés par le processus de fabrication de 

l’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 l’heure actuelle trois milieux d’enrichissement sont plus largement 

utilisés pour la détection des E. coli O157:H7 : le Trypticase Soya Broth modified (mTSB), le 

milieu E. coli ainsi que l’Eau Peptonée Tamponnée (EPT) (Vimont et al., 2006). De plus, afin 

de limiter au maximum les effets de compétition bactérienne, les enrichissements peuvent 

être 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 

fréquemment utilisé (Vimont et al., 2006). De plus, des composants tels que l’acriflavine 

peuvent également être utilisés (Miszczycha et al., 2012 – ANNEXE 10 ; Vernozy-Rozand et 

al., 1997). Cet intercalant est essentiellement rajouté dans les enrichissements de produits 

laitiers : l’acriflavine inhibe le développement des bactéries lactiques au profit des STEC 

(Weaver et al., 1996). 

La température d’incubation joue un rôle important lors de l’étape d’enrichissement. Pour E. 

coli O157:H7, il a été démontré qu’un enrichissement à 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-O157 se font par défaut à 37 °C.  

La durée d’incubation peut également jouer un rôle 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 phénomène de 

compétition correspondant à l’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 à l’heure actuelle, de milieux d’enrichissement spécifiques et 

recommandés pour les sérogroupes autres qu’O157 même si diverses études se sont 

intéressées à 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 à 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 même souche de E. coli O157:H7 artificiellement inoculée dans 

une portion de viande hachée ainsi que dans une portion de fromage au lait cru de type pâte 

molle réagit différemment à l’étape d’enrichissement. Il s’avère nettement plus difficile de 

détecter et isoler cette souche pour l’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 à base de lait cru représente un challenge toujours d’actualité. 

Pour conclure, rappelons que cette étape particulièrement délicate reste un équilibre à 

trouver entre l’inhibition de la croissance des autres micro-organismes et le développement 

optimum de la bactérie recherchée. 

 

5.2. Détection des STEC 

Il existe à l’heure actuelle de nombreuses méthodes destinées à détecter les STEC à 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 l’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 TaqMan 

Au cours de ces 10 dernières années, les progrès en matière 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 gènes de virulence et des sérotypes de STEC 

directement à partir des bouillons d’enrichissement ou à partir de souches isolées après une 

étape d’extraction et purification de l’ADN. De nombreux protocoles ont été publiés afin de 

détecter les principaux gènes de virulence des STEC tels que les gènes stx ou eae ou encore 

les gènes 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 l’utilisation de sondes d’hydrolyse appelées sondes « Taqman ». Ces 

sondes sont spécifiques de la partie du génome à amplifier, et sont composées d’un reporter 

(émetteur) qui émet de la fluorescence et d’un quencher (extincteur) qui l’absorbe. Lorsque 

la sonde est intacte (reporter et quencher à 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 l’élongation du brin d’ADN, la Taq-polymérase hydrolyse la sonde 

grâce à son activité 5’ exonucléasique. Le reporter est alors séparé du quencher et émet de 

la fluorescence. Cette fluorescence est alors détectée et enregistrée par l’automate et ce en 

temps réel. La positivité d’une PCR en temps réel est déterminée par le nombre de cycles à 

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 l’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 apparaît toujours au cours de la phase exponentielle de la PCR. 

 

5.2.b. Limites de la RT-PCR 

Les méthodes PCR destinées à détecter les STEC dans des matrices complexes comme les 

aliments présentent aussi certains inconvénients. Tout d’abords l’exploitation des Ct tardifs 

(entre le 38 et le 40ème cycle pour des PCR de 40 cycles) est laissée à l’appréciation de 

l’expérimentateur (Mackay, 2007). En effet, malgré l’enrichissement, la concentration des 
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STEC peut être faible et la complexité des matrices peut être un obstacle à l’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 

l’ADN des bactéries cibles de l’ADN libre, de cellules mortes ou provenant de phages. Les 

marqueurs détectés dans les aliments ne sont pas nécessairement présents sur la même 

souche et peuvent être situés sur différentes souches non pathogènes. Ainsi, une étape 

d’isolement est nécessaire pour récupérer la souche à 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 O157, il existe plusieurs méthodes d’isolement validées: l’Immuno 

Séparation Magnétique (IMS), l’isolement direct et le VIDAS ICE. Pour les STEC appartenant 

aux sérogroupes O26, O103, O111 et O145, seule l’IMS existe. De plus, un étalement direct 

sur gélose sélective peut être réalisé. 

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

pathogènes par l’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 espèce (E. coli) 

comme le milieu Coli ID (bioMérieux) et le milieu Rapid’E.coli2 (Bio-RAD). Ces milieux sont 

des milieux chromogènes permettant le dénombrement des coliformes et d’E. coli. Ils 

contiennent deux substrats chromogènes. Les coliformes autres qu’E. coli apparaissent sous 

forme de colonies bleues, grâce à la mise en évidence de la β-galactosidase; les colonies d’E. 
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coli apparaissent violettes/roses grâce à la mise en évidence de la β-glucuronidase. Les 

géloses sont incubées 18/24 heures à 37°C. Ces milieux sont utilisés dans la norme ISO 

16654. 

                               

5.4.b. Isolement des E. coli O157:H7 

Avant de décrire les différentes géloses spécifiques à 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 β-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 O157:H7 forme des colonies lisses, 

incolores, pouvant présenter un halo orangé d’alcalinisation).  

- le milieu ChromID O157:H7 commercialisé par la société BioMérieux (après incubation, les 

colonies caractéristiques de E. coli O157:H7 ont une coloration verte à verte-bleue), 

- le milieu BBL CHROMagar O157 commercialisé par la société Becton Dickinson (les colonies 

d’E. coli O157:H7 produisent un colorant de couleur mauve), 

- la gélose RAPID’E. coli O157:H7 commercialisée par la société Bio Rad (les colonies d’E. coli 

O157:H7 apparaissent bleues sombres/noires). 

Néanmoins, certaines souches d’E. coli O157:H7 sont capables de fermenter le sorbitol et 

présentent un activité β-glucuronidase positive (Monday et al., 2001). Il est donc nécessaire 

d’être prudent lors de l’utilisation de ces géloses et notamment lors de la lecture de celles-ci.  

 

5.4.c. Isolement des STEC non-O157:H7 

En ce qui concerne la recherche des autres souches de STEC, l’identification sur gélose est 

beaucoup plus fastidieuse. En effet, les STEC non-O157 n’ont pas de caractéristiques 

biochimiques communes rendant possibles l’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 



76 

 

érythrocytes de moutons lavés, additionnés d’ions Ca2+ (Beutin et al., 1989). Mais certains 

STEC non-O157 et STEC O157 fermentant le sorbitol, peuvent ne pas produire 

l’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 gêner 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 

quatre autres sérogroupes (O26, O103, O111, O145). Après 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-O157.   

Une gélose commercialisée, la gélose CHROMagar STEC permet l’isolement des souches 

STEC : les E. coli O157 y apparaissent mauves, les E. coli O26 y apparaissent mauves et sont 

fluorescentes, les autres STEC y apparaissent mauves et sont plus ou moins fluorescents. 

Néanmoins, certains STEC non-O26 et non-O157 peuvent avoir des difficultés pour pousser 

sur cette gélose et certaines colonies non-STEC peuvent présenter les mêmes 

caractéristiques que les colonies STEC. Une autre gélose, la gélose Rainbow O157 agar 

permet de mettre en évidence les différents sérogroupes de STEC : O157 en noir/gris, O26 

en violet, O103 en gris/violet/bleu-violet, O111 en gris-bleu/gris, O145 en gris-violet/bleu-

violet, mais aussi les sérogroupes O45 en gris-violet/violet/magenta et O121 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 

(antigène somatique de surface O et antigène flagellaire H) et de rechercher les facteurs de 

virulence de la bactérie. En effet, rappelons que selon la définition de l’AFSSA (AFSSA, 2010) 

une souche STEC est dite pathogène si elle appartient à un des cinq sérotypes (O26:H11, 

O103:H2, O111:H8, O145:H28 et O157:H7) et qu’elle possède 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 gènes stx porté un phage de 

type lambdoïd. 

 

 Les STEC pathogènes peuvent posséder d’autres facteurs de virulence tels que les 

gènes eae ou saa permettant à ces bactéries d’adhérer aux entérocytes.  

 

 La Shiga-toxine codée par le gène 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 à l’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 particulièrement les bovins sont les principaux réservoirs de 

STEC. Ces bactéries sont excrétées dans leurs fèces et peuvent alors contaminer les 

aliments ou être disséminées dans l’environnement. 

 

 Les STEC ont été responsables de nombreuses épidémies depuis les années 1980, 

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

 

 Jusqu’à présent le sérotype O157:H7 était le plus impliqué dans les épidémies et le 

plus recherché, mais les récentes avancées en matière de détection et certaines 

épidémies récentes tendent à démontrer l’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 extrêmement pathogènes 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, l’impact des 

paramètres 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 règles d’hygiène, est relativement 

rare. La contamination du lait se produit généralement en amont, au niveau des 

exploitations laitières (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 laitières du monde entier font partis des sérotypes 

ayant été à l’origine de pathologies chez l’être humain. 

 

1. Excrétions des STEC par les ruminants laitiers 

 

Les ruminants laitiers représentent un important réservoir de STEC et excrètent ces bactéries 

dans leurs fèces. Plusieurs études se sont intéressées à la prévalence du gène stx dans les 

fèces de ces ruminants sans procéder à l’isolement des souches (Gyles, 2007 ; Hussein & 

Sakuma, 2005a). Ces données doivent donc être interprétées avec prudence car elles ne 

témoignent pas de la réelle prévalence de souches STEC potentiellement pathogènes dans la 

matrice étudiée. En effet, les gènes stx ainsi détectés peuvent provenir de phages ou de 

souches E. coli n’appartenant pas aux sérotypes les plus fréquemment associés à des cas de 
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pathologies chez l’homme. Enfin, les gènes détectés peuvent être portés par l’ADN de 

cellules mortes. 

 

Certains travaux ont estimé une prévalence de E. coli O157:H7 comprise entre 3 et 8% dans 

les troupeaux étudiés et une prévalence à l’échelle des animaux de 0,5 à 1% (Meyer-Broseta 

et al., 2001). En 2009, une étude menée par l’EFSA et réalisée sur les fèces de plus de 5000 

animaux, a révélé une prévalence des STEC atteignant 2,2%. En ce qui concerne le sérotype 

O157: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 O157 dans 37,8% des 180 

fermes étudiées.  

De manière générale, il faut garder en mémoire que les STEC peuvent être présents, même 

occasionnellement, dans la plupart des fermes (Hancock et al., 2001). 

Chez les brebis et les chèvres, la prévalence des STEC semble importante. Zschöck et al. 

(2000) ont ainsi mis en évidence la présence de STEC chez 32,1% des brebis et 75,3% des 

chèvres issues de 9 exploitations laitières étudiées en Allemagne. Dans ce même pays, 

Beutin et al. (1993) ont isolé des STEC chez 66,67% de 120 moutons et 56,1% de 66 chèvres. 

En Espagne, une première étude a révélé la présence de STEC chez 47,7% des chèvres issues 

de 12 troupeaux différents (Cortés et al., 2005). Une autre étude a, quant à 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 

O157 ont en effet pu être isolées chez les ovins et les caprins (La Ragione et al., 2009). De 

plus, malgré l’appartenance à certains sérotypes associés à des pathologies chez l’homme, 

les souches isolées possèdaient rarement les gènes 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 ; Zschöck et al., 2000).  

L’excrétion des STEC par les ruminants apparait comme un évènement 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 manière transitoire des STEC. Or, Orden et al. (2008) ont démontré 

que des chèvres pouvaient excréter de façon persistante des STEC. L’analyse d’un seul 
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échantillon de fèces ne peut donc être suffisant pour déterminer si l’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 O157 peuvent 

persister 17 mois dans une même ferme et être 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 être considérés comme des « supers excréteurs » 

de E. coli O157:H7 (taux excrété > 104 UFC par gramme de fèces) et potentiellement d’autres 

sérotypes (Chase-Topping et al., 2008). D’autres facteurs peuvent également contribuer à 

l’excrétion des STEC comme l’âge (Hussein & Sakuma, 2005b), l’alimentation (Jacob et al., 

2009), l’habitat (Ellis-Iversen et al., 2008 ; LeJeune & 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 l’animal (Byrne et al., 2003 ; Orden et al., 2003), 

la localisation géographique (LeJeune et al., 2006) et les antécédents de contamination par 

des STEC ou tout autre pathogène (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 même sérotype. Jacob et al. (2011) ont 

observé que plusieurs souches d’E. coli O157:H7 avec des profils en PFGE différents 

pouvaient être isolées dans un même échantillon de fèces (chez 26% des animaux testés). 

Ainsi, des souches de même sérotype mais présentant un pouvoir pathogène 

potentiellement différent pourraient se retrouver dans un même échantillon. 

 

Même si la voie fécale, suite notamment à de mauvaises conditions d’hygiène, est la 

principale source de contamination du lait par les STEC (Hussein & Sakuma, 2005b), une 

autre voie de contamination, bien que controversée, peut être évoquée : il s’agit d’une 

source intra-mammaire (Lira et al., 2004 ; Matthews et al., 1997 ; Stephan & Kuhn, 1999). 

Cette excrétion pourrait être provoquée par une mammite qui est une inflammation de la 

mamelle d'origine infectieuse (des bactéries pénètrent dans le canal du trayon, pendant la 

lactation ou la période sèche). Deux formes de mammite sont distinguées : la forme sub-

clinique et la forme clinique. La première ne présente pas de signes cliniques extérieurs, le 
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diagnostic étant possible uniquement par numération cellulaire dans le lait. La deuxième 

quant à 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 entraîner des signes 

généraux sur l'animal comme de la fièvre. Cette pathologie peut être provoquée par 

différents pathogènes tels que S. aureus ou encore les entérobactéries. Certaines suspicions 

de mammites provoquées par des STEC ont fait l’objet de publications. Matthews et al. 

(1997) ont avancé la possibilité d’une invasion des cellules épithéliales de la mamelle par E. 

coli O157: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 gène 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 

l’inverse, aucune des souches E. coli responsables de mammites isolées en France ne 

possèdaient de gène stx (Raynaud et al., 2005). Les STEC sont, comme nous l’avons vu 

précédemment, présents dans les fermes. Or, par contact (notamment avec les matières 

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 l’animal existent et il s’avérera certainement nécessaire d’approfondir nos 

connaissances sur ce phénomène afin de mieux appréhender le rôle 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 excrètent les STEC 

via leurs fèces. Or, ce phénomène est à même de contaminer, en plus du lait, tout 

l’environnement de la ferme. De nouveaux animaux peuvent alors être contaminés par ces 

STEC que ce soit par contact direct avec les individus porteur de ces bactéries ou indirect via 

l’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 

l’environnement s’explique notamment par les capacités de ces bactéries à survivre dans 

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

 

2.1. Survie dans les fèces 

Les contaminations fécales jouent un rôle primordial dans la transmission des STEC au sein 

des fermes. La durée de vie des STEC dans les fèces varie selon les études, mais elle est 

généralement d’environ 100 jours, que ce soit pour E. coli O157:H7 ou  E. coli O26:H11 et 

O111 (Duffy, 2003 ; Fukushima et al., 1999 ; Scott et al., 2006). Frémaux et al. (2010) ont 

montré que des STEC pouvaient survivre jusqu’à 2 mois dans des fèces de bovins et que la 

dispersion des pathogènes était avérée jusqu’à 20 cm sous la surface des sols de pâturages 

alpins. L’aw élevée serait l’un des facteurs essentiel de la survie des STEC dans les fèces de 

bovins. L’aw est généralement liée à la température dans les fèces de bovins. Plus la 

température est basse, plus l’aw reste élevée : au dessus de 22 °C, l’aw des fèces en fin de 

stockage est inférieure à 0,5, alors qu’elle reste voisine de 0,98-0,99 pour un stockage à + 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 à 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 fèces d’espèces autres que bovines est peu connu. 

 

2.2. Survie des STEC dans la ferme 

L’environnement immédiat de la ferme peut aussi être 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 

l’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 être un vecteur important de 

contamination (Cobbold & Desmarchelier, 2002).   

De plus, le niveau de contamination de l’environnement de la ferme pourrait être lié à 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 la 

contamination environnementale serait forte. La litière est l’échantillon le plus fréquemment 

retrouvé positif, l’urine bovine pourrait aussi servir de substrat pour la croissance des 

souches d’E. coli O157:H7 (Davis et al., 2005). Par ailleurs, une étude menée en Suède dans 

un élevage bovin laitier a montré que chez les veaux porteurs et excréteurs d’E. coli O157:H7 

au printemps, seuls ceux gardés à l’étable pendant l’été excrétaient encore la bactérie alors 

que ceux mis au pré n’en excrètaient plus (Jonsson et al., 2001). Ceci peut s’expliquer par un 

phénomène de re-contamination des animaux par l’intermédiaire de l’environnement de 

l’élevage (locaux, matériel…). Par ailleurs, d’autres animaux au sein de la ferme peuvent être 

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’hygiène est l’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 l’alimentation. Certains auteurs ont montré que 

E. coli O157 étaient retrouvé relativement fréquemment dans les mangeoires (1,8%) 

(Hancock et al., 2001). La présence du gène stx ainsi que la présence de souches STEC dans 

les bacs à nourritures ont aussi été rapportées (Polifroni et al., 2012). De plus, E. coli 

O157: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 O157 ont pu survivre 60 jours dans le fourrage 

d’herbe (Davis et al., 2005). Néanmoins, le comportement des STEC dans les ensilages est à 

ce jour peu documenté. Les ensilages peuvent être contaminés par des STEC via l’eau 

d’irrigation, le fumier ou la terre (Weinberg et al., 2004). De plus, des souches d’E. coli ont 

pu être détectées en grand nombre dans des ensilages en décomposition, notamment dans 

les zones périphériques sujettes à une détérioration aérobie (Chen et al., 2005). La mauvaise 

gestion des fermentations dans l'ensilage a été identifiée comme étant un facteur de survie 

d’E. coli O157 (Fenlon & Wilson, 2000). Lors de la mise en silo, une anaérobiose insuffisante 

peut retarder l'établissement de la fermentation lactique et entraîner une diminution du pH 

plus lente, augmentant ainsi la survie des E. coli pathogènes (Chen et al., 2005). A l’inverse, 

une bonne gestion de la fermentation dans l’ensilage de maïs permettait de détruire 

efficacement des souches d’E. coli O26 inoculé artificiellement dans celui-ci avant sa mise en 

silo (Dunière et al., 2011).  

Cependant, à l'ouverture des silos, l'air qui pénètre dans l'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 O26 contaminées artificiellement à l’ouverture 

des silos d’ensilage, pourraient survivre et se développer à la reprise de l’aération (Dunière 

et al., 2011). 

 

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

Les eaux d’arrosage des végétaux pourraient également être contaminées par des déjections 

animales et la présence d’E. coli à de faibles taux dans des champs arrosés avec de l’eau 

d’irrigation souillée ou non-traitée a été observée (Weinberg et al., 2004). E. coli O157: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 O26 ont pu être retrouvées jusqu’à 3 mois après leur inoculation dans des 

bouses (Fremaux et al., 2007b). Les STEC peuvent survivre plus de 213 jours dans un sol 

sableux-limoneux inoculé à 106 UFC/g et recevant des déjections animales (Islam et al., 

2004). Il a été montré que des souches STEC pouvaient persister de 200 à 365 jours dans le 

sol (Fremaux et al., 2008b ; Jiang et al., 2002). Ainsi, la survie d’E. coli O157, 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 l’homme 

(Franz et al., 2011).  

 

3. Prévalence des STEC dans les produits laitiers 

 

De nombreuses études se sont intéressées à la présence des STEC dans les produits laitiers 

(Baylis, 2009).  

Néanmoins, il est important de garder un regard critique à propos des travaux concernant la 

prévalence des STEC dans ces produits ainsi que dans l’environnement de la ferme. En effet, 

depuis ces dernières années, l’essor de nouveaux protocoles de biologie moléculaire, 

essentiellement pour la PCR en temps réel, ont permis d’améliorer grandement la détection 

des gènes de virulence tels que stx ou eae. Mais ces techniques ne doivent pas faire oublier 

que 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 

quant à la prévalence de ces gènes et les caractéristiques des STEC dans les aliments testés 

(Beutin et al., 2007b ; Fach et al., 2001). C’est pourquoi l’étape de confirmation par isolation 

de la souche après la détection de gènes de virulence par PCR reste une étape cruciale. Il est 

important de ne pas faire l’amalgame entre prévalence de gènes de virulence dans une 

matrice et présence de souches possédant ces gènes (le gène stx peut très bien être porté 

par un phage libre). De plus, les méthodes usitées dans la plupart des études cherchant à 

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 pathogènes a fait l’objet 

de plusieurs revues bibliographiques dont notamment celles rédigées par Bastain & Sivelä 

(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 gènes stx dans le 

lait cru sont présentés dans l’annexe 1. Des études récentes ont aussi démontré une forte 

prévalence des gènes stx sur les filtres de lait (Van Kessel et al., 2011). 

Néanmoins, depuis les années 2000, l’uniformisation de ces données est assez difficile. Ceci 

est la conséquence, entre autre, de l’évolution des méthodes de détection. De plus, les 

échantillonnages varient considérablement d’une étude à l’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 gènes 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 gènes 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 

gènes de virulence, comme par exemple le gène stx, n’implique pas forcément la présence 

de STEC, mais peut résulter de la présence de phages Stx. L’ADN détecté peut aussi être de 

l’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 l’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 (très souvent moins de 100). La plupart des études concernant la 

recherche de gène 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 où 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 

l’année 2009. Ce plan de surveillance a porté sur l’étude de 1924 échantillons de fromages 

fabriqués à partir de laits crus de vache, de brebis ou de chèvre. Un total de 17 souches de 

STEC a pu être isolé à 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 à 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 gène stx par analyse PCR mais seulement 8,1% des échantillons analysés ont été testés 

positif par PCR à la fois pour les gènes stx et eae. 

Parmi les échantillons eae+ et stx+, la présence d’au moins l’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 O26 (55 échantillons), 

O103 (41 échantillons), O145 (13 échantillons) et au sérogroupe O157 (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 même échantillon, 24 

échantillons ont donné un signal positif pour plusieurs sérogroupes à la fois. Un seul des 5 

sérogroupes recherchés a pu être identifié pour les 65 autres échantillons. 

Au final, 40 échantillons ont permis l’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 pathogènes (eae+ et stx+) ; 15 (soit 0,8% - 15/1924- 

des échantillons analysés) par des souches non-STEC mais possédant le gène eae et 8 (0,4% - 

8/1924- des échantillons analysés) par des souches d’E. coli non-pathogènes ne possédant 

aucun des 2 facteurs de virulence. 

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

souches possèdaient le gène stx2 seul. Aucune souche isolée ne possèdait à la fois les deux 
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gènes stx1 et stx2. Cette dominance du gène stx1 chez les souches STEC isolés de produits 

laitiers avait déjà été mise en évidence par Pradel et al. (2008). 

La plupart des souches isolées (11/17) appartenaient au sérotype O26:H11. Les 6 autres 

souches STEC isolées appartenaient aux sérotypes O103:H2 (4 souches) ; O145:H28 (1 

souche) et O157:H7 (1 souche). 

Cette étude très complète de par le nombre important d’échantillons analysés et la 

méthodologie (de la recherche des gènes de virulence à l’isolement de souches viables) a 

apporté de nombreuses informations sur, d’une part, l’identification des sérotypes les plus 

présents dans ces fromages, mais aussi la présence importante du gène stx1 en comparaison 

du gène stx2 dans ces produits.  

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

 

4.  Epidémies liée à 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 O157: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 l’EFSA (EFSA, 2011) indiquent, comme nous l’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 à risque en Europe. Les principales 

épidémies dues aux STEC et ayant impliqué des produits laitiers sont répertoriées dans 

l’annexe 3. 
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La consommation de lait cru (vache ou chèvre) a été associée à plusieurs cas de pathologies 

en Europe et en Amérique du Nord. La plupart de ces épidémies ont été provoquées par des 

souches de sérotype O157:H7, mais d’autres souches de sérotypes, moins fréquents, ont eux 

aussi été pointés du doigt. Il s’agit des sérotypes O22 :H8, O110 :H-, O80 :H- ou encore une 

souche appartenant au sérogroupe O145. La consommation de fromage à base de lait cru de 

vache ou de chèvre a elle aussi été impliquée dans des cas épidémiques. Si le sérotype 

O157:H7 est le plus fréquemment incriminé, d’autres souches telles que E. coli O27 :H20, 

O103, O26, O145, O27 :H20 ou encore O104 :H21 ont aussi été impliquées. Notamment, en 

France, fin 2005, 6 cas de SHU ont été recensés (InVS, 2007). L’enquête avait identifié un 

fromage de type pâte molle au lait cru et contaminé par le sérogroupe O26 comme à 

l’origine de l’épidémie. 

L’implication moindre des sérogroupes non-O157 dans ces épidémies peut avoir pour 

origine, soit un manque d’investigation les concernant, soit une pathogénicité moindre par 

rapport à E. coli O157:H7. 

Certaines épidémies ont également été associées à 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 être 

responsables de ces contaminations. Des yaourts, des glaces fabriquées à la ferme et même 

des milk-shakes à base de lait pasteurisé ont eux aussi été impliqués dans des épidémies 

liées à des STEC (Becker, 2005 ; De Schrijver et al., 2008 ; Morgan et al., 1993). Des cas de 

SHU (5) ont été rapportés récemment suite à la consommation de glaces fabriquées dans 

une ferme laitière à base de lait pasteurisé (Buvens et al., 2011). Des souches d’E. coli 

O145:H28 et O26:H11 ont été responsables de ces cas. D’après les investigations réalisées, 

une contamination post-pasteurisation serait responsable de la présence de ces STEC dans le 

produit. 

 

En conclusion, les produits laitiers à base de lait cru mais aussi à base de lait pasteurisé ont 

été impliqués dans plusieurs épidémies suite à une contamination par des souches STEC. 

Néanmoins, ces épidémies ont toutes été de moindre importance que celles provoquées 

suite à l’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’hygiène, nutrition des animaux et l’information des consommateurs. Néanmoins, le 

manque de connaissances relatives à la diversité, à la résistance des différentes souches de 

STEC, aux taux d’excrétions fécales des STEC au sein des troupeaux ainsi qu’à l’inter-

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 hygiène de la traite permet de limiter toute contamination fécale des trayons de 

l’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 rôle pour les 

technologies fromagères et intervient dans la qualité organoleptique de certains fromages 

au lait cru. Une destruction non-maîtrisée de toutes les flores microbienne est à exclure. Le 

soin tout particulier porté à l’hygiène de tout l’équipement de la traite ainsi que les bonnes 

pratiques d’hygiène (fermes, cour, litière, mais aussi pour l’eau et la nourriture), le contrôle 

ainsi que le stockage et l’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 ; LeJeune et al., 2001 ; Raynaud et al., 2005 ; Scott et al., 

2006). Malgré toutes ces précautions, d’autres mesures plus élargies peuvent aussi être 

prises : 
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- isoler les animaux à risques tels que les jeunes veaux qui excrètent 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 

espèces animales au sein de la ferme (ovins, bovins, caprins…), éviter le contact avec les 

animaux sauvages, désinsectiser et dératiser. Un soin tout particulier doit être porté à la 

détection des individus « super excréteurs » de STEC qui doivent être 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 pathogènes est une mesure 

actuellement testée aux USA. Elle a été particulièrement étudiée contre le sérotype 

O157:H7. Ces vaccins ciblent différents facteurs (intimine, LPS O157, récepteur à 

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’empêche 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 uniquement contre le sérogroupe 

O157. Tester cette technique au niveau des exploitations laitières où la prévalence des STEC 

peut être plus faible que dans les parcs d’engraissement et où 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 l’excrétion fécale d’E. coli O157, notamment la combinaison 

de Lactobacillus acidophilus et Propionibacterium freudenreichii et de sodium de chlorate 

ajoutée à l’alimentation ainsi qu’à l’eau. Une publication a cependant remis en cause l’effet 

réducteur de Lactobacillus acidophilus sur l’excrétion d’E. coli O157:H7 (Cull et al., 2012). A 
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l’inverse, l’utilisation d’antimicrobiens dans l’alimentation et l’eau ne semble pas avoir 

d’impact sur l’excrétion des STEC (Callaway et al., 2004 ; Callaway et al., 2009 ; Khanna et al., 

2008 ; Loneragan & Brashears, 2005 ; Sargeant et al., 2007). Par contre, l’utilisation d’une 

thérapie continue à 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 l’excrétion d’E. coli O157:H7 

(Callaway et al., 2009): la population de E. coli est supérieure chez les animaux nourris au 

grain comparé à 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 façon dont les animaux sont nourris ou encore des variations de l’aliment lui-

même (Jacob et al., 2009). 

 

Malgré toutes ces mesures, il parait quasi impossible de parvenir à une éradication complète 

des STEC dans l’environnement de l’exploitation laitière 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’hygiène 

très élevé est évidemment obligatoire dès la traite finie ainsi qu’à l’endroit où le lait cru est 

stocké. Diverses mesures devraient être respectées comme la conservation du lait à moins 

de 12°C dans des réservoirs, l’utilisation de ce lait pour la fabrication du fromage moins de 

18h après la traite, le nettoyage et la désinfection correcte des équipements utilisés. 

Idéalement, des contrôles microbiologiques sur l’ensemble de l’environnement de travail 

devraient être effectués, même si une telle mesure paraît peu réalisable. Des mesures 

complémentaires peuvent toutefois être usitées (Anonymous, 2004): 

- le lait doit être analysé fréquemment, 

- si du lait pasteurisé et non pasteurisé sont utilisés dans la même laiterie, ceux-ci doivent 

être triés et ne pas être mis en contact, 
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- seuls les laits provenant d’exploitations laitières où le lait est de bonne qualité doivent être 

utilisés. 

Les productions de fromages au lait cru impliquent donc de gérer le risque de contamination 

dès 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’hygiène ainsi que les principes de 

HACCP doivent être respectés. Peu d’études se sont concentrées sur la formation de biofilms 

dans l’environnement laitier/fromager. Cependant, des données recueillies dans le domaine 

carné mais aussi clinique ont montré qu’E. coli O157:H7 est capable de former des biofilms 

et d’adhérer à des surfaces communément utilisées dans le domaine alimentaire comme 

l’acier inoxydable (Dewanti & Wong, 1995 ; Ryu & Beuchat, 2005). Néanmoins, cette 

capacité semble être dépendante de la souche. Des études ont montré que les souches 

ayant tendance à 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 O174 :H21 et O91 :H21 ont 

démontré que la production de curli accroît fortement leur capacité à 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 O157:H7, O26:H11 et O111: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 O157:H7 (Marouani-Gadri et al., 2009) et une 

autre étude a mis en évidence qu’E. coli O157: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), même si une combinaison de nettoyant alcalin et de solution de 

nettoyage à base d’hypochlorite semble avoir un effet sur l’inactivation de ces biofilms 

(Sharma et al., 2005). Toutefois, ces biofilms permettent à E. coli O157:H7 de résister à des 
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cycles de nettoyages/désinfections quotidiens, les rendant ainsi particulièrement persistants 

et capables de contaminer à nouveau d’autres aliments (Marouani-Gadri et al., 2009). 

Au niveau des chaînes de distributions ainsi que chez les consommateurs, là aussi, les 

mesures d’hygiènes doivent être respectées. 

 

Toutes les différentes pratiques décrites précédemment, seules, ne peuvent suffire à 

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 barrières » a été démontrée par différents 

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

 

6. La technologie fromagère 

 

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 à 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 l’histoire et 

les traditions de chaque région et pays. De plus, l’utilisation de lait cru confère à cet aliment 

des qualités organoleptiques différentes de celles conférées par le lait pasteurisé. Or, au 

cours de la fabrication et de l’affinage, différents facteurs environnementaux et intrinsèques 

au fromage lui-même peuvent avoir un impact sur le développement des STEC. La stabilité 

microbienne des fromages résulte de la combinaison de différents facteurs qualifiés de 

« facteurs barrières » (ou « Hurdle factors » en anglais), tels que le pH, l’aw, la teneur en sel 

ou même 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 possèdent des 

mécanismes permettant de lutter contre ces différents stress. Il a été démontré l’existence 

de résistances croisées à plusieurs stress tels que l’acidité, la chaleur et le sel (Rowe & Kirk, 
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1999). D’autres auteurs ont également émis l’hypothèse qu’un effet synergique de ces 

« facteurs barrières » existe dans les fromages (Gálvez 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 intrinsèques 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, à ce jour, ont été effectués sur E. coli O157:H7 et que très peu de 

données existent pour le STEC non-O157. 

 

6.1. Généralités sur la technologie fromagère 

L’article 1er du chapitre 1 du décret no 2007-628 du 27 avril 2007 relatif aux fromages et 

spécialités fromagères dit que la dénomination « fromage » est réservée aux produits 

fermentés ou non, affinés ou non, obtenus à partir des matières d’origine exclusivement 

laitières suivantes : lait, lait partiellement ou totalement écrémé, crème, matière grasse, 

babeurre, utilisées seules ou en mélange et coagulées en tout ou en partie avant égouttage 

ou après 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 à 

part entière. Mais l’instabilité de ce produit qui freine sa conservation, tout comme 

l’irrégularité de la production laitière, ont forcé nos ancêtres à développer des techniques 

permettant une meilleure conservation du lait. Ils ont ainsi donné naissance aux premières 

technologies fromagères. Les fromages constituent donc une forme ancestrale de 

conservation des protéines, de la matière grasse ainsi que d’une partie du calcium et du 

phosphore, dont les qualités nutritionnelles et gustatives sont appréciées par l’homme dans 

presque toutes les régions du globe.  

Le fromage résulte de la concentration des éléments majeurs du lait (protéines, matière 

grasse) sous l’action de l’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 hétérogène. 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 fromagère peuvent être définies (Mahaut et al., 2000):  

• Les fromages frais ou pâtes fraiches ;  

• Les pâtes molles à croutes fleurie et à croûte lavée ;  

• Les pâtes persillées ; 

• Les pâtes pressées non-cuites et cuites ;  

• Les pâtes dures ;  

• Les pâtes 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 possède son propre savoir faire. 

Néanmoins, les différents points présentés ici, très généraux, permettent d’appréhender la 

complexité des étapes nécessaires à la transformation du lait en fromage. 

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

et al., 2000): 

• la coagulation du lait, 

• l’égouttage du caillé, 

• l’affinage (qui peut-être très court). 

Dans la plupart des fabrications, entre l'égouttage et l'affinage, se situe l'opération de salage 

qui représente à la fois un complément d'égouttage et un facteur important de la maîtrise 

de l'affinage par action sur l'activité de l'eau. 
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Figure 14. Les grandes étapes de la fabrication fromagère. 

 

 

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 à 88 % tandis que la matière sèche est 

elle composée de matières grasses (3 à 4 %), de lactose (4,7 à 5,2 %) et de matières azotées 

(3,2 à 3,6 %). Il est important de préciser que tous les laits n’ont pas la même composition. 

En effet, à titre d’exemple, le lait de vache et de chèvre sont relativement similaires avec 

notamment 4,1 % de matières grasses tandis que le lait de brebis est différent et possède 

presque le double de matières grasses (avec un taux de matières sèches dépassant les 19 %). 

Ainsi, tous les laits n’ont pas la même aptitude à la transformation fromagère, 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 matière grasse. 

La matière grasse du lait est essentiellement composée de triglycérides. Néanmoins, les 

proportions d’acides gras dépendent de l’alimentation et varient d’une espèce à l’autre. Au 

niveau des sucres, le lactose est le constituant le plus abondant du lait de vache. Il joue un 

rôle important, notamment de part sa valeur nutritionnelle et sa fermentescibilité qui 
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commande l’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 matières azotées, la caséine représente presque 

80% des protéines du lait de vache. Il existe différents types de caséine (αS1, αS2, β et κ). 

Ces molécules s'associent entre elles de façon à 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 diamètre de 30 à 300 nm. Les 

micelles de caséines sont des colloïdes hydrophiles qui doivent leur stabilité à 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 l’environnement ayant des 

répercussions sur sa stabilité. L’acidification et/ou l’action protéolytique de certaines 

enzymes, ou encore les traitements thermiques peuvent être à l’origine de ce phénomène. 

Cette déstabilisation du système colloïdal est la base d’un ensemble de technologies 

particulièrement utilisées en fromagerie (Mahaut et al., 2000). 

Trois types de coagulation existent :  

- La coagulation acide : elle consiste à précipiter les caséines à leur point isoélectrique 

(pHi=4.6) par acidification biologique à l’aide de ferments lactiques qui transforment le 

lactose en acide lactique, par acidification chimique (injection de CO2) ou encore par ajout 

de protéines sériques à pH acide. 

- La coagulation de type présure : elle consiste à transformer le lait de l’état liquide à l’état 

de gel par action d’enzymes coagulantes. Les enzymes utilisées peuvent être d’origine 

animale (chymosine), mais aussi végétale ou microbienne. 

- La coagulation mixte : elle résulte de l’action conjuguée de la présure et de l’acidification. 

 

L’égouttage du coagulum consiste en l’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 l’histoire du coagulum. 
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Pour l’égouttage du coagulum acide, le gel présente une forte perméabilité qui conduit à un 

simple écoulement statique du sérum qui reste toutefois faible en raison du manque de 

contraction. En fin d’égouttage, le fromage est une pâte humide sans cohésion (78 à 80 % 

d’eau).  

Pour l’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 à un certain 

nombre de traitements mécaniques, physicochimiques et thermiques. Ces traitements sont 

d’autant plus intenses que l’extrait sec recherché dans le fromage est élevé. Les principaux 

sont : 

- Le tranchage qui consiste à 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 à l’intérieur du grain de caillé 

qui se contracte et expulse la phase aqueuse à l’extérieur du grain.  

- Le pressage permet de donner sa forme définitive au fromage, d’évacuer le sérum et l’air et 

de favoriser la soudure des grains de caillé. 

- Le salage a plusieurs objectifs : il assure un complément d’égouttage, peut contribuer à la 

formation de la croûte et module l’activité de l’eau (aw) qui oriente et freine les 

développements microbiens et actions enzymatiques au cours de l’affinage et d’accroitre le 

potentiel organoleptique du fromage.  

 

L’affinage correspond à une phase de digestion enzymatique des constituants du caillé. Ce 

substrat issu de la coagulation et de l’égouttage du lait est constitué de matière protéique, 

de matière 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 l’égouttage du lait présente une très grande 

hétérogénéité physicochimique, 

- les enzymes intervenant dans l’affinage ont plusieurs origines. Elles peuvent être 

endogènes, apportées au lait ou elles peuvent surtout être 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 pâte et 

la croûte des fromages pour lui conférer ses saveurs, arômes et textures caractéristiques. Les 

facteurs environnementaux auront un rôle déterminant sur la dynamique microbienne et la 

production d’enzymes et leur activité. 

 

6.3. Facteurs intrinsèques ayant un impact sur les STEC 

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

6.3.a. Le pH  

Au cours de la fabrication (sous l’action des bactéries lactiques), la production d’acide 

lactique entraîne une importante chute du pH, passant d’environ 6,8 (pH moyen du lait) à 

des valeurs proches de 4,5 (mais jamais inférieures à 4) pour certains types de fromages 

comme les pâtes lactiques (Tableau 6). E. coli O157:H7 se développe de manière optimale à 

des pH avoisinants 7. Des études ont néanmoins montré, in vitro, que certaines souches 

STEC sont capables de croitre à des pH compris entre 4,5 et 9 (Dineen et al., 1998 ; Glass et 

al., 1992). Par ailleurs, certaines souches très acido-résistantes sont capables de résister à 

des pH voisins de 3 (Jordan et al., 1999a).  

Aux valeurs de pH rencontrées dans les fromages, se sont essentiellement les systèmes 

d’acido-résistance AR4 et AR5 qui permettent à la bactérie de lutter efficacement contre 

l’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 Pâtes fraiches Pâtes molles Pâtes 

pressées 

Pâtes dures 

pH d’emprésurage 6 à 6,7 6,45 à 6,5 6,55 à 6,7 6,60 à 6,75 

pH fin d’égouttage 4,3 à 4,7 4,5 à 4,8 4,8 à 5,2 5 à 5,5 
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Par ailleurs, King et al. (2010b) ont pu mettre en évidence que la réponse induite lors du 

stress avec l’acide lactique et l’HCl est assez similaire, que ce soit pour la souche E. coli K12 

ou pour la souche E. coli O157:H7. Leurs travaux ont également mis en évidence que 

plusieurs gènes (comme les gènes activés en cas de stress froid tels que csdA ou cspA), quel 

que soit l’acide utilisé, sont activés, indiquant une réponse « universelle ». De même, des 

gènes impliqués dans la réponse au stress froid sont eux aussi activés tout comme des gènes 

impliqués dans la réparation de l’ADN ou codant pour des chaperonnes. Ils ont pu 

démontrer que la souche E. coli O157:H7 testée possédait une meilleure capacité de survie 

en condition acide associée à d’autres stress que la souche E. coli K12. Ils ont donc émis 

l’hypothèse que certaines souches de STEC pourraient posséder une meilleure résistance aux 

stress générés par les processus de fabrication agroalimentaire et l’environnement de l’hôte 

que les souches E. coli non-pathogènes 

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 l’utilisation d’acides forts comme 

l’HCl. Or, dans le fromage, l’acidité n’est pas la conséquence de l’action d’un acide fort, mais 

elle est due à l’action d’acides faibles comme l’acide lactique dont l’effet antimicrobien a 

déjà 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’à pH 

équivalent, l’acide lactique présente un effet inhibiteur plus fort sur E. coli O157:H7 que le 

HCl. Au cours de l’étape de coagulation, les bactéries lactiques produisent des acides 

organiques qui ont pour effet d’entraîner 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 libère à la fois un proton et la forme anionique de l’acide. La cellule est alors 

confrontée à un afflux de protons qu’elle peut gérer à l’aide des systèmes de résistance à 

l’acidité, mais aussi à une accumulation de la forme anionique de l’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 extrêmement complexe qu’est le fromage. Jordan et 

al. (Jordan et al., 1999b) avaient démontré in vitro qu’un taux de 50mM de lactate pouvait, à 

pH 3, avoir un impact sur la survie de E. coli O157:H7, mais un pH si acide ne peut être 
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atteint au cours du processus fromager. De plus, certains auteurs n’ont pas observé d’effets 

inhibiteurs importants de l’acide lactique sur E. coli O157:H7 dans le lait (Farrag et al., 1992) 

et le lait écrémé (Chang et al., 2000). Une étude (Montet et al., 2009) a même mis en 

évidence in vivo que des souches STEC acido-résistantes et acido-sensibles étaient capables 

de survivre à la fabrication d’un fromage de type pâte molle dont le pH pouvait atteindre 

4,6. Toutes ces données semblent indiquer que le pH au cours des premières heures de la 

fabrication fromagère ne semble pas être un facteur capable d’assainir totalement le produit 

des STEC, mais qui peut néanmoins ralentir/inhiber la croissance de ceux-ci.  

Au cours de l’affinage, le pH se comporte de manière différente en fonction du type de 

technologie fromagère. La consommation de l’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 pâte molle, l’acide lactique est rapidement consommé, 

entraînant une augmentation centripète du pH : celui-ci peut atteindre une valeur de 7 dans 

la croûte et une valeur de 6 dans la pâte (Lenoir, 1962). A l’inverse, pour les fromages à pâte 

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 l’activité de l’eau (aw) 

Le salage a plusieurs objectifs : il assure un complément d’égouttage, peut contribuer à la 

formation de la croûte et module l’activité de l’eau (aw) qui oriente et freine les 

développements microbiens et actions enzymatiques au cours de l’affinage, et permet 

d’accroître le potentiel organoleptique du fromage. La plupart des fromages ont une teneur 

en sel inférieure à 4 % (Tableau 7). Quelques rares fromages présentent un taux de sel plus 

élevé (8 à 15 % de NaCl) (Mahaut et al., 2000). Il est important de souligner que le salage 

peut être appliqué en surface, directement dans le caillé ou par immersion (saumurage). Ces 

différents modes entrainent une répartition différente du sel, qui tendra à diffuser, dans le 

cas du saumurage, lentement vers l’intérieur du fromage. Par conséquent, l’aw est aussi 

relativement hétérogène entre le cœur du fromage et la croûte. 
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Glass et al. (1992) ont démontré que, in vitro dans du TSB, E. coli O157:H7 est inhibé à des 

concentrations de NaCl supérieures ou égales à 8,5%, mais que cet STEC peut tout de même 

continuer à croître en présence de 6,5 % de NaCl. Hormis pour ces cas très particuliers, la 

teneur en NaCl des fromages n’est pas suffisante pour être létale pour les STEC.  

 

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

Type de fromage Taux de NaCl (en %) 

Emmental 0,5 à 0,7 

Comté 0,8 

Camembert 1,7 à 2,7 

Cantal 2 

Munster 2,4 

Roquefort 4 

Féta 8 à 15 

 

Néanmoins, le salage a un impact sur l’activité de l’eau (aw). L’aw est un paramètre important 

de sélection microbienne et de l’action des enzymes. Certains micro-organismes sont aptes à 

se développer dans des milieux à faible aw comme la plupart des levures et des Penicillium 

(jusqu’à des aw < 0,9) tandis que d’autres ne supportent pas des pressions osmotiques 

élevées comme les bactéries coliformes et Geotrichum candidum (jusqu’à une aw de 0,975) 

(Mahaut et al., 2000). Dans les fromages, l’aw dépend essentiellement des teneurs en sel et 

en eau. Au cours de l’affinage, l’aw diminue, pouvant atteindre des valeurs proches de 0,9 

comme c’est le cas du Parmesan tandis que pour les fromages de type pâte pressée non-

cuite, l’aw peut varier entre 0,92 et 0,98 en fonction de la durée de l’affinage  

Or, l’aw minimale autorisant la croissance d’E. coli O157:H7 est comprise entre 0,945 et 0,95 

(Lindblad & Lindqvist, 2010 ; Salter et al., 2000 ; Sperber, 1983). Glass et al. (1998) ont 

observé qu’une aw de 0,92 dans des portions de fromages était suffisante pour inhiber E. coli 

O157:H7. Même si les E. coli possèdent de nombreux systèmes pour lutter contre le stress 

osmotique (Peng et al., 2011), la chute de l’aw au cours de l’affinage du fromage peut avoir 

un impact sur leur croissance et leur survie. 
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En conclusion, l’aw apparaît comme un « effet barrière » contre les STEC pour certaines 

technologies fromagères. 

 

6.3.c. Phénomènes de compétition 

Chaque lait non-traité thermiquement ou physiquement possède une microflore qui lui est 

propre. Or, la microflore naturelle du lait cru utilisée lors de la fabrication de fromage ainsi 

que 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 très 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 l’acide lactique, l’acide acétique, le 

peroxyde d’hydrogène ou même des bactériocines (De Vuyst & Vandamme, 1992). Maher et 

al. (2001) ont observé que durant l’affinage d’un fromage à croûte fleurie, la décroissance 

d’E. coli O157:H7 était concomitante à la formation de la flore sur la croûte. Ils ont supposé 

que cette flore produisait une substance antimicrobienne ayant un effet létale sur E. coli 

O157:H7 au niveau de la croûte du fromage. Les bactériocines quant à elles sont des 

peptides connus pour leur effet antimicrobien (Gálvez 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 l’inverse, Murdock et al. (2007) ont démontré, in 

vitro, un effet létal sur E. coli O157:H7 de la nisine couplée à la lactoferrine. De même, el-

Ziney & Debevere (1998) ont observé un effet inhibiteur sur E. coli O157: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 

O157:H7, mais de nombreux travaux seront nécessaires afin de pouvoir pleinement 

appréhender et maîtriser leur impact sur E. coli O157: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 phénomène. La richesse microbiologique du lait cru 

tendrait à émettre l’hypothèse d’une forte compétition nutritionnelle entre les différents 

micro-organismes naturellement présents et les STEC. Néanmoins, certains travaux laissent à 

supposer le contraire. En effet, des auteurs ont mis en évidence que la croissance de E. coli 

n’était pas impactée par l’utilisation de ferments ni même 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’influençait que peu le 

comportement d’E. coli O157:H7 dans de la Féta ou le Camembert. Delbès et al. (2013) ont 

aussi observé que les ferments n’avaient pas d’impact sur la croissance d’une souche E. coli 

O26:H11 dans un fromage de type pâte 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 O157:H7 dans différentes conditions d’acidité. 

Les auteurs ont émis l’hypothèse que l’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, Delbès et al. 

(2013) ont pu démontrer le caractère 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 à accepter ou à céder des électrons. Plus un 

aliment est épais et compact, plus son cœur est réducteur. A l’inverse, un aliment peu épais 

et exposé à l’air ne peut pas devenir réducteur : l’effet oxydant d’un aliment est dû 

essentiellement à la présence d’oxygène atmosphérique. Le potentiel redox joue un rôle 

important dans la croissance des micro-organismes. En effet, certaines microflores aérobies 

strictes ne pourront se développer qu’à la surface du fromage comme les moisissures tandis 

que d’autres microflores anaérobies strictes ne se développeront qu’à l’intérieur du 

fromage.  

Actuellement, l’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 l’affinage du fromage 

6.4.a. Composition de l’atmosphère 

L’impact de la composition de l’atmosphère 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 pâte molle 

qui contribue à favoriser le développement de la flore acidosensible (Mahaut et al., 2000). A 

l’inverse, l’humidité relative des caves d’affinage conditionne l’aw qui, en cas de diminution, 

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

 

6.4.b. La température 

Les températures au cours de la fabrication et de l’affinage sont variables. De plus, des 

traitements thermiques peuvent être appliqués au cours de la fabrication de certaines 

technologies fromagères. Schlesser et al. (2006) ont observé qu’un traitement thermique du 

lait cru à 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 à un 

taux de 105 UFC.mL-1. Le lait peut aussi être pasteurisé. Ce procédé est extrêmement efficace 

pour assainir le lait de tous les pathogènes dont les STEC. En effet, E. coli O157:H7 peut être 

complètement détruit après un traitement de 16 s à 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 après pasteurisation ou suite à un défaut de cette étape 

existe (Clough et al., 2009). En effet, deux épidémies à E. coli O157:H7 dans du lait pasteurisé 

ont été provoquées suite à défaillance de pasteurisation pour l’une et une contamination 

post-pasteurisation pour l’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, l’étape de coagulation est généralement 

effectuée à des températures comprises entre 25 et 35 °C en fonction des technologies. Ces 

températures sont indispensables à l’emprésurage, à la formation du caillé ainsi qu’à la 

croissance de la flore naturelle du lait et des ferments lactiques. Cependant, la croissance 
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des STEC peut également être favorisée à ces températures. En effet, la température 

optimum de croissance d’E. coli O157: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 pâtes filées ou pâtes pressées cuites nécessitent une 

étape de chauffage du caillé. Les fromages de type pâtes filées comme la Mozzarella sont 

caractérisés par une étape de chauffage du caillé après un présage dans de l’eau ou du 

lactosérum pendant 5 à 10min à des températures comprises entre 70 et 85 °C. Spano et al. 

(2003) ont observé que cette étape de chauffage à 70 °C durant 5 min permettait une 

réduction d’un facteur 10 du taux E. coli O157:H7 initialement inoculé à 105 UFC/mL tandis 

qu’après un chauffage de 5 min à 80 °C, plus aucun de ces STEC n’était cultivable. Pour les 

fromage de type pâte 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 entraînait une rapide décroissance du taux 

de STEC dans les premières heures de fabrication (Peng et al., 2011). Hudson et al. (1997) 

ont observé que l’étape de cuisson de 2 heures à 56 °C entraînait une disparition des E. coli 

O157:H7 dans du fromage blanc. Usajewicz & Nalepa (2006) ont observé qu’un traitement 

de 180 min à 55 °C permettait d’inactiver les E. coli dans le lait. Ils ont aussi noté que ces 

bactéries pouvaient réparer les dommages subits après un passage dans des conditions 

optimales (37 °C) tandis qu’un stockage à 7 °C inhibait leur régénération. Or, pour certaines 

technologies de pâtes pressées cuites, les fromages peuvent être conservés plus de 24h à 

20°C après une étape de chauffage de 35min à 52°C (Mahaut et al., 2000), ce qui pourrait 

permettre une régénération des souches de STEC.  

Plusieurs facteurs peuvent être impliqués en cas de stress thermiques, comme des protéines 

chaperonnes appelée HSP (Heat Shock Protein). Certaines de ces HSP sont régulées par le 

facteur σ32 (RpoH) (Peng et al., 2011). 

Lors de l’affinage et la conservation du fromage, les STEC sont alors soumis à des 

températures basses (< 12 °C). Il a été observé qu’E. coli O157:H7 pouvait survivre de 60 à 75 

jours respectivement dans du Camembert et de la Féta à 2 °C (Ramsaran et al., 1998), ainsi 

que 60 jours dans Cheddar à 7 °C (Schlesser et al., 2006). Comme il a été expliqué 

précédemment, le stress acide que subissent les STEC en début de fabrication est à même 
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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 rôle 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 à tour agir comme facteur de croissance puis comme facteur de 

préservation des STEC dans le produit. Pour les pâtes pressées cuites, l’étape de cuisson 

s’avère 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 pathogènes, ne semble pas être un facteur inhibiteur des STEC : ces bactéries 

possèdent des mécanismes de résistance à l’acidité. L’acidité du fromage pourrait même 

déclencher une réponse globale aux stress et ainsi préparer ces micro-organismes à 

affronter d’autres stress comme par exemple le pH extrêmement acide de l’estomac 

humain. Si les taux de NaCl présents dans le fromage ne semblent pas être en mesure 

d’inhiber les STEC, la chute de l’aw au cours de l’affinage pourrait, elle, avoir un impact sur la 

survie de ces bactéries. Les étapes de chauffage des fromages à pâtes 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 

que de multiples barrières sont bien plus efficaces qu’une seule (Erickson & Doyle, 2007). Le 

fromage est une matrice très complexe, tous ces facteurs interviennent de façon 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 l’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 l’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 

très faible (Baylis, 2009) et qu’il est aussi très difficile de pouvoir détecter/isoler de faibles 

quantités de ces bactéries (Jordan & Maher, 2006). C’est pourquoi, généralement, lors de 

ces études, les STEC sont artificiellement inoculés à des taux bien au dessus des 1 UFC.mL-1, 

généralement supérieurs à 103 UFC.mL-1 avant de procéder à la fabrication des fromages 

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

 

Deux phases jouent un rôle important dans le devenir des STEC : le début de la fabrication et 

l’affinage. Les conditions initiales de la fabrication du fromage sont plutôt optimales pour la 

croissance des STEC avec généralement une température de 30°C ainsi que qu’une aw du lait 

de 0,99. De plus, l’étape de coagulation, permettant de passer du lait liquide au caillé solide, 

entraîne un phénomène de concentration des bactéries. En effet, plusieurs auteurs ont pu 

observer une augmentation importante du taux d’E. coli O157:H7 après 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 phénomène de croissance associé à la 

rétention/concentration de ces bactéries dans le caillé. Dans le Cheddar, E. coli O157:H7 

reste bien plus concentré à l’intérieur des grains de caillé que dans le lactosérum expulsé ce 

qui tendrait à confirmer l’hypothèse de la concentration de ces bactéries dans le caillé lors 

de la phase de coagulation (Reitsma & Henning, 1996 ; Schlesser et al., 2006). A l’inverse, au 

cours de l’affinage et la conservation du fromage, les STEC sont soumis à de nombreux 

stress, dus aux facteurs mentionnés précédemment, pouvant entraîner une diminution du 

taux d’E. coli O157:H7 / des STEC durant cette étape. 

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

illustrés ci-dessous. 
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Le phénomène d’augmentation du taux de STEC (concentration avec ou sans croissance) lors 

des premières heures de fabrication du fromage a été décrit dans des fromages de type Féta 

et Télémé fabriqués à base de lait cru de brebis ou de vache. Govaris et al. (2002) ont 

observé une augmentation de E. coli O157:H7 de près de 1,18 et 0,82 log10 UFC.g-1  pour la 

Féta et 1,56 et 1,35 log10 UFC.g-1 pour le Télémé au cours des 10 premières heures de la 

fabrication. En revanche, E. coli O157:H7 ne semble plus détectable après, 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 O157:H7 

dans les premières 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-

delà de 30 jours, plus aucun E. coli O157:H7 n’était viable. Ramsaran et al. (1998) ont 

observé qu’après l’inoculation d’E. coli O157:H7 à un taux de 104 UFC.mL-1 dans du lait cru 

ou pasteurisé de vache, E. coli O157:H7 parvenait à atteindre un taux de 106 UFC.g-1 et à s’y 

maintenir pendant près de 75 jours. Maher et al. (2001) ont aussi noté une augmentation de 

la concentration de plus de 2 log10 UFC.g-1 d’une souche E. coli O157:H7 artificiellement 

inoculée au cours des 24 premières de fabrication d’un fromage à croûte lavée. Au cours de 

l’affinage, le taux de cet STEC a diminué jusqu’à atteindre moins de 1 UFC.g-1 dans la croûte 

et moins de 10 UFC.g-1 dans la pâte du fromage. Néanmoins, des souches viables ont pu être 

isolées après enrichissement jusqu’à 90 jours. 

Une étude réalisé sur du Camembert a permis de mettre en évidence que des souches STEC 

transformées non-O157:H7 inoculées à 103 UFC/mL pouvaient augmenter d’environ 1 à 2,2 

log10 UFC/g pendant les premières 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 légère diminution du taux de certaines souches (taux compris entre 10 et 104 

UFC.g-1 en fonction des souches) en fin d’affinage (20 jours). 

Reitsma & Henning (1996) avaient testé 2 taux d’inoculation d’E. coli O157:H7. Dans les 

fromages dont les laits avaient été inoculés à 103 UFC.mL-1, les E. coli O157:H7 avaient pu 

survivre jusqu’à 158 jours. Dans les fromages dont les laits avaient été inoculés à 10 UFC.mL-1 

aucune souche n’avait pu être détectée après 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 O157:H7 au cours de la 

fabrication de Gouda et de Cheddar avec du lait cru expérimentalement inoculés avec E. coli 

O157:H7 à 20 UFC.mL-1. Le taux d’E. coli O157:H7 a augmenté d’un facteur 10 en début de 

fabrication, puis a diminué progressivement au cours de l’affinage. Néanmoins, pour les 2 

types de fromage, les souches étaient détectables après enrichissement jusqu’à 270 jours.  

Schlesser et al. (2006) ont aussi observé que le taux de souches E. coli O157:H7 inoculées 

dans du lait cru pouvait augmenter d’un facteur 10 à 100 lors des premières étapes de la 

fabrication d’un fromage de type Cheddar et être isolables après enrichissement au bout de 

240 jours d’affinage.  

Peng et al. (2012) ont observé que des souches STEC non-O157:H7 et des souches E. coli 

non-STEC inoculées à 101 et 103 UFC.mL-1 pouvait croitre d’environ 3,5 log10 UFC.g-1 au cours 

de la fabrication d’un fromage au lait cru de vache de type pâte pressée cuite. Les 2 types de 

cuisson modérée du caillé à 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 l’affinage, mais la 

plupart d’entre elles sont restées isolables après 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 à ceux des 3 souches STEC inoculées. 

Vernozy et al. (2005b) ont mis en évidence que des STEC O157:H7 inoculés à un taux de 10, 

100 et 1000 UFC.mL-1 dans du lait cru de chèvre décroissaient au cours des 24 premières 

heures de la fabrication d’un fromage de type lactique chèvre jusqu’à un taux inférieur à 1 

log10 UFC.g-1. Ils ont également montré qu’après le démoulage, les STEC n’étaient 

détectables qu’après enrichissement et ce, jusqu’à 42 jours après le début de la fabrication.    

 

En conclusion, si le taux de STEC a tendance à augmenter lors des premières heures de la 

fabrication du fromage, celui-ci tend à 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 O157:H7. Les travaux de Montet 

et al. (2009) ont porté sur des STEC non-O157: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 chèvre 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 l’impact des 

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

 

8. Comportement au cours de la digestion 

 
Les différents mécanismes présentés précédemment permettent aux STEC de survivre dans 

des environnements très acides. Montet et al. (2009) ont observé que des souches STEC 

artificiellement inoculées dans un fromage de type pâte molle et placées dans un fluide 

gastrique à pH de 2,5 restaient isolables après 40 min pour les souches acido-sensibles et 

après 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) à l’aide d’un digesteur artificiel 

permettant de simuler les conditions physico-chimiques de l’estomac ainsi que du 

duodénum, du jéjunum et de l’iléon ont permis de démontrer qu’une souche de E. coli 

O157:H7 artificiellement inoculée dans de la viande hachée parvenait à survivre au cours de 

la digestion artificielle de cet aliment. Ils ont observé une diminution du taux de cette 

souche dans l’estomac et le duodénum puis une reprise de croissance de cette souche au 

bout de 300 min au niveau du jéjunum et de l’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 O157:H7 testée. Qu’en est-il de l’influence de la 

microflore présente dans certains types d’aliments (fromages au lait cru…) ainsi que de la 

microflore commensale de l’être humain ? 
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Points clefs 

 

 Les STEC sont omniprésents dans les fermes. Ces bactéries sont extrêmement 

persistantes et peuvent même survivre plusieurs mois dans l’environnement, rendant 

leur éradication quasi impossible. 

 

 Les STEC ont été responsables d’épidémies suite à la consommation de produits 

laitiers le plus souvent à 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 être appliquées pour limiter le danger lié aux 

STEC dans le lait et les différents produits laitiers. Ces mesures sont complémentaires 

aux contrôles 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 très complexes. Chaque fromage possède 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 fromagère, les STEC 

ont su développer des mécanismes de résistance à ceux-ci. Néanmoins, les étapes de 

chauffage du caillé, d’acidification longue ou encore la chute d’aw au cours de 

l’affinage de certaines technologies fromagères peuvent être efficaces contre les 

STEC. 
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Valorisation 

  

Mon travail bibliographique a été valorisé par la participation à 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. 

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22939912
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22939912
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Conclusion du mémoire bibliographique 

 

Le nom « STEC » regroupe les E. coli porteurs d’un ou de plusieurs gènes stx et dont 

certaines souches ont été impliquées dans des épidémies. La toxine encodée par ce gène 

rend ces bactéries potentiellement pathogènes, même 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 

que les STEC sont présents dans les fromages et que ce type d’aliment a déjà été incriminé 

dans des épidémies liées à ces bactéries. Or, l’éradication des STEC au niveau des animaux 

mais aussi de l’environnement fermier paraît utopique. C’est pourquoi un maximum de 

précautions et de règles d’hygiène doivent être respectées afin de limiter la transmission des 

STEC d’un animal à l’autre au sein de l’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 contrôles doivent aussi être réalisés sur le 

lait afin de déterminer s’il y a présence ou non de STEC. Ces contrôles doivent aussi être 

effectués sur le fromage lui-même car les STEC possèdent de nombreux mécanismes leur 

permettant de survivre à la fabrication d’un fromage.  

Néanmoins, les données disponibles sur le comportement des STEC dans diverses 

technologies fromagères sont encore rares et généralement ciblées sur le seul sérotype 

O157:H7. De plus, très peu de données sont disponibles quant au comportement au cours 

de la digestion des STEC présents dans les fromages. 
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Mémoire 

expérimental
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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, l’étude bibliographique a souligné le manque de connaissances sur le 

comportement des STEC non-O157:H7 dans les différentes technologies fromagères 

notamment françaises. Cette première partie de l’étude expérimentale tentera d’apporter 

une réponse aux deux questions suivantes : 

 

- Les technologies fromagères possèdent différentes caractéristiques physico-chimiques 

pouvant avoir un effet antagoniste sur les STEC (acidité, température, aw…), 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 O26:H11 dans les 

fromages est bien plus importante que celle du sérotype O157:H7. Qu’en est-il du 

comportement des STEC non-O157: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 fromagères à 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 à des symptômes graves tels que 

la diarrhée hémorragique, le syndrome hémolytique et urémique (SHU) et pouvant même 

provoquer la mort (Nataro & Kaper, 1998 ; Paton & Paton, 1998). Ces infections sont 

essentiellement, comme cela a été décrit précédemment, liées à 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 O157: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 O26:H11, O103:H2, O111:H8 et O145:H28 

apparaissent à l’heure actuelle comme étant de plus en plus impliqués dans des épidémies 

liées à 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 façon asymptotique et sont 

excrétées dans les fèces 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 être porteurs de STEC (Ateba & Mbewe, 2011). Ces animaux semblent aussi être 
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des réservoirs d’E. coli appartenant à des sérogroupes très variés, voire différents des bovins 

(O26, O91, O115, O128 ou O130) (La Ragione et al., 2009). 

La présence des gènes 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 être à même de survivre à la fabrication de certains fromages (D’Amico et al., 2010; 

Govaris et al., 2002; Montet et al., 2009). La présence de bactéries pathogènes dans ces 

matrices alimentaires est une préoccupation majeure  pour les fromagers d’autant que le 

paquet hygiène les oblige à mettre sur le marché des produits indemnes de contaminations 

pathogènes. Certaines administrations comme l’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 l’heure actuelle, peu de données sont disponibles quant aux comportements des STEC et 

notamment des STEC non-O157 dans les matrices fromagères 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 fromagères, la croissance et la 

survie de souches STEC de sérotype O26:H11, O103:H2, O145:H28 et O157:H7 a été suivie au 

cours de la fabrication, de l’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 à 

inoculer artificiellement des souches de STEC dans du lait cru, puis de procéder à la 

fabrication des différents fromages et d’étudier le comportement des STEC tout au long de la 

fabrication et de l’affinage des fromages ainsi que l’étude de la perte possible du gène stx 

comme cela a déjà été décrit (Bielaszewska et al., 2007). Au total, cinq types de technologies 

fromagères ont été testés : un fromage de type pâte persillée (lait cru de brebis), deux 

fromages de type pâte pressée non-cuite (avec affinage long et affinage court au lait cru de 

vache), un fromage de type pâte pressée cuite (lait cru de vache) et un dernier fromage de 

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

 

2.1. Souches bactériennes 

Huit souches différentes de STEC appartenant à la collection du laboratoire ont été utilisées 

lors de ces expérimentations (Tableau 8). Trois de ces souches appartenaient au sérotype 

O26:H11, deux au sérotype O103:H2, une au sérotype O145:H28 et deux au sérotype 

O157: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 à partir de produits 

laitiers et possèdent les gènes de virulences eae et stx1 ou stx2 (Nielsen & Andersen, 2003 ; 

Perelle et al., 2004). Toutes les souches ont été conservées à l’aide de cryo-billes (AEB 

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

 

2.2. Inoculation  

Les souches ont été revivifiées dans du bouillon cœur-cervelle (BHI, bioMerieux, Marcy 

l’Etoile, France) à 37°C pendant 24 h. Puis 100 µL de la culture bactérienne obtenue ont été 

ajoutés à 10 mL d’eau peptonée tamponnée (EPT, bioMérieux). La suspension a ensuite été 

incubée 24 h à 37 °C, puis placée pendant 48 h à 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 à l’aide d’un Densimat (bioMérieux). Puis, la 

suspension bactérienne a été diluée de façon à inoculer le lait cru avant l’étape 

d’emprésurage (Figure 15) à un taux de 102 UFC.mL-1. En parallèle, un dénombrement a été 

effectué sur des géloses de types PCA (Plate Count Agar, bioMérieux) afin de contrôler la 

concentration de l’inoculum. Les géloses ont été incubées 24 h à 37 °C. 

Le choix des souches et des sérotypes testés lors des challenges tests a été effectué en 

fonction des technologies fromagères : pour les « petits » fromages (type pâte pressée non-

cuite et lactique chèvre) caractérisés par une période d’affinage courte, les 8 souches de 
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STEC choisies pour l’étude ont pu être testées. A titre de rappel, toutes les souches testées 

appartenaient aux sérotypes définis comme potentiellement pathogènes par l’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 pâte pressée cuite, pâte pressée non cuite à affinage long et pâte 

persillée), seules certaines souches et certains sérotypes ont pu être testés. Les sérotypes 

O26: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 O103:H2 et 

O145:H28, ont quant à eux été testés lorsque cela a été possible. Ils ont été choisis  à cause 

de leurs implications dans des épidémies mais également à 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 l’Etoile, France) ont été choisies et inoculées dans les laits en fonction de leur origine. 

Par exemple, pour le fromage de type pâte persillée à 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 gènes 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 façon individuelle dans le lait avant la phase 

d’emprésurage. Les expérimentations ont été répétées 3 fois (pour le fromage de type pâte 

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

Sérotype Nom (origine) Gènes de Virulence PP PPNC1-AL PPNC2-AC PPC LC 

O261:H114 

7501A* (fromage: lait cru de vache)  eae3 stx11  X† X†  X† 

L23A* (lait de brebis) eae3 stx11 X†  X† X‡ X† 

F15338* (fromage: lait cru de vache) eae3 stx11   X†  X† 

O1032:H24 
F73120* (fromage: lait cru de vache) eae3 stx11   X†  X† 

F12983a* (lait de brebis) eae3 stx11 X†  X†  X† 

O1451:H284 F324* (fromage: lait cru de vache) eae3 stx21   X†  X† 

O157:H75 

721.4* (lait de brebis) eae3 stx21 X† X† X† X‡ X† 

6222-16.3* (fromage: lait cru de 

chèvre) 

eae3 stx21 
  X†  X† 

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

pressée cuite et LC = lactique chèvre. † n=3 ; ‡ n=2 ; * Toutes les souches sont issues de la collection du laboratoire national de référence des 

STEC français. 1  Perelle et al., 2004 ; 2  Perelle et al., 2005 ; 3  Nielsen et al., 2003 ; 4  Madic et al., 2010 ; 5   Miszczycha et al., 2012 
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2.3. Fabrication des fromages 

Tous les fromages ont été fabriqués à l’Unité de Recherches Fromagères de l’INRA à 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 : pâte persillée (PP) 

fabriquée à partir de lait cru de brebis, pâte pressée cuite (PPC), pâte pressée non-cuite à 

affinage long (PPNC1-AL), pâte pressée non-cuite à affinage court (PPNC2-AC) toutes 3 

fabriquées à partir de lait cru de vache et lactique chèvre (LC) fabriqué à partir de lait cru de 

chèvre. 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 fromagère et ont été élaborés en concertation avec les 

professionnels de l’industrie fromagère (Eck & Gillis, 1997 ; Luquet, 1985). 

Pour chaque fabrication, les sérotypes O26:H11, O103:H2, O111:H8, O145:H28 et O157: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 à 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 cœur du fromage. Pour les technologies qui le 

permettaient, le pH a pu être testé dans la croûte après homogénéisation de celle-ci. Le pH a 

été mesuré avec un pH mètre 926 VTV équipé d’une électrode de type 406 MX (Mettler-

Toledo SA, Viroflay, France). L’activité de l’eau (aw) 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 cœur et la croûte lorsque cela a été possible (pour 

les 2 PPNCs et la PPC) tout au long des fabrications, de l’affinage et de la conservation des 

fromages. Les points de prélèvements ont été choisis en accord avec les technologues 

fromagers à 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 l’EPT puis 

homogénéisés pendant 60 secondes à l’aide d’un stomacher (AES Chemunex, Bruz, France). 

Les suspensions ont ensuite été diluées au 1/10 à l’aide de bouillon tryptone-sel (TS, 

bioMérieux) et étalées sur des géloses spécifiques. 

Pour le dénombrement des souches E. coli O157:H7, 100 µL des suspensions ont été étalées 

sur des géloses de type O157:H7 ID (bioMérieux) et de type SMAC (Biokar, Beauvais, France) 

complémentées de 0,05 mg.L-1 de céfixime et de 2,5 mg.L-1 de tellurite afin de limiter la 

croissance de la flore annexe. Ces mêmes géloses ont été utilisées sans céfixime ni tellurite 

afin de favoriser l’isolement des souches E. coli O157:H7 stressées.  

Pour le dénombrement des souches E. coli O26:H11, O103:H2 et O145:H28, 100 µL 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 à 

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 être dénombrée, un enrichissement était mis en œuvre. 

Cette étape a permis de déterminer la présence ou non de la bactérie recherchée dans 

l’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 à 41,5 °C pour les sérotypes O26:H11 et 

O157:H7 et 24 h à 37 °C pour les sérotypes O103:H2 et O145: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 à l’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 après IMS a ensuite été étalée sur des géloses spécifiques 

comme décrit précédemment. En parallèle, un étalement direct du bouillon 

d’enrichissement a également été effectué sur ces mêmes 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 µL d’eau 

DNA/DNAse free (Qiagen, Courtaboeuf, France).  Puis, l’échantillon a été centrifugé 3 min à 

13 000g. Le surnageant contenant l’ADN a ensuite été conservé à -20 °C. 

Les gènes de virulence eae et stx1 et/ou 2 ont été recherchés selon les protocoles décrits 

par, respectivement, Nielsen et al. (2003) et Perelle et al. (2004). Les sérogroupes O26, O103 

et O145 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 O157:H7 a été identifié selon le protocole décrit par Miszczycha et al. (2012). 

Chaque réaction de PCR (30 µL) était composée de : 1X de TaqMan 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 l’eau DNA/DNAse free (Qiagen) et de 3 µL de la suspension d'ADN. 

Les réactions de PCR en temps réel ont été effectuées à l’aide d’un thermocycleur StepOne 

Plus (Applied Biosystems). 
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2.7. Analyses statistiques  

Afin d’étudier l’effet souche (LC et PPNC2-AC), l’effet sérotype (pour toutes les technologies 

fromagères testées), l’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 modèle linéaire 

décrivant le taux de STEC sur une échelle logarithmique décimale a été utilisé comme 

fonction de deux variables dépendantes : le temps et l’effet étudié. Chaque modèle a donc 

été décrit comme suit : 

Y = Xβ + ε 

Y étant la variable quantitative à expliquer ou variable indépendante et représente le 

vecteur des données observées (c.à.d. les dénombrements) à l’échelle log décimal, X 

représentant les variables explicatives associées aux effets fixes (ici : souche, sérotype, 

temps d’affinage…), β étant un vecteur de coefficients associés aux effets fixes à estimer et ε 

étant un vecteur des erreurs aléatoires résiduelles autour de X β. 

Les mesures étant répétées dans le temps à des intervalles de temps irréguliers il a été 

nécessaire d’utiliser un modèle « 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, l’effet souche de chaque sérotype a été testé en premier (si 

plusieurs souches d’un même sérotype avaient été testées). Si aucun effet souche n’était 

observé au sein d’un même sérotype, alors l’effet sérotype était recherché. De plus, l’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 pvalue du test F était inférieure à 

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 Pâte Persillée (PP – lait cru de 

brebis) 

3.1.a. Comportement des STEC  

Trois souches appartenant respectivement aux sérotypes O26:H11, O157:H7 et O103:H2 ont 

été testées (n=3) pour cette technologie fromagère (Tableau 8). 

Pour ce type de fromage, le taux de la souche STEC O157:H7 a augmenté de 1 log10 UFC.g-1 

lors des premières heures de fabrication tandis que cette augmentation a été, 

respectivement, de 2 log10 UFC.g-1 et de 3 log10 UFC.g-1 pour les souches STEC O103:H2 et 

O26:H11 étudiées (Figure 16). Sept jours après le début de la fabrication, la concentration de 

la souche E. coli O157:H7 a diminué jusqu’à ce que la souche ne puisse plus être détectée 

qu’après enrichissement. Les taux des souches E. coli O26:H11 et O103:H2 ont chuté au 

cours de l’affinage. Au 240ème jour, les STEC O103:H2 et O157:H7 n’étaient plus détectables 

tandis qu’E. coli O26:H11 bien que non-dénombrable, restait détectable après 

enrichissement. Quel que soit le mode de conservation, la croissance d’E. coli O26:H11 a été 

significativement supérieure à celle des E. coli O103:H2 et O157:H7. La souche appartenant 

au sérotype O26:H11 a également été plus persistante que les autres (pvalue < 0,002). Le 

mode de conservation (demi-pain ou portion) n’a pas présenté d’impact sur le devenir des 

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

 

3.1.b. Caractéristiques physico-chimiques  

Quels que soient les STEC inoculés, le pH dans la pâte des fromages a diminué de 6,6 à 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 à nouveau (Figure 17). Les taux de lactate étaient 

de 1179 mg.100g-1 (écart type (EC) = 41 mg.100g-1) au 4ème jour de fabrication et ont 

diminué au cours de l’affinage: ils ont atteint 638 mg.100g-1 (EC = 209 mg.100g-1) au 150ème  
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jour. L’aw dans le pâte des fromages a diminué régulièrement jusqu’à atteindre 0,898 (EC = 

0,006) au 240ème jour. Les températures ont varié en fonction des conditions décrites dans le 

matériel et méthodes (Figure 15). 

 

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

Affinage Long (PPNC1-AL – lait de vache) 

3.2.a. Comportement des STEC 

Deux souches appartenant respectivement aux sérotypes O26:H11 et O157:H7 ont été 

testées (n=3) pour cette technologie fromagère (Tableau 8). 

Au cours des 24 premières heures de la fabrication, le taux d’E. coli O26:H11 a atteint 6 log10 

UFC.g-1 tandis que le taux de E. coli O157:H7 a atteint 4 log10 UFC.g-1 (Figure 16). Le taux des 

STEC est ensuite resté constant jusqu’au 60ème jour avant de décroître. Les taux de la souche 

STEC O157:H7 dans la pâte et la croûte ainsi que de la souche STEC O26:H11 dans la croûte 

ont chuté en dessous du seuil de dénombrement à partir du 210ème jour. Le taux d’E. coli 

O26:H11 dans le cœur du fromage a décru plus lentement que dans la croûte. En effet, la 

souche était toujours dénombrable à un taux de 3 log10 UFC.g-1 dans cette partie du fromage 

au 240ème jour. Le taux d’E. coli O26:H11 était significativement plus élevé que celui de E. coli 

O157:H7 à la fois dans la pâte (pvalue < 0,001) et dans la croûte (pvalue = 0,0018) tout au long 

de l’affinage. 

 

3.2.b. Caractéristiques physico-chimiques 

Quels que soient les STEC inoculés, le pH dans la pâte des fromages a chuté de 6,79 à 5,19 

lors du premier jour de fabrication, puis il est remonté progressivement pour atteindre 5,52 

au 240ème jour (Figure 17). Dans la croûte des fromages, le pH a augmenté progressivement 

de 7,34 au 60ème jour jusqu’à 7,64 au 240ème jour. Les taux de lactate sont restés stables aux 

alentours de 1145 mg.100g-1 (EC = 80 mg.100g-1) au cours de l’affinage.  

A coeur des fromages, l’aw a diminué progressivement jusqu’à atteindre 0,943 (EC = 0,002) 

au 240ème jour. Sur les croûtes, l’aw a diminué de 0,941 (EC = 0,001) au 60ème jour jusqu’à 
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0,922 (EC = 0,001) au 240ème jour. Les températures ont varié en fonction des conditions 

décrites dans le matériel et méthodes (Figure 15). 

 

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

Affinage Court (PPNC2-AR – lait de vache) 

3.3.a. Comportement des STEC  

Trois souches appartenant au sérotype O26:H11, 2 souches au sérotype O103:H2, 1 souche 

au sérotype O145:H28 et 2 souches au sérotype O157:H7 ont été testées (n=3) pour cette 

technologie fromagère (Tableau 8). 

Comme cela a été observé pour le fromage de type PPNC1-AL, les taux des souches testées 

ont augmenté lors des 24 premières heures de la fabrication du fromage (Figure 16). Les 

taux des souches E. coli O103:H2 et O145:H28 ont atteint 5 log10 UFC.g-1, tandis que ceux des 

3 souches E. coli O26:H11 ont atteint des valeurs comprises entre 4 et 5 log10 UFC.g-1. Les 

taux des 2 souches E. coli O157:H7 ont atteint 3,3 log10 UFC.g-1. 

Au cours de l’affinage, les taux de ces différentes souches sont restés constants. Il en a été 

de même au cours de la conservation des fromages jusqu’au 40ème jour. Statistiquement, il 

n’a pas été noté de différence de comportement entre les souches appartenant à un même 

sérotype. De même, 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 pâte ou la croûte du 

fromage (pvalue pâte and pvalue croûte > 0.46). Quel que soit le type d’affinage, les taux des 

souches appartenant aux sérotypes O103:H2 et O145:H28 étaient significativement 

similaires dans la pâte (pvalue (affinage traditionnel) = 0,915; pvalue (affinage industriel) =0,365) et la croûte 

(pvalue (affinage traditionnel et industriel) = 0,43). Les taux de STEC O26:H11 et O145:H28 étaient 

significativement similaires dans la croûte (pvalue (affinage traditionnel) = 0,22;  pvalue (affinage industriel) = 

0,07).  

Les taux des STEC O26:H11 étaient significativement plus bas que celui d’E. coli O145:H28 

dans la pâte ainsi que de celui des STEC O103:H2 dans la pâte et la croûte (pvalue < 0.05). Les 

taux des STEC O157:H7 ont été significativement plus bas que ceux des STEC O26:H11, 

O103:H2 et O145:H28 dans le cœur et la croûte du fromage (pvalue < 0.05). 



132 

 

  

Figure 16. Moyennes des résultats de dénombrement des différents serotypes de STEC 

testés tout au long de la fabrication, de l’affinage et de la conservation des différents types 

de fromages. La fin des technologies plus courtes a été indiquée afin de visualiser plus 

distinctement l’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 pâte du fromage a diminué de 6,6 jusqu’à 

5,3 au cours du premier jour de fabrication. Il a ensuite augmenté progressivement après le 

5ème jour pour atteindre 5,8 au 40ème jour (Figure 17). Les taux de lactate au 5ème jour ont été 

de 996 mg.100g-1 (EC= 152 mg.100 g-1). Ils ont atteint 1109 mg.100 g-1 (EC= 61 mg.100 g-1) au 

20ème jour pour ensuite diminuer jusqu’à atteindre 649 mg.100 g-1 (EC= 88 mg.100 g-1) au 

32ème jour. 

L’aw est restée constante dans la pâte des fromages avec une valeur de 0,974 (EC = 0,0023) 

au 40ème jour. Sur les croûtes, l’aw est restée constante avec une valeur de 0,980 (EC = 

0,0033) au 40ème 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 premières de fabrication 

et au cours de l’affinage et de la conservation des fromages. 

 

 

 

 

 



134 

 

3.4. Fromage de type Pâte Pressée Cuite (PPC- lait cru de 

vache) 

3.4.a. Comportement des STEC  

Deux souches appartenant respectivement aux sérotypes O26:H11 et O157:H7 ont été 

testées en duplicata pour cette technologie fromagère (Tableau 8). 

Au cours des premières heures de la fabrication, aucune augmentation des taux des STEC 

O26:H11 et O157:H7 n’a été observée (Figure 16). De plus, 1 h et 45 min après l’inoculation, 

les STEC n’ont été détectables qu’après enrichissement. Au cours de l’affinage, les souches 

n’ont pu être détectées qu’après enrichissement. Il n’a pas été observé d’effet sérotype pour 

cette technologie (pvalue pâte = 0,249 et pvalue croûte = 0,349). Dans la pâte du fromage au 

120ème jour, après enrichissement, la souche STEC O157:H7 n’a pu être isolée que pour une 

seule une des deux répétitions tandis qu’aucune souche STEC O26:H11 n’a pu être isolée. 

Par contre, dans la croûte, au 120ème jour, la souche STEC O26:H11 a pu être isolée après 

enrichissement pour les deux répétitions tandis que la souche STEC O157:H7 n’a pu être 

isolée que pour une seule des 2 répétitions. 

 

3.4.b. Caractéristiques physico-chimiques 

Quels que soient les STEC inoculés, au cours des premières heures de la fabrication des 

fromages, le pH a diminué de 6,6 à 5,38 dans la pâte et est resté stable environ un mois. Il a 

ensuite augmenté progressivement pour atteindre 5,82 au 120ème jour (Figure 17). Les taux 

de lactate ont augmenté de 665 mg.100g-1 (EC = 65 mg.100g-1) 22 h après le début de la 

fabrication jusqu’à 1329 mg.100g-1 (EC = 115 mg.100g-1) au 45ème jour, puis ils ont diminué 

jusqu’à atteindre 1034 mg.100g-1 (EC = 64 mg.100g-1) au 120ème jour. 

Dans la pâte du fromage, l’aw est restée stable entre le 5ème et le 15ème jour pour ensuite 

diminuer jusqu’à atteindre 0,975 (EC = 0,0027) au 120ème jour. Sur la croûte, l’aw a augmenté 

de 0,974 (EC = 0,0035) à 0,980 (EC = 0,0025) entre le 15ème et le 45ème jour pour ensuite 

diminuer jusqu’à atteindre 0,964 (EC = 0,0038) au 120ème 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 Chèvre (LC – lait de 

chèvre) 

3.5.a. Comportement des STEC 

Trois souches appartenant au sérotype O26:H11, 2 souches au sérotype O103:H2, 1 souche 

au sérotype O145:H28 et 2 souches au sérotype O157:H7 ont été testées (n=3) pour cette 

technologie fromagère (Tableau 8). 

Au cours des premières heures de fabrication, les taux des STEC O103:H2, O145:H28 et 

O157:H7 sont restés identiques à ceux inoculés dans le lait (Figure 16). Seules les 

concentrations des 3 souches de sérotype O26:H11 ont augmenté de 1 log10 UFC.g-1. Ces 

taux ont ensuite diminué après 24 heures (fin de l’étape de coagulation). Comme cela a été 

observé pour les technologies de type PP et PPNC1-AL, l’augmentation des souches de 

sérotype O26:H11 a été supérieure à celle des autres souches des autres sérotypes : pvalue 

(O26:H11 vs O103:H2) = 0,0054; pvalue (O26:H11 vs O157:H7) < 0, 0001; pvalue (O26:H11 vs 

O145:H28) = 0,0126. A l’inverse, il n’a pas été observé de différence significative de 

comportement entre les sérotypes O103:H2, O145:H28 et O157:H7. Le comportement des 

souches issues d’un même sérotype a été quant à lui statistiquement similaire. A la fin de 

l’étape de démoulage (60 h après l’inoculation des STEC), plus aucune souche n’a pu être 

dénombrée quel que soit le sérotype, mais elles ont pu être isolées après enrichissement. Au 

60ème jour, 4 souches (une appartenant au sérotype O26:H11 (souche 7501A), une 

appartenant au sérotype O103:H2 (souche F73120) et les 2 souches appartenant au sérotype 

O157:H7 n’ont plus été isolées même après enrichissement). 

 

3.5.b. Caractéristiques physico-chimiques 

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

très importante, atteignant 4,21 au 2ème jour de la fabrication. Il a ensuite augmenté pour 

atteindre 5,26 au 25ème jour (Figure 17). Les taux de lactate ont diminué de 801 mg.100g-1 

(EC = 46 mg.100g-1) au 2ème jour jusqu’à 343 mg.100g-1 (EC = 122 mg.100g-1) au 25ème jour.  
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L’aw a diminué dans les pâtes des fromages de 0,994 (EC = 0,001) au 2ème jour jusqu’à 0,967 

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

dans le matériel et méthodes (Figure 15). 

 

3.6. Recherche de la présence du gène stx en fin 

d’affinage pour les fromages de type Pâte Persillée 

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

O26:H11, O103:H2 et O157:H7 aux points de prélèvement J90, J150, J180 et J240. Les 

résultats sont indiqués dans le Tableau 9.  

Toutes les souches isolées et testées à ces points possédaient le gène stx. 

 

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

conservation du fromage de type pâte persillée. 

* : souches isolées après enrichissement, potentiellement issues du même clone bactérien. 

NT : non-testé car aucune souche n’avait pu être isolée même après enrichissement. 

 

Points de prélèvement sérotype Nombre de souches testées Présence du gène stx 

J90 (affinage) O26:H11 70 + 

O103:H2 70 + 

O157:H7 10 * + 

J150 (fin d’affinage) O26:H11 70 + 

O103:H2 70 + 

O157:H7 10 * + 

J180 (conservation) O26:H11 70 + 

O103:H2 10 * + 

O157:H7 10 * + 

J240 (fin de 

conservation) 

O26:H11 10 * + 

O103:H2 NT NT 

O157: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 l’affinage et de la conservation de fromages au lait cru préparés 

selon 5 schémas technologiques différents. Le sérotype O157:H7, à l’heure actuelle est le 

plus étudié et les données montrent qu’il est le plus impliqué dans des épidémies liées à 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 première destinée à déterminer le devenir et le comportement de souches STEC 

de sérotypes O26:H11, O103:H2 et O145:H28 tout au long de la fabrication et de l’affinage 

de fromages au lait cru de différentes espèces animales. De plus, le comportement de ces 

différents sérotypes a été comparé à celui de souches de sérotype O157:H7.  

Les données obtenues ont montré un comportement différent des STEC d’un fromage à 

l’autre. Ceci était probablement lié à la grande variabilité des paramètres physico-chimiques 

et environnementaux (cinétique d’acidification, pH, température, aw) 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 premières heures de la fabrication.  

Le premier de ces facteurs est l’acidification rapide et brutale qui caractérise les fromages de 

type lactique chèvre. Pour ces fromages, la phase de coagulation dure 24 heures, à 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 croître à un tel pH (Glass et al., 1992). Après cette étape, les STEC n’ont pu être 

isolés qu’après enrichissement des fromages. Des résultats similaires ont pu être observés 

précédemment (Vernozy-Rozand et al., 2005b). En effet, Vernozy et al. (2005b) ont mis en 

évidence que des STEC O157:H7 inoculés à un taux de 102 UFC.mL-1 dans du lait 

décroissaient au cours des 24 premières heures de la fabrication d’un fromage de type 

lactique chèvre (avec un pH = 4,3 à la fin de l’étape de coagulation). Ils ont également 
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montré qu’après le démoulage, les STEC n’étaient détectables qu’après enrichissement et 

ce, jusqu’à 42 jours après 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 pâte pressée cuite est chauffé 35 min à 54°C (une heure après 

l’inoculation des STEC et avant la phase de pressage) (Mahaut et al., 2000). Après cette 

étape, les STEC étudiés n’ont pu être isolés qu’après enrichissement. Différentes études se 

sont intéressées à l’impact de la température sur E. coli O157: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 à 

50 °C (ICMSF, 1996), de 11,51 min à 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 à 56°C 

dans du jus de pomme (Enache et al., 2011) ou encore entre 0,95 et 4,98 min dans du lait à 

58 °C (Hassan & Frank, 2000). Certains auteurs ont également mis en évidence qu’un 

chauffage à une température de 53 °C entraînait une diminution efficace du taux de STEC en 

début de fabrication fromagère permettant ainsi d’assainir ce type de fromage (Peng et al., 

2011). Dans notre étude, au cours de l’affinage, les STEC n’ont pu être isolés qu’après 

enrichissement. Certains auteurs ont observé que des souches d’E. coli  étaient inactivées 

après 180 min de chauffage à 55 °C (Usajewicz & Nalepa, 2006). Or, ces souches, bien que 

stressées et endommagées, pouvaient « récupérer » de leurs stress et croître si elles étaient 

incubées à leur température optimale de croissance, soit 37 °C. Ces mêmes auteurs ont par 

contre observé qu’une conservation à 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 à 

une température de 9 °C. Cette température pourrait expliquer l’incapacité des souches 

STEC survivantes à croître après l’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 pâte persillée et 

les 2 pâtes pressées non-cuites. Cette augmentation peut résulter de 2 phénomènes. Le 
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premier est le phénomène de concentration dans le caillé concomitamment à l’expulsion du 

lactosérum. Cette étape entraîne une concentration des bactéries présentes d’un facteur 5 

pour les PP à un facteur 10 pour les PPNCs dans le caillé (Govaris et al., 2002 ; Reitsma & 

Henning, 1996 ; données personnelles). Le second phénomène est une multiplication des 

souches de STEC. En effet, l’augmentation de plusieurs log10 UFC.g-1 des taux des STEC 

observée pour ces 3 types de fromage indique clairement qu’il y a eu multiplication de ces 

bactéries. Lors des premières étapes de la fabrication des pâtes persillées et des pâtes 

pressées non-cuites les conditions ont été favorables à la croissance des STEC. La 

température a été supérieure à 30 °C et l’acidification modérée qui caractérise ces 

technologies fromagère 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 premières heures de 

la fabrication or il a été démontré qu’E. coli O157:H7 peut croître dans une gamme de pH 

comprise entre 4,5 et 9 (Glass et al., 1992). De plus, le phénomène d’augmentation du taux 

de STEC en début de fabrication a déjà été observé pour un cocktail de souches E. coli 

O157: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 à 2 log10 UFC.g-1 du 

taux des STEC lors des premières heures de fabrication. 

 

4.3. Facteurs permettant une diminution du taux de STEC 

au cours de l’affinage 

La durée de l’affinage a un impact sur la survie des STEC notamment suite à la diminution de 

l’aw (Mahaut et al., 2000). L’aw minimale pour la croissance de E. coli est de 0,95 (Sperber, 

1983) et il a été démontré qu’une aw 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-

chimiques mises en œuvre sur les fromages ont montré que l’aw la plus faible au cours de 

l’affinage a été observée pour les fromages de type pâte persillée. Celle-ci chute en dessous 

de 0,9 au bout de 240 jours. De plus, ces fromages ont été conservés à une température de -

2 °C entre les jours 28 et 90. Les STEC sont connus pour résister au froid (Møretrø et al., 

2010), mais l’hypothèse peut être émise qu’un effet synergique de la baisse de l’aw 

combinée à une température négative et à un pH acide ait pu entraîner une diminution du 
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taux des STEC. Dans le cas de la pâte pressée non-cuite à affinage long, la diminution de l’aw 

au cours de l’affinage pourrait être un des facteurs expliquant la diminution des taux de 

STEC observée après 90 jours. Par ailleurs, l’aw dans la croûte de ce type de fromage a chuté 

plus vite que celle de la pâte alors même que son pH s’était maintenu à des valeurs plus 

élevées (environ 7,7). Ceci pourrait expliquer pourquoi le taux de STEC O26:H11 a diminué 

plus rapidement dans la croûte que dans la pâte de ce fromage. Ces résultats sont similaires 

à 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 O157:H7 dans la pâte des fromages placés à 7 °C 

âgés de 60 et 120 jours avaient diminué respectivement d’un peu moins de 1 et 2 log10 

UFC.g-1. De même, D’Amico et al. (2010) ont observé que des STEC O157:H7 artificiellement 

inoculés dans des fromages de type Cheddar et Gouda pouvaient encore être détectables au 

bout de 270 jours après 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 entraîner 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 l’aw. Ceci est le cas 

du fromage de type pâte 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 l’affinage ou la 

conservation du fromage. Cette phase stationnaire a déjà été décrite dans la littérature. 

Ramsaran et al. (1998) ont observé que des souches de E. coli O157:H7 inoculées à 4 log10 

UFC.mL-1 dans du lait cru de vache survivaient à plus de 6 log10 UFC.g-1 jusqu’à 75 jours (fin 

de la période de conservation du fromage testé).  

La survie des STEC au cours de l’affinage et de la conservation au froid du fromage peut donc 

être impactée par une combinaison de plusieurs facteurs comme la durée, le pH, l’aw, la 

température mais aussi par des phénomènes de compétitions avec les microflores présentes 

dans les fromages (production d’antimicrobiens, compétition nutritive). En effet, il a été 

démontré que plusieurs « barrières » sont plus efficaces qu’une seule (Erickson & Doyle, 

2007).  
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4.4. Effet sérotype 

Statistiquement, aucun effet souche pour un même sérotype n’a été mis en évidence pour 

les fromages de type « lactique chèvre » et de type « pâte pressée non-cuite avec affinage 

court ». Néanmoins, peu de souches différentes appartenant à un même sérotype ont été 

utilisées. Cette absence d’effet souche avait déjà été mise en évidence par D’Amico et al. 

(2010) : les 3 souches de sérotypes O157: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 pâte persillée et les 2 pâtes 

pressées non-cuites : les souches de sérotype O157:H7 ont connu une croissance plus faible 

que les souches appartenant aux sérotypes O26:H11, O103:H2 et O145:H28. 

Il est donc possible que les souches appartenant aux sérotypes O26:H11, O103:H2 et 

O145:H28 soient de meilleures compétitrices que les souches appartenant au sérotype 

O157: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 l’activité de la β-glucuronidase (Monday et al., 2001). Ces 

mutations ainsi que d’autres phénomènes, pourraient avoir eu un impact sur le devenir de 

ce sérotype au cours de la fabrication fromagère. De plus, le gène stx est porté par un phage 

de type lambdoïde. L’activation du cycle lytique de ce prophage est induite par différents 

stress (Imamovic & Muniesa, 2012 ; Schmidt, 2001). L’hypothèse suivante peut être émise : 

les souches de sérotype O157:H7 pourraient être plus sensibles aux différents stress 

rencontrés lors de la fabrication fromagère que les souches des autres sérotypes testés. Par 

conséquent, l’activation du cycle lytique du prophage lambdoïde pourrait provoquer une 

forte diminution de la population d’E. coli O157:H7 dans le fromage. Des études 

complémentaires devront être menées afin de confirmer le comportement observé des E. 

coli O157:H7 en testant d’autres souches appartenant à ce sérotype, ainsi que de tester des 

souches E. coli O157:NM capables de fermenter le sorbitol. 
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4.5. Présence du gène stx en fin d’affinage 

De plus, la recherche de la présence du gène stx sur les fromages de type pâte persillée en 

fin d’affinage a révélé que toutes les souches testées possédaient toujours le gène stx. Ainsi, 

malgré les stress liés à la survie dans ce type de fromage, les souches STEC testées et 

notamment celle de sérotype O26:H11 n’ont pas perdu leur gène stx comme cela avait déjà 

été constaté (Bielaszewska et al., 2007). Ces souches restent donc potentiellement 

pathogènes.  

 

5. Conclusion 

 

En conclusion, cette étude a mis en évidence qu’un chauffage du caillé dans le fromage de 

type « pâte pressée cuite » ou qu’une acidification brutale et rapide dans le fromage de type 

« lactique chèvre » ont permis un assainissement efficace des STEC. A l’inverse, 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 pâte persillée et les 2 pâtes 

pressées non-cuites (même 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 pâte persillée et pâte pressée non-cuite avec un affinage 

long, de nombreuses souches ont pu être isolées après enrichissement même après 

plusieurs mois d’affinage. Mais il est important de souligner que les STEC ont été inoculés 

dans le lait à des taux élevés avoisinant 102 UFC.mL-1. 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, l’état physiologique des souches utilisées en challenge 

test diffère de celui des souches naturellement présentes dans le lait, ce qui a aussi pu 

impacter leur comportement. 



143 

 

Les résultats obtenus serviront de base à 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 O157:H7 est plus 

faible que pour les autres sérotypes, alors il sera intéressant d’étudier l’état physiologique 

de celles-ci (stress, induction du prophage lambdoïd...). Les données concernant les 

interactions des STEC avec la microflore annexe disponibles à ce jour sont contradictoires, 

certains auteurs estimant que ces microflores jouent un rôle antagoniste vis-à-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 

que Penicillium roqueforti peuvent favoriser la croissance de E. coli O157:H7 in vitro (Lee et 

al., 2012). Ainsi, il sera aussi nécessaire d’étudier l’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 gène stx, l’étude a été limitée a une seule technologie 

fromagère, de nouvelles expérimentations devront être menées sur des souches ayant 

résisté à d’autres technologies fromagères. Des souches supplémentaires devront également 

être employées. De plus, la présence du gène n’impliquant pas nécessairement leur 

transcription ou la traduction de son ARNm, des travaux devront être réalisés afin d’étudier 

l’expression du gène stx pour les souches ayant survécu à 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 l’affinage 

de différentes technologies fromagères au lait cru ont été publiés dans la revue à 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 l’objet de 2 communications orales présentées en Annexe 6 : 

+ Une présentation orale à la journée thématique sur les STEC organisée par le CNIEL à 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. ;  Ganet S. ; 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 fromagères au lait cru » 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23087038
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23087038
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6.3. Posters 

Ces travaux ont fait l’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 même poster a été présenté en Avril 2011 aux journées de l’école Doctorale de Clermont-

Ferrand. 

 

+ Présentation d’un poster au séminaire international VTEC 2012 à 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 Français 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 maîtrise des STEC tout au long de la chaîne 

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 français ont montré la 

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 soulève donc des 

interrogations quant à la pathogénicité des souches issues des fromages :  

 

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

survivre à la digestion ? 

 

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

sur le sérotype O157: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 

O26:H11 et au sérotype O157:H7 ayant 

survécu au processus de fabrication 

fromager au cours d’une digestion 

artificielle. 

 

 

1. Introduction 

 

Au cours de la première partie de ce mémoire expérimental, il a été observé que des 

souches STEC de sérotypes O26:H11 et O157:H7 artificiellement inoculées dans du lait cru 

pouvaient survivre au processus de fabrication de certains fromages (pâtes pressées non-

cuites). Mais pour être à même de provoquer des pathologies chez l’être humain, les STEC 

doivent être capables de survivre au passage dans l’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 à l’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, à l’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 à la 

fabrication d’un fromage au cours de la digestion et d’observer l’expression du gène 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, l’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 O26:H11 et O157:H7 ont préalablement 

été inoculées dans des laits crus avec lesquels des fromages de type pâte pressée non-cuite 

à 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 fromagères) a ainsi pu être étudiée 

dans des conditions simulant le tractus digestif humain. 

 

2. Matériel et méthodes 

 

2.1. Souches bactériennes 

Deux souches différentes de STEC appartenant à la collection du laboratoire et testées dans 

la première partie du mémoire expérimental ont été utilisées lors de ces expérimentations : 

une souche appartenant au sérotype O26:H11 (souche F15338) et une souche appartenant 

au sérotype O157:H7 (souche 721.4) (Tableau 10). Les souches employées ont toutes été 

isolées à partir de produits laitiers et possèdent les gènes de virulences eae et stx1 ou stx2. 

La présence des principaux gènes impliqués dans l’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 très 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 système de 

résistance à l’acidité dépendant du glutamate (système GAD) décrit précédemment dans le 

mémoire bibliographique. La décarboxylation du glutamate par la glutamate décarboxylase 
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entraîne 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 à l’aide de cryo-billes (AEB 400100, laboratoire AES, Combourg, France) à 

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

Nom (origine) Sérotype Gène de 

virulence 

Gène ropS5 Gène gadA/B5 Gène gadC5 Gène gadE6 GAD assay: couleur après 4 

heures 

F15338* (fromage lait cru de 

vache) 

O261:H113 eae2 stx11 
X X X X Verte 

721.4* (lait de brebis) O157:H74 eae2 stx21 X X X X jaune/verte 

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

1  Perelle et al., 2004 ; 2  Nielsen et al., 2003 ; 3  Madic et al., 2010 ; 4  Miszczycha et al., 2012 ; 5   Takada et al., 2007 ; 6   Ma et al., 2006 

 

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

Les souches ont été revivifiées dans du bouillon cœur-cervelle (BHI, bioMerieux) à 37°C 

pendant 24 h. Puis, 100 µL de la culture bactérienne ont été ajoutés à 10 mL d’eau peptonée 

tamponnée (EPT, bioMérieux). Les suspensions ont ensuite été incubées 24 h à 37 °C, puis 

placées pendant 48 h à 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 à 550 nm. Puis, les suspensions bactériennes ont été diluées de façon à inoculer le lait 

cru avant l’étape d’emprésurage à un taux de 500 UFC.mL-1. En parallèle, un dénombrement 

a été effectué sur des géloses de types PCA (Plate Count Agar, bioMérieux) afin de contrôler 

la concentration de l’inoculum. Les géloses ont été incubées 24 h à 37 °C. 

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

d’emprésurage et en triplicata. 

 

2.3. Fabrication des fromages 

Tous les fromages ont été fabriqués à l’Unité de Recherches Fromagères (URF) de l’INRA à 

Aurillac. Le type de fromage choisi pour ces expérimentations était un fromage de type 

« pâte pressée non cuite à affinage court et traditionnel fabriqué à 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 premières heures de fabrication 

puis elle permet une stabilisation de celle-ci tout au long de l’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 O26:H11 F15338 (expérience A) et une avec la souche STEC O157:H7 721.4 

(expérience B). Ces deux fabrications ont été réalisées à deux semaines d’intervalles afin de 

pouvoir coordonner les digestions artificielles (seules deux digestions à l’aide du TIM 

pouvaient être réalisées par semaine) (Figure 18). 

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

d’Aurillac avant d’être acheminés à froid à l’URF. Chaque mélange de lait a ensuite été divisé 
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dans 3 cuves (20 L de lait par cuve) et chauffé à 34 °C. Dans chacune des cuves, le lait a été 

complémenté en CaCl2 (3 mL / 100 L), de la souche STEC testée (500 UFC.mL-1) 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 à un taux 

de 30 mL / 100 L. Au total, 4 fromages de 500 g par cuve ont été fabriqués. Pour chaque 

fabrication, les sérotypes O26:H11 et O157: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 à l’ERT CIDAM (Conception Ingénierie 

Développement Aliment Médicament) à Clermont-Ferrand. Le système gastro-intestinal TIM 

(TNO, Zeist, Pays-Bas) est constitué de 4 compartiments simulant les conditions stomacales 

ainsi que celles des 3 compartiments formant l’intestin grêle (duodénum, jéjunum et iléon) 

(Blanquet-Diot et al., 2012 ; Minekus et al., 1995).  

Chaque compartiment est composé d’un tube de verre à l’intérieur duquel est placée une 

membrane souple. Le mouvement péristaltique et la température à l’intérieur des différents 

compartiments sont maintenus par un flux d’eau régulier à 37 °C entre la paroi en verre et la 

membrane souple. Le transit du chyme est quant à lui contrôlé 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 contrôlé par des capteurs de 

pression et le pH est contrôlé et ajusté (ajout de HCl ou NaHCO3) par informatique. Les 

secrétions gastriques, biliaires et pancréatiques artificielles sont introduites dans les 

compartiments par des pompes contrôlées par informatique. L’eau et les produits de 

digestion sont quant à eux évacués du jéjunum et de l’iléon par dialyse à travers des 

membranes de fibres creuses (SF 90G, Nipro, Belgique). Avant chaque expérimentation le 

système est lavé à l’aide de détergents, rincé à l’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 
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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 après affinage, 

lors de leur conservation (entre J23 et J35). Le mélange eau et fromage a été homogénéisé à 

l’aide d’un système Ultra Turrax (T25, IKA-Werke, Allemagne) à 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 première avec les fromages dont le lait avait 

été artificiellement inoculé avec la souche STEC O26:H11 F15338 et une seconde avec les 

fromages dont le lait avait été artificiellement inoculé avec la souche STEC O157: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 manière identique avec l’ajout à 

0,8 % (w/v) dans l’eau d’un marqueur non-absorbable et soluble dans l’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 à l’aide d’un spectrophotomètre (DU 640 B 

Spectrophotometer, Beckman Coulter, France) à 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 la 

fabrication, de l’affinage et de la conservation des fromages (lait avant emprésurage, lait 

pendant emprésurage, caille au moulage, J1, J7, J14 et J21). Les points de prélèvements ont 

été choisis en accord avec les technologues fromagers à 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 

régulièrement 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 l’EPT puis homogénéisés pendant 60 s à l’aide d’un stomacher 

(AES). Les suspensions ont ensuite été diluées au 1/10 dans à l’aide de bouillon tryptone-sel 

(TS, bioMérieux) et étalées sur des géloses spécifiques. 

Pour le dénombrement des souches E. coli O157:H7, 100 µL de la suspension ont été étalés 

sur des géloses de type O157:H7 ID (bioMérieux) complémentées de 0,05 mg.L-1 de céfixime 

et de 2,5 mg.L-1 de tellurite afin de limiter la croissance des autres flores microbiennes.  

Pour le dénombrement des souches E. coli O26:H11, 100 µL 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 à 

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 être dénombrée, un enrichissement a été mis en œuvre. 

Cette étape a permis de déterminer si la bactérie recherchée était présente ou non dans 

l’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 à 41,5 °C (Savoye et al., 2011). 
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Tableau 11. Points de prélèvements : TIM. 

Prélèvement  T0  Points de prélèvement dans 

l’estomac 

 Points de prélèvement dans le 

duodénum 

 Points de prélèvement dans le jéjunum 

Temps en min  0  30 60 90 120 150  30 60 120 180 240  60 120 180 240 300 360 

STEC  X  X X X X X  X X X X X  X X X X X X 

Groupes 

microbiens 

 X                    

 

TABLEAU - suite 

Prélèvement  Points de prélèvement dans l’iléon  Accumulation des sorties iléales 

Temps en min  60 120 180 240 300 360  0 -60 60-120 120-

180 

180-

240 

240-

300 

300-

360 

STEC  X X X X X X  X X X X X X 

Groupes 

microbiens 

        X X X X X X 
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Les souches ont alors été immuno-séparées du bouillon d’enrichissement à l’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 après IMS a 

ensuite été étalée sur des géloses spécifiques comme décrit précédemment. En parallèle, un 

étalement direct du bouillon d’enrichissement a également été effectué sur ces mêmes 

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 même que pour les fromages à 

l’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 première dilution a été incubé 18 à 24 h à 41,5 °C en tant qu’enrichissement 

afin de détecter les STEC encore présents mais qui n’avaient pas pu être 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 µL d’eau 

DNA/DNAse free (Qiagen). Puis, l’échantillon a été centrifugé 3 min à 13 000g. Le surnageant 

contenant l’ADN a ensuite été conservé à -20 °C. 

La recherche des gènes de virulence eae 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 O26 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 l’identification d’E. coli O157:H7 a été effectuée selon le protocole décrit par Miszczycha 

et al. (2012). 

Chaque réaction de PCR (30 µL) était composée de : 1X de TaqMan 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 l’eau DNA/DNAse free (Qiagen) et de 3 µL de la suspension d’ADN. 

Les réactions de PCR en temps réel ont été effectuées à l’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 à l’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 à 30 °C, soit à 42 °C. Les 

lactobacilles hétérofermentaires facultatifs ont été dénombrés sur des géloses FH (Isolini et 

al., 1990) et incubés 48 h à 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 à 30 °C. Les entérocoques ont été dénombrés des géloses SB (Slanetz & Bartley, 

1957) et incubés 48 h à 42 °C. Les bactéries à Gram-positives catalases positives (bactéries 

d’affinage) ont été dénombrées sur des géloses CRBM (Denis et al., 2001) et incubées 5 à 10 

jours à 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/l de crystal violet. Ces géloses ont été incubées 48 h à 

30 °C. Les levures et les moisissures ont été dénombrées sur des géloses Oxytetracycline 

Glucose Agar (OGA) (Mossel et al., 1975) et incubées 3 à 5 jours à 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 même que celui décrit pour les 

fromages. 

 

2.10. Analyse physico-chimique 

Le pH a été analysé directement dans la pâte des fromages (J1, 7, 14, 20 et 30-35). Le pH a 

été mesuré avec un pH mètre 926 VTV équipé d’une électrode de type 406 MX (Mettler-

Toledo SA, Viroflay, France). L’activité de l’eau (aw) a été mesurée avec un LabMaster-aw 

(Novasina, Lachen, Suisse). 

 

2.11. Expression des Shiga-toxines 

Une recherche de l’expression des gènes stx (ARNm et toxines) a été réalisée sur les 

échantillons recueillis avant l’introduction dans le digesteur (mixture au t0) et au niveau des 

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

 

2.11.a. Expression du gène stx 

Un total de 2 mL de l’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 à l’aide du kit RNeasy 

commercialisé par la société Qiagen. Une étape de digestion a été réalisée à l’aide d’une 

DNase sur la colonne comme indiqué par le fournisseur (RNase free DNase set, Qiagen). 

Après extraction les ARN ont été dosés à l’aide du Qubit (Invitrogen, Cergy Pontoise, France). 

L’ADNc a été obtenu en rétro transcrivant 1 µg d’ARN à l’aide du kit MultiScribe Reverse 

Transcriptase (Applied Biosystems) en suivant les instructions du fournisseur. 

 Le protocole utilisé pour doser l’expression des gènes 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 gènes stx1, stx2  et le gène 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 Sakaï 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 à l’aide des amorces et des conditions 

décrites par Yoshitomi et al. (2006) pour les gènes stx1 et stx2 et De Sablet et al. (2008) pour 

le gène de ménage tufA. Chaque réaction de PCR (20 µL) était composée de : 1X de Power 

Sybr Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), amorces aux concentrations décrites par 

les auteurs précédemment cités, de l’eau DNA/DNAse free (Qiagen) et de 2 µL de la 

suspension d’ADN. 

Les analyses ont été effectuées à l’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 à 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 microplaque Opsys MR (ThermoLab systems, Issy 

Les Moulineaux, France) à 450nm.  

 

2.12. Analyses statistiques 

Les résultats présentés sont des moyennes de dénombrements, +/- l’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 l’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 pvalue du test était inférieure à 

5%. 
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3. Résultats 

  

3.1. Acido résistance 

Les résultats du test de l’activité GAD sont présentés dans le Tableau 10. Après 4 heures 

d’incubation, le réactif GAD contenant la souche E. coli O26:H11 a révélé une couleur verte 

alors que la couleur du réactif était resté jaune pour le contrôle. La décarboxylation de 

l’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 à une couleur verte. Etonnamment, le réactif GAD contenant la souche E. coli O157:H7 

présentait une couleur intermédiaire entre le jaune et le vert. 

 

3.2. Flores microbiennes des fromages 

3.2.a. Comportement des STEC O26:H11 et O157:H7  

La moyenne des résultats des dénombrements est présentée dans la Figure 19. La 

concentration des 2 souches STEC a augmenté au cours des premières heures de la 

fabrication. Au jour 1, les taux des E. coli O26:H11 et O157:H7 avaient atteint des valeurs 

comprises entre 4 et 5 log10 CFU.g-1. Au cours de l’affinage et de la conservation des 

fromages, les taux des STEC sont restés constant aux alentours de 4 log10 CFU.g-1. 

 

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 log10 CFU.g-1 au bout de 14 jours 

pour l’expérience A (fromages inoculés avec la souche STEC O26:H11). Cependant, pour 

l’expérience B (fromages artificiellement inoculés avec la souche STEC O157:H7), la 

concentration des entérocoques n’a atteint qu’un taux maximum de 5 log10 CFU.g-1 au 20ème 

jour. Pour les deux expériences, les taux d’entérocoques sont restés constants jusqu’au 



161 

 

35ème jour. Les taux des leuconostocs producteurs de dextrans et des lactobacilles ont 

augmenté de façon constante après les 24 premières heures de fabrication et atteint, 

respectivement, 7,5 et 8,6 log10 CFU.g-1 au 35ème jour pour les deux expériences. Les taux des 

bactéries d’affinage mais aussi des bactéries mésophiles et thermophiles ont augmenté de 3 

à 4 log10 CFU.g-1 au cours de la fabrication des fromages et sont restés relativement 

constants jusqu’au 35ème jour pour les deux expériences. Les taux des levures et des 

moisissures ont augmenté légèrement après les 24 premières heures de fabrication, puis 

sont restés relativement constants aux alentours de, respectivement, 6 et 5 log10 CFU.g-1  

pour les deux expériences. Les concentrations des bactéries Gram-négatives sont restées 

constantes (4 et 3 log10 CFU.g-1 respectivement) au cours des premières heures de la 

fabrication pour les deux expériences. Après le premier jour de fabrication, la concentration 

des bactéries Gram-négatives a augmenté et atteint 6 log10 CFU.g-1. Elle est ensuite restée 

stable. 

 

3.3. Caractéristiques physico-chimiques 

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

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

7ème jour pour atteindre environ 5,1. Puis, le pH a augmenté pour atteindre au 28ème jour 

5,16 pour l’expérience A et 5,33 pour l’expérience B. 

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

 

3.4. Digestion artificielle dans le TIM 

3.4.a. Comportement des STEC O26:H11 et O157: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 l’avantage de ne pas être 

absorbé ni dégradé au cours de la digestion. Ce marqueur peut donc correspondre à 100% 

théorique du taux de survie des bactéries. La concentration du bleu dextran à l’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 O26: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 l’étape d’inoculation des STEC dans le lait. B. : bactérie ; méso. : mésophile ; 

thermo. : thermophile ; mois. : moisissures ; neg. : négatives. 

 

 

Au cours du transit dans le compartiment stomacale du TIM, le taux de la souche E. coli 

O157:H7 721.4 a diminué significativement au cours de la première heure de digestion (P < 

0,001, n=3). Au bout de 150 min, seulement 0,2 % (+/- 0,2%) des E. coli O157:H7 a pu être 
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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 O26: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 à ceux observés pour le marqueur de transit. Au bout de 150 

min, 1,8 % (+/- 1,7 %) des E. coli O26:H11 ont pu être dénombrés alors que le taux du 

marqueur de transit était de 14,3 % +/- 0,3 %. La survie de la souche STEC O157:H7 a été 

plus faible que celle de la souche STEC O26:H11 au cours de cette digestion artificielle.  

Dans le duodénum, une diminution du taux de la souche STEC O157:H7 a été observée à 

partir de 120 min de digestion (P < 0,01). En ce qui concerne la souche STEC O26:H11, sa 

courbe de viabilité est restée similaire à celle du marqueur de transit avec une exception à 

60 min : la courbe de viabilité d’E. coli O26: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 O157:H7 est restée inférieure à la 

courbe du marqueur de transit, même s’il n’a pas été observé de différence significative 

entre les deux. Les pourcentages obtenus pour la souche E. coli O26:H11 ont, quant à eux, 

été significativement supérieurs (P < 0,05) à ceux du marqueur de transit à partir de 120 min 

et ce jusqu’à 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 O26:H11 

était largement supérieur à 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 O157:H7 (36 % (+/- 12 %) contre 13% (+/-1 %) pour le 

marqueur de transit. En ce qui concerne la souche de sérotype O26:H11, une reprise de la 

croissance a été observée dès 60 min de digestion. A 360 min de digestion, le pourcentage 

des E. coli O26: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 O157: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 O26:H11 et celle du marqueur de 

transit et ce à partir de 300 min de digestion. A 360 min de digestion, les pourcentages 
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obtenus pour la souche STEC O26:H11 étaient 13 fois supérieurs à ceux obtenus pour la 

souche STEC O157: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 à partir de 60 min de digestion (P < 0,001). Au 

bout de 360 min de digestion, moins de 35 % de ces microflores ont pu être dénombrées. 

Pour les levures et les moisissures, leur viabilité a diminué de façon significative dès 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 l’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 l’expérience A. 

 

3.5. Expression des Shiga-toxines 

Les quantités d’ARN obtenues après purification n’ont pas été suffisantes (< à 0,01 µg) pour 

permettre la quantification de l’expression des gènes 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 fromagères 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 première destinée à étudier le comportement de 2 

souches STEC appartenant aux sérotypes O26:H11 et O157:H7 au cours de la digestion 

artificielle de fromages au lait expérimentalement contaminés. Il est nécessaire de souligner 

qu’au cours de la fabrication mais également de la digestion des fromages toutes les souches 

(microflores fromagères 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 être 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 à celui observé lors de notre précédente étude (Miszczycha et al., 

2013). Une augmentation des taux des STEC a été observée au cours des premières heures 

de la fabrication, puis les taux des STEC sont restés stables au cours de l’affinage. 

Néanmoins, la croissance de la souche STEC O26:H11 a été plus faible que celle qui avait été 

observée lors de cette première 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 œuvre 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 l’affinage et de la 

conservation du fromage, 10 fois plus élevés dans les fromages de l’expérience A que dans 

ceux de l’expérience B. Il a également été observé des taux très 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 à 
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celui des STEC tout au long de l’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 (à l’exception des entérocoques), leur composition qualitative a 

pu différer d’une expérience à l’autre.  

 

4.2. Evolution des STEC au cours de la digestion 

Au cours du passage dans les 2 premiers compartiments du TIM, l’estomac puis le 

duodénum, le taux des STEC a fortement diminué. A l’inverse, dans le jéjunum, l’iléon et au 

niveau des sorties iléales (correspondantes à l’entré dans le colon), une reprise de la 

croissance des STEC a été observée. Différents paramètres physico-chimiques peuvent 

expliquer ces observations. 

 

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

Au cours du passage dans l’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 

phénomène a pu résulter d’un effet synergique entre le pH extrêmement acide du 

compartiment (pH de 2 à T0, puis de 6 au bout de 5 min de digestion jusqu’à 1,7 à 300 min 

de digestion) et l’action des enzymes de digestion (pepsine et lipase). De telles conditions 

expliquent pourquoi le fluide gastrique est considéré comme la première barrière de 

défense vis-à-vis de nombreuses infections (Smith, 2003). La diminution de la viabilité des 

STEC dans le duodénum peut quant à elle résulter de l’action des sels biliaires comme cela 

avait déjà 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 être liée à une 

adaptation à l’acidité. En effet, les « effets barrières » 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 à même de répondre de manière efficace à de nouveaux 

stress. Jordan et al. (1999a) avaient émis l’hypothèse que l’adaptation d’E. coli O157:H7 au 

pH acide mais non létal de fromages pouvait favoriser sa survie dans l’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, possèdent les principaux gènes 

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 polymère exopolysaccharidique, l’acide 

colanique pourrait agir comme une barrière de protection, permettant à E. coli O157:H7 de 

survivre à la digestion. Par ailleurs, des études ont montré que les acides gras des aliments 

eux mêmes pourraient protéger les STEC au cours de leur passage dans l’estomac 

(Waterman & Small, 1998). Le pH dans l’estomac varie constamment au cours de la digestion 

et est influencé par l’effet tampon des aliments. Koseki et al. (2011) ont émis l’hypothèse 

qu’un gradient de pH pourrait se former au cours de la digestion dans l’environnement 

stomacale. Ce gradient pourrait dépendre à la fois de la nourriture mais aussi de 

l’éloignement de l’aliment vis-à-vis des parois de l’estomac d’où sont secrétés les fluides 

gastriques.  

Par conséquence, des STEC viables bien que probablement stressés peuvent quitter 

l’estomac bien avant que le pH soit suffisamment acide pour être létale. 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 

O157:H7 testés au cours de leur étude. Or, la valeur de pH de 6 de ce compartiment est 

favorable à la croissance des STEC, mais il peut être suggéré que les STEC quittant l’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 à l’heure actuelle, les mécanismes ne sont pas connus.  

 

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

Dans le jéjunum et l’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 l’estomac et la 

température de 37 °C aient favorisé ce phénomène. 

 

4.3. Evolution des autres flores microbiennes au cours de 

la digestion 

L’évolution des différentes microflores a été similaire pour les 2 expériences, à l’exception 

des levures et des entérocoques. Le taux plus élevé des entérocoques dans le fromage pour 

l’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 être présentes 

naturellement dans les laits crus utilisés. L’hypothèse suivante peut être émise : des souches 

de levures plus résistantes à la digestion étaient présentes dans le lait utilisé pour 

l’expérience B.  

 

4.4. Effet sérotype 

Il est intéressant de noter qu’une différence de comportement a été observée entre la 

souche E. coli O157:H7 et la souche E. coli O26:H11 au cours de la digestion. Au niveau de 

l’estomac, le taux de la souche STEC O157:H7 a significativement diminué au bout de la 

première heure de digestion alors que le taux de la souche STEC O26:H11 a lui été 

significativement réduit qu’à partir de 90 min de digestion. Dans le duodénum, le taux de 

survie de la souche E. coli O26:H11 était aussi supérieur à celui de la souche E. coli O157:H7.  

Dans le jéjunum et l’iléon, la reprise de croissance de la souche de sérotype O26:H11 a été 

supérieure à celle de la souche de sérotype O157:H7. Au niveau des sorties iléales, le taux de 

survie/croissance de la souche E. coli O26:H11 a même été 13 fois supérieur à celui de la 

souche E. coli O157: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 à survivre dans 

l’environnement gastrique. Le test de l’activité de la glutamate décarboxylase a permis de 
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révéler que l’activité de cette enzyme était complète pour la souche appartenant au 

sérotype O26:H11 mais réduite de moitié pour la souche STEC O157:H7. Jung & Kim (2003) 

avaient observé que des souches possédant les gènes gadA ou gadB mutés induisaient une 

couleur intermédiaire entre le jaune et le vert lors du GAD assay. Cette couleur était 

identique à celle observée pour la souche STEC O157:H7. L’hypothèse selon laquelle un de 

ces deux gènes serait muté et donc inefficace pour la souche STEC O157:H7 721.4 peut être 

émise. De plus, la grande facilité du sérotype O26:H11 à survivre dans des environnements 

acides a déjà été observée (Elhadidy & Mohammed, 2012 ; Large et al., 2005). En testant 

l’efficacité de l’activité GAD ainsi que celle du système oxydatif, ces auteurs ont démontré 

que des souches de sérotype O157:H7 étaient significativement moins résistantes à l’acidité 

que des souches appartenant à d’autres sérotypes tel que le sérotype O26:H11. Le sérotype 

O157:H7 apparaît donc bien moins adapté à la survie en milieu extrêmement acide que le 

sérotype O26: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 O157:H7 n’ait 

pas été en mesure de réguler correctement son pH intracellulaire lors du passage dans 

l’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 O157:H7 a présenté plus de 

difficultés que la souche STEC O26:H11 à croître malgré les conditions physico-chimiques 

plus favorables de l’intestin. De nouvelles expérimentations seront nécessaires afin de 

confirmer cette hypothèse. Au niveau du duodénum, il est aussi possible que la souche STEC 

O157:H7 ait été plus sensible aux secrétions biliaire et pancréatiques que la souche STEC 

O26:H11. 

 

La différence de comportement observée entre la souche STEC O157:H7 et la souche STEC 

O26:H11 dans l’estomac peut être liée à l’activité de la glutamate décarboxylase. En 

revanche, la différence de comportement observée entre ces deux souches dans les 

compartiments simulant l’intestin grêle peut s’expliquer par 3 autres hypothèses (liées ou 

non) :  
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- Cette différence peut être le résultat de l’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 O26:H11 apparaît moins stressée et mieux adaptée à la digestion que la 

souche de sérotype O157:H7. 

- Les dénombrements d’E. coli O157:H7 obtenus lors de notre étude ont été comparés à 

ceux obtenus par Etienne-Mesmin et al. (2011). Ces derniers avaient inoculé artificiellement 

une souche de sérotype O157: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. 

cerevisiae. Ces auteurs avaient noté un effet antagoniste de S. cerevisiae vis-à-vis d’E. coli 

O157: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 être naturellement contaminés en levures mais avaient également été 

ensemencés par D. hansenii et G. candidum. Les levures en plus forte concentration dans 

l’expérience B auraient pu avoir inhibé la reprise de croissance de la souche E. coli O157:H7 

dans le jéjunum et l’iléon. Par contre, l’impact aurait pu être moindre dans l’expérimentation 

A en raison d’un niveau de levures plus faible et/ou d’une moindre sensibilité de la souche E. 

coli O26: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 gènes stx sont portés par des phages de 

type lambdoïde et les stress induisent leur cycle lytique (Imamovic & Muniesa, 2012 ; 

Schmidt, 2001). Si la souche STEC O157:H7 est plus sensible aux conditions rencontrées que 

la souche STEC O26:H11, l’activation du cycle lytique du prophage pourrait réduire 

considérablement la population des E. coli O157:H7 tout en libérant des Shiga-toxines. 

D’autre part, la souche appartenant au sérotype O26:H11 semble avoir de meilleures 

dispositions à survivre dans un environnement extrêmement 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 l’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 être attribués soit au fait qu’aucune toxine n’avait été produite, soit au fait que la 

quantité de toxines libérées était trop faible pour être détectée par le kit employé. La mise 

au point d’un protocole plus performant sera nécessaire afin de pouvoir détecter et 

quantifier la libération de ces toxines même à 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’accroître 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 O26:H11 pouvaient 

survivre à la fois à la fabrication d’un fromage de type pâte pressée non-cuite et à la 

digestion artificielle de celui-ci. Cependant, ces données doivent à être interprétées avec 

prudence car les STEC ont été inoculés à un taux élevé dans le lait (500 UFC.mL-1). 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 système TIM ne reproduit que les 

conditions physico-chimiques de la lumière de l’intestin. Les interactions avec le microbiote 

intestinal, les entérocytes mais aussi le système immunitaire n’ont pas été prises en compte. 

Or, elles peuvent moduler le comportement des STEC dans les derniers compartiments de 

l’intestin grêle. 

Plusieurs questions cependant restent en suspens. Le comportement différent observé pour 

les 2 souches testées au cours de cette étude est il uniquement la conséquence des 

mécanismes d’acido-résistance ? Est-ce un effet souche ou un effet sérotype ? Et sont-elles 

pathogènes ? 
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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 système GAD, peut réguler négativement 

l’expression des gènes du locus d’effacement des entérocytes (le LEE) dans des conditions 

modérément acides. Il sera donc nécessaire d’étudier l’expression des gènes gadE et ceux du 

LEE pour la souche STEC O26:H11. En effet, comme le démontre cette étude, la souche STEC 

O26: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 O26: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 O26:H11 exceeds that of E. coli O157: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
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Un des objectifs de cette thèse était de répondre à 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 l’étude du 

comportement des souches STEC au cours de la fabrication de fromages à base de lait cru. Le 

deuxième s’est intéressé à la digestion d’un fromage contaminé par ces bactéries : les STEC 

parviendraient-ils à survivre à une digestion et si oui, pourraient-ils  être dangereux pour le 

consommateur ? 

 

1. Croissance et survie des STEC dans les fromages à 

base de lait cru 

 

L’objectif de cette partie était de déterminer si les barrières inhérentes aux différentes 

technologies fromagères (pH, aw…) peuvent favoriser la survie, ou l’inhibition des souches de 

STEC au cours de la fabrication et de l’affinage de fromages au lait cru.  

Nos travaux ont souligné l’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 l’étape de chauffage des 

fromages de type pâte pressée cuite ou encore la forte acidification (pH < 4,3) au cours de 

l’étape de coagulation des fromages de type lactique chèvre inhibe la croissance des STEC. 

En revanche, une croissance des STEC a pu être observée au cours des 24 premières heures 

pour certaines technologies (pâte persillée et les 2 pâtes pressées non-cuites). Nos résultats 

ont montré qu’une chute de pH modérée (pH compris entre 7 et 5) au cours des premières 

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 croître dans une gamme de pH comprise entre 4,5 et 9. Durant un affinage 



178 

 

supérieur à 60 jours, la chute de l’aw 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 l’aw, acides organiques…) peut aussi expliquer la diminution du taux des STEC lors 

d’affinage supérieur à 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 à 10 UFC.mL-1) devront être réalisées. 

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

au lait de vache…) reste à 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 O157:H7 et celles des sérotypes O26:H11, 

O103:H2 ou encore O145:H28. En effet, pour les technologies où une croissance des STEC a 

pu être mise en évidence, les souches E. coli O157:H7 ont connu une croissance bien plus 

faible que la croissance des souches appartenant aux autres sérotypes testés. De plus, 

lorsque l’affinage était suffisamment long pour permettre une diminution du taux des STEC, 

la décroissance d’E. coli O157:H7 était plus rapide. Cette sensibilité des souches E. coli 

O157:H7 au processus de fabrication fromagère pourrait expliquer la prévalence plus faible 

de ce sérotype dans les fromages en comparaison notamment au sérotype O26:H11. Des 

expérimentations devront être réalisées avec de nouvelles souches afin de confirmer d’une 

part cet effet sérotype et d’autre part l’absence d’effet souche observé au cours de cette 

étude.  

Afin d’expliquer cet effet sérotype, différentes hypothèses peuvent être émises. Soit les 

souches appartenant aux sérotypes O26:H11, O103:H2 et O145:H28 sont de meilleures 

compétitrices que les souches appartenant au sérotype O157:H7. Soit les mutations propres 

à la plupart des E. coli O157:H7 (perte de la capacité à fermenter le sorbitol, perte de 

l’activité de la β-glucuronidase) ont un impact sur le devenir de ce sérotype au cours de la 

fabrication fromagère. Les souches de sérotype O157:H7 pourraient aussi être plus sensibles 
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aux différents stress rencontrés lors de la fabrication fromagère que les souches des autres 

sérotypes testés. Ceci provoquerait l’activation du cycle lytique du prophage Stx et donc 

entraînerait une forte diminution de la population d’E. coli O157:H7 dans le fromage.  

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

- l’évaluation de l’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 O157:H7 dont des souches capables de 

fermenter le sorbitol et possédant l’activité β-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 séquençage complet des souches STEC issues du fromage pourra être 

envisagé : l’effet sérotype observé pour E. coli O157:H7 pourrait s’expliquer par ses 

caractéristiques intrinsèques. Ainsi, les gènes impliqués dans cet effet sérotype pourront 

être identifiés. Dans un deuxième temps, l’expression de ces gènes pourra être testée. 

 

1.3. Retombées pour les filières fromagères  

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

Les résultats de ces travaux soulèvent le problème de la détection des STEC dans les 

fromages : en effet, les taux de contamination naturel des laits par les STEC sont très faibles 

(1 à 10 UFC.mL-1). De plus, les laits sont mélangés dans des tanks ce qui augmente la dilution 

des STEC. Enfin, la répartition des STEC semble très hétérogène dans ce type d’aliment et 

d’autre part, nos travaux ont montré qu’au bout des 24 premières heures de fabrication, les 

taux des STEC avaient atteint leur maximum pour les technologies « favorables » à leur 

croissance. La détection des STEC dans les fromages pourrait donc être entreprise à ces 

points précis. Par ailleurs, l’analyse des caillés pourrait apporter une solution à la répartition 

hétérogène de ces bactéries : le brassage des grains de caillé après le découpage pourrait 

améliorer l’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 être réalisées afin de déterminer 

plus précisément les points de fabrication où 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 l’affinage sont des leviers d’action efficaces pour la maîtrise 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 être 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 thèse. 

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 pâte 

pressée non cuite a été mis en évidence (Delbès et al., 2013). Ces observations montrent 

que certaines bactéries peuvent avoir un effet antagoniste vis-à-vis des STEC. De telles 

bactéries pourraient donc être employées (seules ou en cocktail) pour limiter le 

développement des STEC dans les fromages à condition de démontrer qu’elles ne sont ni 

pathogènes 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-à-vis des STEC dans le fromage : auquel cas, ces souches pourrait 

être préférentiellement sélectionnées pour les fabrications fromagères.  

 

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

La virulence des souches STEC contaminant les laits et fromages pourrait être associée à 

leurs caractéristiques intrinsèques. Le séquençage complet des souches issues des produits 

laitiers pourra être envisagé. Néanmoins, la présence mais surtout l’expression des facteurs 

de virulences des souches issues de ces produits laitiers devront être analysés. Une attention 

particulière pourra être portée aux facteurs de virulence tels que ceux présents dans le LEE 
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(eae, TIR, MAP, espF, espB, espZ…), ou non (Tccp1, Tccp2, Saa, aggR), les effecteurs Nle, les 

ilots de pathogénicité (OI122, OI71…) ou encore des toxines comme l’entérohémolysine, 

l’entérohémolysine thermostable EAST1, la cytotoxine subtilase (SubAB), les cyclomodulines 

CDT, sans oublier bien évidement les Shiga-toxines et les gènes impliqués dans les principaux 

mécanismes de résistance à l’acidité (rpoS, le système GAD…). Au niveau génétique, une 

recherche de ces principaux facteurs de virulence pourra être effectuée sur ces souches par 

PCR. En ce qui concerne l’expression de ces facteurs de virulence, celle-ci pourra être 

réalisée dans différents milieux pouvant simuler la matrice fromagère 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 être observée :  

 - au niveau transcriptomique, via des PCR quantitatives couplées à la rétro-transcription des 

ARNm de ces gènes, 

- au niveau protéomique : pour les toxines libérées, une mesure par ELISA pourra être 

effectuée. Pour les autres facteurs de virulences, une étude du protéome plus large pourra 

aussi être envisagée via des outils de marquages radioactifs des protéines néo-synthétisées, 

d’électrophorèse bidimensionnelle et de séquençage des protéines ou de Western Blot. 

De même, la quantification de la libération de particules phagiques Stx pourra aussi être 

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 à la fois un 

matériel génétique, mais aussi une capacité à l’exprimer identique à 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 très peu 

étudié. Nous ne connaissons pas à ce jour le comportement de souches STEC ayant survécu à 

une technologie fromagère 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 O26:H11 et O157:H7 dans les différents compartiments de l’appareil digestif. 

 

2.1. Comportement des STEC au cours de la digestion 

artificielle 

Dans notre étude, la viabilité des 2 souches STEC O26:H11 et O157:H7 a diminué au cours du 

passage dans l’estomac ainsi que dans le duodénum. Une reprise de croissance à l’intérieur 

du jéjunum et de l’iléon a ensuite été observée. Le comportement de la souche E. coli 

O157:H7 721.4 a été similaire à celui de la souche E. coli O157:H7 EDL 933 inoculée 

concomitamment à une souche de S. cerevisiae par Etienne-Mesmin et al. (2011). Par 

contre, la souche E. coli O26:H11 F15338 a mieux survécu dans l’estomac et le duodénum et 

a connu une croissance beaucoup plus importante dans le jéjunum et l’iléon que la souche E. 

coli O157:H7. Plusieurs hypothèses, historique des souches, mécanisme de résistance à 

l’acidité GAD plus performant pour la souche E. coli O26:H11, microflore différente pour les 

différentes expérimentations, peuvent être émises pour expliquer ce phénomène. 

Ces résultats doivent toutefois être interprétés avec prudence. De nouvelles 

expérimentations devront être réalisées. En effet, seule une souche d’E. coli O26:H11 et une 

souche d’E. coli O157:H7 ont été testées. De plus, la technologie fromagère choisie pour ces 

expérimentations était favorable à la croissance et au maintien de la concentration des STEC. 

Cela permettait d’obtenir au moment de l’étape de digestion suffisamment de STEC pour 

pouvoir les dénombrer. Tester le comportement des STEC issues de technologies fromagères 

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 à des taux plus 

proches des taux naturels (1 à 10 UFC.mL-1).  
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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 être attribués à l’absence de production de 

toxines ou à leur non-détection par le kit employé à cause de leur faible concentration. La 

mise au point d’un protocole plus performant sera nécessaire afin de pouvoir détecter et 

quantifier la libération de ces toxines même à faible taux au cours de la digestion.  

A partir des connaissances concernant les mécanismes de régulation des gènes du LEE et des 

gènes impliqués dans la résistance à l’acidité, une hypothèse pouvant expliquer la moindre 

pathogénicité des souches STEC issues de produits laitiers peut être émise. 

Parmi les différents sérotypes de STEC issus de produits laitiers, le plus étudié est E. coli 

O26:H11 et tous les travaux publiés à ce jour démontrent qu’il est largement plus adapté à la 

survie dans les milieux acides qu’E. coli O157:H7. Or, le mécanisme principal de l’acido-

résistance en milieu extrêmement acide tel que l’environnement stomacale est le système 

GAD. Celui-ci est sous le contrôle d’un régulateur, GadE qui agit comme antagoniste du LEE. 

Grâce à ce système, les souches E. coli O26:H11 peuvent aisément survivre au passage dans 

l’estomac, suivre le trajet dans l’intestin grêle et entrer dans le colon. Sous l’action 

antagoniste de GadE « hyper-stimulé », le LEE pourrait ne pas être exprimé et les souches 

STEC O26:H11 ne pourraient donc pas s’arrimer aux entérocytes : elles continueraient leur 

chemin dans le colon sans provoquer l’effacement des microvillosités des entérocytes. Un 

scénario contraire pourrait alors être proposé pour le comportement d’E. coli O157:H7 : 

dans l’hypothèse d’une moindre activation de GadE, cet STEC pourrait exprimer les gènes du 

LEE et provoquer l’effacement des microvillosités des entérocytes, provoquant l’induction 

d’une réponse inflammatoire. Celle-ci, cumulée aux différents stress subis par la bactérie, 

pourrait alors déclencher l’induction du cycle lytique du prophage Stx et ainsi la production 

de la Shiga-toxine. Différents travaux sur des systèmes de cellules en culture seront 

nécessaires afin de vérifier cette hypothèse, ainsi que des dosages de l’expression du gène 

gadE et de ceux du LEE en condition acide et non acide pour des souches E. coli O26:H11 et 

E. coli O157:H7. 
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2.3. Perspectives  

Il sera nécessaire de tester d’autres souches de sérotype O157:H7 et O26:H11 (ainsi que 

d’autres sérotypes tels que O103:H2 ou encore O145:H28) afin de confirmer l’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 être envisagée afin de reproduire un repas 

complet. De plus, le TIM, même s’il a fourni des données très intéressantes en ce qui 

concerne le comportement des STEC de l’estomac à l’iléon, présente 2 inconvénients : 

- le TIM simule uniquement la lumière intestinale. Toutes les interactions entre les STEC, la 

flore commensale, les entérocytes et le système immunitaire ne peuvent être reproduites 

dans ce système.  

- Le colon n’est pas étudié dans ce modèle. Or de nombreuses études ont montré que la 

production de la toxine est effectuée dans le colon, lorsque les STEC parviennent à s’arrimer 

aux entérocytes via l’expression des gènes du LEE (ou autres).  

Il sera donc nécessaire de transférer les sorties iléales du TIM dans un système de colon 

artificiel afin de suivre le comportement et l’expression des facteurs de virulence des STEC 

dans celui-ci. L’utilisation de culture de cellules afin de mimer l’épithélium intestinal pourra 

également être envisagé afin d’observer les capacités d’adhésion des STEC et la production 

des Shiga-toxines. De même, un modèle ex vivo, où les STEC sont cultivés dans des contenus 

filtrés de caecum de rats permettra d’intégrer l’impact des métabolites produits par les 

cellules intestinales et le microbiote colique sur la physiologie des STEC. Il pourra aussi être 

mis en place un modèle in vivo utilisant des rats dont la flore intestinale est contrôlée (flore 

conventionnelle, flore humaine traitées ou non à la streptomycine, rat axénique). Un tel 

modèle permettrait d’étudier le comportement des STEC in vivo dans un contexte 

physiologique proche des conditions d’une infection chez l’homme, notamment en 

mesurant l’impact du microbiote intestinal. 
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3. Conclusion générale 

  

Ce travail de thèse a permis d’observer le comportement de plusieurs sérotypes de STEC au 

cours de la fabrication de différentes technologies fromagères au lait cru, et leur 

comportement au cours de la digestion artificielle de ces fromages. Il permettra aux 

professionnels de la filière 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 à 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 

symptômes les plus sévères comme le SHU n’induit il pas une forte sous-estimation du 

nombre d’infections liées à la présence des STEC dans ces produits laitiers ? 

Même si les STEC sont présents dans les fromages, sont ils réellement pathogènes pour les 

humains ? Plus précisément, les facteurs biotiques et abiotiques rencontrés dans les 

fromages n’influencent ils pas l’expression des facteurs de virulence des souches ? 

Enfin, le rôle du phage Stx dans la genèse de souches pathogènes représente une menace 

non négligeable. Une compréhension plus approfondie des facteurs et mécanismes 

impliqués dans l’induction de son cycle lytique pourra peut être permettre la mise au point 

de traitements capables de bloquer l’expression du gène stx : malgré l’importante diversité 

des facteurs de virulence existant chez les STEC, ce gène reste la clef de leur dangerosité. 
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Annexe 1 - Travaux sur la présence des STEC 

et la prévalence des gènes 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 gène stx.  

(N=Nombre d’échantillons) 

Afrique  

Kenya  Lait cru de vache 

Lait cru de vache 

0,8% (N=432) E. coli O157:H7. Une souche positive pour stx1 1 

0% (N=260) E. coli O157:H7 2 

Amerique  

Argentine Lait cru de vache (cuve) 0% (N=150) E. coli O157:H7 3 

Brésil Lait cru de vache (bétail atteint de 

mammite) 

12,08 % (N=2144) échantillons positives pour la combinaison des gènes hly, 

stx1, stx2 et/ou eae 4 

USA  Lait cru de vache (cuve) 

Lait cru de vache (pour fromage) 

Lait cru de brebis (pour fromage) 

Lait cru de chèvre (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 à lait 

0,2 % (N=859) E. coli O157:H7 5 

0 % (N=67) E. coli O157:H7 6 

0 % (N=22) E. coli O157:H7 6 

0,75 % (N=49) E. coli O157:H7 6 

2,4 % (N=248) STEC 7 

3,8 % (N=131) E. coli non-O157 possédant les gènes stx2 ou stx1 8 

3,2 % (N=531) STEC 9 

0,75 % (N=268) E. coli O157 10 

15,2 % (N=536) d’échantillons positifs pour les gènes stx1 et/ou stx2 11 

51 % (N=519) d’échantillons positifs pour les gènes stx1 et/ou stx2 11 
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Trinidad  Lait cru de vache (centre de collecte) 

Lait cru de vache (cuve) 

0,8 % (N=380) E.coli O157 12 

 

0 % (N=933) STEC dans les cuves à lait 13 

Asie  

Turquie Lait cru de vache 1 % (N=100) E. coli O157 14   

Inde Lait cru de vache et produits laitiers 1,8 % (N=553) E. coli O157 15 

Chine Lait cru de vache 0 % (N=209) E. coli O157:H7 16 

Europe  

UE Lait cru de vache 1,7 % (N~1300) en 2008 17 

0,5 % (N=1079) en 2007 17 

0,4% (N=3474) en 2006 17 

1,4% (N=3947) en 2005 17 

Espagne Lait cru de chèvre et de brebis (cuve) 10,8 % (N=360) STEC 18 

0,3 % (N=360) E. coli O157 18 

Ecosse Lait cru de vache 0 % (N=500) STEC  19 

Irlande du nord  Lait cru de vache (cuve) 2,14 % (N=420) STEC (possédant les gène stx1, stx2 et/ou eae) 20 

Irlande Lait cru (cuve) 

Filtres à lait 

 

10% (N=20) E. coli O157 (negatif pour les genes stx) 21 

3,1 % (N=161) E. coli O157 (positif pour les gènes stx) 21 

2,8 % (N=161) E. coli O26 (positif pour les gènes stx) 21 
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Lait cru de vache 

 

Filtres à lait 

36% (N=120) d’échantillons positifs pour les gènes stx1 et/ou stx2 22 

0,8 % (N=120) d’échantillons positifs en E. coli O157, O111, O26, O103 et/ou 

O145 22 

69% (N=117) d’échantillons positifs pour les gènes stx1 et/ou stx2 22 

1,6 % (N=117) d’échantillons positifs pour E. coli O157, O111, O26, O103 et/ou 

O145 22 

Pays-Bas Lait cru de vache  

Filtres à lait 

Lait cru de vache (cuve) 

0 % (N=140) E. coli O157 23 

0 % (N=4) E. coli O157 23 

0 % (N=13) E. coli O157 23 

Italie Lait cru de vache (revendeur) 

Lait cru de bufflone 

Lait cru de chèvre 

Lait cru de vache et chèvre 

Lait cru de vache 

0,6 % (N=157) E. coli O26 (positifs en stx1 et stx2) et non-O157 24 

0,6 % (N=160) E. coli O26 (positifs pour les gènes stx1 et stx2) 25 

1,7 % (N=60) E. coli O157:H7 26 

0,14 % (N=144) E. coli O157 27 

0 % (N=994) STEC 28 

Grèce Lait cru de vache  

Lait cru de chèvre  

Lait cru de brebis  

Lait cru de brebis 

Lait cru de chèvre  

Lait cru de brebis 

2,2 % (N=950) E. coli O157 29 

0,7 % (N=460) E. coli O157 29 

0,8 % (N=595) E. coli O157 29 

1% (N=100) E. coli O157:H7 30 

12,6 % (N=87) E. coli O157:H7 30 

13,8 % (N=29) E. coli O157:H7 31 
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Suisse Lait cru de vache 

Lait cru de chèvre (cuve) 

Lait cru de brebis (cuve) 

0 % (N=310) STEC 32 

16,3 % (N=344) d’échantillons positifs pour les gènes stx1 et/ou stx2 33 

12,7 % (N=63) d’échantillons positifs pour les gènes stx1 et/ou stx2 33 

France Lait cru de vache 

 

15 % (N=778) d’échantillons positifs pour les gènes stx1 et/ou stx2 34 

4,8 % (N=205) d’échantillons positifs pour E. coli O26, O103, O111, O145 or 

O157 35 

21 % (N=205) d’échantillons positifs pour les gènes stx1 et/ou stx2 36 

3,4 % (N=205) d’échantillons positifs pour E. coli O91:H21 36 

Allemagne Lait cru de vache  

Lait cru de vache  

Lait cru de vache  

0% (N=209) STEC 37 

2,5 % (N=403) STEC 38 

1,5 % (N=337) STEC autres qu’E. coli O157 39 

Belgique Lait cru de vache 0,7 % (N=143) E. coli O157.H7 40 

République 

Tchèque 

Filtres à lait 2 % (N=192) E. coli O157:H7 41 

Slovaquie Lait cru de vache 0,4 % (N=269) E. coli O157 42 

1
. S.M. Arimi, E. Koroti, E.K. Kang'ethe, A.O. Omore, J.J. McDermott. 2005. Risk of infection with Brucella abortus and Escherichia coli O157:H7 associated with marketing of 

unpasteurized milk in Kenya. Acta Tropica, 96 (2005), pp. 1–8. 
2
. E.K. Kangethe, J.O. Onono, B. McDermott, M. Arimi. 2007. Isolation of E. coli O157:H7 from milk and cattle faeces from urban dairy farming and non dairy farming 

neighbour households in Dagoretti Division, Nairobi, Kenya: prevalence and risk factors. East African Medical Journal, 84 (2007), pp. S65–S75. 
3
. M.L. Roldán, I. Chinen, J.L. Otero, E.S. Miliwebsky, N. Alfaro, P. Burns, M. Rivas. 2007. Isolation, characterization and typing of Escherichia coli 0157:H7 strains from beef 

products and milk. Revista Argentina de Microbiologia, 39 (2007), pp. 113–119. 
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Annexe 2 - Travaux sur la présence des STEC 

et la prévalence des gènes stx dans les 

fromages et autres produits laitiers 

différents du lait (Farrokh et al., 2012).
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Continents / 

Pays 

Type d’échantillons Prévalence des STEC et/ou prevalence du gène 

stx (N=nombre d’échantillons) 

Amerique  

Pérou Fromage type pâte molle au lait cru 7,8 % (N=102) E. coli O157 1 

Vénézuela  Fromage de type Telita 2 % (N=100) E. coli O157 2 

Asie  

Turquie Fromage local à base de lait cru 4% (N=50) E. coli O157 3 

Europe  

UE 

 

 

 

Fromage au lait cru 

 

 

 

0,2 % (N=2876) STEC en 2005 4 

2,4 % (N=1064) STEC en 2006 4 

0,5 % (N=1961) STEC en 2007 4 

1,8 % (N~700) STEC en 2008 4 

Belgique Fromage à base de lait cru de vache 

Fromage à base de lait cru de chèvre et de brebis 

Beurre et crème à base de lait cru  

Beurre, yaourt, fromage, crème glacée, fromage frais 

à base de lait cru 

5,6 % (N=71) E. coli O157:H7 5 

0% (N=222) E. coli O157 6 

0% (N=181) E.coli O157 6 

0% (N=64, N=9, N=16, N=7, N=4 resp.) 7 

Italie Fromage à base de lait cru  

Fromage à base de lait pasteurisé 

Mozzarella à base de lait cru de bufflonne  

0 % (N=143) E. coli O157 8 

0 % (N=60) E. coli O157 8 

0 % (N=93) E. coli O157 9 
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Produits laitiers à base de lait de vache pasteurisé 

Produits laitiers à base de lait cru de vache  

Produits laitiers à base de lait de brebis pasteurisé 

Produits laitiers à base de lait cru de brebis 

Mozzarella à base de lait de bufflonne 

0 % (N= 657) E. coli O157 10 

0 % (N=811) E. coli O157 10 

0 % (N=477) E. coli O157 10 

0 % (N=502) E. coli O157 10 

0 % (N=501) E. coli O157 10 

Portugal  Fromage à base de lait cru de vache, brebis et de 

chèvre 

0 % (N=70) E. coli O157 11 

Espagne Produits laitiers à base de lait cru d’ovins et de 

caprins (lait, caillé et fromage) 

Fromage frais (ovin/caprin) 

Fromage 

 

Fromage au lait cru de brebis (affinage long) 

1,8 % (N=502) STEC (45 échantillons stx positifs) 12 

 

0 % (N=103) STEC (4 échantillons stx positifs) 12 

0 % (N=39) STEC (2 échantillons stx positifs) 12 

 

2,4 % (N=84) STEC 13 

Ecosse Fromage au lait cru de vache 0 % (N=739) E. coli O157 14 

Suisse Fromage au lait cru de vache et de chèvre 

Fromage au lait cru de vache, de brebis et de chèvre 

2 % (N=796) STEC 15 

1,9 % (N=1502) STEC 16  

France  Fromage au lait cru 

Fromage au lait cru 

Fromage 

Fromage au lait cru 

11,7 % (N=180) STEC 17 

13,1 % (N=1039) STEC 18 

1 % (N=603) STEC (10 % échantillons stx positif) 19 

27,7 % (N=112) échantillons stx positif 20 
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Fromage 6,5% (N=400) présence concomitante des gènes 

stx, eae et de marqueurs associés aux 5 

principaux sérotype de STEC 21 

Allemagne Fromage au lait cru de vache 0,48% (N=209) STEC 22 
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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 O157:H7 2 SHU USA 1 

1989 Lait cru O22:H8 1 SHU Allemagne 2 

1990 Lait cru O157:H7 2 SHU USA (Washington) 3 

1991 Yaourt au lait pasteurisé O157:H7 16 - 5 SHU 
UK (Angleterre et Pays de 

Galles) 4 

1992-1993 
Fromages à base de lait cru de vache et de 

chèvre 
O119, stx2 4 SHU France (Cher) 5, 6 

1992-1993 Lait cru O157:H7 14 - 0 SHU USA (Oregon) 7 

1993 Lait O157 7 - 3 SHU 
UK (Angleterre et Pays de 

Galles) 8, 9 

1994 Lait pasteurisé O157:H7, stx2 >100 - 9 SHU UK (Ecosse) 10 

1994 Fromage au lait cru O157, stx2 22 - 1 SHU UK (Ecosse) 11, 12 

1994 Lait O157, stx2 8 - 3 SHU UK (Ecosse) 11 
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1994 Fromage au lait cru de chèvre O103 4 SHU France (Ardèche) 13 

1994 
Lait (contamination post-pasteurisation 

suspectée) 
O104:H21 

11 confirmés, 7 

suspectés 
USA (Montana) 14 

1995 Fromage à base de lait cru de chèvre O157:H7 
4 SHU 

République Tchèque 15 

1996 Fromage au lait cru O110:H- 3 – 0 SHU Allemagne 16 

1996 Lait O157 12 - 1 SHU UK 17 

1997-01 Lait non pasteurisé O157 6 Finlande 18 

1997-09 Lait non pasteurisé O157 3 SHU Finlande 18 

1997-10 Lait non pasteurisé O157 2 SHU Finlande 18 

1997-10 Fromage O157 5 (2 confirmés) UK 19 

1998 Lait non pasteurisé O157 17 Finlande 18 

1998 Fromage à base de lait non pasteurisé O157 4 UK (Ecosse) 20 

1998 Fromage au lait cru O157 stx2 10 - 1 SHU UK 21 

1998 Crème non pasteurisée O157:H7 7 UK (Angleterre) 22 

1998-06 Fromage O157:H7 55 - 2 SHU USA (Wisconsin) 23 

1999 Lait de ferme O157 38 - 3 SHU UK 24 
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1999 
Fromage à base de lait cru de chèvre (fait 

maison) 
O157 27 - 1 SHU UK (Ecosse) 25 

1999 Lait cru O157 3 UK (Ecosse) 20 

2000 Lait cru O157 2 UK (Ecosse) 20 

2001 Lait cru de chèvre 
O157:H-, sorbitol+, stx2+, stx 

2c+ 
2 - 1 SHU Autriche 26 

2001-08 Lait de chèvre O157:H7 5 - 2 SHU 
Canada  

(Colombie Britannique) 27 

2002 – 2003 Gouda au lait cru O157:H7 13 - 2 SHU Canada (Alberta) 28 

2003 Lait cru de vache O26:H-, stx2+, eae+ hly+ 2 SHU Autriche 29 

2003-11 Lait cru de vache O157, stx2+, eae+ ehxA+ 
9 - 4 SHU (même 

famille) 
Slovaquie 30 

2003-2004 Lait O157:H- 25 Danemark 31 

2004-07 Fromage au lait cru O157:H7 3 Canada (Quebec) 32 

2004-2006 Fromage de chèvre à base de lait cru O157, stx2+, eae+ 2 SHU France 33, 34 

2005-04 Lait O157:H7 6 
Canada  

(Ontario) 28 

2005-05 Milk shake O157:H7 16 - 1 SHU Canada (Alberta) 35 
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2005-12 Lait cru O157:H7 18 - 4 SHU 
USA (Washington - Oregon) 

36 

2005-12 Fromage de vache à base de lait cru O26, stx+ 6 SHU France (Normandie) 37 

2006 Lait cru 
O80:H-, stx1+, eae+ hly+, 

O145, stx1+, stx2+, eae+ 
59 - 1 SHU Allemagne 38 

2006 Fromage à base de lait cru de vache O157:H7 2 SHU USA (Californie) 39 

2006-09 Lait cru et colostrum de vache 
O157:H7 et autres séroytpes de 

STEC 
6 - 2 SHU USA (Californie) 40 

2007 Glace 
O145:H28, stx2+, eae+,  ehxA+  

O26:H11, stx1+, eae+ ehxA+ 
12 - 5 SHU Belgique 41, 42 

2008 Lait cru de vache O157 :NM 7 - 3 SHU et 1 PTT USA (Connecticut) 43 

2008-05 Lait cru de chèvre O157:H7 4 - 1 SHU USA (Missouri) 44 

2009-11 Lait cru E. coli 3 USA (Washington) 45 

2010-05 Lait cru O157:H7 8 - 1 SHU USA (Minnesota) 46 

2010-06 Lait cru de chèvre O157:H7 Campylobacter 30 – 2 SHU USA (Colorado) 47 

2010-10 Gouda  O157:H7 38 -1 SHU USA (5 états) 48 
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Annexe 6 - Communications orales. 

Une présentation orale à la journée thématique sur les STEC organisée par le 

CNIEL à 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 fromagères 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 être responsables 

d’épidémies alimentaires. Ils 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 hygiène lors de la traite. Des études ont montré que les STEC 

sont présents dans les produits laitiers ; or de nombreux paramètres durant la fabrication 

fromagère et l’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 fromagères.  

 

Pour cela, 4 différentes technologies fromagères ont été testées : 2 pâtes pressées non 

cuites (PPNC), une pâte pressée cuite (PPC), une pâte persillée (PP) et une lactique chèvre 

(LC). Différentes souches provenant de 4 différents sérotypes de STEC (O157:H7, O26:H11, 

O103:H2 et O145:H28) ont été expérimentalement inoculées séparément dans du lait cru 

avant la fabrication fromagère à un taux de 102 UFC/mL. Leur croissance et survie ont été 

mesurées tout au long de la fabrication et de l’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 

premières heures de fabrication des fromages. Au cours de l’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 après enrichissement. Pour la PPNC affinée 

moins d’un mois, le taux de STEC est resté quant à lui constant.  
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Pour les technologies PPC et LC, aucune croissance des STEC n’a été observée lors des 

premières heures de la fabrication. Ce phénomène peut être expliqué d’une part par l’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 après enrichissement en toute 

fin de fabrication.  

Les analyses statistiques ont montré que toutes les souches d’un même sérotype se 

comportent de manière 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 l’impact de 

certains facteurs de fabrication tels que la durée de l’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 même poster a été présenté en Avril 2011 aux journées de l’école Doctorale 

de Clermont-Ferrand.
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Annexe 8 - Poster 2.  

Mes travaux ont donné lieu à la présentation d’un poster au séminaire 

international VTEC 2012 à 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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Annexe 9 – Publication 3. 1 

Survival of E. coli O26:H11 exceeds that of E. coli O157: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 

Cet article a été soumis à la revue à comité de lecture Applied and 

Environmental Microbiology. 
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Abstract 33 

Shigatoxin producing Escherichia coli (STEC) are an important cause of several human illness 34 

outbreaks. The consumption of dairy products may represent an important route of STEC 35 

infection. For successful food borne transmission, STEC strains must survive stress conditions 36 

found during gastrointestinal transit in human. The aim of this study was to evaluate the 37 

survival of two STEC strains of serotypes O157:H7 and O26:H11 during simulated human 38 

digestion in the TNO gastro-Intestinal tract Model (TIM) of contaminated uncooked pressed 39 

cheeses. The survival of cheese microflora during in vitro gastrointestinal transit was also 40 

determined for the first time. During transit through the artificial stomach and duodenum, 41 

level of STEC decreased whereas bacterial resumption was observed in the jejunum and 42 

ileum. The fate of STEC was strain dependant, the survival of E. coli O26:H11 being 13 times 43 

superior to that of E. coli O157:H7 at the end of digestion. The lower resistance of E. coli 44 

O157:H7 to gastric conditions and its subsequent lower capability to grow in the distal small 45 

intestine may result from a deficiency in the glutamate decarboxylase (GAD) system. These 46 

findings suggest that a large number of strains should be tested in order to draw relevant 47 

conclusions about the pathogen survival.  48 
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Shiga toxin producing Escherichia coli (STEC) are an important emerging group of 49 

foodborne pathogens. STEC are characterized by the production of cytotoxins named Shiga 50 

toxins (encoded by the genes stx1, stx2) (1). Pathogenic STEC (also called enterohemorrhagic 51 

E. coli or EHEC) are a cause of food poisoning outbreaks in humans. They can be responsible 52 

for a variety of clinical outcomes ranging from diarrhea to hemorrhagic colitis and in some 53 

severe cases, they can cause hemolytic-uremic syndrome and even death (1, 2). EHEC are 54 

transmitted via a variety of food vehicles, including ground beef, vegetables and dairy 55 

products (3–5). The presence of the virulence genes or STEC strains has been found in raw 56 

milk and raw milk cheeses (5). E. coli O157:H7 and E. coli O26:H11 are the most often 57 

implicated E. coli serotypes in outbreaks of STEC illness from dairy products (5–7). A raw milk 58 

white-mould rinded soft cheese contaminated by E. coli O26:H11 was implicated in an 59 

outbreak in France in 2005 (7). For successful food borne transmission, EHEC strains must 60 

survive harsh conditions found during food processing and gastrointestinal transit in human. 61 

Several studies were dedicated to the investigation of STEC behavior during the manufacture 62 

and ripening of cheeses (5). In particular, in a previous study (8), we demonstrated that 63 

various STEC serotypes, particularly E. coli O157:H7 and O26:H11 strains, are able to survive 64 

during cheese manufacturing in different cheese technologies.  65 

Hitherto, no study has monitored the behavior of STEC during human digestion of raw 66 

milk cheeses contaminated by the pathogen. During digestion, gastric pH, gastrointestinal 67 

secretions and peristalsis are important factors controlling the outcome of food-borne 68 

pathogens. The TNO gastro-Intestinal tract Model (TIM) is the dynamic multi-compartmental 69 

in vitro system which presently allows the closest simulation of in vivo physiological 70 

processes occurring within the lumen of the stomach and small intestine in human (9, 10). 71 

The main parameters of digestion, such as pH, body temperature, peristaltic mixing and 72 

transport, gastric, biliary and pancreatic secretions, and passive absorption of small 73 

molecules and water are reproduced as accurately as possible.  74 

In this study, we used the TIM system to evaluate the survival of serotypes O157:H7 75 

and O26:H11 during simulated human digestion of uncooked pressed cheeses prepared with 76 

cow raw milk and contaminated with the strains. In addition, we determined for the first 77 

time the survival of cheese microflora during in vitro gastrointestinal transit. The behavior of 78 
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STEC strains and cheese microflora during cheese manufacturing and ripening was also 79 

studied. 80 

 81 

Material and methods 82 

 83 

Bacterial strains. Two different strains isolated from contaminated cheeses and 84 

obtained from the French National Laboratory Reference of STEC were used in the present 85 

study: E. coli O26:H11 strain F15338A and E. coli O157:H7 strain 721.4. Presence of the 86 

major genes implicated in bacterial virulence (genes eae and stx) and acido-resistance (rpoS, 87 

gadA/B, gadC and gadE) has been tested by PCR as previously described (11–15). In 88 

addition, the strains were tested for their ability to survive acid stress by using the 89 

glutamate-dependent system according to the protocol described by Rice et al. (16) and 90 

modified by Takada et al. (13): the decarboxylation of glutamate by the glutamate 91 

decarboxylase (GAD) led to an increase in pH of the GAD reagent causing the indicator color 92 

(bromocresol green) to change from yellow to green. 93 

All strains were revived from frozen vials at -80°C by growing 24 h at 37°C in BHI (Brain 94 

Heart Infusion, bioMérieux, Marcy l’Etoile, France). A 1:100 (v/v) dilution was made in BPW 95 

(Bacton Pepton Water, bioMerieux, Marcy l’Etoile, France), incubated at 37°C for 24 h and 96 

stored at 8°C for 48 h to simulate the storage conditions of milk and cold-adapt the strains. 97 

The cold-adapted inocula were diluted before use in cheese making. 98 

 99 

Manufacture and ripening of cheese 100 

Cheese making. Two cheese-making experiments (Fig. 1) were realized at two weeks 101 

interval with artificial inoculation of either E. coli O26:H11 strain F15338A (experiment A) or 102 

E. coli O157:H7 strain 721.4 (experiment B). 103 

For each experiment, raw milk was collected from a local producer and transferred to the 104 

experimental cheese plant (INRA, Unité de Recherches Fromagères, UR545, Aurillac, France) 105 

under refrigerated conditions. For each trial, the absence of E. coli O26:H11 or E. coli 106 

O157:H7 was checked. Raw milk was divided in 3 vats containing 20 liters of milk each and 107 

then warmed to 34 °C. All vats of raw milk were added with CaCl2 (3 ml/20 l) and inoculated 108 

with independent cultures of each STEC strain at 500 CFU/ml of milk. Starter cultures 109 
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containing 1 % thermophilic bacteria Y 502 and 0.1 % mesophilic bacteria SIR, one strain of 110 

D. hansenii (0.3 ml/20 l) and one strain of Geotrichum candidum (0.3 ml/20 l) were added. 111 

Then rennet was added at 30 ml/100 l. Four cheeses of 500 g were manufactured from each 112 

vat according to an uncooked pressed cheese type technology with a short ripening step as 113 

previously described (8, 17, 18). Three cheeses were used for physico-chemical analyses and 114 

enumeration of STEC and cheese microflora (cheese making, aging up to 20 days and storage 115 

until 35 days). One cheese was used to investigate microorganisms’ survival during artificial 116 

digestion in the TIM system. 117 

Physico-chemical analysis. The pH was regularly determined during cheese 118 

manufacturing using a 926 VTV pH meter with an Ingold 406 MX penetration electrode 119 

(Mettler-Toledo, Viroflay, France). The aw values were measured at day 35 by a LabMaster-120 

aw (Novasina, Lachen, Switzerland). 121 

Sampling. Samples for enumerating STEC strains and cheese microflora were taken 122 

from milk and cheeses in cores at different stages of cheese making, ripening and storage 123 

(prior and after the maturation of milk and on days 1, 7, 14, 20 and 35).  124 

 125 

Artificial digestions 126 

Gastro-intestinal system. All the artificial digestions were performed at the EA CIDAM 127 

(Clermont-Ferrand, France). The gastro-intestinal system TIM (TNO, Zeist, The Netherlands) 128 

consists of four successive compartments simulating the conditions found in the stomach 129 

and the three segments of the small intestine in human, the duodenum, jejunum, and ileum. 130 

This system has been already described elsewhere (9, 10). Briefly, each compartment is 131 

composed of glass units with a flexible inside membrane. Peristaltic mixing and body 132 

temperature are achieved by pumping water at 37°C into the space between the glass jacket 133 

and the flexible wall at regular intervals. Mathematical modelling of gastric and ileal 134 

deliveries with power exponential equation (19) is used for the computer control of chyme 135 

transit. Chyme transport through the TIM is regulated by the peristaltic valves that connect 136 

the successive compartments. The volume in each compartment is monitored by a pressure 137 

sensor and pH is computer-monitored and continuously controlled by adding either HCl or 138 

NaHCO3. Simulated gastric, biliary and pancreatic secretions are introduced into the 139 

corresponding compartments by computer-controlled pumps. Water and products of 140 
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digestion are removed from the jejunal and ileal compartments by pumping dialysis liquid 141 

through hollow fiber membranes (SF 90G, Nipro®, Belgium). Before each experiment, the 142 

system is washed with detergent, rinsed with water and decontaminated by steaming at 105 143 

°C for 45 min. 144 

TIM parameters. The TIM system was programmed to reproduce, according to in vivo 145 

data, the digestion of a solid meal in a healthy human adult (Table 1). The suspension (300 146 

ml) consisted of equal weight of cheese and mineral water (Volvic®, France), homogenized 1 147 

min with an Ultra Turrax system (T25, IKA®-Werke, Germany) set at 24,000 rpm. All the 148 

cheese suspensions were prepared extemporaneously and subjected to digestion during 360 149 

min. Two series of digestions were performed: (A) uncooked pressed cheese experimentally 150 

contaminated with E. coli O26:H11 strain F15338A (n = 3) and (B) uncooked pressed cheese 151 

experimentally contaminated with E. coli O157:H7 strain 721.4 (n = 3).  During digestion, the 152 

ileal deliveries were kept on ice and pooled hour-by-hour. To evaluate the microorganism 153 

survival rate throughout digestion, control experiments were carried out using the same 154 

experimental protocol (n = 3 with solid meal parameters) with water containing 0.8 % (w/v) 155 

of a non-absorbable water-soluble marker, blue dextran (9). 156 

Sampling. Samples were taken from the cheese suspensions prior to introduction into 157 

the artificial stomach for STEC and cheese microflora enumeration. Samples were regularly 158 

collected during digestion from each compartment (stomach, duodenum, jejunum and 159 

ileum) and ileal deliveries of the TIM system for STEC and/or cheese microflora counting. 160 

Blue dextran analysis. Blue dextran (used as a transit marker) concentrations in the 161 

digestive samples from the TIM system were determined colorimetrically using a 162 

spectrophotometer (DU® 640 B Spectrophotometer, Beckman Coulter, France) at a 163 

wavelength of 595 nm.  164 

 165 

Microbial counting 166 

STEC strains. Milk, cheese and digestive samples were diluted (respectively 1:5, 1:5, 167 

1:10 v/v) in sterile BPW. Cheese samples were homogenized 60 s in a stomacher (AES, Bruz, 168 

France). Further decimal dilutions were performed with sterile TS (Tryptone Salt, 169 

bioMérieux) and spread onto selective agar for O157:H7 and O26:H11 strains (Table 2). All 170 

enumerations were performed in triplicate.  171 
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When a STEC strain could not be enumerated in a sample, an enrichment step was 172 

performed. The remaining enrichment broth (complemented with acriflavin for cheese 173 

samples) was incubated for 24 h at 41.5°C for serogroups O26 and O157 (8). 174 

Immunomagnetic separation (IMS) using beads coated with specific antibodies against the 175 

serogroup of the target strain was performed with Dynabeads (Invitrogen, Cergy Pontoise, 176 

France), according to the manufacturer’s instructions. The resulting IMS solutions were 177 

plated onto selective differential agar media (Table 2).  178 

After 24 h incubation at 37°C, all presumptive colonies (obtained without or with the 179 

enrichment step) were tested with Real Time PCR as described below. 180 

Cheese microflora. Milk and cheese samples were mixed in sterile phosphate buffer 181 

2% (w/v) and blended with a Stomacher Lab Blender (Seward Medical, London, UK) for 4 182 

min. Digestive samples were diluted (1:10 v/v) in sterile BPW. Further decimal dilutions were 183 

performed with sterile TS.  All counts were performed in triplicate.  Mesophilic and 184 

thermophilic bacterial populations, facultatively heterofermentative Lactobacilli, Dextrane 185 

producing Leuconostoc, Dextran negative lactic acid bacteria, Enterococci, Gram-positive 186 

catalase+ bacteria (ripening bacteria), Gram negative bacteria and yeasts and moulds were 187 

enumerated on selected agar as described in Table 2. All media were purchased from Biokar 188 

Diagnostics (Pantin, France). 189 

 190 

Confirmation of isolated STEC strains from cheese and digestive samples by Real-191 

Time PCR. Total genomic DNA was extracted from a single colony by boiling in DNA/DNAse-192 

free water for 15 min followed by centrifugation (3 min at 13,000 g). The supernatant 193 

containing the DNA was stored at -20°C until used. The confirmations of E. coli O157:H7, the 194 

O-antigens of E. coli O26 and the flagellar H11 antigen gene were performed using the 195 

protocols described by Miszczycha et al. (20), Perelle et al. (12) and Madic et al. (21), 196 

respectively. Each reaction (30 µl) comprised 1X TaqMan gene expression Master Mix 197 

(Applied Biosystems, Foster City, CA), primers and probes diluted according to authors’ 198 

instructions, 1X IPC Mix and IPC DNA (TaqMan Exogenous Internal Positive Control Reagents 199 

– Applied Biosystems), molecular grade H2O and 3 µl of template DNA. Thermal cycling and 200 

detection were performed using a StepOne Plus (Applied Biosystems). The generation of 201 

fluorescence for each sample was monitored at the end of each elongation step. A 202 
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fluorescent signal 10 times higher than the standard deviation of the mean baseline 203 

emission was indicative of a positive detection. The CT was defined as the PCR cycle at which 204 

fluorescent intensity rises above the baseline. 205 

 206 

Statistical analysis 207 

Results are given as means ± standard deviation (n = 3). Regarding the experiments in the 208 

TIM system, all the results were expressed as percentages of initial intake. Significant 209 

differences between treatments were tested by analysis of variance (ANOVA) with repeated-210 

measure analysis followed by a post hoc test. Analyses were performed using SAS 9.1 211 

Software (SAS 9.1 Software, Inc, Cary, NC). A probability level of P < 0.05 was taken to 212 

indicate statistical difference.  213 

 214 

Results 215 

 216 

Physico-chemical characteristics of cheeses. For experiments A and B, cheese core pH 217 

decreased from 6.7 to 5.2 during the first day and reached 5.1 at day 7 (Fig. 2). Then, pH 218 

increased slowly and reached 5.2 ± 0.1 (n = 3) for the experiment A and 5.3 ± 0.1 (n = 3) for 219 

the experiment B at day 35. The aw values at day 35 in cheese cores were 0.96 for 220 

experiments A and B. 221 

Microbial analysis of cheeses. STEC and cheese microflora counts are shown in Figure 222 

3 and Table 3, respectively. The levels of the E. coli O26:H11 and E. coli O157:H7 strains 223 

increased during the first day of manufacturing to reach 4 to 5 log10 CFU/g. During ripening, 224 

concentrations of the two STEC strains remained constant around 4 log10 CFU/g until day 20 225 

(4.0 and 3.8 log10 CFU/g, for experiment A and B, respectively). 226 

The level of Enterococci increased to reach a peak of 6.8 ± 0.1 log10 CFU/g at day 14 in 227 

experiment A (cheeses inoculated with E. coli O26:H11) versus only 5.0 ± 0.6 log10 CFU/g at 228 

day 20 in experiment B (cheeses inoculated with E. coli O157:H7). Then, it remained 229 

constant until day 35. For the other populations, the results obtained during the two 230 

experiments are similar. The level of dextran negative lactic acid bacteria increased by 3 231 

log10 CFU/g during the first day of cheese manufacture and then remained stable until day 232 

35. The level of dextran producing Leuconostoc and Lactobacilli increased regularly after 24 233 
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h to reach 7.1-7.4 and 8.4-8.7 log10 CFU/g, respectively, at day 35. The levels of ripening, 234 

mesophilic and thermophilic bacteria increased by 3 to 4 log10 CFU/g during cheese 235 

manufactures. The levels of yeasts increased the first week and remained constant 236 

afterward around 6 log10 CFU/g whereas that of mould increased during cheese manufacture 237 

and ripening from 2 to 5 log10 CFU/g. The concentrations of Gram negative bacteria 238 

increased the first day from 4 to 6 log10 CFU/g and then remained constant until 35 days.    239 

 240 

Survival of E. coli O26:H11 and E. coli O157:H7 in simulated gastrointestinal 241 

conditions. The viability during gastrointestinal transit through the TIM of E. coli O26:H11 242 

and E. coli O157:H7 present in cheese suspensions was determined by cross-comparing the 243 

result obtained for bacterial counting and blue dextran concentrations. The blue dextran is a 244 

transit marker which is neither degraded nor absorbed during digestion and which would 245 

correspond to a 100 % survival rate for bacteria. Its concentrations throughout the TIM 246 

fluctuated according to the volume of each digestive compartment, the rate of dilution by 247 

digestive secretions and the chyme flow between two successive compartments. 248 

The survival percentages obtained for E. coli O26:H11 and E. coli O157:H7 in each 249 

compartment of the TIM are presented in Figure 4. During its transit through the TIM 250 

stomach (Fig. 4A), the survival of O157:H7 was affected since 60 min digestion as the 251 

percentages obtained for bacteria were significantly lower than those of the transit marker 252 

(P < 0.001). At 150 min, 0.2 ± 0.2 % (n = 3) of ingested E. coli O157:H7 was recovered versus 253 

14.3 ± 0.3 % (n = 3) for the transit marker. In this compartment, the level of E. coli O26:H11 254 

was also significantly reduced (P < 0.05), but from 90 min digestion. At 150 min, 1.8 ± 1.7 % 255 

of E. coli O26:H11 was recovered versus 14.3 ± 0.3 % for the marker (P < 0.001, n = 3). In the 256 

gastric compartment, the survival percentage of E. coli O26:H11 was significantly higher than 257 

that of E. coli O157:H7 from 60 min digestion (P < 0.05).  258 

In the duodenum (Fig. 4B), a significant decrease in O157:H7 level was observed from 259 

120 min of digestion (P < 0.01), whereas the survival of O26:H11 was not affected since the 260 

curve for the bacteria fitted that of the marker (except for 60 min). In the jejunum (Fig. 4C), 261 

the curve for E. coli O157:H7 remained above that of the marker during the overall digestion, 262 

even if the difference was no significant. The percentages obtained for E. coli O26:H11 were 263 

significantly (P < 0.05) higher than that of the blue dextran, from 120 min to the end of 264 



303 

 

digestion, showing that growth resumption occurred in this compartment. At 360 min, the 265 

percentages of bacterial cells largely exceeded that of the transit marker (102.0 ± 36.7 % 266 

versus 2.1 ± 0.4 %, P < 0.001, n = 3). In the ileum (Fig. 4D), a non-significant growth 267 

resumption was observed at 360 min for E. coli O157:H7 (35.8 ± 20.4 % for bacteria versus 268 

12.6 ± 1.1 % for the marker, n = 3). From 60 min digestion, significant growth resumption 269 

was observed for E. coli O26:H11 (P < 0.05). At 360 min, recovery percentages of bacteria 270 

were much higher than that of the transit marker (663.2 ± 493.1 % versus 12.6 ± 1.1 %, P < 271 

0.01, n = 3). In the small intestinal compartments, recovery percentages of E. coli O26:H11 272 

were significantly higher than that of E. coli O157:H7 (P < 0.05).  273 

The cumulative ileal delivery of viable bacterial cells is given in Figure 5. Even if they 274 

were lower, the percentages obtained for E. coli O157:H7 were not significantly different 275 

from that of the transit marker (P > 0.05). In contrast, the recovery of E. coli O26:H11 was 276 

significantly higher than that of the marker from 300 min digestion (P < 0.001). At 360 min 277 

digestion, the survival percentage of E. coli O26:H11 was 13 times higher than that of E. coli 278 

O157:H7 (443.9 ± 131.3 % versus 33.3 ± 17.4 %, P < 0.001, n = 3). These results strengthen 279 

those previously obtained in the small intestinal compartments of the TIM model (Fig. 4). 280 

 281 

Survival of cheese microflora in simulated gastro-intestinal conditions. The 282 

cumulative ileal deliveries of cheese microflora are given in Figure 6. In experiments A and B, 283 

a significant loss of viability was observed for mesophilic and thermophilic bacterial flora, 284 

ripening bacteria, dextran-negative lactic acid bacteria, and facultatively heterofermentative 285 

Lactobacilli from 60 min digestion (P < 0.01). For all these populations, at 360 min digestion, 286 

less than 30 % of ingested cells were recovered versus 85% for the transit marker. The 287 

survival of dextran producing Leuconostoc was also significantly affected during in vitro 288 

digestions, but from 180 min (P < 0.05). For yeasts and moulds, a significant loss of viability 289 

was observed in both experiments, from 180 min and 300 min digestion, respectively (P < 290 

0.05). At the end of digestion, recovery percentages of moulds were twice that of yeasts 291 

(around 50 % versus 25 %). From 180 min, yeast survival rate measured in experiment B 292 

(cheese inoculated with O157:H7) was significantly (P < 0.05) higher than that obtained in 293 

experiment A (cheese inoculated with O26:H11). At 360 min digestion, 32.7 ± 7.6 % of 294 

ingested yeasts were recovered in experiment B compared to 16.0 ± 5.2 % in experiment A 295 
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(n = 3). The curves obtained for Enterococci (except for 360 min in experiment A) and Gram-296 

negative bacteria fitted that of the transit marker, showing that bacterial survival was not 297 

influenced by the digestion process (P > 0.05). At the end of digestion in experiment A, the 298 

recovery percentage of Enterococci was significantly higher than that of the marker (214.1 ± 299 

101.5 % compared to 85.2 ± 1.2 %, P < 0.05), suggesting that growth resumption occurred 300 

during in vitro digestion. Even if not significant, Gram-negative bacteria and Enterococci 301 

survival percentages tend to be higher in experiment A compared to B.  302 

  303 

Acid resistance of STEC strains. The major genes involved in acid resistance (rpoS, 304 

gadA/B, gadC and gadE) have been detected by PCR in both E. coli O157:H7 strain 721.4 and 305 

E. coli  O26:H11 strain F15338A (Table 4). The results of GAD activity are also indicated in 306 

Table 4. After 4 h incubation with E. coli O26:H11 strain, the decarboxylation of L-glutamic 307 

acid led to an increase of pH and a change of color from yellow to green. Interestingly, when 308 

incubated with E. coli O157:H7, the GAD reagent showed mixed color of green and yellow. 309 

 310 

Discussion 311 

 312 

There is a lack of information concerning the responses of O157:H7 and non-O157:H7 313 

STEC strains during digestion by human. This study is the first report of the survival of 314 

O157:H7 and O26:H11 STEC strains during artificial digestion of cheese suspensions. These 315 

suspensions were experimental raw milk uncooked pressed cheeses prepared with milk 316 

artificially contaminated with STEC.  317 

Through making and ripening of these uncooked pressed cheeses, the fate of STEC 318 

strains was similar to that previously described (8), with an increase in STEC levels during the 319 

first hours followed by stability in cell concentrations during the ripening. Nevertheless, the 320 

growth of E. coli O26:H11 was lower than expected (8). This may result from variations in 321 

biochemical composition of milk, or/and quantitative or qualitative differences in 322 

autochthonous raw milk microbiota (Enterococci ten-fold higher in experiment A, high rate 323 

of Gram-negative bacteria). Inhibition or activation of STEC by native microflora has been 324 

poorly described (22, 23).  325 
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To assess the survival of E. coli O157:H7 and E. coli O26:H11 during simulated human 326 

digestion, contaminated cheeses were submitted to digestion in the TIM system. A loss of 327 

viability was observed during bacterial transit through the artificial stomach and duodenum, 328 

whereas growth resumption of STEC strains was observed in the distal part of the small 329 

intestine. In the stomach, the loss of viability could be the consequence of the synergic 330 

effect of extremely acidic conditions and gastric secretions. The gastric juice is known to be 331 

the first barrier against various infection diseases (24). The loss of viability of the STEC strains 332 

(especially E. coli O157:H7) in the duodenum could be a consequence of the action of bile 333 

salts as it has been hypothesized previously (25, 26). Pancreatic secretions also most 334 

certainly play a role in STEC survival in the small intestine, but nothing is known about their 335 

impact on the pathogen. A synergic effect of bile salts and pancreatic secretions against the 336 

STEC cannot be excluded. The growth renewal observed in the jejunum and ileum (especially 337 

for E. coli O26:H11) may result from the occurrence of less stringent conditions such as pH 338 

values closer to neutrality and bile salts concentration lower than that found in the 339 

duodenum. The results obtained in the present study for E. coli O157:H7 strain 721.4 are in 340 

accordance with those previously found by Etienne-Mesmin et al. (25) during in vitro 341 

digestion in the TIM system of a meal containing raw ground beef contaminated with E. coli 342 

O157:H7 strain EDL 933. Interestingly, the survival percentages obtained for EDL 933 when 343 

co-administrated with a probiotic yeast strain of Saccharomyces cerevisiae are similar to that 344 

observed here for E. coli O157:H7 strain 721.4 when ingested within cheese matrix 345 

containing the autochthonous raw milk microbiota (including yeasts). 346 

In parallel to STEC strains, the behaviour of cheese microflora was evaluated for the 347 

first time during simulated human digestion. Most of the populations studied were sensitive 348 

to gastro-intestinal conditions, with the exception of Gram-negative bacteria and 349 

Enterococci. The survival percentages were similar for both experiments, except for yeasts 350 

and Enterococci. The higher level of Enterococci in cheese at the end of ripening in 351 

experiment A can explain why growth resumption was observed at the end of digestion only 352 

during this experiment. Regarding yeasts, the same two strains, D. hansenii and G. 353 

candidum, were added in milk as starter. Nevertheless, other yeasts coming from raw milk 354 

could be present in cheese and it could be hypothesized that yeast strains issued from raw 355 

milk B were more resistant to digestion than that from raw milk A.  356 
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An important finding is that the survival percentages of E. coli O26:H11 during in vitro 357 

digestion were different from that of E. coli O157:H7. 358 

In the stomach, the survival of E. coli O157:H7 was significantly affected from 60 min 359 

digestion (P < 0.001) compared to 90 min for E. coli O26:H11 (P < 0.05). In accordance with 360 

these results, several authors have already shown the better ability of E. coli O26:H11 strains 361 

to survive acidic pH compared to E. coli O157:H7 (27, 28). This may result from difference in 362 

acid resistance. EHEC have evolved at least five distinct mechanisms of acid resistance, 363 

including four amino acid decarboxylase-dependent systems (lysine, ornithine, arginine and 364 

glutamate) and a glucose catabolite repressed system. In the present study, the activity of 365 

the GAD system was tested, indicating that E. coli O26:H11 strain F15338 possesses normal 366 

GadA/B activity whereas it represents approximately half of total GAD activity for E. coli 367 

O157:H7 strain 721.4. gadA or gadB mutants showed mixed colors as obtained here for E. 368 

coli O157:H7 (29). Then, it could be hypothesized that one of these two genes is defective in 369 

O157:H7 strain 721.4.  370 

In the jejunum and ileum, the growth resumption observed for E. coli O26:H11 was 371 

more than ten-fold higher than that of E. coli O157:H7. This may be related to the 372 

physiological state of the STEC strains during digestion. During gastric digestion, because of 373 

the defective GAD system, E. coli O157:H7 may have some difficulties to increase its internal 374 

pH leading to cell injuries. Therefore, the different mechanisms implicated in stress response 375 

such as cytoplasmic and periplasmic chaperones (30) may be affected. It can explain why E. 376 

coli O157:H7 has more difficulties to grow in the small intestinal compartments of the TIM 377 

system compared to E. coli O26:H11. It could also be hypothesized that the limited growth of 378 

E. coli O157:H7 may be the result of prophage induction. Stresses are known to induce the 379 

lytic cycle of the prophage (31, 32). As the serotype O157:H7 seems more sensitive than 380 

O26:H11 to digestive conditions, activation of the lambdoid prophage lytic cycle could occur 381 

with this strain (and not with the E. coli O26:H11 strain), leading to a reduction of E. coli 382 

O157:H7 population. The third hypothesis is that some populations of cheese microflora may 383 

have reduced the growth of E. coli O157:H7 in the distal parts of the small intestine. Etienne-384 

Mesmin et al. (25) have shown that a probiotic yeast strain was able to significantly reduce 385 

the growth renewal of E. coli O157:H7 strain EDL 933 in the TIM system. In the present 386 

study, the rate of yeast in digestive samples was significantly higher in experiment B (assay 387 
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with the serotype O157:H7) compared to experiment A. Then, it could be assumed that the 388 

STEC O26:H11 was less impacted by yeasts than O157:H7, leading to a higher survival at the 389 

end of digestion.  390 

In this study, it has been demonstrated, during digestion of raw milk uncooked pressed 391 

cheeses experimentally contaminated with STEC, that E. coli O26:H11 strain F15338A has a 392 

superior ability to survive in the TIM environment compared with E. coli O157:H7 721.4. We 393 

hypothesize that this difference results from variation in acid resistance among STEC strains 394 

that may confer them or not an ecological superiority. This implies that a large number of 395 

isolates should be examined to draw conclusions about survival of O157:H7 and non-O157 396 

STEC, if possible in dynamic multi-compartmental in vitro models that more closely mimic 397 

the human physiological conditions. These data, in combination with the establishment of 398 

virulence traits, should allow having a better risk analysis of STEC contaminated cheeses. 399 
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 501 
 502 

TABLE 1 Parameters of gastrointestinal digestion in the TIM system when simulating 503 

digestive conditions of a healthy adult after intake of a solid cheese suspensiona 504 

                

Compartment 
Vol (ml) at 
initial time 

pH/time (min) Secretion t1/2 (min) 
ß 

coefficient 

        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 HCl (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 

  

     
of digestion and then 2%), 0.25 ml/min of 

  

     
pancreatic juice (103 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) 

  
Jejunal 130 Maintained at 6.9 0.25 ml/min of NaHCO3 (1 M) if necessary 

  
Ileal 130 Maintained at 7.2 0.25 ml/min of NaHCO3 (1 M) if necessary 250 2.5 
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a The power exponential equation (f = 1-2-(t/t1/2)ß, where f represents the fraction of meal 505 

delivered, t the time of delivery, t1/2 the half-time of delivery, and ß a coefficient describing 506 

the shape of the curve) is used for the computer control of gastric and ileal deliveries in the 507 

TIM. 508 

 509 

TABLE 2 Selective media used to enumerate STEC strains and the main cultivable cheese 510 

microflora 511 

              

Microorganism 
 

Selective medium     Incubationa 

       E. coli O26:H11 strain F15338A coli ID medium 
  

1 day, 37°C, A 

E. coli O157:H7 strain 721.4 O157 ID medium + 0.05 mg/liter 
 

1 day, 37°C, A 

   
cefixime + 2.5 mg/liter tellurite 

  
Ripening bacteria Cheese Ripening Bacteria Medium 

 
10 days, 25°C, A 

Thermophilic bacterial populations M17 agar 
  

1 day, 42°C, A 

Mesophilic bacterial populations M17 agar 
  

1 day, 30°C, A 

Gram-negative bacteria Plate Count Agar + 1% milk + 5 mg/liter 2 days, 30°C, A 

   
vancomycin + 5 mg/liter crystal violet 

 
Facultatively heterofermentative Lactobacilli FH agar 

  
3 days, 37°C, AN 

Dextrane producing Leuconostoc Mayeux, Sandine and Elliker agar 
 

2 days, 30°C, A 

Dextrane-negative lactic acid bacteria Mayeux, Sandine and Elliker agar 
 

2 days, 30°C, A 

Enterococci 
 

Slanetz and Bartley agar 
 

2 days, 42°C, A 

Yeasts 
 

Oxytetracycline Glucose Agar 
 

2 days, 25°C, A 

Moulds   Oxytetracycline Glucose Agar   2 days, 25°C, A 

       a Cultures were incubated aerobically (A) or anaerobically (AN). 512 

 513 

TABLE 3 Survival of cheese microflora during cheese manufacture 514 

                    

  
Microbial counting (log10 CFU/g)a         

Bacterial populations 0 h 1 h 2.25 h 1 d 7 d 14 d 20 d 35 d 

Experiment A (O26:H11) 
        

 
Ripening bacteria 3.8 4.5 ± 0.1 4.4 ± 0.1 6.2 ± 0.2 7.5 ± 0.3 6.7 ± 0.2 7.9 ± 0.1 6.8 ± 0.5 

 
Thermophilic bacterial populations 4.2 6.9 ± 0.0 6.6 ± 0.3 7.9 ± 0.2 8.6 ± 0.1 8.1 ± 0.2 8.5 ± 0.1 8.3 ± 0.1 

 
Mesophilic bacterial populations 4.6 6.8 ± 0.1 6.8 ± 0.1 8.5 ± 0.1 8.4 ± 0.1 8.3 ± 0.1 8.5 ± 0.1 8.7 ± 0.0 

 
Gram-negative bacteria 4,0 3.7 ± 0.1 3.8 ± 0.1 6.3 ± 0.2 6.3 ± 0.2 5.9 ± 0.1 6.0 ± 0.2 5.9 ± 0.2 

 
Facultatively heterofermentative Lactobacilli 1.3 1.6 ± 0.1 1.3 ± 0.3 4.6 ± 0.1 6.9 ± 0.2 7.7 ± 0.1 7.7 ± 0.6 8.4 ± 0.2 

 
Dextrane producing Leuconostoc 1.8 1.7 ± 0.3 1.5 ± 0.5 4.6 ± 0.2 6.0 ± 0.2 7.0 ± 0.1 6.8 ± 0.2 7.1 ± 0.1 

 
Dextane-negative lactic acid bacteria 3.9 4.1 ± 0.0 4.2 ± 0.1 7.5 ± 0.6 7.3 ± 0.1 7.9 ± 0.1 7.7 ± 0.3 8.2 ± 0.1 

 
Enterococci 2.9 2.9 ± 0.4 3.2 ± 0.1 5.8 ± 0.1 6.0 ± 0.1 6.8 ± 0.1 5.8 ± 0.6 5.7 ± 0.1 

 
Yeasts 2.9 4.1 ± 0.1 4.1 ± 0.1 5.7 ± 1.1 7.4 ± 0.1 6.0 ± 0.5 8.0 ± 0.1 6.0 ± 0.6 

 
Moulds 2.0 2.2 ± 0.2 2.1 ± 0.2 3.4 ± 0.7 5.3 ± 0.4 5.1 ± 0.5 5.9 ± 0.7 5.4 ± 0.2 

          
Experiment B (O157:H7)         

 Ripening bacteria 3.7 4.9 ± 0.0 5.0 ± 0.1 6.5 ± 0.1 7.4 ± 0.6 6.9 ± 0.4 7.1 ± 0.2 7.0 ± 0.2 

 Thermophilic bacterial populations 3.7 6.0 ± 0.1 5.9 ± 0.1 7.2 ± 0.1 8.4 ± 0.1 8.4 ± 0.1 8.3 ± 0.1 8.5 ± 0.0 

 Mesophilic bacterial populations 3.9 6.1 ± 0.2 6.2 ± 0.2 7.6 ± 0.3 8.1 ± 0.2 8.2 ± 0.5 8.6 ± 0.2 8.7 ± 0.0 

 Gram-negative bacteria 3.6 4.2 ± 0.5 3.7 ± 0.1 6.0 ± 0.2 5.8 ± 0.1 5.7 ± 0.3 5.6 ± 0.5 5.7 ± 0.0 

 Facultatively heterofermentative Lactobacilli 2.9 3.0 ± 0.0 3.0 ± 0.0 4.5 ± 0.1 6.6 ± 0.5 7.7 ± 0.5 8.4 ± 0.1 8.7 ± 0.0 
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 Dextrane producing Leuconostoc 1.3 1.0 ± 0.0 1.0 ± 0.0 4.7 ± 0.2 6.9 ± 0.4 7.5 ± 0.7 7.8 ± 0.8 7.4 ± 0.3 

 Dextane-negative lactic acid bacteria 3.7 4.9 ± 0.1 4.9 ± 0.1 6.8 ± 0.2 6.9 ± 0.2 7.7 ± 0.6 8.3 ± 0.2 8.6 ± 0.1 

 Enterococci 2.2 1.8 ± 0.7 2.3 ± 0.3 4.6 ± 0.1 4.9 ± 0.3 4.6 ± 0.1 5.0 ± 0.6 4.8 ± 0.0 

 Yeasts 2.7 4.1 ± 0.1 4.1 ± 0.0 5.1 ± 0.3 7.3 ± 0.7 6.5 ± 0.6 6.2 ± 0.5 5.4 ± 0.0 

  Moulds 2.0 2.4 ± 0.4 2.6 ± 0.1 3.3 ± 0.3 5.2 ± 0.7 5.3 ± 0.5 5.2 ± 0.3 4.0 ± 0.0 

          
a Major cultivable cheese microflora were measured by plate counting (log10 CFU/g). Data 515 

are means ± standard deviations for each experiment (n = 3). 516 

 517 

TABLE 4 Acid resistance of STEC strains used in this study  518 

                  

    
Acido-resistance     

 
Serotype Name (origin)   Virulence genes rpoS gadA/B gadC gadE GAD assay 

         O26:H11 F15338A (raw cow's milk cheese) eae, stx1 + + + + ++ 

O157:H7 721.4 (sheep's milk) eae, stx2 + + + + +- 

          519 

 520 

FIG 1 Design of experiments. 521 

 522 
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 523 

FIG 2 Physico-chemical characteristics of cheeses. The pH was regularly measured during 524 

cheese manufacturing. Results are expressed as means ± standard deviations (n = 3). 525 

 526 

 527 

FIG 3 Survival of E. coli O26:H11 and E. coli O157:H7 during cheese making and ripening.  528 

Results are expressed as means ± standard deviations (n = 3).  529 

 530 

 531 

 532 

 533 

 534 
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 FIG 4 Survival of STEC strains during in vitro digestions in the stomach (A), duodenum (B), 536 

jejunum (C) and ileum (D) of the TIM. The results obtained in each compartment for E. coli 537 

O26:H11 (white bar) and E. coli O157:H7 (black bar) are compared with that of the transit 538 

marker (black line). The fall of gastric pH is plotted (A, dotted line). Results are expressed as 539 

means percentages ± standard deviations of initial intake (n = 3). E. coli O26:H11 (*) and E. 540 

coli O157:H7 (†) results significantly different from those of the transit marker (P < 0.05). E. 541 

coli O26:H11 results significantly different from those of E. coli O157:H7 at P values of < 0.05 542 

(+). 543 

 544 

 545 

 546 
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FIG 5 Survival of STEC strains in the ileal effluents of the TIM system. Cumulative ileal 548 

deliveries of E. coli O26:H11 (white bar) and E. coli O157:H7 (black bar) were plotted and 549 

compared to that of the transit marker (black line). Results are expressed as means 550 

percentages ± standard deviations of initial intake (n = 3). E. coli O26:H11 results significantly 551 

different from those of the transit marker (***, P < 0.001). E. coli O26:H11 results 552 

significantly different from those of E. coli O157:H7 at P values of < 0.001 (+++). 553 

 554 
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 556 

 557 
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 559 

 560 

 561 
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Dextrane-negative lactic acid bacteria

0 60 12
0

18
0

24
0

30
0

36
0

0

20

40

60

80

100

***

***
*** ***

***
***
†††

†††
†††

††††††

††

+

Time of digestion (min)

Vi
ab

le
 c

el
ls

 (%
 o

f i
nt

ak
e)

Enterococci

0 60 12
0

18
0

24
0

30
0

36
0

0

100

200

300

400
*

Time of digestion (min)

Vi
ab

le
 c

el
ls

 (%
 o

f i
nt

ak
e)

Yeasts

0 60 12
0

18
0

24
0

30
0

36
0

0

20

40

60

80

100

*

*********
***

††† †††
††††††

+

++

++ ++

Time of digestion (min)

Vi
ab

le
 c

el
ls

 (%
 o

f i
nt

ak
e)

 564 

Moulds
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FIG 6 Survival of cheese microflora in the ileal effluents of the TIM system. Cumulative ileal 566 

deliveries of the different populations in experiment A (white bar) and B (black bar) were 567 

plotted and compared to that of the transit marker (black line). Data are expressed as means 568 

percentages ± standard deviations of initial intake (n = 3). Results obtained in experiment A 569 

(*) and B (†) significantly different from that of the transit marker (P < 0.05). Experiment A 570 

significantly different from experiment B at P values of < 0.05 (+). 571 
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Annexe 10 – Publication 4. 572 

Novel Real Time PCR method to detect Escherichia coli O157:H7 in raw milk 

cheese and raw ground meat.   

Stéphane D. MISZCZYCHA, Sarah GANET, Lysiane DUNIERE, Christine ROZAND, 

Estelle LOUKIADIS, Delphine THEVENOT-SERGENTET. 

Journal of Food Protection. 2012. Vol. 75, No. 8, Pages 1373–1381.
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