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Avant-propos

Cette thése s’inscrit dans un projet de recherche collaboratif, le projet Adhé-coli, entre
VetAgro Sup, Actalia et INRAE, soutenu par le centre national interprofessionnel de I'économie
laitiere (CNIEL). Le projet Adhé-coli, construit en 2017, avait pour objectif de comprendre les
mécanismes impliqués dans I'adhésion des Escherichia coli producteurs de shiga toxines
(STEC) a la membrane des globules gras, la matiére grasse du lait. Les travaux liés au projet

Adhé-coli ainsi que ceux liés a la thése de doctorat ont débuté en avril 2019.

Les questions de recherche de cette thése sont directement intégrées a celles du projet
Adhé-coli. Cependant, jai pris soin de distinguer le projet Adhé-coli de ma thése car les
questions traitées sont concentrées sur certaines questions de recherche. En effet, les axes
de recherche liés a cette thése concernent exclusivement le lait cru de vache comme modéle
d’étude. Toutefois, au cours de ma thése, jai pris part aux réflexions menées dans le cadre
du projet Adhé-coli relatives aux modéles « fromages au lait cru » mais qui ne seront pas

détaillés dans ce manuscrit.

Ces travaux de thése ont été réalisés au sein de I'équipe Bactéries Pathogénes
Opportunistes et Environnement — BPOE (UMR 5557, Lyon) a VetAgro Sup sur le campus
vétérinaire situé a Marcy-L’Etoile. La grande maijorité des travaux de recherche ont également
été menés en collaborations avec le Laboratoire d'études des Microorganismes Alimentaires
Pathogénes (LMAP)/Laboratoire National de Référence des Escherichia coli pathogénes, y
compris les STEC (LNR STEC), adossé a I'équipe de recherche BPOE. Ce laboratoire,
mandaté par la direction générale de Il'alimentation (DGAL ; Ministere de I'Agriculture), est
reconnu nationalement et internationalement pour son expertise sur les STEC et dispose de
locaux adaptés a la manipulation de souches STEC hautement pathogénes, dont des
laboratoires de sécurité de niveau 2 et 3. Pour la partie « globules gras », une partie des
travaux a été réalisée en étroite collaboration avec l'unité de recherche Biopolyméres,
interactions, assemblages (BIA) (UR 1266, INRAE, Nantes) représentée par C. Lopez,
chercheuse et experte reconnue pour ces travaux sur la matiére grasse du lait cru. Dans ce
contexte, certaines expérimentations ont été réalisées dans les locaux de cette unité situés

sur le site de la Géraudiéere a Nantes.

Ce manuscrit présente le contexte de mes travaux, les expériences et les réflexions
autour de la problématique et les enjeux des infections a STEC dans la filiere lait cru.
L’interaction de ce pathogéne avec les globules gras du lait cru est envisagée comme une voie

prometteuse de stratégie préventive des infections & STEC dont les options existent mais



restent cependant actuellement assez limitées. Ces travaux s’insérent ainsi comme des
travaux trés préliminaires sur ces questions et tentent d’apporter de nouveaux éléments de
réponses sur l'interaction STEC-globules gras et la possibilité de détourner cette interaction a
des fins préventives. Ces découvertes pourraient étre appliquées dans différents secteurs
comme l'industrie et plus précisément la transformation du lait en fromages, la médecine
préventive, voire curative (a long terme) mais également dans le domaine du diagnostic
alimentaire ou la matiére grasse du lait cru est connue comme perturbateur de la détection

des bactéries pathogénes.
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Résumé

Les Escherichia coli producteurs de shiga toxines (STEC), responsables d’épidémies de
grande envergure, impliquent souvent des aliments contaminés consommeés crus ou
insuffisamment cuits, comme les fromages au lait cru, la viande et les végétaux. Les mesures
d’hygiéne instaurées du producteur jusqu’au consommateur diminuent le risque de
contamination des produits donc d’infections a STEC, mais ne I'éliminent pas entierement.
Ajouté a cela I'absence de traitement efficace contre les infections a STEC, lintérét du
développement de nouvelles stratégies préventives et thérapeutiques contre ce pathogéne est

indéniable pour le maintien des filieres et la santé des consommateurs.

Ce travail, soutenu par les professionnels de la filiere laitiére francaise, poursuit des
travaux préalablement menés par I'équipe sur les propriétés anti-adhésives des globules gras
du lait cru contre les STEC. La prévention de l'adhésion bactérienne est maintenant
considérée comme une stratégie prometteuse pour réduire I'apparition des maladies
infectieuses. Les objectifs de ce travail étaient (i) d’évaluer 'association des STEC avec les
globules gras du lait cru et la réduction du niveau des STEC dans le lait cru via I'élimination
de la matiére grasse et (ii) d’'identifier la nature de I'association STEC-globules gras et les
composants moléculaires des STEC impliqués dans I'association. Pour répondre au premier
objectif, une approche basée sur une propriété naturelle du lait cru, le crémage, couplée a
l'imagerie et a la spectrométrie de masse, a été développée. Pour répondre au second objectif,
la mesure de propriétés physico-chimiques de souches STEC telle que I'hydrophobicité et les
charges de surface ainsi que I'évaluation de I'adhésion des souches aux protéines de la
membrane des globules gras ont été entrepris. Afin d’évaluer I'importance de la diversité
génétique et du sérotype des souches dans ce phénomeéne, la majeure partie des
expérimentations a été réalisée sur une collection de 15 souches d’E. coli appartenant a

plusieurs sérotypes responsables d’épidémies (0157:H7, O26:H11 et O103:H2).

Nos travaux ont démontré que toutes les souches STEC présentaient une affinité
certaine pour les globules gras du lait cru, mais qu’elle différait selon les souches et le
sérotype. Aprés avoir vérifié que les interactions aspécifiques étaient faiblement impliquées
dans I'association STEC-globule gras, nous avons montré que les souches STEC 026:H11 et
0O103:H2 adhéraient davantage aux protéines de la membrane des globules gras, en
comparaison avec les souches STEC O157:H7. Nous avons aussi démontré 'implication de
protéines de surface des STEC dans leur association avec les globules gras. Par ailleurs, nous
avons remarqué que la nature et la quantité des protéines exprimées par les souches étaient

variables entre elles, ce qui pourrait expliquer les différences d’affinité observées entre les
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souches, pour les globules gras. Concernant les acteurs moléculaires des STEC impliqués
dans cette association, la flagelline (FliC) et de la porine OmpA ont été identifié comme
récepteur candidat. La caractérisation des souches STEC mutées pour ces adhésines
potentielles, a mis en lumiére I'implication de la flagelline dans I'adhésion des STEC aux

protéines de la membrane des globules gras.

L’association bactéries-globules a trés peu été étudiée du cbdté des bactéries. Pour la
premiére fois, nous mettons en avant que I'adhésion STEC-globules gras semblerait impliquer
une combinaison de couples récepteur/ligand, présents a la surface des STEC et ancrés dans
la membrane des globules gras. Nous supposons que la spécificité du mécanisme proviendrait
des différents épitopes reconnus par les STEC grace aux différentes structures adhésives
qu’elles expriment. L'identification compléte des acteurs moléculaires fortement engagés dans

'association STEC-globule gras doit encore étre approfondie.

Mots-clés : STEC, produits au lait cru, globules gras, membranes des globules gras
(MFGM), adhésion.
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Abstract

Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC), which are associated with large-scale
outbreaks, often involve raw or undercooked contaminated food such as raw milk cheeses,
meat, and vegetables. Hygiene measures implemented from producer to consumer reduce the
risk of food contamination and therefore of STEC infections, but do not eliminate it entirely.
The interest in developing novel preventive and therapeutic strategies against this pathotype
is evident for the preservation of the food industry and the health of consumers, especially in

light of the lack of relevant therapy for STEC infections.

This work, supported by the professionals of the French dairy industry, continues the
work previously carried out by the team on the anti-adhesive properties of raw milk fat globules
against STEC. The prevention of bacterial adhesion is now considered as a promising strategy
to reduce the occurrence of infectious diseases. Thus, the goals of this work were (i) to
evaluate the association of STEC with raw milk fat globules and the reduction of STEC levels
in raw milk through fat removal and (ii) to identify the nature of the STEC-milk fat globule

association, including the molecular components of STEC that are involved.

To address the first objective, an approach based on a raw milk characteristic, namely
creaming, coupled with imaging and mass spectrometry, was developed. To address the
second objective, physico-chemical characteristics of STEC strains, such as hydrophobicity
and surface charges, as well as the strains' adherence to fat globule membrane proteins were
measured. To evaluate the importance of genetic diversity and strain serotype in this
phenomenon, most of the experiments were performed on a collection of 15 E. coli strains that
belonged to various outbreak serotypes (O157:H7, O26:H11, and O103:H2).

Our results demonstrated that all STEC strains showed a definite affinity for raw milk fat
globules, although they were variations between strains and serotypes. After verifying that
aspecific interactions were weakly involved in the STEC-milk fat globule association, we
showed that STEC 026:H11 and O103:H2 bacteria adhered more to milk fat globule
membrane proteins, compared to STEC O157:H7 strains. We also demonstrated the
involvement of STEC surface proteins in their association with milk fat globules. Furthermore,
we noticed that the nature and quantity of proteins expressed by STEC were variable, which
could explain the differences in affinity observed between the strains for milk fat globules. More
precisely, we identified by mass spectrometry the flagellin and the OmpA porin associated with

the protein fraction of the milk fat globule membrane. The involvement of flagellin in STEC
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adhesion to milk fat globule membrane proteins was highlighted by studying strains that were

mutated for these potential adhesins.

Bacteria-milk fat globule association has been very little studied on the bacterial side.
For the first time, we propose that STEC-milk fat globule adhesion involve a combination of
receptor/ligand pairs, present on the surface of STEC and anchored in the milk fat globule
membrane. We assume that the specificity of the mechanism would come from the different
epitopes recognized by STEC through the different adhesive structures they express. The
complete identification of the molecular mechanisms strongly involved in the STEC-milk fat

globule association needs to be further investigated.

Keywords: STEC, raw milk products, milk fat globules, milk fat globule membranes
(MFGM), adhesion.
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Introduction générale

Le risque sanitaire des aliments, qui a longtemps été percu comme un fléau naturel, est
aujourd’hui considéré comme inacceptable compte tenu des progrés sanitaires, du
développement des techniques de conservation des aliments et de la mise en place de
procédures de surveillance de plus en plus fines. Néanmoins, des problémes liés a la sécurité
sanitaire surviennent réguliérement, certains avec des conséquences graves sur la santé des
consommateurs, comme par exemple le prion de la maladie de la vache folle et des infections
liées a des bactéries pathogénes. Parmi les scandales alimentaires liés a des bactéries
pathogénes survenus ces derniéres années, nous pouvons citer la contamination de formules
infantiles par des salmonelles commercialisées par le groupe Lactalis (DGCCRF, 2017) en
2017,des chocolats Ferrero (SPF, 2022a) en 2022 ainsi que la contamination de pizzas de la

marque Buitoni (Nestlé) par Escherichia coli (SFP, 2022).

Plus de 200 maladies humaines d’origines bactériennes, virales, parasitaires ou liées a
des toxines sont transmises par 'alimentation. A titre d’'exemple, chaque année, 1 personne
sur 10 dans le monde développe une infection liée a la consommation d’aliments contaminés
causant prés de 420 000 déceés et la perte de 33 millions d’années de vie en bonne santé,
selon les estimations de ’TOMS (WHO, 2020). Les enfants de moins de 5 ans supportent 40%
de la charge de morbidité imputable aux maladies d’origine alimentaire et 125 000 en meurent
chaque année. Les maladies d’origine alimentaire se manifestent le plus souvent par une
symptomatologie digestive mais également par des syndromes sévéres et parfois mortels tels
que la méningo-encéphalite a Listeria monocytogenes ou le syndrome hémolytique et
urémique (SHU) consécutif a une infection a Escherichia coli producteurs de shiga toxines
(STEC).

A mesure que la population mondiale s’accroit, l'intensification et I'industrialisation de
I'agriculture et de la production animale destinées a satisfaire une demande alimentaire
croissante suscitent a la fois des opportunités et des défis pour la sécurité sanitaire des
aliments. Le changement climatique devrait aussi avoir une incidence en la matiére,
'augmentation des températures modifiant les risques liés a la production, a I'entreposage et
a la distribution des denrées alimentaires. Le fardeau des maladies d’origine alimentaire pour
la santé publique, le bien-étre des consommateurs et 'économie a souvent été sous-estimé
du fait de la sous-notification et de la difficulté a établir des liens de cause a effet entre les
contaminations des aliments et la maladie ou le décés quelles provoquent. Ces défis
alourdissent la responsabilité qui pése sur les producteurs et les transformateurs de denrées

alimentaires a I'égard de la sécurité sanitaire des aliments.
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Malgré les mesures préventives mises en place dans les filieres agroalimentaires, des
incidents peuvent rapidement dégénérer en urgence nationale, voire internationale étant
donné la vitesse et I'étendue géographique de la distribution des produits. Au cours de la
derniére décennie, tous les continents ont connu de graves flambées de maladies d’origine
alimentaire, souvent amplifiées par un commerce mondialisé. La sécurité sanitaire des
aliments est devenue une priorité de santé publique mondiale dans de nombreux pays, dont
la France, ou des moyens importants sont mis en ceuvre sur 'ensemble de la chaine de
production alimentaire a travers des stratégies de surveillance, de prévention et de controle
des dangers d’origine alimentaire. Néanmoins, ces mesures ne semblent pas suffisantes
compte tenu des récentes épidémies observées et du nombre de cas humains notifiés en
France. En 2020, 1010 toxi-infections alimentaires collectives' (TIAC) ont été déclarées en
France, affectant 6 814 personnes (SPF, 2021).

Parmi les agents pathogénes responsables d’infections alimentaires, des souches
particulieres d’Escherichia coli, les E. coli producteurs de shiga toxines, usuellement appelées
STEC pour « Shiga-toxin producing E. coli », sont responsables d’épidémies de grande
envergure. Des épidémies liées aux STEC ont été décrites dans plusieurs pays, faisant de ce
pathogéne une problématique de santé publique internationale (Honish et al., 2005; Espie,
2006; Baylis, 2009; Mungai et al., 2015; Perrin et al., 2015; Currie, 2018; FAO and WHO, 2019;
Treacy, 2019). Parmi les exemples les plus marquants des flambées épidémiques a STEC,
I'Allemagne a connu une épidémie en 2011 suite a la contamination de pousses de fenugrec
(EFSA, 2011). Des cas ont été notifies dans 8 pays d’Europe et d’Amérique du nord, causant
53 décés. Cette épidémie liée a E. coli s’est soldée par 1,3 milliard de dollars de pertes pour
les agriculteurs et les industriels et par 236 millions de dollars de versements d’aide d’'urgence
a 22 pays membres de I'Union Européenne (Yang et al., 2017). En 2022, ce pathogéne a été
une nouvelle fois au coeur d’une épidémie incriminant des pizzas surgelées, causant plus de
50 cas d’infections et 2 décés sur le territoire frangais (SPF, 2022b). Cet épisode épidémique
a STEC a été reconnu par la Société Francaise de Pédiatrie comme I'un des plus importants

en France depuis 20 ans (Fila and Jones, 2022).

Concernant les sources d’infection a STEC, les aliments incriminés peuvent étre de
nature différente, mais sont principalement liés a la consommation de produits carnés

insuffisamment cuits et laitiers a base de lait cru ainsi que les fruits et légumes. En effet, il est

'« Les toxi-infections alimentaires collectives ou TIAC, correspondent a I'apparition d’au moins
deux cas similaires d’une symptomatologie, en général gastro-intestinale, dont on peut rapporter la
cause a une méme origine alimentaire » (ANSES - Les toxi-infections alimentaires collectives, 2013).
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admis que le principal réservoir des STEC est le tractus digestif des ruminants et qu’ils sont
excrétés dans leurs féces, contaminant ainsi leur environnement immédiat (Chapman et al.,
2001; Alvarez-Suarez et al., 2016; McCarthy et al., 2021). Si les mesures d’hygiéne sont
improprement appliquées, la contamination des carcasses ou du lait cru peut se produire par
contact direct entre ces matiéres premiéres et de la matiére fécale, lors de la traite ou de
'abattage. Le fumier et le lisier utilisés pour fertiliser les champs agricoles participent a la
dissémination environnementale des STEC dans les terres et les eaux environnantes,

contaminant les fruits et légumes cultivés sur ces terres agricoles.

Les microorganismes ne résistant pas a la chaleur, I'application d'un traitement
thermique de quelques minutes entre 60 °C et 100 °C (pasteurisation) ou a plus de 100 °C
(stérilisation) suffisent a éliminer ce pathogéne. Les infections a STEC liées a la consommation
de produits laitiers impliquent le plus souvent des produits au lait cru, des produits laitiers ou
aucun traitement n’a été appliqué. L’attrait des consommateurs pour les produits au lait cru
est associé a un gage de confiance, a la conservation des qualités nutritionnelles du produit
et a leur qualité gustative différente des fromages pasteurisés (IFOP, 2021). Ainsi, la
prévalence des STEC dans les produits crus, plus a risque, est surveillée annuellement par
les autorités de santé publique nationales et européennes (EFSA and ECDC, 2021). En 2010,
les infections @ STEC d'origine alimentaire ont causé plus de 1,2 million de cas, 128 décés et
prés de 13 000 années de vie en bonne santé (WHO, 2015).

La problématique liee aux STEC pése particulierement sur la filiére lait cru et fromages
au lait cru. Les analyses, la destruction de lots voire le retrait/rappel de certains fromages
représentent un codt financier considérable. Par exemple, en 2014, tous germes pathogénes
surveillés et sur tout le département de la Savoie, environ 400 tonnes de fromages ont été
détruites et 4 millions de litres de lait écartés (Syndicat Interprofessionnel du Reblochon,
2016). L’'image de la filiere est également écorchée lors de retraits rappels ou de TIAC. Les
fromages au lait cru, potentiels vecteurs de STEC, sont des produits finis qui ont pour vocation
d’étre consommeés tels quels. Les recommandations suggérées par les autorités compétentes
telles qu'un chauffage avant consommation d’un produit a risque sont moins facilement
applicables aux fromages au lait cru, contrairement a la viande. Cependant, il est important de
souligner que de plus en plus de fabricants de fromages au lait cru indiquent sur leur emballage
les risques liés a la consommation de leurs produits par des personnes a risque. Malgré ces
messages de prévention, les recommandations ne sont pas toujours respectées. Seule
I'éviction de la consommation de fromages au lait cru par les consommateurs les plus

susceptibles de développer une infection pourrait faire barrage a ce danger.



Au niveau de la production, un traitement thermique (pasteurisation) ou physique
(microfiltration) peut étre utilisé pour éliminer tout danger présent dans le lait cru et une partie
du microbiote naturel. A l'issue de ces traitements, ces produits ne correspondent alors plus a
I'appellation « lait cru » et a la réglementation qui va avec. Le microbiote laitier joue un role
fondamental dans les fromages au lait cru : il facilite la fermentation du lait, il est a I'origine de
propriétés organoleptiques propres a chaque type de fromage et il favorise globalement la
santé des consommateurs (Ortiz et al., 2017; Garcia-Burgos et al., 2020). Le microbiote laitier
est diversifié et complexe par nature, provenant de nombreuses sources dont le contact direct
avec l'animal (trayons, peaux et féces), la surface du matériel de traite (en particulier si les
pratiques d'hygiéne sont insuffisantes), le logement, la litiere, I'alimentation, l'air et I'eau
(Quigley et al., 2013; Machado et al., 2017; Skeie et al., 2019). Le microbiote laitier est donc
spécifique a un environnement fermier et contribue au caractére unique des arbmes et des
saveurs des fromages au lait cru. La fabrication de fromages a partir de lait pasteurisé ou
microfiltré nécessite I'addition de ferments technologiques pour équilibrer la perte des
microorganismes, standardisant le produit et perdant ainsi sa singularité. La plupart du temps
des ferments lactiques sont également ajoutés au lait cru lors de la fabrication de fromages au
lait cru, mais une base variable de microorganismes reste présente. De plus, d’autres
composants du lait cru sont aussi modifiés sous 'action d’'un traitement thermique, impactant
les propriétés nutritionnelles du produit fini (Lopez, 2005; Raikos, 2010; Aalaei et al., 2019) et

accentuant ainsi la différence entre les fromages au lait cru et pasteurisés.

Dans ce contexte sanitaire, 'avenir des fromages au lait cru reste incertain et 'assurance
d’'une sécurité sanitaire optimale de ces produits dépend de la vigilance de la filiére et de sa
mobilisation ainsi que celle des autorités publiques. En France, les autorités compétentes ainsi
que les scientifiques reconnaissent l'importance du fromage au lait cru tant en termes de
patrimoine gastronomique que de développement socio-économique régional et national. Les
infections d’origine alimentaire sont des maladies que I'on peut traiter pour certaines et surtout
prévenir. Les autorités et les scientifiques soutiennent ainsi I'ensemble des filiéres

agroalimentaires concernées en :

e Améliorant les connaissances scientifiques sur I'écologie des STEC,

o Développant des méthodes de maitrise et de surveillance de ces bactéries de la ferme
a la fourchette,

e Comprenant davantage la circulation et la transmission des STEC au sein des
élevages,

o Affinant la cartographie des étapes a risques de contamination des matrices

alimentaires sur la chaine de production alimentaire,
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e Développant de nouvelles stratégies d’élimination des STEC dans les matrices

contaminées tout en minimisant I'impact sur le produit.

Le projet de recherche Adhé-coli dans lequel mes travaux de thése sont intégrés a en
partie été financé par le Centre national interprofessionnel de I'économie laitiere (CNIEL), une
interprofession qui regroupe les acteurs de la filiere laitiere frangaise et qui a pour vocation
d’organiser I'économie laitiere de fagon cohérente pour favoriser le développement
économique du secteur. Le soutien de ces travaux par le CNIEL traduit 'importance d’enrichir

les connaissances des STEC pour la filiere laitiére.

En ce qui concerne la pathogénicité des STEC, la liste des facteurs de virulence et des
mécanismes impliqués n’est pas encore totalement connue. Les shiga toxines (Stx) sont des
toxines bactériennes qui constituent le facteur de virulence déterministe du pathotype STEC.
La libération des shiga toxines dans I'organisme humain peut conduire a de graves symptomes
en particulier chez les enfants, susceptibles de développer des syndromes hémolytiques et
urémique (SHU) et d’'induire des défaillances rénales et/ou cérébrales sur plusieurs années et

dans certains cas, le décés du patient.

Méme si les shiga toxines sont des facteurs de virulence sine qua non des STEC, des
propriétés complémentaires, comme la capacité a adhérer a I'épithélium intestinal et a
coloniser l'intestin, sont indispensables pour initier leur processus infectieux. Pour coloniser
efficacement leur héte et provoquer des symptdmes, les bactéries pathogénes ont développé
de nombreuses stratégies moléculaires pour adhérer aux cellules de I'héte (Ofek et al., 2003;
Nataro and Jansen, 2005). La plupart des souches STEC responsables d’infection portent
plusieurs génes codant pour des adhésines, des protéines membranaires spécialisées dans
'adhésion. On peut notamment citer les génes eae, toxB (géne plasmidique), efat, iha, cah,
ompA ainsi que des génes impliqués dans la biosynthése de structures extracellulaires plus

complexes comme les fimbriae ou les flagelles.

L’adhésion est nécessaire aux bactéries afin qu’elles ne soient pas éliminées par les
mécanismes naturels de défense de I'héte. En conséquence, la prévention de I'adhésion
bactérienne est maintenant considérée comme une stratégie prometteuse pour réduire
'apparition des maladies infectieuses. Plusieurs approches spécifiques ont été envisagées,
notamment l'inhibition de I'adhésion des pathogénes par des récepteurs analogues de ceux
reconnus par la bactérie a la surface des cellules cibles. Il est connu que certains composés
alimentaires sont capables d’inhiber 'adhésion de bactéries pathogénes aux entérocytes
(Quintero, 2011; Quintero-Villegas et al., 2013). Parmi les aliments connus pour contenir des

molécules préventives contre les agents infectieux, le lait cru est considéré depuis longtemps
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comme un aliment a fort potentiel. Le lait cru est un fluide biologique complexe, nutritif et riche

en protéines.

La stimulation positive et la protection de I'organisme humain par les composants du lait
cru ne sont pas totalement connues. Néanmoins, une part importante serait attribuable aux
composants proteiques et lipidiques associés a la matiére grasse du lait cru. La matiére grasse
du lait cru est majoritairement présente sous la forme de petites gouttelettes lipidiques,
appelées « globules gras du lait cru » (MFGs ; milk fat globules). Les MFGs sont entourés
d’'une membrane biologique, la membrane des globules gras du lait (MFGM ; milk fat globule
membrane) ou sont ancrées une grande diversité de glycoconjugués, des protéines et des
lipides associés a des résidus sucrés. Plusieurs de ces glycoconjugués présentent des
propriétés anti-adhésives contre des agents pathogénes, y compris des pathotypes
d’'Escherichia coli. Cependant, trés peu de travaux ont étudié I'adhésion des STEC aux
glycoconjugués de la MFGM du lait cru et des fromages au lait cru. Dans ce contexte,
I'association des STEC avec les globules gras du lait cru de vache, I'implication et
I'identification des protéines de surface bactériennes ont été les principaux axes de
recherche de ce projet. Aussi, ces travaux ont évalué les pistes potentielles de cette
association comme outil de prévention contre les STEC. Ce manuscrit s’articule donc

autour de deux éléments centraux : les STEC et les MFGs (ainsi que leur association).

Dans une premiére partie, les connaissances scientifiques actuelles sur I'association
STEC-MFGs sont présentées, sous forme d’une revue bibliographique. Un deuxiéme chapitre
se focalise plus en détails sur (1) la pathogénie et la physiopathologie des infections a STEC
et (2) le lait cru, les globules gras du lait cru et les spécificités liées a sa membrane biologique.
Dans une deuxiéme partie, les travaux expérimentaux menés dans le cadre de ce projet de
recherche sont présentés. Cette partie est composée de trois chapitres, présentés sous
formes de publications. La premiére publication présente les travaux menés sur l'effet des
souches et du sérotype sur I'affinité des STEC aux globules gras du lait cru bovin. L utilisation
du crémage comme méthode de réduction des STEC du lait cru est également discutée. La
deuxiéme publication porte sur I'évaluation des capacités d’adhésion des STEC pour les
protéines de la membrane des globules gras. L'effet souche et sérotype a été étudié ainsi que
l'identification de protéines bactériennes potentiellement impliquées dans l'adhésion. La
troisieme publication se focalise davantage sur la spécificité du mécanisme de I'association
STEC-globules gras a travers trois souches modéles. L’'implication des protéines de surface
des STEC dans le phénoméne a été étudié. Une troisiéme et derniére partie discute des

résultats obtenus et conclut ce projet de recherche, et aborde aussi ses perspectives.
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Abstract: Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) are zoonotic Gram-negative bacteria. While
raw milk cheese consumption is healthful, contamination with pathogens such as STEC can occur
due to poor hygiene practices at the farm level. STEC infections cause mild to serious symptoms in
humans. The raw milk cheese-making process concentrates certain milk macromolecules such as
proteins and milk fat globules (MFGs), allowing the intrinsic beneficial and pathogenic microflora to
continue to thrive. MFGs are surrounded by a biological membrane, the milk fat globule membrane
(MFGM), which has a globally positive health effect, including inhibition of pathogen adhesion. In
this review, we provide an update on the adhesion between STEC and raw MFGs and highlight the con-
sequences of this interaction in terms of food safety, pathogen detection, and therapeutic development.

Keywords: STEC; MFGM; raw milk cheese; anti-adhesion strategy

1. Introduction

In the Code of Hygienic Practice for Milk and Milk Products (Codex Alimentarius,
2004), raw milk is defined as milk that has not been heated beyond 40 °C or undergone
any treatment that has an equivalent effect. Raw milk is an oil-in-water type emulsion and
contains almost 900 g of water and 130 g of dry matter, in varying proportions [1]. Milk is a
major source of calcium, and also an important supply of proteins, for those who consume
it (newborn mammals and humans). Milk contains all essential amino acids, lipids, fatty
acids, vitamins, and lactose [2]. One liter of whole milk contains approximately 38 g of fat,
which is present mainly in the form of milk fat globules (MFGs) [3].

Raw milk cheeses are made from raw cow, sheep, or goat milk. Different cheese-
making processes can be applied to create the end-products. The various combinations
of ingredients (such as milk and cultures) and cheese-making processes result in a large
diversity of cheeses. No less than 1200 different cheeses are made in France [4]. These
include ripened or unripened soft, semi-hard, hard, or extra-hard products, which may
be coated, uncooked, or cooked pressed cheeses (with short or long ripening), blue-type
cheeses, lactic cheeses, and white mold cheeses.

Raw milk is unstable due to the presence of microflora and, therefore, is often treated
to optimize its conservation and to prevent microbiological hazards. The microbiota of
raw milk is complex and is derived from many sources, including direct contact with the
animal (teats, hides, and feces), the surface of milking equipment (particularly if hygiene
practices are poor), housing, bedding, feed, air, and water [5-7]. On the one hand, this
dynamic bacterial community plays several beneficial roles in subsequent dairy products
such as facilitating fermentation and promoting the health of consumers. On the other hand,
microbiota can contain spoilage or pathogenic bacteria [5]. The milk microbiota is almost
eliminated during heat treatment, such as ultra-high temperature (UHT) sterilization, and
microfiltration, while in raw milk the microbiota is preserved. Different studies have shown
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that the raw milk microbiota is useful to the human digestive system; therefore, it may be
beneficial to preserve it [5,8]. In addition, the raw milk microbiota gives raw milk cheeses
more varied and intense flavors than heat-treated milk cheeses. The raw milk microbiota
can also influence the human intestinal microbiota, which contributes significantly to
human health, for example, by modulating the immune system. The consumption of raw
milk and raw milk cheeses can also reduce blood pressure in people with mild to moderate
hypertension [9] and decrease allergies in infants [10,11]. However, the risk-benefit ratio of
consuming raw milk products is difficult to estimate. Nevertheless, in France, it is strongly
recommended to avoid giving raw milk products to children under 5 years old, pregnant
women, and immunocompromised patients [12]. If poor hygiene procedures have been
applied, particularly during milking, raw milk may be contaminated by pathogenic bacteria
such as Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC).

STEC are foodborne zoonotic bacteria associated with large-scale epidemics that
represent a major public health problem. Human STEC infection is most often linked to
the ingestion of contaminated food and water, such as undercooked ground meat, raw
milk cheeses, or raw vegetables. Raw milk and raw milk cheeses have been linked to
foodborne infections associated with STEC in humans from different countries [13-20].
Ruminants are the primary reservoir of STEC. Milk is most often contaminated by feces
(directly or indirectly) during the milking process. STEC are very frequently associated with
severe forms of infection such as hemorrhagic colitis and, in very severe cases, systemic
complications including hemolytic uremic syndrome (HUS). HUS is the leading cause of
renal failure in children under 3 years of age. The estimated infectious dose is very low:
between 5 and 50 viable cells [21,22].

The proportion of milk and dairy products involved in Rapid Alert System for Food
and Feed (RASFF) notifications issued due to food contamination with STEC is very low
compared to those involving meat products [23]. The RASFF is a European communication
tool used when public health microbiological hazards are detected in the food chain and
food products. In 2013, two RASFF notifications were related to STEC-contaminated dairy
products versus 68 for meat products. In 2014, four RASFF notifications of dairy products
contaminated with STEC were listed, compared with 53 for meat products. Likewise, there
were 7 versus 16, 8 versus 26, and 4 versus 49 dairy-related and meat-related notifications,
respectively, in 2015, 2016, and 2017 [23]. Furthermore, epidemiological studies have
shown that this class of product is only a minor source of human enteric infection [24-26].
Interestingly, prevalence data on these enteropathogens in dairy matrices and ingestion-
related outbreaks do not fit overall foodborne-related outbreak figures [26]. A study led by
Douéllou et al. [27] showed that there were no differences in the key virulence properties
of dairy STEC isolates compared with human isolates. The same authors hypothesized
that this phenomenon might be related to an association between STEC and MFGs, thus
inhibiting STEC adhesion to enterocytes.

Milk fat globules (MFGs) have a positive impact on the immune system, and their
antimicrobial properties have been largely described [28-31]. The positive action of MFGs
on human health seems to be carried out by the membrane (and membrane components)
surrounding the globules. MFGs are small lipid droplets formed by a core of triacylglycerols
(TAGs) and enveloped by a biological phospholipid triple membrane, the milk fat globule
membrane (MFGM), which is derived from mammary epithelial cells [32]. The outer bilayer
of the MFGM contains diverse (glyco)-proteins and (glyco)-lipids on its surface [33]. These
glycoconjugates make up the glycocalyx and act as a source of specific bacterial and viral
ligands [29,34].

The objective of this review is to provide an update on the interaction between STEC
and raw MFGs and to highlight the implications of this interaction. First, we will review the
impact of STEC in the raw milk sector. Then, we will review the mechanisms of association
between STEC and fat globules. We will conclude with the beneficial and detrimental
consequences of this association.
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2. Raw Milk Sector and STEC
2.1. Importance of Raw Milk Cheeses

Cheeses are products with high added value and significant economic importance in
France and Europe. In 2019, the annual cheese consumption per inhabitant was 26.8 kg in
France and 19.1 kg in all of Europe [35]. In total, 10,630,000 t of cheese were produced in
Europe in 2019 [35]. In France, cheeses represent one of the main food industries, worth
approximately EUR 38.7 billion in 2017 [36]. In 2019, with all milk processing combined,
French cheese production included 1,664,632 t of cow’s milk cheese, 99,265 t of goat’s
milk cheese, and 59,638 t of sheep’s milk cheese [35]. The production of raw milk cheese
accounted for 172,128 t of the cow’s milk cheese, 20,872 t of the sheep’s milk cheese, and
9691 t of the goat’s milk cheese produced in France in 2019 [35]. Raw milk cheeses represent
the vast majority of farmhouse dairy products and approximately 75% of the volume of
cheeses marketed under quality and origin identification signs (SIQO), including protected
designations of origin (PDO) and protected geographical indications (PGI). Finally, a study
has shown that 75% of French people consume raw milk cheeses at least once a month and
that 33% of French people consume raw milk cheeses every week [37]. In contrast, no data
on the worldwide consumption or production of raw milk cheeses are currently available.

Raw milk cheeses are part of French and European food heritage and are an essential
tool to enhance product value and to create dynamism in our territories. They are part
of a dynamic of rural development and land use planning; their production avoids the
desertification of certain areas by providing a significant source of income for farmers.
They are often produced under a PDO quality label. Raw milk cheeses encourage variety
and diversification of production and contribute to the sustainability of rural economies.
They protect traditional production areas, enhance the recognized know-how of operators,
and facilitate, especially for small producers, the marketing of differentiated products with
specific and clearly identifiable characteristics. In France, the competent authorities as well
as scientists recognize the importance of raw milk cheese both in terms of gastronomic
heritage and regional socio-economic development. At the same time, authorities and
scientists seek to support the industry by improving scientific knowledge about STEC and
developing methods for the control and surveillance of this bacteria from farm to fork.

2:2. STEC

STEC are foodborne zoonotic bacteria associated with large-scale epidemics that
represent a major public health problem. Ruminants (cattle, buffalo, goats, and sheep) are
the main reservoir of STEC [38,39]. Infected ruminants can be asymptomatic, harboring
the bacteria in their gastrointestinal tract and shedding bacteria in their feces [40-42].
Detailed investigations have shown that without proper cleaning methods and udder
hygiene practices, feces can contaminate the teats and udders of animals and cause milk
contamination during milking [43]. When STEC-contaminated milk is used to produce raw
milk cheeses, STEC can survive and be isolated in some cheeses.

The pathogenesis of STEC-related disease generally involves three phases: (i) inges-
tion of contaminated food; (ii) colonization of the intestinal epithelium by STEC; and
(iii) production of Shiga toxins (Stx) that disrupt normal cellular functions and damage
cells. Stx are the main virulence factors of STEC. The Stx family includes all toxins with a
similar structure and biological activity. Based on their different in vitro and in vivo toxicity,
amino acid sequences, or nucleotide sequences of the stx genes, two major types of Shiga
toxins, Stx1 and Stx2, and numerous variants (Stx1a to Stx1d and Stx2a to Stx2k) have been
identified [44-47]. To effectively colonize a host and cause disease, STEC have evolved
mechanisms and strategies for attaching or adhering to host cells and tissues [48]. Adhe-
sion is required so that STEC cells are not swept away by the host’s natural self-cleaning
mechanisms. An arsenal of STEC surface adhesion factors have been described (Figure 1).
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Figure 1. Schematic drawing of STEC adhesion factors and the bovine MFGM. STEC have an
arsenal of protein structures involved in host cell adhesion. However, the adhesion mechanisms that
contribute to the pathogenicity of STEC are not fully understood, and the receptors recognized by
these adhesion factors are not all known. Nevertheless, some pili, autotransporters, and flagella can
bind to host extracellular matrix (ECM) components such as fibronectin and laminin (glycoproteins).
The MFGM is a complex trilayered structure, comprising a monolayer of polar lipids derived from
endoplasmic reticulum (IM: inner membrane) and a bilayer of polar lipids originating from the apical
plasma membrane of mammary secretory cells (OM: outer membrane). The structures drawn do not
necessarily reflect the actual structures of the macromolecules and are not to scale. CM: Cytoplasmic
membrane; PGN: Peptidoglycan; OM: Outer membrane; LPS: Lipopolysaccharide; LP: Lipoprotein;
Tir: Translocated intimin receptor; T3SS: Type 3 secretion system; HCM: Host cytoplasmic membrane;
CPS: Capsular polysaccharide; EPS: Extracellular polysaccharide; LpfA: Long polar fimbria subunit
A; CsgA: Major curlin subunit; EcpA: E. coli common pilus subunit A; FmlA: Type-1 fimbria subunit
A; EIfA: laminin-binding fimbria subunit A; SfpA: sorbitol-fermenting fimbria subunit A; FimH: Type
1 fimbrin D-mannose specific adhesin; HepA: Hemorrhagic coli pilus subunit A; SfaA: S-fimbria
subunit A; AggB: Aggregative adherence fimbria I subunit B; YbgD: Putative fimbria Ybg subunit A;
YehA: Putative fimbria Yeh subunit A; Cah: Calcium-binding antigen 43 homologue; AIDA-I: Adhesin
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involved in diffuse adherence; Eha: Enterohaemorrhagic E. coli autotransporter; Ag43: Antigen 43;
EspP: Extracellular serine protease plasmid encoded; EspC: EPEC-secreted protein C; PssA: Protease
secreted by STEC; EibG: E. coli immunoglobulin-binding protein G; Saa: STEC autoagglutinating
adhesion autotransporter; Sab: STEC autotransporter contributing to biofilm formation; Paa: porcine
A/E-associated protein; Efal: EHEC factor for adherence; Tha: IrgA homologue adhesin; OmpA:
Outer membrane protein A; ToxB: Toxin B; Slp: Carbon starvation-inducible lipoprotein; FdeC: Factor
adherence E. coli; GAPDH: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase. MUC1/MUCI15: Mucin
1/15; LDH: Lactadherin; ADPH: Adipophilin; BTN: Butyrophilin; XDH/XO: Xanthine dehydroge-
nase/oxidase; CD36: Cluster of differentiation 36; PP3: Proteose peptone 3; TAG: triacylglycerols.

The ability to adhere to the intestinal epithelium and colonize the intestine undeniably
contributes to the pathogenic processes of STEC cells. Thus, the vast majority of clinical
isolates known to cause bloody diarrhea or HUS have one or more virulence factors that
allow their adhesion to intestinal epithelial cells [44]. The major adhesion factor of clinical
STEC isolates is intimin [49], a protein encoded by the eae gene that resides in the locus of an
enterocyte effacement pathogenicity island (LEE). The pathophysiology of clinical isolates
possessing the eae gene is characterized by the development of enterocyte attachment-
effacement (A/E) lesions. These lesions are responsible for the diarrhea observed in
patients [49]. Intimin attachment to the host cell requires an upstream connection of the
STEC cell to the host cell cytoplasm [48]. Intimin binds to the translocated intimin receptor
(Tir) protein, which is encoded by STEC and translocated into the host cell cytoplasm using
a type III secretion system (T3SS) and then inserted into the host cell membrane. Although
STEC isolates carrying the eae gene represent the vast majority of human infections, some
STEC lacking the eae gene have been isolated from patients [50,51]. An early adhesion
phase involving other adhesion factors may occur before, or in parallel with, the formation
of the highly specific intimin /Tir bond. Intimin can also bind, with less specificity and
strength, to certain host cell surface components such as integrin and nucleolin, and this
may contribute to STEC-host cell adhesion [52-54]. Some studies suggest involvement
of the long polar fimbriae (LPF), which recognizes moieties of eukaryotic extracellular
matrix (ECM) components [55,56]. Molecular characterization studies of STEC isolates have
also identified paa, efal, ompA, saa, sab, toxB, and aggR as genes encoding virulence factors
involved in adhesion [57-59]. Flagella are also involved in STEC adhesion by binding
to mucus and mucin proteins [60]. Other proteins can interact with immunoglobulins,
for example, E. coli immunoglobulin-binding protein (Eib) [61,62]. The complete list of
virulence factors, the timing of their expression, and the mechanisms involved in STEC
pathogenicity are not yet fully known. Current knowledge of STEC surface proteins
is summarized in Figure 1. STEC adhesion mechanisms are further detailed in these
articles: [48,59,63].

2.3. Milk Fat Globules

MFGs can be distinguished from other forms of fat by the milk fat globule mem-
brane (MFGM) that surrounds a core of triacylglycerols (TAGs) (Figure 1). Complex
fat supramolecular organizations are also found in egg yolk or oilseeds in the form of
oleosomes [64]. The MFGM is made of phospho- and sphingolipids, cholesterol, and
proteins [65,66]. As a consequence of the mechanism of milk fat secretion from mammary
epithelial cells, the MFGM is a complex trilayered structure, comprising a monolayer of po-
lar lipids derived from the endoplasmic reticulum and a bilayer of polar lipids originating
from the apical plasma membrane of the mammary secretory cells [67-69]. The MEG size is
dependent on the origin of the milk. Bovine MFGs have a mean diameter of 4 um, while
MEGs from goat (3.19 um), camel (2.99 um), and sheep raw milk (3.78 um) are all smaller,
and MFGs from buffalo (8.7 um) are much larger [70]. The main MFGM (glyco)-proteins
include glycoproteins mucin 1 and 15 (MUC1; MUC15), the redox enzyme xanthine dehy-
drogenase/oxidase (XDH/XO), butyrophilin (BTN), cluster of differentiation 36 (CD36),
lactadherin (LDH); and two proteins: adipophilin (ADPH) and fatty-acid binding protein
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(FABP) [29,71]. For a more complete description of MFGs and MFGM, we refer the reader
to these articles: [69,72,73].

3. STEC in Raw Milk Cheeses
3.1. Prevalence and Behavior of STEC in Raw Milk Cheeses

The most comprehensive studies on the prevalence of STEC in cheeses have been
conducted in Europe and show that the prevalence of STEC varies from 0% to 13.1%,
depending on the study [74]. In France in 2009, 2014, and 2018, surveillance plans assessed
the prevalence of specific STEC isolates (E. coli possessing the eae and stx genes and
belonging to O157:H7, O26:H11, O103:H2, O111:H8, and O145:H28 serotypes) in raw
milk cheeses. These studies showed a prevalence of 0.9%, 0.2%, and 0.8% in the raw
milk cheese studied in 2009, 2014, and 2018, respectively. In 2016, researchers in a French
study evaluated the genetic diversity and virulence gene profiles of STEC isolated from
dairy products [27]. They showed that the 197 studied isolates displayed a high genetic
diversity regardless of their serotype, with Simpson’s Diversity Index ranging from 1.0
to 0.9615. In addition, their results suggested that the virulence gene profiles of the dairy
isolates are a potential hazard. Nevertheless, for the isolate most frequently found in dairy
products, O26:H11 STEC, gene expression was similar between human and dairy isolates
except for stx1 (44% vs. 87%) and stx2 (81% vs. 23%) expression. It is important to keep
in mind that Stx2 has stronger cytotoxicity than Stx1 [75]. A French team showed that
during the manufacture of different types of cheese experimentally contaminated with
STEC strains, there was no statistically significant strain effect for the same serotype [76,77].
However, only a few different strains were tested for each serotype. Interestingly, a serotype
effect was observed in certain types of cheese. Researchers observed less growth of the
serotype O157:H7 strains than of the serotype O26:H11, O103:H2, and O145:H28 strains.
They hypothesized that strains belonging to serotypes 026:H11, O103:H2, and O145:H28
could be more adapted to the conditions (physicochemical parameters and microbiota)
encountered in cheeses.

3.2. Impact of Cheese-Making Parameters on STEC and MFGs

The different processing steps applied and the origin of the raw milk used (e.g., cow,
buffalo, goat, or sheep) can influence the behavior and survival of STEC [76]. The behavior
of STEC (survival, growth, or inactivation) can also be influenced by temperature and
by the intrinsic physicochemical properties (pH, aw, and % lactic acid) of, and the other
microflora present in, the raw milk microbiota and added starters used in different cheeses
during their manufacture. At the initial stages of cheese-making, the temperature (around
30 °C) and ay value of milk provide favorable conditions for the growth of STEC and an
increase in STEC level by 1-3 log CFU /g can occur [76,77]. Then, the rapid acidification
(pH > 4.3) encountered during the manufacture of certain cheeses can reduce STEC cell
counts by 1-4 log CFU/g, depending on the STEC serotype and the type of cheese [76,78].
Various studies have shown that when ripening is long and, therefore, the a,, is low, STEC
numbers decrease [76]. Nevertheless, while ripening can reduce the number of STEC cells,
it cannot ensure the safety of the product if the raw milk is contaminated with STEC [79,80].
The environmental conditions during cheese processing generate stress for STEC, which
can affect gene expression. Although little is known about the physiological state of STEC in
cheese at different stages of production, it has been shown that the cheese-making process
can trigger the production of Stx phages [81].

The various milk treatments for cheese processing also impact MFG and MFGM in-
tegrity and, consequently, the molecules involved in the MFGM-bacteria association [29,82].
Such treatments include high-temperature treatments [83,84], homogenization, and en-
zymatic reactions [85]. One must keep in mind that for raw milk cheeses, the curd is
never heated above 54 °C. Heat treatments that kill or limit bacterial growth can also dam-
age heat-sensitive compounds, such as glycoconjugates and associated oligosaccharides,
located on the MFGM surface. Carbohydrate epitopes are well-known targets of bacte-
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rial adhesion [86]. Homogenization reduces the diameter of MFGs (ranging from 0.1 to
0.5 um [82]) and increases the total MFGM surface area available to bacteria. Furthermore,
homogenization can alter MFGM composition [84,85,87]. Treatments applied during cheese
production may also alter the environment and the ability of STEC to adhere to the MFGM.
In addition, physical forces applied in some cheese processing (e.g., pressed cheeses) can
lead to detachment of the MFGM and their dispersion either in the product or in the whey,
which will be eliminated. Nevertheless, glycoconjugates may remain intact through to
end-consumption in non-pasteurized dairy products.

3.3. Location of STEC in Raw Milk Cheeses

Douéllou et al. used epifluorescence microscopy and a specific antibody coupled
to FITC to assess bovine raw milk and concluded that both STEC strains assayed were
localized near MFGs [88]. A natural raw milk creaming saturation assay with STEC
revealed a strain-dependent tropism for the bovine raw milk cream layer and a distinct
half-saturation point (8.5-9 logjp CFU.mL™!). Similar observations were presented by
Brewster and Paul, suggesting that the cream layer exhibits a high capacity for E. coli
0157:H7, Listeria monocytogenes, and Salmonella enterica [89]. Bacterial purification from
milk by creaming seems to be not species-specific but rather general to bacteria.

The discrimination of specific bacteria in a complex product, such as raw milk cheese,
is a true challenge. Furthermore, due to the modifications to milk and the MFG struc-
ture that occur during the cheese-making process, bacterial localization can vary. At the
macroscopic scale, Miszczycha et al. showed that in experimentally inoculated cheeses,
the levels of STEC strains belonging to serotypes O103:H2 and O145:H28 were statistically
similar in the core and in the rind, regardless of the ripening conditions (traditional or
industrial) [76]. The levels of serotype O26:H11 were also statistically similar in the rind.
Bacterial localization in raw milk cheese has also been realized by morphologic observa-
tion on electronic micrographs [90-93] or by nonspecific DNA staining and assessment
by fluorescent microscopy [90,94,95]. One study observed fluorescent mCherry-tagged
Lactobacillus reuteri in raw milk [96]. However, to the authors” knowledge, no study focusing
on the localization of STEC or other pathogenic bacteria during the cheese production
process has been published.

At the microscopic scale, the localization of bacteria in other dairy products, such
as fermented milk, is poorly documented. Overall, few studies have focused on the
localization of STEC in dairy products. More work is needed to understand STEC behavior
in raw milk cheeses and their interaction with MFGs. Based on the available literature
describing other bacteria [95,97,98], STEC could potentially localize near MFGs, in serum
pockets, or the protein network.

4. The Mechanism of STEC-MFG Association: What Do We Know?
4.1. General Information on Bacterial Adhesion

Bacterial adhesion is a complex process involving several factors, including: (i) surface-
related properties (hydrophobicity, electrical charge, roughness, and topology); (ii) cell
morphological properties (size, volume, dimension, and shape); (iii) the cell surface (chemi-
cal properties, envelope type, exposed proteins, and exopolysaccharide (EPS)); and (iv) the
cell’s ability to move [99]. Adhesion is a key step for bacteria (pathogenic or not), allowing
colonization and growth at a host-specific site [100]. The bacterial adhesion process consists
of two phases: a non-specific phase, involving physicochemical bonds, and a specific phase
involving molecular factors exposed on both host and bacterial cell surface [101]. The
STEC-MFG association can be seen as a host-bacteria adhesion facilitated by the origin of
the MFGM and its similarities with the membrane of intestinal cells [29,68]. In this context,
both biological membranes will interact together through surface components. Various
glycoconjugates are anchored on the MFGM surface (Figure 2) and can act as ligands.
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4.2. Physicochemical Interactions

Non-specific interactions have been described as the first step of adhesion, which is
reversible and occurs rapidly (in the order of ~1 min) [102]. The process of initial bacterial
adhesion is still not clearly understood, and physicians and microbiologists are working
together to clarify the mechanisms. It is widely accepted that bacterial interaction is
conducted according to the Derjaguin, Landau, Verwey, and Overbeek (DLVO) theory [103]
and the extended DLVO theory [104]. The DLVO theory describes the force between charged
surfaces interacting through a liquid. However, this theory may not be appropriate for
modeling bacterial adhesion owing to the numerous processes involved and the influence of
both biological and environmental factors (pH, ionic strength, and temperature) [105,106].
The non-specific phase of adhesion is a consequence of the balance between attractive
and repulsive forces that are set up between the bacterium and the surface where it could
adhere [107,108]. These forces include non-covalent interactions such as electrostatic
interactions or surface charges, van der Waals forces, and Lewis acid/base interactions, as
well as hydrophobic interactions [109,110]. Hydrophobic interactions and surface charges
are the primary forces influencing bacterial adhesion [111].

4.2.1. Cell Surface Hydrophobicity

Bacterial cell surface hydrophobicity (CSH) is probably one of the major phenomena
that governs bacterial attachment to a surface [109,110]. Hydrophobic interactions are
defined as the ability of two elements of similar hydrophobicity to attract each other [112].
These forces are affected by the nature of their membrane-anchored components, including
amino residues that are exposed to the extracellular environment [113]. In the context
of STEC and MFGs, both are surrounded by a protein-rich membrane whose anchored
surface components have polar properties (e.g., proteins and phospholipids) leading to
weak hydrophobic repulsions [114,115]. Interestingly, Brisson et al. showed that the
adhesion of Lactobacillus reuteri to MFGs was strain-dependent, and the more the strain was
hydrophobic, the more it adhered [94].

4.2.2. Electrostatic Forces

Electrostatic forces result from the presence of a double ionic layer at the surface of a
particle. The bacterial cell surface is generally negatively charged because of the carboxyl
and phosphate core as well as the lipopolysaccharide (LPS) located at the surface [116].
E. coli surface charge is between —30 and —45 mV at milk pH [117,118]. While there are no
published STEC-specific surface charge data generated with a modern instrument, some
studies have shown that STEC isolates or reference strains are weakly negative [119,120].
Native MFGs are negatively charged due to the high phospholipid content of the outer
layer of the MEGM [121]. The (-potential of native MFGs is close to —13 mV [122-124]. Fur-
thermore, Malik et al. showed that the MFGM fraction could reach —20 mV at pH 6.5 [125].
When a negative surface meets another negative surface, repulsive forces are produced.
Thus, in theory, MFGs and STEC should repel each other. However, it is important to note
that the bacterial surface charge should be measured in an appropriate buffer that mimics
the properties of raw milk, such as milk ultrafiltration permeate. There is a lack of recent
experimental data with appropriate physicochemical conditions to assess the involvement
of these forces in the association of STEC with MFGs.

4.2.3. Van der Waals Forces

Van der Waals interactions are long-range attractive forces present in both polar and
non-polar molecules and come mainly from the fluctuation of the internal charge of a
particle. These forces are generally attractive and result from induced dipole interactions
between molecules in a colloidal particle and a substrate [126]. Attractive van der Waals
forces are ubiquitous between molecules [127] and could explain part of the interaction
between bacteria and the MFGM. However, van der Waals interactions in MFGM-bacteria
adhesion have not been studied.
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4.2 4. Lewis Acid /Base Interactions

The Lewis acid/base interaction is a polar interaction where acceptor /donor electrons
enable the formation of hydrogen bonds also known as Lewis bonds [128]. This link occurs
whenever ligands of strong electronegativity are associated with hydrogen. These short-
range bonds are strong electrostatic interactions. Kiely and Olson showed that L. casei
strains and MFGs behaved as electron donors and could mediate bonds [129,130]. However,
the role of Lewis bonds in MFGM-bacteria adhesion was not fully investigated.

4.3. Specific Molecular Interactions

Bacterial molecules involved in adhesion, called adhesins, recognize specific oligosac-
charide moieties or peptide residues on the surface of target cells. There are many different
adhesins, including porins, complex protein structures, glycoproteins, and glycolipids.
Three main types of adhesin-receptor interactions have been described: lectin-glycan;
protein—protein; and hydrophobin-protein [131]. Lectins are key factors in bacterial ad-
hesion mechanisms [132-134]. Lectins are adhesins that recognize glycoconjugates, the
sugar epitopes generally associated with proteins or lipids. Glycoconjugates are polymeric
carbohydrates composed of monosaccharides arranged in chains and preferentially present
on the external leaflet either attached to lipids or proteins [135]. Commonly, the polysac-
charides of glycoconjugates are referred to as the ‘glycan layer” or ‘glycocalyx’ [136]. The
glycocalyx is directly exposed to the environment, allowing interactions with other cells to
facilitate cell communication, immune regulation, and adhesion [137].

A wide range of STEC isolates can be responsible for human infections, and these
can be genetically different [138]. However, regardless of the strain or serogroup, STEC
possess virulence factors (Figure 1) that allow attachment to intestinal epithelial cells (IECs),
and these adhesion factors are generally considered essential for infection. A large range
of polysaccharides exists, but only a subset is exposed at the cell surface where they can
be recognized by complementary receptors. Adhesins can be found at the distal end of
bacterial pili (or fimbriae). These are bacterial extracellular appendages approximately 1 to
20 pum long and <2 to 10 nm in diameter [139]. Other adhesins are anchored directly in the
biological membrane of bacteria and are referred to as afimbrial adhesins [59,63].

4.3.1. MFGM as a Decoy Receptor for STEC

Douéllou et al. showed that raw milk reduced the adhesion of two STEC strains
(O157:H7 str. EDL933 and O26:H11 str. 21765) to intestinal cells in vitro and in vivo,
whereas pasteurized milk did not [88]. Furthermore, Brewster and Paul showed that more
than 98% of the pathogenic bacteria (including STEC) added to pasteurized or homogenized
milk were recovered in the pellet after centrifugation, while less than 7% were recovered
from raw milk, suggesting that processing could weaken the MFG-bacteria association [89].
Another study demonstrated that only MEGM proteins and glycoproteins inhibited E. coli
adhesion in the Caco-2/HT-28 model [140]. In addition, Ross et al. suggested that the
anti-infective activity of MFGM is due to the interaction of bacteria with MFGM proteins
and glycoproteins rather than the interaction between MFGM and host cell receptors.
In addition, modifications to MFGM surfaces such as surface roughness, zeta potential,
MFG size, and phospholipid content can drastically impair the adhesive proprieties of
L. fermatum [124]. The MFGM can also inhibit ETEC hemagglutination, suggesting that
similar motifs are present on both membranes [141].

4.3.2. MFGM Proteins and Glycoproteins Potentially Targeted by STEC

No published studies have focused on which MFGM proteins are recognized by
STEC or which adhesins are involved. However, studies have been conducted on other
bacterial models (mostly beneficial). Guerin et al. used atomic force microscopy (AFM)
to show that the spaCBA pili of L. rhamnosus engaged with the MFGM. Another experi-
ment conducted by Novakovic et al. demonstrated, by blot overlay, binding of the ETEC
F4ac pili to various porcine MFGM or milk proteins, including lactadherin, butyrophilin,
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adipophilin, acyl-CoA synthetase 3, and fatty acid-binding protein 3 [142]. An extensive
literature search highlighted several MFGM proteins or glycoproteins that could interact
with bacteria (Table 1). As an example, Zg16 can bind peptidoglycan [143]. Milk whey
proteins such as lactoferrin, 3-lactoglobulin, and «-lactalbumin can be adsorbed on the
MFGM by heat treatment [144,145] and can be bound by bacteria. Glycoproteins such as
mucins (MUC1 and MUC15), CD59, ECM proteins (tenascin, vitronectin), butyrophilin,
prolactin-inducible protein (mPIP), CD36, and alphal-antichymotrypsin can be bacterial
lectin targets (Table 1). Among this non-exhaustive list, mucins could well be potential
targets for STEC. Mucins are highly glycosylated proteins known to adhere to bacteria.
Mucins constitute mucus, a secreted gel that binds the intestinal microbiota and protects the
epithelium from pathogens [146,147]. Additionally, EF-Tu, a ubiquitous bacterial protein
that can bind many proteins and mediate adhesion, could potentially interact with the
MEFGM [148].

Table 1. MFGM proteins or glycoproteins that are potentially bound by STEC.

Bovine MFGM Components Bacterial Components References
Adipophilin * (ADPH) Fdac (E. coli) fimbria [142]
Alpha 1-antichymotrypsin (serpin) - [149]
Annexins Al, A2, A5 LPS (lipid A), OmpB, YadC (tip adhesin of Yad fimbriae) [150-152]
Apolipoprotein serum amyloid A protein OmpA [153]
Apolipoproteins LPS [154,155]
Butyrophilin * Fdac (E. coli) fimbria [29,142]
Calnexin LPS, peptidoglycan [156]
Cathelicidin 1 LPS, LTA [157]
CD36 * LPS, LTA [29,158]
CD5L protein - [159]
Elongation factor thermal unstable Tu B [148]
(EF-Tu)
Fatty acid-binding protein * Fdac (E. coli) fimbria [142]
Fibrinogen Fibrinogen-binding protein (MSCRAMM), curli [160-165]
Galectin 7 LPS [166]
Gelsolin LPS, LTA [167]
Immunoglobulins Many bacterial proteins -
Integrin Many bacterial proteins [52,165,168-171]
Lactadherin * Fdac (E. coli) fimbria [142,172]
Lactoferrin OMPs [173]
Macrophage scavenger receptor LPS, LTA [174]
MUC1 *, MUC15 * Many bacterial proteins [175]
Polymeric immunoglobulin receptor (PIgR) Ig-mediated adhesion, direction interaction via adhesin [176,177]
Prolactin-inducible protein (mPIP) - [178,179]
Peptidoglycan recognition protein 1 - [180]
Protein disulfide-isomerase (PDI) - [181]
Toll-like receptor 4, 2 Many bacterial proteins [182-185]
Uromodulin Surface layer protein A, FimH [186,187]
Vimentin Many bacterial proteins [188]
Vitronectin Many bacterial proteins [189]
Zymogen granule protein 16 homolog B LTA, peptidoglycan [190]
B-lactoglobulin Spa pili [191,192]

MFGM proteins were obtained from [33,193,194]. * Major MFGM proteins.

Besides proteins, a strain-specific adhesion between milk phospholipids (MPLs) and
lactic acid bacteria (LAB) has been shown [195,196]. D’Incecco et al. showed that in the
case of the presence of Clostridium tyrobutyricum spores in raw milk, these spores can be
localized at the proximity of MFGs [90]. Like bacteria, the spore’s surface is decorated by
polysaccharides and anchored extracellular appendages that mediate lectin—carbohydrate
interactions [197,198]. However, the surface structure of Clostridium tyrobutyricum spores
involved in the association with MFG was not identified in the study. Interestingly, further
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experiments conducted by D'Incecco et al. used transmission electron microscopy (TEM) to
show that C. tyrobuctyricum interacted with the MFGM through an amorphous substance
containing IgA [199].

Milk provides not only nutrients but also protection to newborns through immunocom-
petent cells, antimicrobial peptides, oligosaccharides, immunoglobulins (Igs), cytokines,
growth factors, and lysosomes [200]. Bovine MFGs contain numerous immune-related
proteins including proteins with bacterial binding capacities. Immune proteins are well
characterized and known to recognize specific epitopes on pathogens. Immunoglobulins
and immune cells in milk reflect the mother’s pathogen exposure and can provide immunity
against some pathogens. Studies have shown that IgA, secreted-IgA (sIgA), and IgM are
concentrated in the cream layer and can adsorb onto human [201,202] or bovine [90] MEGM
surfaces. These adsorbed Igs may act as mediators of bacterial adherence to MFGs. Other
studies have demonstrated the efficacy of bovine Igs against various human pathogens
related to diarrhea [203-205]. Antibodies against pathogenic E. coli are common in samples
of human milk [206,207]. Several studies have also shown that bovine colostrum contains
antibodies to E. coli O157:H7 and other pathogens, regardless of whether the animals were
immunized (vaccinated) or not. These antibodies can confer protection against relevant
pathogens to humans [208-210]. Oliveira et al. showed that Igs could interact with ETEC
fimbrial proteins and block adhesion to host receptors [211]. It has also been reported that
K88-positive E. coli adhere to MFGs through IgA [212].

The spontaneous agglutination of MFGs in cold milk is due to the presence of im-
munoglobulins, called cryoglobulins [213]. Cryoglobulins are large molecules that pre-
cipitate at low temperatures (<37 °C) and disperse again on warming. Cryoglobulins are
probably involved in bacterial clarification during natural creaming [214]. Immunoglobulin
cell receptors are present on both the bacterial surface and MFGMs and, therefore, could
act as a bridge. A generic IgG receptor is present in cold-stored MFGM preparations, but
bacterial interaction has not been shown [215]. The polymeric immunoglobulin receptor
(pIgR) is present on intestinal epithelial cells and facilitates the transcytosis of Igs, especially
IgA, and immune complexes [177,216].

Toll-like receptors 2 and 4 (TLR2 and TLR4), which recognize foreign antigens, are
present at low levels on MFGMs [33]. For example, FimH, the adhesive tip from the Type
1 fimbriae of E. coli, binds to mannose, TLR4, and CD48 [183,217]. Furthermore, TLR2
recognizes lipoteichoic acid (LTA), peptidoglycan, lipoprotein, curli, and other pathogen-
associated molecular patterns (PAMPs) [184,185,218]. CD36 is a scavenger receptor that
binds lipopolysaccharide (LPS) and other ligands [219]. Cathelicidins are antimicrobial pep-
tides that can bind LPS [157]. Peptidoglycan recognition protein 1 (PRP1) is an antibacterial
protein that can kill Gram-positive bacteria by binding to peptidoglycans and interfering
with peptidoglycan biosynthesis [180].

5. Consequences of the STEC-MFG Association
5.1. Difficulties in Detecting STEC in Raw Milk Products

STEC detection in food matrices classically relies on four different steps: sample prepa-
ration; enrichment; detection; and confirmation by bacterial isolation. The enrichment step
consists of adding an enrichment broth to the matrix to enable growth of the target bacteria.
In the detection step, a genetic method is implemented to detect the presence of target
bacteria by PCR screening. Finally, the confirmation step is carried out. This confirmation
is based on isolation of target bacteria grown on selective media. Immunoconcentration
tools using magnetic beads spiked with antibodies can also be used in this step. The ISO
TS13136:2012 is the standard currently used to detect and isolate STEC belonging to 0157,
026, 0103, 0111, and 0145 serogroups and carrying eae and stx genes in food samples.

STEC detection in raw milk cheeses is particularly challenging. First, bacterial DNA is
extracted from a specific volume of enrichment broth. Then, STEC target genes (eae, stx, and
genes encoding one of the five somatic antigens) are detected. However, the microflora of
cheese contains bacteria that carry some of the genes used to screen for STEC. For example,
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some non-STEC strains of E. coli (such as enteropathogenic E. coli (EPEC)) carry the eae gene
or contain phages carrying the stx gene. Some other bacterial strains can also carry the stx
gene, including Citrobacter freundi, Shigella spp., Acinetobacter, Aeromonas spp., Hafnia alvei,
Escherichia albertii, Escherichia cloacae, and enterotoxigenic E. coli (ETEC) [44]. The presence of
these bacteria in raw milk cheese can lead to positive PCR results even though STEC isolates
are not present in the enrichment broth (false positives). Furthermore, the performance of
the methods (LOD) varies depending on the methods used and the matrices analyzed.

In general, STEC detection is more difficult in cheese than in meat. The LOD:s of the
different detection methods are approximately 5-10 cells/g and 10-50 cells /g for bovine
meat and raw milk cheese, respectively [220,221]. The presence of a richer flora and a higher
amount of fat in cheese compared with meat may be an explanation. As discussed above,
bacteria are preferentially found in contact with MFGs in raw milk products; however,
the available detection kits perform DNA extraction on the pelleted fraction. Moreover,
MEFGs can interfere with DNA extraction methods by blocking spin column filters and
acting as a PCR inhibitor [222,223]. Lower efficiency of bacterial DNA extraction can
lead to false negative PCR results from enrichment broth samples. Several authors have
described this phenomenon for various milk origins and suggest performing the extraction
on both the cream and pelleted fraction. Sun et al. showed that cream harbors bacterial
species that may be underestimated when skimmed milk, rather than whole milk, is used
for DNA extraction [96]. Stinson et al. showed that a significant amount of human and
bacterial cells remains with the cream and that bacterial DNA profiles can vary between
fractions, especially for staphylococcal species [223]. The authors suggested that high-
speed centrifugation may be insufficient to pellet bacterial or eukaryotic cells from milk.
Furthermore, MFGs and proteins such as caseins can disrupt the interaction between
immunomagnetic beads and STEC during the confirmation step. Tween 20 can be added at
this stage to improve sample homogenization and block non-specific interactions [224].

Finally, STEC isolation to confirm the presence of the bacteria is also very difficult
in raw milk cheese because the cheese microbiota limits STEC growth on agar plates.
In addition, the different challenges encountered during cheese processing as well as the
stresses suffered by STEC during the detection protocol can lead to viable but nonculturable
(VBNC) isolates [225].

These studies emphasize the importance of using whole milk instead of skimmed
milk for DNA extraction, but MFGs can perturb downstream applications. To improve
the recovery rate of STEC in raw milk products, it seems essential to identify the nature of
the STEC-MFG association in order to dissociate the two before performing the detection
process. The identification of milk components involved in PCR inhibition and the improve-
ment of DNA purification methods would allow the development of new kits to extract
bacterial DNA from milk and cream. It should be noted that, despite these limitations,
available DNA kits are still very effective. Quigley et al. showed that commercial kits
provided very pure DNA suitable for PCR amplification from raw milk and raw milk
cheese [226]. Furthermore, ISO 6887 recommends the addition of Tween 80 when enriching
high-fat matrix to improve detection and bacterial isolation. However, no formal study
has shown a significant effect due to the addition of Tween 80. Finally, at the enrichment
temperature (37 °C or 41.5 °C), the lipids form a surface layer that may contain the desired
bacterial cells and contribute to the reduction of available oxygen and thus modify the
physiological state of the bacteria.

Figure 2 brings together the different concepts discussed in this section.
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Figure 2. Impact of MFGs on STEC detection in dairy matrix. STEC detection in food matrices
classically relies on 4 different steps: sample preparation; enrichment; detection; and confirmation by
bacterial isolation.

5.2. Impact of Creaming on the Presence of STEC in Milk

One of the industry’s goals should be a non-invasive method to eliminate pathogenic
bacteria in raw milk without affecting the nutritional qualities and raw milk microbiota of
the final product. Many techniques exist, such as bactofugation and microfiltration, [227],
but these techniques affect MFG structure [82] and also remove the raw milk microflora.
In our lab, we performed a raw milk skimming assay by electric centrifuge, and E. coli
were not found in significant numbers in the cream fraction [228]. Stronger centrifugal
forces are applied by the centrifuge; therefore, the STEC-MFG association is probably too
weak to overcome the centrifugal forces. However, it was reported that natural creaming
produces reduced-fat milk with a lower bacterial count and fewer somatic cells [229]. MFGs
spontaneously rise to the surface due to the difference in density between MFGs and the
aqueous phase (Stokes’ law) [230]. As previously discussed, STEC were predominantly
found in the cream layer after raw milk creaming [88]. Therefore, performing natural
creaming methods before cheese transformation could decrease the level of STEC in the
final product. However, no study has been conducted in experimental field conditions
(with low STEC contamination levels).

5.3. Anti-Adhesive Strategies

As bacterial adhesion is the first step of infection, inhibiting this step is a key strategy
for infection control. Competition for the natural binding sites of pathogenic bacteria by
mimetic receptors could inhibit pathogen attachment. Several natural food components
could act as efficient inhibitors of pathogen adherence [30,100,231-233], especially milk
components [29,234]. Moreover, numerous experimental studies have shown that the
association of bacteria with MEGs could prevent the adhesion of several enteropathogens
to enterocytes through mimetic receptors [142,172,235-240]. To avoid STEC adhesion to the
epithelium of the intestinal mucosa, the STEC-MFG complex must be maintained at the
site of STEC adhesion. Therefore, the expression of STEC genes involved in adhesion must
be able to occur in product and during the human digestive process.
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MFGM glycoconjugates are the main macromolecules involved in the anti-adhesive
properties of milk against enteropathogens [29,73]. The MFGM protein fraction shows sim-
ilarities to intestinal cells. Major MFEGM proteins are conserved between species, although
there are variations in protein expression levels and molecular functions between species
and stages of lactation [241]. The MFGM was recently recognized as a high value-added
ingredient, and the valorization of this by-product is constantly increasing. The MFGM, or
some of its components, are added to infant milk formulas because of the MEGM's benefi-
cial properties [241-245]. More studies should be conducted to identify the MFGM surface
glyco-epitopes recognized by STEC. These data could lead to pharmaceutical development
of a specific drug to treat STEC infections. Currently available therapeutic solutions for
STEC are controversial.

6. Conclusion and Future Directions

MFGs can associate with beneficial and pathogenic bacteria, including STEC. To date,
we do not have sufficient evidence to confirm the adhesion of STEC to bovine MFGs and
more specifically to the MFGM. However, the research discussed in this review highlights
a real association between STEC and MFGs that impacts bacterial pathogenicity (Figure 3).
Based on studies with other bacterial models, STEC adhesion factors may adhere to MEGM
glycoconjugates, resulting in impaired bacterial adhesion to host cells. The association
mechanisms remain unclear, but several phenomena are likely to be involved. The large
diversity of STEC isolates and the complexity of bacterial adhesion make it difficult to
study these mechanisms. Few studies have assessed STEC adhesion to the glycoconjugates
contained in raw milk products. We need to better understand the mechanisms of this
adhesion, including the molecular factors involved and the binding strength. Therefore, it is
important to identify and better characterize STEC adhesion factors and their implication in
the infection cycle. In addition, more complete studies should be conducted to elucidate the
location of this pathogen in raw milk cheese products and how the STEC-MFG association
changes once the product is ingested by humans. To ensure inhibition of STEC adhesion to
enterocytes, the STEC-MFG complex must be resistant to human digestive processes.

Research on the anti-adhesive properties of bovine MFGM components is recent
and needs to be further pursued as a new source of antibacterial molecules. In the long-
term, specific (glyco)-proteins derived from the MFGM could be developed as preventive
or therapeutic tools against STEC or other enterobacteria. Nevertheless, bacteria-MFG
adhesion is not specific to STEC and can lead to contrasting effects depending on the
bacterial species involved. For STEC or other pathogenic bacteria, the association has an
overall health benefit by reducing bacterial adhesion to host cells. In contrast, reducing the
adhesion of beneficial bacteria or probiotics may not be as beneficial. Parallel studies using
various bacterial models would improve our understanding of this phenomenon and may
help to identify a molecule that inhibits unwanted adhesions, while preserving beneficial
microflora adhesion. In addition, anti-adhesive molecule(s) could be used to improve STEC
detection in dairy matrices. MFGs can affect the detection process and decrease the chances
of isolating bacteria from a suspect product. Finally, the influence of the interaction of dairy
matrix and specific components such as MEGM on the regulation of STEC virulence genes
should be studied.
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Figure 3. MFGM as an anti-adhesive modulator of STEC. Ruminants (cattle, buffalo, goats, and
sheep) are the main reservoir of STEC. Infected ruminants harbor the bacteria in their gastrointestinal
tract without any symptoms of illness and shed them in their feces. Raw milk can reduce the
adhesion of STEC strains to host intestinal cells. The association of STEC with MFGs can be seen as
a host-bacteria adhesion facilitated by the epithelial origin of the MFGM and its similarities with
the membrane of intestinal cells. Both biological membranes interact through surface components.
Various glycoconjugates are anchored on the MFGM surface and can act as ligands. The molecules
involved in the association have not been identified.
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Chapitre 2

Pathogénie et

physiopathologie des STEC

Ce deuxiéme chapitre apporte des notions complémentaires, a la revue de la littérature
présentée en Chapitre 1, sur les STEC. La pathogénie et la physiopathologie des infections
a STEC sont détaillées.






A.Généralités concernant les STEC

A.1. L’espece Escherichia coli : du bénéfice a la pathogénicité

Les Escherichia coli (E. coli) sont des bactéries a Gram négatif appartenant a la famille
des Enterobacteriaceae en forme de batonnets aux extrémités arrondies (bacilles) (Figure 1).
La véritable forme des E. coli peut varier de cellules sphériques a filamenteuses. Ces bacilles
mesurent entre 2 a 6 um de long et 1 a 1,5 pm de large (Percival and Williams, 2014). Ce sont
des bactéries aérobies, anaérobies facultatives, mésophiles et asporulées. E. coli est
généralement mobile grace a I'action de flagelles péritriches (Figure 1-B). Les Escherichia coli
sont des bactéries commensales de l'intestin des vertébrés et paradoxalement, elles peuvent
aussi étre responsables d'infections intra- et extra-intestinales humaines et
animales (Tenaillon et al., 2010). Dans la majorit¢é des cas, E. coli vit en tant que

microorganisme commensal, dans une association mutuellement bénéfique avec son héte.

Figure 1. Cellules d'Escherichia coli observées par microscopie a contraste de phase (A) (adaptée de
Tavaddod and Naderi-Manesh, 2017) ou par microscopie électronique a transmission (B) (adaptée de
Jauffred et al., 2017). Les E. coli sont des bacilles (2 a 6 ym de long et 1 a 1,5 ym de large) mobiles
grace a leurs flagelles.

Certaines souches d’E. coli ont acquis des facteurs de virulence lors de transferts
horizontaux de génes (éléments transposables, bactériophages, plasmides...) ou de mutations
génétiques (Bozcal, 2019). Les produits des génes de virulence contribuent a la pathogénie
de la bactérie. L’acquisition de facteurs de virulence offre ainsi a la bactérie de nouveaux outils
pour entrer, se multiplier et persister dans un site de I'h6te normalement stérile et inaccessible
aux bactéries. Grace a certains facteurs de virulence, les bactéries peuvent aussi échapper
au systéme immunitaire de I'néte ou encore entrer en compétition pour les nutriments. Les
facteurs de virulence décrits chez E. coli affectent un large éventail de processus cellulaires

eucaryotes comme la signalisation cellulaire, la sécrétion d'ions, la synthése protéique, la
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mitose ou encore le remodelage du cytosquelette, pour n’en citer que quelques-uns (Kaper et
al., 2004). Bien que la bactérie Escherichia coli soit 'une des plus étudiées, plusieurs lacunes
importantes subsistent en ce qui concerne son écologie, son histoire naturelle et I'émergence

de la virulence chez cette espéce.

Les E. coli pathogénes sont classifiés selon leur site d’infection, 'absence/présence des
génes de virulence et les signes cliniques observés chez les malades. En fonction des facteurs
de virulence acquis par la souche, 7 pathotypes de E. coli diarrhéiques ont pu étre identifiés
(Croxen et al., 2013). Parmi eux, les STEC sont des souches particuliéres d’E. coli produisant
des protéines cytotoxiques pour les cellules eucaryotes, les shiga toxines (Stx). Les shiga
toxines 1 et 2 (Stx1/2) sont des toxines protéiques bactériennes, codées par les génes stx1
ou stx2, portés par un prophage et constituent le facteur de virulence déterministe du
pathotype STEC. Cette toxine est connue également sous I'appellation vérotoxines en raison

de sa cytotoxicité pour les cellules Véro (Gyles, 1992), ou shiga-like toxine.

A.2. Définition et classification des STEC

D’aprés le Codex Alimentarius', les STEC sont un « vaste groupe trés diversifié de
souches bactériennes d’Escherichia coli dont il est prouvé qu’elles portent les genes de shiga-
toxines (stx) et produisent des protéines de shiga-toxines (Stx) » (FAO and WHO, 2021). Bien
que la communauté scientifique reconnaisse clairement le géne stx comme le facteur
déterministe du pathotype STEC, cette classification regroupe beaucoup de souches
génétiquement différentes (catégorie « b » de la Figure 2). D’autres critéres ont été proposés
pour affiner la classification des souches dont la présence de certains génes, les sérogroupes

des souches et 'origine de l'isolement de la souche.

De nombreux isolats STEC (Stx+) portent également le géne eae (catégorie « ¢ » de la
Figure 2) sur le « Locus of Enterocyte Effacement » (LEE). Le géne eae code pour l'intimine,
une protéine bactérienne adhésive impliquée dans la formation de lésions distinctives, les

Iésions d'attachement-effacement (A/E), a la surface des cellules épithéliales intestinales.

"Le « Codex Alimentarius ou « Code alimentaire » est un ensemble de normes, de lignes
directrices et de codes d'usages adoptés par la Commission du Codex Alimentarius. La
Commission a été créée par I'Organisation des Nations Unies pour I'alimentation et I'agriculture
(FAO) et I'Organisation mondiale de la Santé (OMS) afin de protéger la santé des consommateurs
et de promouvoir des pratiques loyales en matiere de commerce de denrées alimentaires. Elle
est I'élément central du Programme mixte FAO/OMS sur les normes
alimentaires (https://www.fao.org/fao-who-codexalimentarius/fr/)
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Cette Iésion est aussi caractéristique des souches EPEC/AEEC’ qui possédent également le
locus LEE (eae+) mais pas le géne stx (stx-) (catégories « | » et « a », respectivement de la

Figure 2).

Souchesisolées
dans les aliments

LEE avec
géneeae (a) |

Souches pathogenes

pour 'lhomme

Sérotypes0157:H7,
026:H11, 0103:H2,
0111:H8 et 0145:H28

Geénes de virulence et Souches isolées dans Souches isolées chez
Marqueurssérotypes les aliments les patients

eae AEEC (a) EPEC(!)

stx STEC (b) EHEC atypiques (I1)

stx et eae STEC pathogénes (c) EHEC typiques ()

stx, eae et marqueurs des 5 STEC hautement pathogénes EHEC typiques majeurs (V)
sérotypes (saisine ANSES 2010) OU

EHEC typiques majeurs (d)

(Saisine ANSES 2017)

AEEC: « Ataching and Effacing » E. coli, STEC: E. coli producteurs de Shiga Toxines
EPEC: E. coli Entero pathogénes, EHEC: E. coli entero hémorragiques

Figure 2. Classification des STEC selon les génes de virulence, les sérotypes et I'origine de l'isolement
de la souche (aliments ou patients). Les Escherichia coli sont une vaste espéce de bactéries
commensales dont certaines souches peuvent étre pathogénes pour ’homme, dont celles appartenant
au pathotype STEC. La combinaison de la présence des géne stx et eae ainsi que des marqueurs
moléculaires relatifs a certains sérotypes (0157:H7, 026:H11, O103:H2, O111:H8 et O145:H28) est
utilisé comme critére de nomenclature. En fonction de I'origine de l'isolation de la souche (aliments ou
patients), la nomenclature est différente (adaptée de la Plateforme de Surveillance de la Chaine
Alimentaire, 2022).

" Les EPEC pour Enteropathogenic E. coli’ (E. coli entéropathogenes) sont un autre pathotype
d’E. coli pour THomme. Ces souches sont appelées AEEC pour ‘Attaching and Effacing E. coli’
(E. coli attachant/effagant) lors qu’elles ont été isolées d’'une matrice alimentaire.

39



Dans le cadre de I'évaluation du risque ou en épidémiologie, les souches STEC
appartenant a certains sérotypes ont plus souvent été associées a des cas graves d’infections
humaines (Jones et al., 2020; EFSA and ECDC, 2021). Le sérogroupe est caractérisé par le
type d’antigéne O exposé au niveau de la paroi cellulaire bactérienne. L’antigéne O est un
polysaccharide qui forme la partie externe du lipopolysaccharide (LPS) des bactéries a Gram
négatif (Figure 3-A). Cet antigéne se compose de multiples unités répétitives
d'oligosaccharides (unités O) comportant chacune deux a sept résidus provenant d'une large
gamme de sucres ; plus de 197 antigenes O ont été identifiés (Liu et al., 2020). L'association
du sérogroupe avec l'un des 53 types d’antigénes flagellaires, I'antigene H (numéroté de 1 a
56 ; les types H13, H22, et H50 ne sont pas utilisés), définit le sérotype (Fratamico et al., 2016).
La flagelline, codée par le géne fliC, est la protéine qui constitue le faisceau hélicoide du
flagelle (Figure 3-B). La région centrale de la flagelline est hautement variable et sa

composition en acides aminés permet de discriminer chaque antigéne (Hu and Reeves, 2020).
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Figure 3. Les antigénes O et H d’'Escherichia coli. L’antigéne O est porté par la partie externe du
lipopolysaccharide (LPS), un composant essentiel de la paroi bactérienne des bactéries a Gram négatif
(A ; adaptée de Mazgaeen and Gurung, 2020). L’antigéne H est porté par la flagelline qui constitue le
faisceau hélicoide du flagelle (B ; adaptée de Eckhard et al., 2017).
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Concernant les STEC, plus de 470 sérotypes ont été identifiés et prés de 130 ont été
associés a des infections humaines (Zhang et al., 2022). Les sérotypes 0157:H7, O26:H11,
0103:H2, O111:H8 et O145:H28 sont les plus communément impliqués dans de graves cas
d’infections. Les souches STEC portant le géne eae et appartenant a ces sérotypes sont
considérées par 'TANSES' comme des souches STEC hautement pathogénes (catégorie « d »

de la Figure 2) ou des E. coli entérohémorragiques (EHEC) typiques majeurs.
A.3. Distinction STEC et EHEC

La distinction entre STEC et EHEC est assez fine et varie selon les pays. En France,
elle tend a étre harmonisée (ANSES, 2017).

Depuis 2008, TANSES définissait le nom des souches « STEC » en fonction des facteurs
de virulence des souches et I'origine de leur isolement (humaine ou alimentaire). LANSES
estimait qu’étant donné les faibles connaissances disponibles sur la pathogénicité des STEC,
on ne pouvait les considérer comme des EHEC que si elles avaient été isolées de cas
humains. Une distinction était également faite en fonction du sérotype de la souche (STEC
pathogéne ou hautement pathogéne). Depuis, différents travaux ont montré qu'il n'y avait pas
de différence dans les principales propriétés de virulence des isolats STEC de matrices

alimentaires par rapport aux isolats humains (Douéllou et al., 2017a).

Ainsi, depuis sa derniére saisine en 2017, TANSES considére que les souches d’E. coli
qui possédent les génes eae et stx sont des EHEC typiques, qu’elles soient isolées de cas
humains ou d’aliments. Néanmoins, la distinction des souches en fonction de leur sérotype
existe toujours : celles qui appartiennent aux 5 sérotypes les plus impliqués dans des

épidémies les souches (Top 5) sont appelées EHEC typiques majeurs (Figure 2).

Cependant, l'utilisation des termes ‘STEC’ et ‘EHEC’ est largement controversée. En
effet, selon 'EFSA? la terminologie « EHEC » est obsoléte (Koutsoumanis et al., 2020). A
I'échelle mondiale, le groupe d’experts mandaté par 'OMS? et la FAO* a convenu dans son
dernier rapport d'utiliser uniguement le terme STEC. Selon leurs propos : « le groupe d'experts

a convenu d'utiliser uniquement le terme STEC car il inclut les EHEC et parce que l'interaction

" L’agence nationale de sécurité sanitaire, de l'alimentation, de I'environnement et du travail
francaise

2 The European Food Safety Authority (L’Autorité européenne de sécurité des aliments)

3 L’Organisation Mondiale pour la Santé

4 L’Organisation des Nations Unies pour I'Alimentation et I'Agriculture (ONUAA ; plus connu sous
signe anglais FAO pour Food and Agriculture Organization of the United Nations)
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entre les facteurs de virulence connus et putatifs des STEC et le potentiel pathogene des

souches individuelles n'est pas entierement résolu » (FAO and WHO, 2018).

Par soucis d’homogénéité et de facilité de lecture, le terme générique STEC a été

employé le long du manuscrit.
A.4. Critéres de pathogénicité des STEC

Les symptdmes humains (diarrhée, diarrhée hémorragique, syndrome hémolytique et
urémique) faisant suite a une infection a STEC varient en fonction des hotes mais également
des genes de virulence portés par la souche. Dans le cadre d’évaluation des risques, différents

travaux ont tenté d’associer la présence de génes avec des symptdomes humains.

Le géne stx est frequemment détecté dans les isolats de matrices alimentaires, les
préléevements de surface ou d’environnement de la ferme. Un récent rapport de 'EFSA indique
que toutes les souches d’E. coli qui portent le géne stx sont pathogénes (Koutsoumanis et al.,
2020). D’autres travaux distinguent les symptdmes en fonction des génes de virulence portés
par les souches. A titre d’'exemple, le dernier avis de TANSES en date de 2017 repose sur le
risque de développer certains symptébmes en fonction des souches stx+. Selon cette
classification, toutes les souches STEC sont potentiellement pathogénes, mais le risque de
causer une forme grave d’infection est accentué par la combinaison de la présence des génes
eae, aaiC ou aggR et du sérogroupe (ANSES, 2017). Les maladies liées aux STEC peuvent
entrainer une diarrhée, une diarrhée sanglante ou un syndrome hémolytique et urémique. Une
classification en trois niveaux de pathogénicité est proposée sur la base de données
épidémiologiques (Tableau 1).

Tableau 1. Classification des souche Stx+ selon leur risque pour la santé publique en France (d'apres
ANSES, 2017).

Groupe Geénes Sérogroupes Risque de Risque de SHU /
Diarrhée Colite hémorragique
I Stx+ eae + ou 0157, 026, 0103, 0145, élevé élevé
(aaiC et aggR)+ 0111, 0104, 080
1l stx +eae + ou tout autre sérotype élevé potentiel
(aaiC et aggR)+
1 stx + eae- et tout autre sérotype potentiel potentiel
(aaiC et aggR)-
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De leur coté, TOMS et la FAO rappellent que « les données relatives aux sérotypes des
souches de STEC ne sont pas fiables pour prédire le risque et le potentiel des STEC a
provoquer des maladies graves » et que « le risque et la gravité des infections a STEC sont
mieux prédits en utilisant les facteurs de virulence (génes) des STEC » (FAO and WHO, 2018).
lls ajoutent également que « les facteurs humains, tels que la santé, la génétique et les
personnes immunodéprimées peuvent affecter la gravité des résultats dans les infections a
STEC ». Non spécifié par TANSES, 'OMS précise aussi que le sous-type Stx2a de la toxine
peut étre un facteur prédictif de la virulence de souches. Dans son rapport, le groupe JEMRA'
précise que « l'association de sous-types stx autres que stx2a avec le développement d’'un
SHU est moins concluante et varie en fonction d’autres facteurs, tels que la sensibilité de
I'héte, la charge pathogéne et le traitement antibiotique » (The Joint FAO/WHO Expert
Meetings on Microbiological Risk Assessment (JEMRA), 2019). Ce groupe d’experts
recommande de se référer au sous-type du géne stx et/ou présence du géne eae pour
déterminer les objectifs de gestion des risques de la santé publique, de surveillance par les
autorités compétentes et d’enquétes de santé publique en cas de test positif sur une matrice

alimentaire (Tableau 2).

Tableau 2. Genes de virulence des souches STEC isolées et le risque associé de diarrhée (D), diarrhée
sanglante (DS) et/ou syndrome hémolytique et urémique (SHU) (d'aprées FAO and WHO, 2021).

Niveau Attributs génétiques Risque de :
1 Stx2a +eae ou aggR D/DS /SHU
2 Stxzq D/DS /SHU (selon le fond génétique de la souche)
3 Stxzc +eae D/DS (SHU rare)
4 Stx1a +eae D/DS (SHU rare)
5 Autres sous-types stx D (DS et SHU rare)

" The Joint FAO/WHO Expert Meetings on Microbiological Risk Assessment
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B. Processus infectieux des STEC

Le processus infectieux des STEC est un déroulement complexe d’étapes successives
qui impliquent la régulation de nombreux génes pour la survie, 'adhésion et la colonisation
intestinale des cellules bactériennes. L’implantation des STEC a la barriére intestinale
humaine, dans la section terminale de l'iléon et dans le colon (Croxen et al., 2013) entraine un
déséquilibre physiologique et des dommages biologiques conséquents, sans compter I'action
des shiga toxines. Une compréhension fine des mécanismes moléculaires impliqués dans la
physiopathologie ' et la pathogénése? des infections a STEC est fondamentale pour le
développement de nouvelles stratégies de lutte contre ce pathogéne. Le processus infectieux
des STEC peut se généraliser en trois phases : (i) l'ingestion et la survie des cellules jusqu’au
site d’infection ; (ii) 'adhésion et la colonisation de la muqueuse intestinale ; et (iii) la libération

de shiga toxines.

B.1. Entrée et survie des STEC jusqu’a I’épithélium intestinal

B.1.1. Voie d’entrée et ingestion

Les bactéries présentes dans les aliments suivent le méme chemin que les produits
ingérés. Elles entrent par la bouche, franchissent 'cesophage et atteignent I'estomac puis
l'intestin (Figure 4). Le déclenchement d’une infection nécessite l'ingestion d'une quantité
suffisante de cellules bactériennes pour provoquer la maladie. La dose infectieuse estimée
des STEC est faible (de 10 a 100 cellules) et varie selon les souches, le type d’aliment et la
susceptibilité de I'néte (Betts, 2000; AFSSA, 2003; Etcheverria and Padola, 2013; The Joint
FAO/WHO Expert Meetings on Microbiological Risk Assessment (JEMRA), 2019). La quantité
de cellules ingérée peut aussi avoir des conséquences sur la gravité de la maladie (The Joint
FAO/WHO Expert Meetings on Microbiological Risk Assessment (JEMRA), 2019).

Les humains ont des barrieres protectrices pour limiter la pénétration de
microorganismes dans leur organisme et limiter les déséquilibres physiologiques que peut
engendrer une infection. Les bactéries ingérées sont alors soumises a différents mécanismes
restrictifs tout au long du systéme digestif dont I'acidité de I'estomac, la bile et les sécrétions

intestinales dont le mucus et des anticorps.

1 Etude des troubles fonctionnels d'un organisme ou d'un systéme organique et de ses réactions
au cours d'une maladie (CNRTL).
2 Mécanisme de déclenchement et d'évolution d'un processus pathologique (CNRTL).
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Par exemple, E. coli dispose d’au moins cing systémes de résistance a l'acide basés sur

des réactions enzymatiques (AR1 a AR5 ; Acid Resistance) (Zhao and Houry, 2010) et

complété par des systéemes de protéines chaperonnes (HdeA et HdeB) protégeant les

protéines périplasmiques (Jubelin et al., 2018). A titre de comparaison, les STEC présentent

une résistance a 'acidité plus forte que les salmonelles (Cabrera-Diaz et al., 2009). Ainsi, la

dose infectieuse nécessaire pour engendrer une infection est beaucoup plus élevée pour

Salmonella que pour les STEC. Cette résistance a I'acide est un trait de virulence essentiel de

l'infection a STEC et aux entéropathogénes, plus généralement.
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Figure 4. Ingestion de cellules STEC lors de consommation d’'un aliment contaminé, son parcours a
travers I'appareil digestif humain et schéma de la muqueuse intestinale et de I'estomac (adaptée de
McGuckin et al., 2011). Dans I'appareil digestif, les bactéries sont piégées dans la couche supérieure
de mucus, les maintenant a distance de I'épithélium intestinal.
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B.1.2. Le colon

Une fois passé I'estomac, les STEC continuent leur chemin a travers I'appareil digestif
et arrivent au niveau de l'intestin. L'intestin est un long tube de 7 a 8 m divisé en deux régions
principales : (i) le petit intestin ou l'intestin gréle (environ 3 a 6 m) et (ii) le gros intestin ou le
céblon (entre 1 et 1,5 m), chacune décomposée en plusieurs zones (Figure 4). La colonisation
des STEC se produit préférentiellement au niveau de I'épithélium de l'iléon terminal et du cblon
(Chong et al., 2007). Le colon comporte plusieurs parties (le caecum, le colon ascendant, le
colon transverse, le colon descendant et le colon sigmoide) et toutes présentent la méme

structure histologique a savoir, une muqueuse, une sous muqueuse, une musculeuse et une

séreuse (Figure 5).

Mugueuse (coupe transversale)

Faisceaux
musculaires

Capillaires

Muscularis
Mucosae

Musculeuse

Circulaire interne
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externe

Figure 5. Organisation anatomique et schéma histologie d’une coupe transversale du cblon (d’aprées
Corvaisier, 2016; Université de Montpellier). Le gros intestin ou le c6lon mesure entre 1 et 1,5 metre de
long pour un diamétre moyen de 7 cm. Il se compose de plusieurs zones, a savoir le caecum, le colon
ascendant, le colon transverse, le colon descendant et le colon sigmoide. Le colon absorbe I'eau et les
éléments nutritifs de la nourriture digérée et fait passer les déchets (les matiéres fécales) dans le rectum,
évacués par la suite par I'anus.
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La muqueuse colique est dépourvue de replis et de villosités. Elle est composée (i) d'un
épithélium simple, tapissé d’'une couche de mucus qui forme une barriére protectrice contre
les microorganismes extérieurs, (ii) du chorion et de la (iii) muscularis mucosae (Figure 5). Le
chorion est formé d’un tissu conjonctif lache, abondamment infiltré de lymphocytes, de glandes
de Lieberkiihn, composées principalement de cellules caliciformes qui sécrétent le mucus,

ainsi que de capillaires sanguins.

La couche de mucus n'est pas homogéne le long du tube digestif mais présente
globalement la méme composition biologique (Figure 4). La couche de mucus du colon est
caractérisée par une couche interne (inner layer) pratiquement exempte de bactéries et une
couche externe (outer layer) moins définie qui comprend des bactéries intestinales et des

matiéres alimentaires (Hansson and Johansson, 2010).

Six types de cellules matures composent I'épithélium intestinal humain et possédent des
fonctions absorbantes (les entérocytes et les cellules M) ou sécrétoires (les cellules de Paneth,
les cellules en gobelet, les cellules de Truft et les entéroendocrines) (Allaire et al., 2018; Gehart
and Clevers, 2019). Les cellules en gobelet ou cellules caliciformes sont spécialisées dans la

sécrétion de mucines, les glycoprotéines majoritaires du mucus (Figure 4 et Figure 5).

Concrétement, le mucus n’a pas de réelles propriétés antimicrobiennes. En association
avec d'autres composants biologiques tels que des protéines, des lipides, des
oligosaccharides, des ions, des débris cellulaires et I'ADN libre (Leal et al., 2017), les mucines
sécrétées agissent comme un piége en maintenant les bactéries a une distance sire de
I'épithélium intestinal (Bergstrom et al., 2016; Schroeder, 2019). Hautement glycosylées, les
mucines présentent des épitopes glucidiques, principalement de type O-glycanes, pouvant
servir de site d'attachement aux bactéries (Derrien et al., 2010; Juge, 2012). Les bactéries se
servent de structures de surface spécialisées dans I'adhésion, comme les pili et les flagelles,

pour s’ancrer aux mucines (Jensen et al., 2014; Sicard et al., 2017).

Bloquées dans le mucus, les STEC doivent franchir cette barriére pour éviter d’étre
emportés avec le bol alimentaire et étre excrétés. Certaines entérobactéries présentent ainsi
la capacité de se frayer un passage a travers la couche de mucus grace a des mucinases ou
en inhibant directement la production de mucines (Sicard et al., 2017) (Figure 6). Par exemple,
la protéine StcE, une métalloprotéase qui reconnait spécifiquement des substrats contenant
des a-O-glycanes ancrés aux mucines, est exprimée par certaines souches STEC (Yu et al.,
2012).
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Figure 6. Franchissement du mucus par les bactéries pathogénes par dégradation enzymatique (a), via
les cellules M qui ne sont pas recouvertes d'une épaisse couche de mucus (b), ou en perturbant la
production de mucus par des toxines spécialisées (c) (adaptée de McGuckin et al., 2011).

B.2. L’adhésion et la multiplication des STEC

B.2.1. Généralités

Une fois la couche de mucus franchie, I'attachement des STEC aux cellules cibles de
I'épithélium intestinal de 'héte peut se produire. L'adhésion est une étape bien régulée sous
l'influence d’'une combinaison de signaux externes tels que I'accés aux nutriments, la présence
d'autres bactéries, le contact avec une surface ainsi que des facteurs abiotiques comme le
pH, la force ionique, la température et la disponibilité en oxygéne (Berne et al., 2018; Jubelin
et al., 2018). Lorsque les STEC atteignent la couche de mucus interne, les génes liés a la
motilité et a la virulence sont exprimés, tandis qu'une fois I'adhésion établie, ces génes sont
régulés a la baisse et les génes d’adhésion sont régulés a la hausse (Martinez de la Pefia et
al., 2016).

L’adhésion bactérienne est généralement décrite comme la premiére étape du
processus infectieux, bien que les étapes discutées précédemment jouent un rdle non
négligeable dans le devenir et la prévention d’infections liées aux entéropathogénes.
L’adhésion d’une bactérie a une cellule ou une surface permet son ancrage et limite le risque
d’étre éliminée par les mécanismes de défense de I'héte. C'est une étape clé pour les

bactéries, leur permettant, une fois attachées, de coloniser I'épithélium intestinal.

Au sein d'une méme espéce, la diversité bactérienne est surprenante et affecte de
maniére significative le tropisme tissulaire. Le tropisme tissulaire fait référence a la capacité
des souches a reconnaitre des motifs spécifiques des tissus et des cellules de I'hbéte. Toutes
les bactéries ne peuvent pas reconnaitre tous les épitopes exposés a la surface des cellules
eucaryotes car cette propriété dépend de leur bagage génétique et des adhésines qu'elles

expriment.
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Avant un contact spécifique, complémentaire et intime entre les cellules, une étape non
spécifique est engagée par l'action des forces attractives (interactions hydrophobes,
attractions électrostatiques et forces de Van der Walls) (Figure 7-A). Quant a l'adhésion
spécifique, deux facteurs sont nécessaires : un récepteur et un ligand, tous deux
complémentaires et présents a la surface de la bactérie et a la surface de la cellule cible. Cette
description est quelque peu réductrice ; les mécanismes d'adhésion sont d'une grande
diversité et de multiples mécanismes agissent en synergie pour réaliser une adhésion

compléte, en fonction des propriétés de I'hbte et de la bactérie.
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Figure 7. Schéma des premiéres interactions entre une surface et une bactérie (A) et les structures de
la surface bactérienne impliquées (B). Une fois la cellule bactérienne proche d'une surface, le processus
d'adhésion débute. Les cellules bactériennes sont généralement chargées négativement alors que les
surfaces cibles peuvent étre assez diversifiées, créant un phénoméne répulsif si des forces contraires
sont trop importantes. A la surface cible, une couche d'eau peut agir comme une barriere a la fixation
des bactéries. Les composants hydrophobes de la surface bactérienne, tels que des protéines et des
polysaccharides extracellulaires, peuvent déplacer ces molécules d’eau et renforcer les interactions
hydrophobes. Une fois la bactérie suffisamment proche de la surface (de I'ordre du nanomeétre), les
adhésines et les appendices extracellulaires des bactéries, comme les flagelles, les pili et les curli,
interagissent avec la surface cible. Les adhésines fimbriales sont plus longues et peuvent s'étendre a
I'échelle du micrométre (adaptée de Berne et al., 2018).
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En général, les récepteurs bactériens reconnaissent des fragments oligosaccharidiques
ou des résidus peptidiques spécifiques a la surface de la cellule cible. Trois grands types
d'interactions adhésine-récepteur ont été décrits : lectine-glycane, protéine-protéine et
hydrophobine-protéine (Shoaf- Sweeney and Hutkins, 2008). La nature des adhésines est
vaste : porines, glycoprotéines, glycolipides, lipoprotéines, autotransporteurs et appendices
extracellulaires (fimbriae) ont été documentés (Paulsson and Riesbeck, 2018). La Figure 7-B
présente des structures de la surface bactérienne fréquemment impliquées dans I'adhésion

aux surfaces.

Il nexiste pas de consensus sur la classification des adhésines ce qui parfois peut
entrainer de la confusion. Une classification selon la morphologie, la séquence protéique, la
sérologie a été précédemment utilisée (Thanassi et al., 2007). D’autres auteurs présentent les
adhésines selon la machinerie de sécrétion et d’assemblage utilisée (Gerlach and Hensel,
2007). Une classification de type « fimbriale » (relatif a de longs filaments des bactéries) ou
« non-fimbriale » est également proposée, mais comprend aussi des structures
extracellulaires non impliquées dans I'adhésion comme les pili sexuels, et exclut des structures
plus complexes comme le flagelle (Aleksandrowicz et al., 2021). Une classification a deux
niveaux, selon que la structure est monomérique ou multimérique, a été également proposée
(Ageorges et al., 2020).

B.2.2. L’adhésion des STEC

L’adhésion des STEC pourrait se produire au niveau de [I'épithélium associé aux
follicules des plaques de Peyer et des villosités de l'iléon terminal ou du célon (Chong et al.,
2007). Le pathotype STEC étant un vaste groupe de souches, plusieurs mécanismes
d’adhésion semblent étre utilisés. Le processus infectieux ainsi que la chronologie et le type

d’adhésines exprimées par les STEC ne sont pas enti€rement compris ni connus.

Toutefois, les isolats cliniques des STEC possédent trés souvent le géne eae qui code
pour l'intimine. L'intimine forme des liaisons fortes avec les entérocytes en se liant a la protéine
Tir. Cette interaction conduit a des Iésions d'attachement/effacement (A/E), caractéristiques
des STEC (Figure 8). Tir étant une protéine bactérienne codée par le LEE, la formation de
ces lésions nécessite une connexion en amont des STEC au cytoplasme de la cellule héte.
Ainsi, le processus d’adhésion pourrait se généraliser en 2 étapes : (1) une adhésion primaire
et (2) une adhésion étroite conduisant aux Iésions A/E. Ce second type d’adhésion comprend :
la translocation d’effecteurs bactériens (2a), 'association Intimine/Tir (2b) et le remodelage du

cytosquelette d’actine et la formation d’'un piédestal (2c) (Figure 9).
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Disparition des
microvillosités

Figure 8. Lésions d'attachement/effacement (A/E) observées par microscopie électronique (A) et par
microscopie a fluorescence (B). Les lésions A/E sont caractérisées par la formation d’'un piédestal
constitué d’actine cellulaire et la disparition des microvillosités (adaptée de Knutton et al., 1987 et
Sanchez-Villamil et al., 2019, respectivement).

51



Régulation des génes de motilité 4, Lésions d'attachement/
1. Adhésion primaire effacement (A/E)

—> Expression des génes du locus LEE gy
(eae, SST3, effecteurs) Diarrhée
Flagella aqueuse
—_ Fimbriae *
gCPJ 2. Translocation de Tir et
o autres effecteurs - _
Lpf -
3. Adhésion étroite

(intimine)

oy |

Piedestal

—o0

ntimine — = W\
S T N i

Autres
Composants de la MEC / récepteurs/ligands ?
composants membranaires 4
eukaryotes o /

o Recrutement de
protéines de I'héte

Effecteurs —.
STEC A
4 o ©

Modification du
CELLULES cytosquelette d'actin
EPITHELIALES

Figure 9. Schéma de I'adhésion des STEC aux cellules épithéliales intestinales et la formation des
Iésions d’attachement/effacement (A/E). Le processus d’adhésion des STEC aux cellules hbtes peut se
généraliser en deux étapes : une adhésion primaire (étape 1) et une adhésion étroite conduisant aux
Iésions A/E (étape 3). L’adhésion étroite et spécifique des STEC engage les protéines Tir et I'intimine
toutes deux codées par des génes du LEE. Ce type d’adhésion nécessite une translocation en amont
d’effecteurs bactériens dont Tir (étape 2) qui conduit aux Iésions d’attachement/effacement (A/E) (étape
4). Le remodelage du cytosquelette d’actine et la formation du piédestal sont possible par I'action des
effecteurs bactériens directement injectés dans le cytoplasme de la cellule héte par le systéme de
sécrétion de type 3.

B.2.2.1. Adhésion primaire des STEC

L’'attachement des STEC aux entérocytes serait initi€é par des appendices
extracellulaires longs (de type fimbriae) permettant une adhésion a distance (Figure 7-B).
Plusieurs structures adhésives ont été décrites a la surface des STEC (Tableau 3). Parmi ces
structures, les fimbriae Hep, Ecp, Efa, Lpf pourraient étre impliqués dans 'adhésion primaire
des STEC aux entérocytes (Koutsoumanis et al., 2020). Le contact de ces adhésines avec la
surface des cellules cibles déclencherait I'expression des génes du locus LEE (eae, tir, génes
codant pour le systéme de sécrétion de type 3, molécules effectrices, etc.) (Feng et al., 2022).
Aussi, il est supposé que lintimine pourrait déja étre impliquée a cette étape en se liant avec

la nucléoline (Melton-Celsa et al., 2012).
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Tableau 3. Déterminants moléculaires impliqués dans I'adhésion cellulaire des STEC (adapté de
Ageorges et al., 2020).

Facteur d'adhésion

Role

Protéines monomériques

EhaB Liaison a la laminine et au collagéne |
EhaJ Liaison a la fibronectine, fibrinogéne, laminine, collagénes Il, 11l et IV, formation de biofilm
EhaD/YpjA Adhésion aux surfaces abiotiques, formation de biofilm
EhaC/YcgV/YfaL Adhésion aux surfaces abiotiques, formation de biofilm
UpaB Adhésion aux protéines ECM
Upal Adhésion aux protéines ECM, formation de biofilm, autoagrégation
Ag43 Autoagregation, adhésion aux cellules épithéliales intestinales, formation de biofilm
AIDA-I Autoagregation, adhésion aux cellules épithéliales intestinales, formation de biofilm
EhaA Autoagregation, adhésion aux cellules épithéliales intestinales, formation de biofilm
UpaC Autoagregation, formation de biofilm
EspP Adhésion aux cellules épithéliales intestinales, formation de biofilm
Pic/Shmu Liaison a la mucine, colonisation intestinale, formation de biofilm
Intimin Lésions A/E, colonisation intestinale
FdeC Colonisation du rectum terminal des bovins, formation de biofilm
Yeed Formation de biofilms
latB Formation de biofilms
latD Formation de biofilms
OmpA Adhésion aux cellules épithéliales intestinales et aux surfaces végétales
Hes Autoagregation, agglutination érythrocytaire, adhérence aux cellules épithéliales intestinales,
formation de biofilm
lha Schéma d'adhésion diffus, colonisation intestinale
Dispersin Colonisation intestinale
SslE Liaison et dégradation de la mucine, formation de biofilm, colonisation intestinale
Efa-1 Colonisation intestinale, adhérence aux cellules épithéliales
GAPDH Liaison au plasminogéne et au fibrinogéne
EF-Tu Agrégation bactérienne
Protéines multimériques
UpaG/EhaG Autoagregation, adhésion aux cellules épithéliales intestinales, laminine, la fibronectine et les
collagénes | a IV, formation de biofilm
Eib Liaison a la fraction d'immunoglobuline de la fraction Fc d'IgA et d'lgG, CLA, autoagregation,
formation de biofilm
Sab Adhésion diffuse aux cellules épithéliales intestinales, formation de biofilm aux surfaces abiotiques
Saa Adhésion aux cellules épithéliales intestinales
Flagella Motilité active, adhérence aux cellules épithéligle_s intestinales et feuilles végétales, formation de
Injectisome Adhésion aux cellules de mammiféres et de vglgc])g:;nux, formation de piédestal pendant les Iésions
A/E, formation de biofilm
T4P Agrégation bactérienne, adhésion aux cellules épithéliales intestinales, fibronectine et laminine,
formation de biofilm, motilité de contraction
CP Conjugaison bactérienne, formation d'adhésion et de biofilm aux surfaces abiotiques
T1P Adhésion aux surfaces abiotiques et aux cellules eucaryotes, formation de biofilm
AAF Adhésion aux cellules épithéliales intestinales, a la fibronectine, a la laminine, au collagene 1V, au

DAF et au CAECAMS, formation de biofilm
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Facteur d'adhésion Role

F9 Adhésion aux cellules épithéliales intestinales et a la fibronectine
ELF Adhésion aux cellules épithéliales intestinales et a la laminine
CS31A Colonisation intestinale
LPF Liaison a la fibronectine, la laminine, le collagéne IV et plaques de Peyer, Formation de biofilm
ECP Autoagregation, adhérence aux cellules épithéliales intestinales
SFP Adhésion aux cellules épithéliales intestinales
Curli Adhésion aux cellules épithéliales intestinales, aux cellules végétales et aux surfaces abiotiques,
interactions cellule-cellule, formation de biofilm
Hep Agrégation bactérienne, formation de biofilm

B.2.2.2. Lésions d'attachement/effacement (A/E)

L’intimine se lie préférentiellement a la protéine Tir (translocated intimine receptor) qui
est également codée par les STEC (locus LEE). La protéine Tir est transloquée dans le
cytoplasme de la cellule hote a 'aide d'un systéme de sécrétion de type Il (SST3), puis insérée
dans la membrane de la cellule héte (Figure 9). L’intimine exerce ainsi une spécificité et une
affinité trés forte entre les STEC et la membrane des entérocytes. L'intimine peut également
se lier, avec moins de spécificité et de force, a certains composants de la surface de la cellule
héte, tels que I'intégrine et la nucléoline (Frankel et al., 1996; Sinclair and O’Brien, 2002, 2004).
Plus de 34 variants génétiques du géne eae ont été caractérisés et sont désignés par des
lettres grecques et numérotés (B1, B2, v, €, ...) (Horcajo et al., 2012). Les données de
prévalence sont insuffisantes pour évaluer I'association entre les variants du géne eae et la

sévérité des infections a STEC (Koutsoumanis et al., 2020).

Simultanément a linjection de la protéine Tir par le SST3, une série de protéines
effectrices est injectée dans le cytoplasme de la cellule héte (Figure 9). Ces effecteurs
remplissent diverses fonctions comme I'hémolyse, la répression de la réponse lymphocytaire
de I'héte, l'inhibition de la phagocytose, l'invasion, la cytotoxicité et le transport du fer (Melton-
Celsa et al., 2012). lls activent aussi diverses voies de signalisation entrainant la destruction
des microvillosités de I'épithélium intestinal, le remodelage du cytosquelette, la condensation
de l'actine cellulaire et la formation d’'un piédestal (Figure 9), permettant une adhésion étroite
entre les STEC et la cellule. Cette caractéristique physiopathologique est appelée « lésions
d'attachement/effacement (A/E) » et est spécifique des STEC et EPEC.

La formation de lésions d'attachement-effacement (A/E) entraine la disparition des
microvillosités (Figure 8-A) et par conséquent une diminution de la surface d’échange entre
I'entérocyte et la lumiére intestinale et un défaut de réabsorption de I'eau. Ces lésions et la
réponse inflammatoire associée sont a I'origine des diarrhées aqueuses observées en premier

lieu chez les patients (Gouali and Weill, 2013; Fila and Jones, 2022).
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On peut également souligner que les STEC et les EPEC partagent des facteurs
d’adhésion communs portés par le locus LEE, et par conséquent des Iésions intestinales
similaires sont observées (A/E) mais a des régions intestinales distinctes. Les EPEC
colonisent préférentiellement le petit intestin alors que les STEC sont généralement retrouvés

dans le colon (Croxen et al., 2013).
B.2.2.3. Autres stratégies adhésives des STEC

De plus, bien que les isolats de STEC porteurs du géne eae représentent la grande
majorité des souches a l'origine d’infections humaines, certaines souches STEC dépourvues
de géne eae ont été isolées chez des patients (Newton et al., 2009; Colello et al., 2019). Pour
les STEC non-LEE (eae -), d'autres génes, tels que ceux codés sur le mégaplasmide pO113
(génes saa, iha et sab) peuvent fournir un mécanisme alternatif d'attachement des bactéries
aux entérocytes (Newton et al., 2009). Certaines études suggérent l'implication du long
fimbriae polaire (Lpf) qui reconnait des fragments de composants de la matrice extracellulaire
eucaryote (ECM) (Farfan et al., 2011; Farfan and Torres, 2012).

Les études de caractérisation moléculaire des isolats de STEC ont également identifié
efal, ompA, toxB et aggR comme des génes codant pour des facteurs de virulence impliqués
dans l'adhésion des STEC (Kaper et al., 2004; Herold et al., 2009; McWilliams and Torres,
2014). D'autres protéines peuvent interagir avec les immunoglobulines, par exemple la
protéine de liaison aux immunoglobulines d'E. coli (Eib) (Lu et al., 2006; Rubin et al., 2017).
La liste compléte des facteurs de virulence, le moment de leur expression et les mécanismes

impliqués dans la pathogénicité des STEC ne sont pas encore totalement connus.
B.3. Multiplication des STEC

Une fois fixées, les cellules STEC adhérentes se multiplient. De nombreux génes
impliqués dans le métabolisme et les processus cellulaires de cette étape ont été décrits
(Gardette et al., 2019). Il est admis, qu’a ce stade de l'infection, les cellules STEC liberent les
Stx. Néanmoins, selon certains travaux, la libération des shiga toxines se produirait dés les
premiéres étapes d’infection et induirait la localisation de la nucléoline a la surface des cellules
servant d’ancrage pour les STEC (Robinson et al., 2006). Toutefois, la production de Stx a
cette étape nécessite une régulation fine, car la libération des Stx peut entrainer la mort de la
cellule productrice et par conséquent diminuer la quantité des cellules disponibles pour la
colonisation du site d’infection. Des mécanismes de régulation encore méconnus sont
probablement mis en jeu pour équilibrer la mort des cellules et la dissémination de la toxine et

des nouveaux phages formeés.
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B.4. Libération des shiga toxines et conséquences

B.4.1. Généralités concernant les Stx

Les shiga toxines (Stx) sont des toxines de type ABs et font référence a la principale
cytotoxine extracellulaire produite par Shigella dysenteriae appartenant au sérotype 1 (Karmali
et al., 1983; O’Brien and LaVeck, 1983). La sous-unité A est le domaine actif de la toxine et la
sous-unité B se lie avec le récepteur glycosphingolipide globotriaosylcéramide (Gb3) a la

surface des cellules cibles (Figure 10).

A

Figure 10. Modéles schématique (A) et structurel déterminée par cristallographie aux rayons X des
shiga toxines (B). Les shiga toxines sont des toxines de type ABs. La sous-unité A, composée des
chaines A1 et A2 reliées par un pont disulfure, est le domaine actif de la toxine. Les sous-unités B
forment un pentamére et se lient individuellement au récepteur glycosphingolipide
globotriaosylcéramide (Gb3) a la surface des cellules cibles (adaptée de Kavaliauskiene et al., 2017).

Sur la base de leur toxicité in vitro et in vivo qui est différente, des séquences d'acides
aminés ou des séquences nucléotidiques des génes stx, les données scientifiques distinguent
deux types de shiga toxines produites par les STEC: Stx1 et Stx2. Ces toxines sont codées
respectivement par les génes stx1 et sxt2 pour lesquels plusieurs variants ont été identifiés.
La toxine Stx1 présente quatre sous-types différents (Stx1a, Stx1c, Stx1d et Stx1e) et la toxine
Stx2 en a 12 (Stx2a, Stx2c, Stx2d, Stx2dact, Stx2e, Stx2f, Stx2g, Stx2h, Stx2i, Stx2j, Stx2k
and Stx2l) (Henrique et al., 2022). Soulignons que de nouveaux variants sont régulierement
identifiés. Les variants alléliques des Stx semblent présenter des cytotoxicités différentes (Tarr
et al., 2005).
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Une souche STEC peut porter plusieurs génes stx et sous-variants. Les études
épidémiologiques ont montré que la Stx2, en particulier le variant Stx2a, est plus souvent
associée a une maladie plus grave chez 'lHomme que la Stx1 (Koutsoumanis et al., 2020). De
plus, certains Escherichia coli produisent une Stx dont la cytotoxicité est activée par le mucus
intestinal et I'élastase (Stx2d activable). Ces souches sont trés virulentes chez la souris mais
leur association avec les maladies humaines est mal comprise (Bielaszewska et al., 2006;
Sanchez et al., 2017).

La particularité des génes stx est qu’ils sont portés par prophages, des bactériophages
qui se sont intégrés au chromosome bactérien lors d’'une précédente infection. Certains de
ces virus, spécifiques aux bactéries, peuvent rester en dormance au sein du génome. Sous
certaines conditions, comme en cas de carence nutritive ou de stress déclenchant la réponse
SOS’, le prophage peut sortir de son état de dormance, activer son cycle lytique et entrainer
I'expression de ces génes. L’ADN prophagique apporte ainsi de nouvelles fonctions a la

bactérie, comme les toxines Stx 1/2, dans le cas des STEC.

B.4.2. Mode d’action des Stx

B.4.2.1. Sécrétion des Stx

Les sous-unités A et B des Stx sont sécrétées dans le périplasme de la bactérie puis
assemblées pour former la toxine. Contrairement a d’autres toxines, la shiga toxine n’est pas
sécrétée par un mécanisme spécifique. L’accumulation de toxines dans le périplasme de la
bactérie conduit a la lyse bactérienne et a la libération des Stx dans l'intestin. Les nouveaux
phages formés lors du cycle lytique par les cellules STEC infectées sont également libérés et
peuvent infecter les bactéries intestinales commensales, entrainant une nouvelle production

de toxine et augmentant la gravité des symptémes (Chan and Ng, 2016).

B.4.2.2. Translocation des shiga toxines a travers I’épithélium

intestinal

Il est admis que les shiga toxines atteignent les cellules endothéliales du systéme
nerveux central (SNC) et des reins principalement, mais aussi du pancréas, du foie, et du coeur

et des cellules hématopoiétiques (Brigotti et al., 2011) via la circulation systémique. En effet,

1 Systéme de survie des bactéries, régulant la réparation de 'ADN bactérien et a la reprise de la
réplication, en réponse a des lésions importantes de leur ADN. Ce mécanisme est régulé par le
répresseur LexA et I'activateur RecA.
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les récepteurs des Stx sont retrouvés a la surface d’'une variété de cellules humaines mais
semblent étre absents de la muqueuse colique (Schiller et al., 2004), bien que des travaux
aient montré la présence du récepteur Gb3 et Gb4 en faibles quantités (Zumbrun et al., 2010).
Les mécanismes empruntés par les Stx libres pour rejoindre la circulation systémique ne sont
pas entierement compris et plusieurs hypothéses ont été proposées (entres autres, la
transcytose indépendante ou dépendante du récepteur Gb3 et le transport paracellulaire

pendant la transmigration des neutrophiles) (Schaller, 2011).

Il a également été montré que certaines souches STEC sont capables de transloquer a
travers les cellules M pour traverser la barriere épithéliale. Aprés avoir été capturées par les
macrophages résidents, les Stx produites par les STEC induisent I'apoptose des macrophages
infectés sous-jacents et la libération des toxines et de cellules STEC dans la lamina propria
intestinale (Etienne-Mesmin et al., 2011). En complément de cette libération aprés la lyse
bactérienne, il a été montré que ces toxines pouvaient aussi étre libérées dans des vésicules
membranaires extracellulaires (Kolling and Matthews, 1999) capables d’étre internalisées par
les cellules épithéliales de l'intestin (Bielaszewska et al., 2017). Les mécanismes de sécrétion
et d’'internalisation des Stx jouent un rbéle fondamental dans la pathogénie des infections a

STEC et les dommages de I'organisme humain.
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Figure 11. Voies potentielles de translocation de la shiga toxine a travers I'épithélium intestinal humain.
Transcytose indépendante de Gb3 (a), transport paracellulaire pendant la transmigration des
neutrophiles (PMN) (b), induction de I'expression de Gb3 par une infection par EHEC/STEC, transport
rétrograde et libération de Stx aprés la mort cellulaire (c), translocation dépendante de Gb3 par les
cellules de Paneth (d) et transcytose par les cellules M (e) (d'aprés Schiller, 2011).
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B.4.2.3. Internalisation des shiga toxines par les cellules

eucaryotes

Pour induire une toxicité, les Stx pénétrent dans les cellules eucaryotes grace a la sous-
unité B qui présente une forte affinité pour le récepteur globotriaosylcéramide (Gb3) et dans
une moindre mesure, pour le globotétraosylcéramide (Gb4) (Legros et al., 2018). L’affinité de
la sous-unité B avec ces récepteurs membranaires permet l'entrée de la toxine dans le

cytoplasme de la cellule par endocytose (Figure 12).

Apres son internalisation, la sous-unité A subit un transport rétrograde vers le réticulum
endoplasmique ou elle est clivée en deux fragments (A1 et A2). Puis seule la chaine A1 est

transloquée dans le cytosol (Garred et al., 1997).
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Figure 12. Pathogenése des shiga toxines. Les Stx pénétrent dans les cellules eucaryotes grace a la
sous-unité B qui reconnait le récepteur globotriaosylcéramide (Gb3). Aprés son internalisation, la Stx
est clivée au niveau du réticulum endoplasmique, libérant la chaine A1 dans le cytosol. La sous-unité
A1 inhibe la traduction enduisant la mort de la cellule (d’aprés Bhunia, 2018).

B.4.2.4. Action cytotoxique des Stx

Une fois dans le cytosol, la toxine peut exercer son activité N-glycosidase et cliver TARN
ribosomal 28S conduisant a l'inhibition de la traduction. La shiga toxine entraine ainsi plusieurs
réponses cellulaires et dans la plupart des cas, la finalité est 'apoptose. Le déclenchement
des signaux apoptotiques par les cellules atteintes est de diverses origines : le stress
ribotoxique, 'accumulation de protéines non repliées dans le RE et I'expression de certaines
cytokines (Foster and Tesh, 2002; Cherla et al., 2006; Lee et al., 2021).
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La mort de ces cellules déclenche une réaction inflammatoire locale et participe, avec
l'action des Stx, a la formation de Iésions associées aux microangiopathies thrombotiques
(MAT), typiquement observées lors d'un SHU (Fila and Jones, 2022). La MAT est un ensemble
de maladies au cours desquelles les petits vaisseaux sanguins de I'organisme sont obstrués

par des petits bouchons de plaquettes, ce qui atteint a terme différents organes (AP-HP, 2020)

Les lésions de MAT au niveaux du systéme vasculaire intestinal contribuent a la
présence de sang dans les selles du patients, caractéristique d’'une infection a STEC (Schiller,
2011). Les mécanismes physiopathologiques causant les diarrhées hémorragiques ne sont
pas entierement connus. La libération des Stx et la réponse immunitaire déclenchées par les
STEC entraineraient I'érosion de la muqueuse colique et la destruction de ces capillaires
sanguins. Plus grave, les Iésions de MAT au niveau des reins et du cerveau sont responsables
a terme de l'apparition de SHU et de purpura thrombotique thrombocytopénique (PTT) plus

rarement.
C. Manifestations cliniques d’une infection a STEC

Les symptdmes d’une infection a STEC sont variés. On peut observer chez les malades
une diarrhée légére non compliquée a une diarrhée sanglante sévére et dans des cas graves
des complications comme un syndrome hémolytique et urémique (SHU) ou un purpura

thrombotique thrombocytopénique (PTT).

Les premiers symptOdmes apparaissent généralement entre 2 a 12 jours aprés la
l'ingestion de la bactérie (ANSES, 2019). Les principaux symptémes sont la diarrhée et une
évolution vers une colite hémorragique qui inclut crampes abdominales et diarrhée sanglante.

Des nausées et des vomissements sont parfois signalés.

La colite hémorragique survient dans 60 % des cas diagnostiqués positifs aux STEC et
est généralement observée chez des patients présentant trés peu de fiévre (Bruyand et al.,
2018; ANSES, 2019). Bien que ces symptdmes s'améliorent généralement en une semaine,
10 a 15 % des cas d’infection & STEC développent un SHU (Bruyand et al., 2018).

Un SHU est diagnostiqué par les signes cliniques suivants : une insuffisance rénale
aigué, une diminution des globules rouges (anémie hémolytique) et du nombre de plaquettes
sanguines (thrombocytopénie). La létalité du SHU chez I'enfant 4gé de moins de 15 ans est
de 1 % en France (Bruyand et al., 2019). Le développement d’'un SHU induit une insuffisance
rénale chronique pour plus de 50 % des survivants et des complications neurologiques graves

dans 10 & 20 % des cas (Fila and Jones, 2022). L'infection @ STEC est la cause la plus
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fréquente dinsuffisance rénale aigle chez les enfants de moins de 5 ans (Mariani-Kurkdjian
and Bingen, 2012).

L’association des études épidémiologiques et le séquencage (WGS) systématique des
souches STEC isolées de patients ont mis en avant des facteurs propres aux souches
impliquées dans la survenue de l'infection ainsi que la sévérité des symptédmes. Par exemple,
les infections a STEC possédant les variants stx2a et stx2d sont pour la majorité associés a
des formes graves d’infection (Jones et al., 2020). Par ailleurs, les souches appartenant aux
sérotypes du Top-5 sont majoritairement incriminées dans les cas de coliques hémorragiques
et/ou de SHU (cf. partie A.2 ci-dessus).

La surveillance rapprochée des cas de SHU met en lumiére que les enfants de moins
de 3 ans sont principalement touchés par ces complications (Bruyand et al., 2019). Les
facteurs de risque de développer un SHU ne sont pas clairs, mais la composition du microbiote
pourrait étre un élément de réponse (Martins et al., 2022). Aussi, une étude menée sur une
souche STEC O157:H7 montre une sensibilité moindre aux conditions gastriques de I'enfant
que de l'adulte (Roussel et al., 2016). Cette méme étude montre que les niveaux d'expression
des génes stx et des génes d’adhésion eae et Ipf sont plus importants chez I'enfant que chez
I'adulte. Il a également été rapporté que l'immaturité du systéme immunitaire et une quantité
plus importante de récepteur Stx a la surface des cellules rénales d’enfants contribuent a la

susceptibilité des nouveau-nés au SHU (Chaisri et al., 2001).

Les études précédemment discutées ont pour principal modéle des souches STEC
0157. Les souches non-O157, en particulier les souches 026, O103 et O80 sont davantage
responsables d’infections et de développement de SHU en France de nos jours (Jones et al.,
2020). Ces souches présentent peut-étre des mécanismes différents de pathogénie. De plus,
I'absence d'un modéle in vivo proche de la physiopathologie humaine des infections a STEC
ajoute une difficulté supplémentaire a la compréhension du processus infectieux dans son

ensemble, y compris I'implication des facteurs liés a I'héte.
D. Stratégies thérapeutiques des infections a STEC

Les stratégies anti-infectieuses contre les STEC sont limitées de par l'influence de
certaines classes d’antibiotiques sur I'expression des shiga toxines et sur la modulation de la
perméabilité membranaire bactérienne pouvant favoriser la libération des toxines dans le
milieu extracellulaire. Outre les diarrhées qui se résolvent naturellement au bout de quelques
jours, le principal enjeu est de limiter la dissémination et I'action des Stx pour prévenir le

développement de SHU.
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Le traitement actuel d’une infection a STEC reste essentiellement symptomatique, en
particulier des dialyses et des transfusions sanguines. Les patients doivent généralement étre
hospitalisés dans des services spécialisés dans la prise en charge de SHU. Une prise en
charge multidisciplinaire est souvent nécessaire en phase aigué, impliquant des néphrologues,
des médecins de soins intensifs, des chirurgiens, des neurologues et des cardiologues (Jones
et al., 2020). En phase aigué, environ 60 % des patients ont besoin d'une dialyse et 80 %

d'une transfusion de globules rouges (Bruyand et al., 2018).

L’utilisation d’antibiotiques dans le cadre d’'une infection a STEC est controversée car
soupcgonnée d'étre associée a unrisque plus élevé de SHU. Cependant, seuls les antibiotiques
bactéricides seraient liés a un risque plus élevé de SHU (Smith et al.,, 2012), car ils
entraineraient la lyse cellulaire et par conséquent la libération des toxines dans I'organisme.
De plus, certains travaux réalisés avec de nombreuses souches ont démontré une grande
variabilité de réponses selon le sérotype et le type de shiga toxine produite (Pedersen et al.,
2008). Bien que les résultats des études semblent contradictoires, deux classes d’antibiotiques
se distinguent: (1) les fluoroquinolones (en particulier la ciprofloxacine) induisent une
production accrue de Stx par les isolats de STEC et (2) les macrolides et en particulier
'azithromycine apparaissent le plus souvent sans effet ou avec un effet inhibiteur du

développement bactérien (Agger et al., 2015).

A ce jour, les données scientifiques ne suffisent pas & interdire ou & recommander un
traitement par I'azithromycine pour les patients déclarant une infection a STEC (Haut Consell
de la santé publique, 2015; CNR des microangiopathies thrombotiques, 2021). Les infections
a STEC liées au sérogroupe 080 posent un dilemme thérapeutique, car ces souches peuvent

entrainer une septicémie, qui nécessite une antibiothérapie (Soysal et al., 2016).

Dans le cas de formes sévéres de SHU avec atteinte extra-rénale, la société francgaise
de pédiatrie recommande I'utilisation de I'Eculizumab (SOLIRIS®), un anticorps monoclonal
inhibiteur de la fraction C5 du complément. La shiga toxine peut activer le systéeme du
complément, un mécanisme de I'immunité innée, qui conduit a la lyse des cellules (Orth et al.,
2009). Cet anticorps bloque ainsi le processus inflammatoire et freine I'évolution de la maladie
(Walsh and Johnson, 2019).
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Figure 13. Schéma clé. Les grandes lignes de la pathogénie et de la physiopathologie des infections a
STEC sont globalement connues mais des lacunes restent & étre comblées, comme lidentification des
adhésines impliquées avant linteraction du couple Intimine/Tir, leur chronologie d’expression et leur
régulation. Les mécanismes de diffusion des Stx dans la circulation systémique sont aussi encore mal
compris. Le génome des STEC abrite également d’autres de facteurs de virulence, comme I'hémolysine
HIyA, la protéase EspP et la catalase KatP, mais leur réle dans la pathogénie des STEC n’est pas démontré
(Brugeére et al., 2012; Gouali and Weill, 2013). Nous retiendrons aussi la L-asparaginase Il qui inhibe la
prolifération des lymphocytes T, la cytotoxine subtilase (SubAB) ou encore le facteur d'élongation thermo-
instable (EF-Tu) dont le rle n’est pas connu (Torres et al., 2020; Tsutsuki et al., 2022).
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Chapitre 3

Lait cru et globules gras :

spécificités liées a la

membrane biologique

Ce troisiéme chapitre apporte des notions complémentaires a la revue de la littérature

présentée en Chapitre 1, sur les produits laitiers et les globules gras du lait cru.
Le lait cru, sa transformation et ces composants sont présentés.






A. Le lait cru

A.1. Définition

Le Codex Alimentarius définit le « lait » comme «la sécrétion mammaire normale
d’animaux de traite obtenue a partir d’'une ou de plusieurs traites, sans rien y ajouter ou en
soustraire, destiné a la consommation comme lait liquide ou a un traitement ultérieur » (Codex
Alimentarius, 1999). Concernant le « lait cru », sa définition est harmonisée en 2004 par le
Codex Alimentarius, tel qu’ « un lait qui n’a pas subi de traitement thermique a plus de 40 °C
ou tout autre traitement ayant un effet équivalent » (Codex Alimentarius, 2004). La
température du lait cru avoisine 37 °C — la température corporelle de I'animale — juste aprés
la traite. Le lait cru est donc un lait qui n’a eu aucun traitement autre que la réfrigération
immédiate apreés la traite a la ferme a 4 °C. La date limite de consommation (DLC) du lait cru
est trés courte (72 h aprés la traite si conservée au frais), ce qui en fait un produit peu

commercialisé par les enseignes de la grande distribution et par conséquent peu consommé.

Le terme « lait », sans qualificatif, désigne généralement le lait de vache, celui-ci étant
majoritairement consommé. Pour autant, le lait d’autres espéces animales comme celui de
chévre ou de brebis est couramment consommé en France (CNIEL, 2021). Dans d’autres
zones géographiques, du lait de jument, d’anesse, de lamate, de chamelle, de dromadaire, de

bufflonne, de renne, de zébu ou encore de yack sont culturellement consommeés.
A.2. Description du lait

Le lait cru est un liquide opaque et blanc, tirant vers le jaune s’il est riche en matiére
grasse. C’est un milieu aqueux complexe, caractérisé par plusieurs phases en équilibre
instable (Figure 14) : (1) une phase aqueuse (en bleu) dans laquelle sont dispersés les
protéines solubles, le lactose et les minéraux, (2) une phase colloidale majoritairement
composée d’assemblages de protéines, les micelles de caséines (en gris) et (3) une phase
grasse organisée sous forme de globules gras (en jaune). Le lait est donc a la fois une

suspension de protéines et une émulsion (i.e., un mélange non-miscible de deux liquides).

Un litre de lait contient prés de 900 g d'eau pour 130 g de matiére séche, largement
représentée par des micelles de caséines (protéines insolubles) en suspension dans la phase
aqueuse. Le lait, c’est aussi une émulsion naturelle de type « huile dans eau », dans laquelle
la matiére grasse est dispersée sous forme de milliards de gouttelettes lipidiques de I'ordre du

micromeétre dispersées dans la phase aqueuse du lait : les globules gras (Figure 14). Lorsque
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le lait n’est pas régulierement meélangé, les globules gras remontent a la surface du lait, par

différence de densité avec I'eau, et forment une couche de créme.

gras

Phase Globules gras
& Micelles de caséines
e® Minéraux (Ca, P K, Mg)

vs Protéines solubles
L]

's Lactose

&8 » Microorganismes

%

Figure 14. Observation du lait cru de vache au microscope (adapté de Lopez et al., 2015) et schéma
des différents constituants du lait cru. Le lait est une émulsion de type « huile dans eau » ou les globules
gras, la matiére grasse du lait et les caséines, les protéines majeures sont dispersées dans une phase
aqueuse riche en minéraux et en lactose.

Le lait entier contient la plupart des éléments indispensables au bon fonctionnement de
notre organisme : eau, protéines, vitamines, matiéres grasses, sels minéraux, lactose
(International Dairy Federation, 2021). Avec un pouvoir calorifique compris entre 650 et 850
calories environ pour 1000 g de lait, selon le traitement qui a été appliqué (traité thermiquement
ou cru), le lait de vache est un excellent aliment pour 'lhomme (Montjaux-Régis et al., 2011;
Salamonczyk, 2013).

Souvent décrit comme un « aliment vivant », le lait cru contient un microbiote d’'une
grande diversité. Le microbiote laitier est composé de divers microorganismes dont les plus
prédominants sont Lactococcus, Lactobacillus, Pseudomonas, Micrococcus, Staphylococcus
et des levures (Quigley et al., 2013; Tarrah et al., 2022). Certains de ces microorganismes
sont dits bénéfiques grace au role qu'ils jouent dans la santé du consommateur apres leur
ingestion (Kok and Hutkins, 2018). Le lait d'une mamelle saine étant stérile, les
microorganismes le colonisent au moment de la traite. Les sources de contamination sont
nombreuses et comprennent la surface des trayons et des machines, le personnel de
I'exploitation, I'environnement (y compris la litiere, I'air, I'eau et I'herbe), ainsi que les aliments

et les récipients de collecte (O’Sullivan and Cotter, 2017). Outre les cellules procaryotes, le

68



lait contient aussi des cellules somatiques (un mélange de cellules lactiféres et de cellules

immunitaires), sécrétées au cours de la traite (Alhussien and Dang, 2018).

D’un point de vue physico-chimique, le lait est un produit trés complexe ou la phase
grasse et la phase micellaire sont thermodynamiquement instables. L’environnement natif du
lait, notamment un pH 6.7 (Tableau 4), présente les conditions physico-chimiques adaptées a
I'équilibre de ces phases (Snappe et al., 2010). Les différents traitements qui peuvent étre
appliqués au lait cru visent a perturber I'équilibre de ces phases pour produire de nouveaux

produits tels que du beurre, du fromage ou des crémes glacées (Boutonnier, 2008).

Tableau 4. Caractéristiques physico-chimiques du lait (adapté de Boutonnier, 2008).

Paramétres Valeurs
Masse volumique a 20 °C 1028 — 1034 kg/m?
Point de congélation -0,555 °C
pH 6,6a6,8
Acidité titrable 15318 °D
Point d’ébullition 100,5 °C

A.3. Bref historique du lait cru

Le lait est avant tout un fluide biologique sécrété par toutes les femelles mammiféres
pour nourrir leur nouveau-né. La plupart des animaux juvéniles peuvent boire et digérer le lait
de leur mére. Excepté les humains, il est assez rare que les mammiferes consomment le lait
d’autres espéces. Fromages, yaourts et autres produits issus de la transformation du lait font
partie des aliments couramment consommeés par les humains et surtout recommandés par les
autorités (Cohen, 2017; Comerford et al., 2021). Depuis le début des civilisations, I'élevage et
la consommation de lait d'autres espéces, en particulier de vache, est devenu une stratégie

essentielle pour la survie.

Grace a la découverte de biomarqueurs de la matiére grasse laitiére dans des récipients
d’époque, l'analyse de I'age d'abattage des mammiféres et I'étude de peintures, les historiens
estiment la consommation par les humains de lait et de produits dérivés, depuis le néolithique,
I'ére de la domestication (Evershed et al., 2008). D’aprés les historiens, le lait était consommé
tel quel ou transformé, notamment en fromage ou en produits laitiers fermentés. Fabriquer du
fromage permettait non seulement de préserver le lait sous une forme plus facilement
transportable, plus stable dans le temps, mais également d’en faire un produit plus digeste.

En effet, la fermentation du lait cru facilite I'hnydrolyse des protéines et du lactose en acide
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lactique par les bactéries lactiques (Settanni and Moschetti, 2010; Sforza et al., 2012). En
Europe, et en particulier en France, la consommation de lait se développe a partir du XVIII®
siécle (Delbaere, 2008).

D’antan, le lait était utilisé comme un alicament’. Jusqu'au début du XXe siécle, il était
parfois prescrit sous forme d'injection sous-cutanée ou de lavement pour soigner la grippe, la
fievre typhoide, le typhon, l'orchite, la salpingite, la blennorragie (« Le lait, la vache et le
citadin » de Pierre-Olivier Fanig aux édition Quae, 2008). L’historien Pierre-Olivier Fanig
raconte également dans son ouvrage, qu’a I'hopital, un régime « lacté intégral » était
administré aux malades, parfois jusqu'a 3 litres par jour. Le lait d'anesse était parfois appliqué
en cataplasmes ou en collyre pour les yeux malades. Le lait d'anesse, considéré comme
proche du lait maternel, se voit attribuer par les médecins des propriétés particuliéres : plus
rafraichissant, plus réconfortant, plus rapidement digéré, il soigne les pathologies du poumon
comme la toux, les maux d'estomac, la goutte, les rhumatismes. Paradoxalement, au XlIXe
siécle, le lait était vecteur de nombreuses infections, notamment de la tuberculose, la diphtérie
de la fievre typhoide, conduisant les politiques et les scientifiques de I'époque a conduire des
recherches pour mieux préserver cet aliment nourrissant et protecteur pour I'organisme
(Currier and Widness, 2018).

A.4. Traitement du lait de consommation

Les découvertes de I'assainissement du vin par la chaleur, menées par Louis Pasteur et
Alfred de Vergnette de Lamotte au XIX® (Pasteur, 1873; Galvez-Behar, 2018), ont été adaptées
au lait cru quelques années plus tard, encouragées par le chimiste allemand Franz von Soxhlet
(Boor et al., 2017). Depuis le milieu du XX® siécle, la pasteurisation du lait cru est devenue
pratiquement systématique afin d’augmenter sa durée de conservation et d’améliorer la
sécurité sanitaire du produit destiné a la consommation humaine. Les méthodes d’élevage et
'amélioration des bonnes pratiques d’hygiéne lors de la traite aujourd’hui limitent fortement le
risque de contamination du lait cru par des bactéries pathogénes. De nos jours, le lait cru est
de haute qualité, bien que le risque microbiologique persiste comme le démontrent les

épidémies liées a la consommation de produits au lait cru et les résultats des analyses

' désigne un aliment qui contient des « composants classifiés ou non comme nutriments,
reconnus capables d'influencer une grande diversité de fonctions impliquées dans I'état de bien-
étre et de santé ou la réduction du risque des maladies » Marcel B. Roberfroid, Véronique
Coxam, Nathalie M. Delzenne, Aliments fonctionnels, Lavoisier, 2008, p. 55
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d’autocontréles réalisées par les producteurs et les industriels (Farrokh et al., 2013; Verraes
et al., 2015).

Aujourd’hui, grace au développement des techniques industrielles, différents traitements
thermiques sont appliqués au lait cru pour éliminer les dangers microbiens potentiellement
présents (thermisation, pasteurisation, stérilisation Ultra Haute Température - UHT) et de
surcroit augmenter sa durée de conservation. Le lait UHT peut étre conservé pendant 6 a 12
mois a température ambiante. En revanche, le lait pasteurisé doit étre conservé au frais (4-7
°C) pour une durée de conservation d'environ 2 semaines (Machado et al., 2017). Le lait
pasteurisé est trés souvent utilisé pour la fabrication de fromages alors que le lait UHT est
utilisé comme lait de consommation. Cependant, des bactéries, comme celles appartenant au
genre Bacillus, sont capables de produire des endospores et survivre au processus de
pasteurisation industrielle (Gopal et al., 2015). La plupart des pays appliquent donc une
législation réglementant le traitement thermique du lait cru afin de garantir 'absence de

microorganismes pathogenes.

Néanmoins, tous les traitements thermiques ont des conséquences sur la qualité et le
potentiel nutritionnel d’'un aliment méme a des températures peu élevées. Bien que le
traitement thermique vise en premier lieu a éliminer les microorganismes présents dans le lait,
la chaleur peut altérer d’autres composants, notamment les protéines (Raikos, 2010), les

composants glucidiques (Aalaei et al., 2019) et la structure de la matiére grasse (Lopez, 2005).

Outre les traitements thermiques, la microfiltration peut étre utilisée pour maitriser
certains microorganismes pathogénes tout en limitant I'impact du traitement sur les autres
composants du produit. La microfiltration est une technique de conservation récente utilisant
des membranes poreuses extrémement fines (de 0,8 ou 1,4 ym) permettant de retenir les
bactéries du lait (2 a 6 ym) (Lopez and Fauquant, 2016). En amont de la microfiltration, la
matiére grasse est séparée, stérilisée, puis rajouté a la phase aqueuse du lait microfiltré. Cette
étape permet d’éviter que la matiére grasse ne colmate les pores de la membrane filtrante. Un
lait microfiltré conserve ainsi une partie des microorganismes naturels et doit étre conservé au
froid, comme un lait pasteurisé. Il se conserve 15 jours a température ambiante et 72 h aprés
ouverture et stockage a basse température. Le lait microfiltré conserve ses propriétés
gustatives et ses saveurs, se rapprochant de celles du lait cru. La microfiltration est également
utilisée en technologie fromageére, pour retirer la flore naturelle et réensemencer avec une flore
contrélée (Montel et al., 2003).

Néanmoins, toutes ces méthodes nécessitent une homogénéisation préalable de la

matiere grasse pour la stabiliser physiquement. L’homogénéisation est un procédé
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mécanique, qui consiste a faire passer le lait a haute pression (en général 100 a 200 bars dans
l'industrie laitiere) dans un petit trou pour casser les globules gras et diminuer leur diamétre
autour de 0,6 — 0,8 ym en moyenne contre 4.6 um initialement (Lynch et al., 2006). Dans ces
conditions, la phase grasse du lait est dite « stabilisée » et ce procédé permet de limiter la

remontée de la créme a la surface.

B. Les produits laitiers et habitudes de consommation

B.1. Du lait cru aux produits laitiers

Les produits laitiers proviennent tous d’'une seule et méme matiére primaire : le lait cru.
Comme stipulé précédemment, le lait, et en particulier celui de vache, est consommé
régulierement par ’homme sous diverses formes. Les produits laitiers sont regroupés en 3
catégories : les laits (cru, standardisé, pasteurisé, stérilisé, UHT, en poudre, demi-écrémé,
entier, écrémé, fermenté), les fromages, les laits fermentés ainsi que les fromages blancs. La
creme fraiche, les glaces, les crémes et le beurre ne sont pas systématiquement classés
comme des produits laitiers mais plutdt comme des corps gras, car souvent riches en matiére
grasse et sucres, et pauvres en calcium et en protéines. De par sa grande richesse en eau, le

lait est parfois classé dans la catégorie des boissons.

L’industrie laitiére applique ainsi différents traitements au lait cru pour obtenir les produits
qui composent la grande famille des produits laitiers. La transformation du lait fait intervenir
uniquement des processus physiques et/ou biochimiques. Parmi les traitements principaux,
on retrouve : (i) 'écrémage et le crémage qui consistent a séparer la creme du lait pour la
production de beurre ou de créme de consommation ou pour standardiser la concentration en
matieére grasse dans le produit fini, (ii) la fermentation du lait grace aux réactions biochimiques
naturelles des bactéries et de leurs enzymes, comme la fermentation lactique ou propionique
utilisée pour la fabrication de fromages, ou encore (iii) la coagulation par I'ajout de présure ou
autres enzymes coagulantes qui permet la transformation du lait en caillé, des fromages et de

certains desserts lactés (Soustre et al., 2017).

Pour chaque catégorie de produits laitiers, on distingue des sous-catégories selon le ou
les types de traitements thermiques qui ont été appliqués au lait (cru, pasteurisé, UHT, etc) et
I'espéce de I'animal s’il ne provient pas de la vache (chévre, brebis, etc). La réglementation
prévoit pour les laits de consommation deux critéres obligatoires sur I'étiquette : 'espéce de
I'animal s’il ne provient pas de la vache, le taux de matiére grasse et le procédé utilisé pour
allonger sa durée de conservation (Légifrance, 2007). En France, il n’est pas obligatoire

d’indiquer que le lait a été homogénéisé.
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B.2. Consommation des produits laitiers

Chaque Francais achéte en moyenne 36 litres de lait, 25 kg de produits laitiers ultra-frais
(yaourts, fromages blancs), 4 kg de cremes, 13 kg de fromages et 2,5 kg de beurre par an
(CNIEL, 2021). En volume, les laits de consommation conditionnés sont les produits les plus
achetés mais en valeur ce sont les fromages. lIs représentent environ 7,8 milliards d’euros de
marchandise contre 1,9 milliard pour les laits conditionnés (FranceAgriMer, 2020). Les
industries agroalimentaires frangaises présentaient un chiffre d’affaires de prés de 40 milliards
d’euros en 2018 (CNIEL, 2021). Ces chiffres restent élevés mais les ventes des produits
laitiers tendent a diminuer (Figure 15-A). Plus précisément, depuis 1994, la consommation de
lait liquide et de yaourt diminue auprés des enfants et des adultes, alors que la consommation
de fromages tend a se stabiliser (Figure 15-B). Aussi, les types des produits laitiers
consommeés au cours de la vie varient avec I'age. Le lait est davantage consommé par les

enfants alors que la consommation de fromages augmente avec I'age (Figure 15-C).

En ce qui concerne le lait cru, les habitudes de consommation et les ventes sont mal
connues, contrairement aux fromages au lait cru (Bagel and Sergentet, 2022). En effet, le lait
cru étant peu commercialisé par les circuits de la grande distribution, mais plutét via des
circuits courts du producteur directement ou en vente dans une coopérative, peu de chiffres
sont disponibles. Toutefois, une étude réalisée en 2013 rapporte qu’environ 3,4 % des
Américains consommeraient du lait cru (Buzby et al., 2013). Un rapport mené par 'Agence
britannique des normes alimentaires, Food Standards Agency, souligne un regain d’attrait des
consommateurs pour le cru, avec prés de 10 % de consommateurs contre 3 %, en 2012 (FSA
and ACSS, 2018).
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C. Composition du lait cru

C.1. La phase aqueuse du lait cru

L'eau est le constituant le plus important du lait (900 - 910 g.L™") dans lequel sont
dispersés tous les autres constituants (protéines, sucres, minéraux, lipides) (Tableau 5). Cette
phase est stable et contient la majorité des sucres, des sels minéraux et des protéines
solubles. Les glucides du lait sont majoritairement représentés par le lactose (49 g.L™"). Le
lactose joue un réle nutritionnel particulier et intervient également comme sources de
fermentation pour les bactéries lactiques, abaissant le pH et induisant la coagulation du lait
(Adam et al., 2005). D’autres oligosaccharides ont été identifiés dans le lait cru mais en faibles
quantités. Il s’agit du glucose et du galactose qui proviendraient de I'’hydrolyse du lactose. De
plus, certains glucides sont retrouvés combinés a des protéines et des lipides, formant ainsi

des glycoconjugués (Gopal and Gill, 2000).

La phase aqueuse du lait est une source importante de minéraux qui varient de 8,5a 9
g.L" (Tableau 5). Parmi eux, le calcium est trés souvent mis en avant lors de la promotion de
la consommation de produits laitiers. Il s’agit de 'un des constituants des os et des dents et
joue un réle important dans la contraction musculaire, la transmission de l'influx nerveux et la
coagulation sanguine (Katiyar, 2022). Le lait contient également du potassium, du phosphate,
du magnésium et du sodium. D’autres éléments sont également présents a de plus faibles
concentrations ou a I'état de traces dans le lait : soufre, fer, cuivre, zinc, iode, manganése,
bore, fluor, silicium (Guo and Hendricks, 2008). Les minéraux du lait se trouvent également
sous forme micellaire insoluble. Cet équilibre minéral entre la phase colloidale et la phase
soluble dépend a la fois du pH, de la force ionique et de la température du lait (Le Graet and
Brulé, 1993).

Les protéines sériques (solubles) représentent environ 17 a 18 % de la matiére azotée
totale du lait (Tableau 5). De plus, 5 a4 6 % de la matiére azotée est présente sous forme non
protéique (urée, créatine, acides aminés). La B-lactoglobuline et I'a-lactalbumine représentent
les protéines solubles majeures de la phase aqueuse et les protéines mineures regroupent les
immunoglobulines (environ 13 %), la sérum albumine bovine (environ 7 %) et la lactoferrine
(environ 4 %). Ces protéines présentent des propriétés fonctionnelles et nutritionnelles pour
'homme trés intéressantes (Vargas-Bello-Pérez et al., 2019). Divers enzymes comme des
protéases, phosphatases, lipases et lysozymes sont aussi retrouvées dans le lait ainsi que

des vitamines hydrosolubles (vitamines du groupe B et vitamine C) (Tableau 5).
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Tableau 5. Composition d'un litre de lait de vache (adapté de Guo and Hendricks, 2008; Snappe et al.,
2010).

Eau 900a910g
Extrait sec dont : 125a135¢g
MATIERE GRASSE 35a45¢g
LACTOSE 47a52¢g
MATIERES A'ZOT!EES 302369 100 %
composé de :
Caséines : 24a28¢g 77a78 % 100 %
Caséine as1 9a11g 36%
Caséine B 9a11g 34%
Caséine K 3a4g 13 %
Caséine as2 3a4g 10 %
Caséiney1,2,3 1a2g 7%
Protéines sériques : 5a7g 17218 % 100 %
B-Lactoglobuline 2a4g 50 %
a-Lactalbumine 1a15¢g 22 %
Sérum albumine bovine 01a04g 5%
Immunoglobulines 06a10g 12 %
Protéase peptones 06a18g 10 %
Azote non protéique :
Créatine, Urée, Acides aminés 1,59 536 %
MINERAUX 85a9g
Calcium 12a1,25¢g
Potassium 1,34 g
Clore 1,04 g
Phosphate 0,95g
Sodium 042940589
Magnésium 0,98 g

C.2. La phase colloidale du lait cru

La phase colloidale est une suspension de particules dispersées dans la phase aqueuse.
Ces particules sont des micelles phosphocalciques ou micelles de caséines. Les caséines
représentent 70 a 78 % de la matiére azotée du lait (Tableau 5). Ce sont des protéines
insolubles liées au phosphore et au calcium. Les caséines sont classées en quatre isoformes
principales, les caséines as1, Os2, B et K, dont la moitié est présente sous la forme a (Holt,
1992). Les micelles de caséines sont chargées négativement dans le lait cru, -20 mV a pH 6.7
(Bijl et al., 2019). Il en résulte des répulsions électrostatiques entre micelles assurant leur

stabilité et évitant leur agglomération. Les micelles de caséines peuvent étre déstabilisées
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sous l'action de facteurs extérieurs (acidification, alcool, sels) qui neutralisent les charges
négatives (Snappe et al., 2010). Il s’ensuit alors I'agglutination des micelles de caséines : c’est
la coagulation du lait.

C.3. La phase grasse du lait cru

C.3.1. Les globules gras du lait cru

La matiere grasse du lait cru est présente sous forme de microgouttelettes de
triglycérides (TAG) entourées d’une membrane biologique complexe (Figure 16). Ces
microgouttelettes sont appelées « globules gras » (GG) ou « milk fat globules » (MFG) en
anglais. La membrane qui les entoure, appelée la membrane des globules gras du lait (« milk
fat globule membrane »; MFGM), assure l'intégrité et I'individualité des globules gras (Lopez
and Ménard, 2011).

Membrane des globules gras (MFGM) Glycocalyx

| Bicouche externe de
la MFGM

Monocouche interne
= dela MFGM

Bovine milk
-§ Mature

human milk

d: 4.5-5um

8 1 d: 4 um

0.01 0.1 1 Size (um) 10 100

Figure 16. Globules gras dispersés dans le lait cru, distribution de taille des globules gras, schéma et
image de microscopie électronique a transmission de la membrane des globules gras (adaptée de
Gallier et al., 2015; Lopez et al., 2015 et Ortega-Anaya et al., 2022).
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Entre 1,5 et 4 milliards de globules gras sont présents dans un millilitre de lait de vache
(Boutonnier, 2008). La taille des globules gras varie de moins de 200 nm a plus de 15 pym
(Lopez, 2020). Le diamétre moyen se situe entre 2,5 et 4,5 ym (Figure 16). La taille des
globules gras est dépendante de la race, de I'animal, du stade de la lactation, du régime
alimentaire et de la saison (Lopez, 2020). Les globules gras bovins ont un diamétre moyen de
4 pm, tandis que les MFGs de laits de chévre (3,19 ym), de chamelle (2,99 um) et de brebis
(3,78 um) sont plus petits. Les MFGs de lait de bufflonne (8,7 um) sont eux, beaucoup plus
grands (El-Zeini, 2006).

Toutes les interactions entre les globules gras et la phase aqueuse s’opérent a travers
la MFGM. Dans les conditions physico-chimiques du lait cru (Tableau 4), les globules gras
sont en suspension dans la phase aqueuse du lait cru. La stabilité de la phase grasse repose
sur les charges négatives de la membrane des globules (MFGM) au pH du lait (pH 6.7 ;
Tableau 4) provoquant un phénoméne de répulsion électrostatique et retenant chaque globule
gras a distance. En raison de la différence de densité entre la phase aqueuse et les globules
gras (densité = 0,92), les globules gras remontent spontanément et lentement a la surface

formant une couche de créme enrichie en globules gras (Loi de Stokes ; (Bird, 1991)).

Lors d’'un phénoméne d’instabilité, les globules gras peuvent se rencontrer et conduire
a différents phénoménes comme la floculation ou la coalescence (Figure 17). La floculation
ou agrégation est un processus réversible au cours duquel les globules gras en suspension
s’agglomérent. L’agrégation des globules gras est favorisée a basse température grace a des
cryoglobulines (Euber and Brunner, 1984). La coalescence est un processus irréversible qui

correspond a la fusion de plusieurs globules gras.
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Figure 17. Représentation schématique de la déstabilisation de I'émulsion du lait cru. La phase aqueuse
apparait en blanc et la phase grasse/globules gras en bleu (d’aprés Boutonnier, 2008).

La quantité de matiére grasse du lait cru est estimée entre 35 a 45 g.L' (Tableau 5) et
se compose en moyenne de 96 % de triglycérides, de phospholipides (1 %) et d’'une fraction
insaponifiable (1 %) constituée en grande partie de cholestérol (Boutonnier, 2008). La matiére
grasse du lait cru est caractérisée par une trés grande variété d’acides gras (Lindmark
Mansson, 2008). Plus de 400 acides gras ont été identifiés dont la majorité sont des acides
gras saturés a hauteur de 60 a 70 % (acide stéarique, palmitique, butyrique), une minorité
d’acides gras insaturés (30 a 35 % ; acide oléique, palmitoléique), et peu d’acide gras
polyinsaturés (acide linoléique) (Boutonnier, 2008). La matieére grasse du lait contient
également des vitamines liposolubles : les vitamines A, D, E et K (Gaucheron, 2011). Les
lipides apportent de I'énergie dont certains sont essentiels au bon fonctionnement de
l'organisme en agissant sur des fonctions vitales telles que la coagulation sanguine ou
linflammation (Palm and Rodenfels, 2020). lls sont aussi utilisés par notre corps pour la

formation des membranes phospholipidiques des cellules.
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C.3.2. Origine des globules gras du lait cru et de leur

membrane

La structure des globules gras du lait cru est liée aux mécanismes impliqués dans la
formation des gouttelettes lipidiques au sein des cellules sécrétrices et a leur mode d’expulsion
(Figure 18). Leur cceur lipidique, composé de triacylglycérols (TAG) est synthétisé au niveau
du réticulum endoplasmique (RE) des cellules lactiféres. Lors de la sécrétion du RE, le coeur
des TAG s’entoure d’'une membrane interne composée de protéines et de lipides qui lui
permettent de se disperser dans le cytoplasme (Lopez, 2020). Les microgouttelettes lipidiques
ainsi formées fusionnent ensemble pour en former de plus grosses avant d’étre sécrétées
dans la lumiére des alvéoles (Singh and Gallier, 2017). Lors de leur sécrétion, les
microgouttelettes s’enveloppent de la bicouche phospholipidique originelle de la cellule
sécrétrice (Keenan and Mather, 2006). Cette bicouche lipidique mesure environ 10 a 20 nm
d'épaisseur (Lopez et al., 2008). Les globules gras ainsi formés présentent alors une triple
couche phospholipidique constituant la membrane biologique (MFGM) qui a une épaisseur
d’environ 10 a 50 nm (Figure 16). La MFGM expose les composants structurels de la
membrane de la cellule sécrétrice et permet de stabiliser 'émulsion dans la phase aqueuse
du lait. Une partie du cytoplasme de la cellule sécrétrice peut également étre déversée dans
le lait ou étre emprisonnée au sein de la membrane des globules gras lors de la sécrétion des

globules gras (Reinhardt and Lippolis, 2006).

MILK FAT GLOBULES
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Apical plasma / :
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Figure 18. Origine intracellulaire, croissance, transit et sécrétion des globules gras du lait (d'aprés
Lopez, 2020)
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C.3.3. La membrane du globule gras (MFGM)

Les MFGs se distinguent d’autres formes naturelles d’organisations de matiéres grasses
par la présence de la membrane biologique (MFGM) qui entoure le noyau de TAG, et en fait
son originalité et sa spécificité. En effet, d’autres organisations supramoléculaires complexes
de la matiére grasse sont également décrites, comme les lipoprotéines dans le jaune d'ceuf ou
les corps lipidiques aussi appelés oléosomes dans les graines oléagineuses qui sont
recouverts d’'une monocouche de phospholipides, de stérols et de protéines (Meynier and
Genot, 2017).

La MFGM représente 3 a 3,9 % de la creme et se compose principalement de lipides
(64 a 71,8 %) et de protéines membranaires (22,3 a 28 %) (Figure 19). A la surface de la
MFGM, environ 10 % de glycoconjugués (glycolipides et glycoprotéines) sont retrouvés (Ross,
2016). Les lipides de la MFGM représentent environ 1 % des lipides totaux du lait cru et
présentent un mélange unique de phospholipides (glycérophospholipides et sphingolipides

principalement) (Ortega-Anaya et al., 2022).

La structure de la MFGM est dynamique, et les lipides et les protéines qui la composent
sont distribués de maniére hétérogéne (Evers et al., 2008). La MFGM est essentiellement une
matrice fluide désordonnée, composée de lipides polaires insaturés
(phosphatidyléthanolamine (PE), phosphatidylcholine (PC), phosphatidylsérine (PS) et
phosphatidylinositol (PI)). Sont retrouvés également, deux types de microdomaines distincts :
(i) des microdomaines riches en glycoprotéines et (ii) des microdomaines lipidiques ordonnés,
que I'on trouve dans la bicouche externe, riches en sphingomyéline (SM) et cholestérol (Figure

19). Ces microdomaines lipidiques ordonnés sont appelés « radeaux lipidiques » (lipid raft).
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Figure 19. Schéma de la MFGM (d’aprés Ortega-Anaya et al., 2022) et images de microscopie
confocale a fluorescence montrant I'hétérogénéité structurelle de la MFGM composés de
microdomaines riches en glycoconjugués et des radeaux lipidiques (encart, d’aprés Lopez, 2020).

Les protéines de la MFGM représentent moins de 4 % des protéines totales du lait bovin
(Murgiano et al., 2009) et 25 % a 70 % de la masse du matériel membranaire récupéré des
globules gras du lait (Ortega-Anaya et al., 2022). Plus de 600 protéines de la MFGM dans le
lait bovin ont été identifiées (Ortega-Anaya et al., 2022). Le Tableau 6 présente les principales

caractéristiques des protéines et glycoprotéines majoritaires de la MFGM du lait bovin.
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Tableau 6. Protéines majeures de la MFGM (adapté de Ortega-Anaya et al., 2022).

Fonctions

Glycosylation*

Anti-infectieux contre les bactéries et
les virus en empéchant leur liaison aux
cellules intestinales.

Protéine hautement glycosylées
(60 % du poids total)
composant le glycocalix.
Principalement des O-
glycosylations et également des
N- glycosylations. Résidus
d’acide sialique, Man, Gal, Fuc,
GalNAc and GIcNAc.

Protége la glande mammaire et
I'intestin des nouveau-nés contre les
infections bactériennes par la
production de peroxyde d'hydrogéne et
d'oxyde nitrique. Localisé entre la
couche interne et la bicouche externe
de la MFGM.

Pas de fonction connue. Représente
pres de 1,5 % du total des protéines
MFGM.

Fait partie du glycocalyx.
Principalement des O-
glycosylations et également des
N-glycosylations. Résidus
d’acide sialique.

Récepteur du collagéne et des
thrombospondines (protéines qui
bloquent la croissance des vaisseaux
sanguins). Récepteurs éboueurs
(Scavenger receptor) des cellules en
apoptose. Impliquées dans le transport
des acides gras a longue chaine.

Fortement glycosylée
représentant 24 % du poids
total. Principalement N-
glycosylations avec des résidus
Man, Gal, Fuc, GalNAc et
GlIcNAc.

Membre de la superfamille des
immunoglobulines. Protéine adhésive.
Agit comme un récepteur. Effet positif

sur le systeme immunitaire. Co-
inhibiteur de l'activation des cellules T.
Protéine la plus abondante du MFGM

(50 % des protéines totales)

N-glycosylations avec des
résidus Fuc et LacdiNAc.

Facilite le transport des triglycérides et
d'acides gras entre le réticulum
endoplasmique et les gouttelettes en
formation pendant la sécrétion des
MFGs.

Propriétés adhésives avec et impliqué
dans la régulation de la coagulation.

Impliquée dans l'inhibition du rotavirus.

O-glycosylations avec des
résidus Man, Fuc, Gal, GalNAc,
GIcNAc, d’acide sialiques et
Neu5Ac.

. Masse
Protéine ) .
moléculaire
. 250-450
Mucin 1 (MUC-1) kDa
Xanthine
déshydrogénase
I oxydase (XDH/ 120 kDa
XO0)
Mucine 15
(MUC-15) 96-100 kDa
Cluster de
différenciation 77 kDa
36 (CD36)
Butyrophiline
(BTN) 66 kDa
Adipophiline
(ADPH) 52 kDa
PAS 6/7 ou
lactadhérine 48-54 kDa
Protéine de
liaison aux
acides gras 13 kDa
(FABP)

Inhibe la croissance de lignées
cellulaires tumorales. Impliqué dans le
transport des acides gras dans le
cytoplasme. Peut se lier au CD36.

Fuc : Fucose ; Gal : Galactose ; GalNAc : N-acétylgalactosamine ; GlcNAc
diacetyllactosamine; Man : Mannose ; Neu5Ac : Acide N-acétylneuraminique.

: N-acétylglucosamine ; LacdiNAc : N,N-

*La glycosylation correspond a I'ajout d’oligosaccharides au cours de la biosynthése de certaines protéines. On distingue
deux grandes catégories de glycosylation : la N-glycosylation et la O-glycosylation, selon les acides aminés qui vont porter
ces résidus sucrés, asparagine et sérine ou thréonine, respectivement.

83



C.3.4. Avantages pour la santé des macromolécules de la
MFGM

La MFGM est une source importante de protéines et de lipides, dont beaucoup sont
glycosylés (Figure 19 et Tableau 6) et présentent des fonctions bénéfiques pour la santé
humaine. Néanmoins, le mode d’action des composants de la MFGM dans les processus
bénéfiques pour la santé humaine est mal compris. Toutefois, il existe plusieurs évidences. Au
niveau intestinal, Bhinder et al., (2017) ont montré qu'une supplémentation en
MFGM favorisait la profération des cellules intestinales et une plus grande richesse d'espéces
dont une diminution du niveau de Pseudomonadota et augmentation du niveau de Bacillota.
L’étude a également mis en avant un effet protecteur de la MFGM contre I'inflammation induite
par la toxine de C. difficile (Bhinder et al., 2017). D’autres travaux ont montré que la MFGM
peut neutraliser certaines toxines bactériennes dont la cytotoxine vacuolisante d'Helicobacter
pylori (VacA) (Wada et al., 2010), la toxine cholérique et la neurotoxine botulique de type A
(lIwamori et al., 2008) et se lier aux shiga toxines (Herrera-Insua et al., 2001). Des travaux ont
également mis en avant le role protecteur de la MFGM contre les infections a rotavirus
(Newburg et al., 1998), a L. monocytogenes (Sprong et al., 2012) ou a STEC (Douéllou et al.,
2018). Au niveau du cerveau, I'assimilation des MFGM améliore les performances cognitives,
la myélinisation et le déclin cognitif (Ortega-Anaya et al., 2022). De plus, les récepteurs Toll-
like et les protéines clusterine et ténascine impliquées dans le systéme immunitaire sont
connues pour étre des composants antibactériens et ont été identifiées de maniére minoritaire

lors d’analyses des protéines de la MFGM (Lee et al., 2018).

La glycosylation des composants de la MFGM laisse supposer que ces molécules
agiraient comme des substrats compétitifs pour les sites de liaison sur les surfaces épithéliales
des cellules intestinales (Spitsberg, 2005; Douéllou et al., 2017b). Le réle principal des
glycoconjugués de la MFGM semblerait étre de fournir une protection contre les agents
pathogénes (Ortega-Anaya et al., 2022). En effet, les protéines de la MFGM présentent des
similarités avec celles retrouvées a la surface des cellules intestinales (Jiménez-Flores and
Brisson, 2008). L affinité des bactéries pour les globules gras du lait cru est connue depuis
des années mais I'étude des mécanismes est récente. Les travaux actuels soutiennent que
les mécanismes impliqués sont multifactoriels et probablement espéce ou souche spécifique
(Kosmerl et al., 2021). Une étude menée sur les STEC a mis en évidence que la présence de
globules gras du lait cru modulerait 'adhésion des STEC a la barriére intestinale des souris
(Douéllou et al., 2018). Dans ce contexte, les globules gras du lait cru pourraient se comporter

comme des leurres et prévenir I'infection a STEC.
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Figure 20. Schéma clé. Spécialiste des fromages au lait cru, la France a développé une économie autour
des produits laitiers, réputés bons pour la santé. Dés sa sortie du pis, le lait cru est rapidement colonisé par
les microorganismes de I'environnement de la ferme, majoritairement bénéfiques ou inoffensifs pour
'homme. Dans certaines circonstances, des microorganismes pathogenes peuvent coloniser le lait.
L’absence d’un traitement thermique préserve ce microbiote naturel et ces propriétés bénéfiques associées
et conséquemment le risque pathogéne. Par soucis de prévention, les autorités frangaises recommandent
aux populations a risques, en particulier les enfants de moins de cinqg ans, de ne pas consommer de produits
au lait cru. Produit longtemps sous-estimé, la membrane des globules gras (MFGM) est riche en
macromolécules bioactives dont des glycoconjugués ayant des propriétés antiadhésives contre certains
entéropathogénes. La MFGM est une source prometteuse de nouvelles molécules fonctionnelles pour
l'organisme humain en particulier la santé intestinale, la nutrition infantile et la protection contre des
pathogénes entériques
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Hypothéses de recherche

L’adhésion est une étape clé dans la colonisation environnementale des bactéries. Cette
étape primaire est spécifique et elle est généralement conduite par des interactions
moléculaires entre un récepteur et un ligand. Les aliments et notamment le lait cru contiennent
divers ligands susceptibles d'inhiber I'adhésion des agents pathogénes a I'hdte comme des
glucides libres ou associés a des protéines, agissant comme des ligands mimétiques pour les
bactéries pathogénes. Par ailleurs, la membrane biologique qui entoure les globules gras du
lait cru (MFGM) est connue pour présenter des composants similaires a ceux retrouvés dans
'environnement intestinal. La modulation de 'adhésion des STEC a la barriére intestinale par
la présence des globules gras du lait cru (MFGs) a été démontrée, mais les mécanismes fins

impliqués dans cette inhibition ne sont pas élucidés.

Comme la MFGM provient de la membrane biologique des cellules eucaryotes lactiféres,
nous avons émis I'hypothése que les mécanismes d'association des STEC aux MFGs sont
probablement similaires aux mécanismes d’adhésion aux cellules de I'héte. Ainsi, nous avons
supposé que l'association des STEC avec les MFGs du lait cru impliquerait des interactions
moléculaires et spécifiques entre les protéines de surface des STEC et les protéines de la
membrane des globules gras. De par I'aspect spécifique des mécanismes d’adhésion, I'affinité
des STEC pour les globules gras pourrait étre détournée a des fins préventives pour purifier
le lait cru des STEC. De plus, a cause de la diversité des souches STEC, nous avons émis
I'hypothése que I'affinité et la nature de I'association pouvaient étre dépendante du sérotype

de la souche. Ainsi, nous avons construit ce projet autour de deux objectifs :

1. Evaluer 'association de souches STEC de différents sérotypes (majoritairement
responsables d’infections humaines, a savoir 0157:H7, 026:H11 et O103:H2) avec
les globules gras du lait cru et la réduction du niveau des STEC dans le lait cru via
I'élimination de la matiére grasse (Article 1).

2. ldentifier la nature de l'association STEC-MFGs et les composants moléculaires

des STEC impliqués dans I'association (Articles 2 et 3).
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globules gras du lait cru

Article de recherche n°1
Bagel, A. et al., 2022, Strain- and serotype-dependent affinity of Shiga Toxin-
producing-Escherichia coli for bovine milk fat globules. Journal of Dairy Sciences. 105,
8688-8704
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ABSTRACT

Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) are
widely detected in raw milk products intended for hu-
man consumption. Although STEC are a worldwide
public health problem, the pathogenicity of STEC in
cheese remains unclear. In fact, bacterial association
with compounds in raw milk cheeses could reduce their
pathogenicity. A previous study showed the association
of 2 STEC strains with raw milk cream in a natural
creaming assay. Different concentrations of each strain
were required to saturate the cream. In this study, we
hypothesized that all STEC strains could be associated
with milk fat globules (MFG) in raw milk and that
the bacterial load required for saturation of the cream
is serotype dependent. We evaluated the affinity of
STEC strains belonging to the O157:H7, 026:H11, and
0103:H2 serotypes for bovine raw milk cream and ana-
lyzed saturation of the cream layer by natural creaming
assay. We used 12 STEC strains and 3 strains belonging
to another pathotype to assess the effects of serotypes
on this phenomenon. We performed sucrose density gra-
dient centrifugation assays with 2 STEC model strains
to confirm the results obtained by natural creaming.
The localization of STEC within MFG-enriched creams
was observed by confocal and electron microscopy. We
recovered approximately 10 times more STEC from
the cream layer after natural creaming than from raw
bovine milk. The concentration of STEC required to
saturate the cream layer (the saturation concentration)
was estimated for each strain by nonlinear regression,

Received January 18, 2022.
Accepted July 1, 2022.
*Corresponding author: delphine.sergentet@vetagro-sup.fr

highlighting a strain and serotype effect. Moreover, the
concentration of STEC in the cream was milk fat level
dependent. However, even in nonsaturating conditions,
a high level of STEC was still present in the aque-
ous phase, after fat separation. Thus, natural creaming
should not be used as the sole preventive measure to
remove STEC from naturally contaminated raw milk.
The results of our study suggest that cream saturation
is a complex mechanism, most likely involving specific
interactions between STEC and raw MFG.

Key words: STEC, bovine raw milk cream, creaming,
cream bacterial saturation, food microbiological safety

INTRODUCTION

Raw milk is a biological fluid produced by lactating
mammals as a nutritional source for their young. It is
an oil-in-water-type emulsion, consisting of an aque-
ous phase (>80%) in which lactose, whey proteins,
and minerals are dissolved (Jost, 2007). The dispersed
phase consists of casein micelles and milk fat globules
(MFG), which account for at least 95% of the milk
fat (Jost, 2007). Whole cow milk generally contains 35
to 40 g/kg of fat (Silanikove et al., 2015). Raw milk
is slightly acidic or close to neutral pH and contains
various ions. For example, bovine raw milk has a pH
close to 6.7 to 6.8 and an ionic strength of 80 mM
(Gaucheron, 2005; Nian et al., 2012).

Fermented raw milk products, such as raw milk
cheeses, are consumed worldwide (Baschali et al., 2017;
Arias-Roth et al., 2022). In some countries, they are
part of the gastronomic heritage and contribute to re-
gional socioeconomic development (Soni and Dey, 2014;
Bagel and Sergentet, 2022). Raw milks, and therefore
raw milk cheeses, have a rich microbiota from various
environmental sources that are partly responsible for
their organoleptic properties (Quigley et al., 2013; Inter-
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national Dairy Federation, 2016). However, pathogenic
bacteria including Campylobacter spp., Salmonella spp.,
Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC), and
Listeria monocytogenes, may contaminate raw milk if
poor hygiene practices have been applied during milk-
ing (EFSA BIOHAZ Panel, 2015). Surveillance and
implementation of good practices at different steps of
cheese production help to reduce the risk of contamina-
tion (FAO/WHO, 2021).

Raw milk and raw milk cheeses have been associ-
ated with foodborne STEC infections in humans from
different countries (Honish et al., 2005; Espié et al.,
2006; Baylis, 2009; Mungai et al., 2015; Perrin et al.,
2015; Currie et al., 2018; FAO/WHO, 2019; Treacy et
al., 2019). When STEC-contaminated milk is used to
produce raw milk cheeses, STEC may survive and be
ingested by the consumer. Therefore, the presence of
STEC strains in milk and raw milk cheeses is a very
important and complex issue for microbiological risk
assessment and may result in significant economic
losses for the industry. Pathogenic STEC have the
potential to cause severe forms of infection, such as
hemorrhagic colitis, and systemic complications in the
form of hemolytic uremic syndrome, due to the ac-
tion of Shiga toxins. Severe STEC-associated disease
is more common in patients under 5 yr of age. The
major STEC virulence factor is the Shiga toxin, which
is encoded by the stz gene (ANSES, 2017). In addition,
the locus of enterocyte effacement is found in most
human-pathogenic STEC strains.

However, dairy products, in particular MFG, can
have positive effects on the immune system, in part
due to their antimicrobial properties (Ofek et al., 2003;
Claeys et al., 2013; Yoon et al., 2016; Douéllou et al.,
2018; Bagel and Sergentet, 2022). Bovine MFG are lipid
droplets, with a mean diameter of 4 pm, formed by a
core of triglycerides enveloped by a biological phospho-
lipid triple membrane called the milk fat globule mem-
brane (MFGM) (Kosmerl et al., 2021). The MFGM
acts as an emulsifier, prevents coalescence of MFG, and
protects triglycerides against lipase activity (Dewet-
tinck et al., 2008). As a consequence of the mechanisms
of milk fat secretion from mammary epithelial cells, the
MFGM is a complex trilayered structure, comprising a
monolayer of polar lipids derived from the endoplasmic
reticulum and a bilayer of polar lipids originating from
the apical plasma membrane of the mammary secre-
tory cells (Keenan and Mather, 2006; Evers et al., 2008;
Lopez, 2020). Thus, the outer bilayer of the MFGM
contains diverse (glyco)-proteins and (glyco)-lipids on
its surface (Reinhardt and Lippolis, 2006). These gly-
coconjugates form the glycocalyx and act as a source
of specific bacterial and viral ligands (Spitsberg, 2005;
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Douéllou et al., 2017b) that can vary during lactation
(Wilson et al., 2008).

Bacterial affinity for MFGM surface components has
been shown for various bacterial species, particularly
for lactic acid and propionic bacteria (Brisson et al.,
2010; Douéllou et al., 2017b; Gomand et al., 2018;
Guerin et al., 2018). The work reported in Douéllou
et al. (2018) examined the affinity of 2 STEC strains
belonging to key serotypes (O157:H7 and O26:H11)
for bovine raw cream. The affinity of these pathogenic
strains for the bovine raw cream was limited. Cream
layers were only saturated at high STEC concentra-
tions in raw milk, and the 2 strains presented different
saturation profiles. Based on these observations, we
hypothesized that all STEC strains have an affinity
for raw milk cream and MFG, and that this affinity is
serotype dependent.

The objectives of this study were (1) to confirm
the affinity of STEC for bovine raw milk cream using
a large STEC strain collection; (2) to identify their
localization in raw milk cream; and (3) to determine
the possible effect of serotype and strain on this phe-
nomenon.

During natural creaming, MFG spontaneously
rise to the surface due to the difference in density
between MFG and the aqueous phase of milk (Stokes’
law; Bird, 1991). We performed natural creaming as-
says of raw milk experimentally contaminated with
12 STEC strains and 3 strains belonging to another
pathotype to evaluate the affinity of STEC for cream.
‘We contaminated milk with each strain separately, at
different levels, to assess any strain-specific effects of
the saturation concentration (SC). The phenomenon
of saturation of STEC was affined with 2 model STEC
strains. In addition, we studied the physical conges-
tion of the cream layer by STEC and the effect of
milk fat content on the level of STEC in cream, and
we characterized the STEC cells that did not associate
with MFG.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial Strains and Culture Conditions

A total of 12 STEC (E. coliwith the eae and stz genes)
and 3 attaching-effacing Escherichia coli (AEEC)
strains (E. coli with the eae gene) were selected from
the collection of the French National Reference Labo-
ratory (VetAgro Sup, Marcy-1'Etoile, France). Details
of STEC and AECC collection used in this study are
presented in Table 1. This study included O157 and
non-0157 strains: O157:H7 (n = 5), 026:H11 (n = 5),
and O103:H2 (n = 5). We paid particular attention to
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Table 1. Shiga toxin-producing Escherichia coli and attaching-effacing E. coli (STEC/AEEC) strain collection

Intimin and Isolation
Strain shigatoxin genotype  Origin Detailed t)l‘igin1 date Reference
Serotype O157:H7
SAKAI eae’ stxl" str2" Human HUS 1996 Hayashi et al., 2001
EDL933 eae” stxl* str2t Human HUS 1983 Perna et al., 2001 N
1044 eae” stxl” stz2* Dairy product Bovine raw milk cheese 2012 French national STEC reference laboratory”
5280-B eae’ stxl* str2" iry product Bovine raw milk cheese 2019 French national STEC reference laboratory
2044-A eae” stxl” stz2” Dairy product Bovine raw milk cheese 2016 French national STEC reference laboratory
Serotype 026:H11
21765 eae” stxl” stx2" Human HUS 2005 Galia et al., 2015
11368 eae” stal" stz2” Human HUS 2001 Ogura et al., 2007
103 eae’ strl® stz Dairy product ~ HUS 2012 French national STEC reference laboratory
2157-A eae” stxl™ stx2t Dairy product Bovine raw milk cheese 2018 French national STEC reference laboratory
4315-A eae” stxl” stz2” Dairy product Bovine raw milk cheese 2019 French national STEC reference laboratory
Serotype 0103:H2
PMK5 eae’ stzl" str2” Human HUS 1993 Mariani-Kurkdjian et al.. 1993
32396 eae’ stxl* str2t Human HUS 2011 Mother and Child Hospital®
1487-A eae” stxl" ste2" Dairy product Bovine raw milk cheese 2018 French national STEC reference laboratory
2503 eae” stel" str2 Dairy product  Bovine raw milk cheese 2012 French national STEC reference laboratory
445-14 eae” stxl” st airy product ovine raw milk cheese 2 rench national § reference laboratory
445-14 '+ strl” str2” Dairy prod Bovi ilk cl 2012 Frencl ional STEC ref laborat

'HUS = hemolytic uremic syndrome.

French national STEC reference laboratory, VetAgro Sup, Marcy-I'Etoile, France.

*Mother and Child Hospital, Hospices Civils de Lyon, Bron, France.

the origin and virulence genes of the strains. For each
sub-serotype, we used 2 strains isolated from human
cases and 3 others from bovine raw milk cheese. We
selected strains according to the presence of stxzl or
stz2 (n = 4), or the absence of these genes (n = 1).
The nonpathogenic E. coli K-12 str. MG1655 was also
included in this study.

Bacteria were stored at —80°C in brain heart infusion
(BHI, BioMérieux) supplemented with 30% glycerol.
Bacteria were plated from glycerin-BHI frozen stock
(—80°C) on Luria-Bertani agar plates (Oxoid) and
incubated at 37°C for 24 h. The day before the ex-
periments, one colony was picked from the plate and
cultured overnight at 37°C in BHI. This procedure was
performed for each experiment described herein. Shiga
toxin-producing E. coli (eae+, stz+) are potentially
highly pathogenic, and safety precautions must be
taken when using these strains. If not otherwise speci-
fied, all experiments were performed in a biosafety level
3 laboratory.

Bovine Raw Milk

Bovine raw milk was purchased either from the local
market or directly from farms (Lyon and surrounding
towns, France). Raw milk was stored at 4°C and used
within 3 d. The fat content of raw milk and the cream
layer were quantified by Gerber’s acid butyrometry
method, according to the standard NF ISO 19662
(Agrolabs, Aurillac, France). For confocal laser scan-
ning microscopy (CLSM) observations, milk from the
morning milking was purchased directly from a farm.
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E. coli Saturation Test in Bovine Raw Milk Cream
by Natural Creaming Assay

Exzperimental Plan. A diagram describing the
experimental plan design is available in supplemental
data (Supplemental Figure S1; http://dx.doi.org/10
.17605/0SF.IO/K86TA; Bagel et al., 2022). For each
E. coli strain, an adequate volume of overnight bacte-
rial suspensions, containing approximately 5 x 10° cfu
according to the optical density (ODgy)/cfu per mL
relation, was centrifuged for 5 min at 5,000 x ¢ at
22°C £ 1°C using a Sorvall ST 16R centrifuge (Thermo
Fisher Scientific). The pellets were suspended in 50 mL
of raw bovine milk to obtain a final concentration of ap-
proximately 8 logy, cfu/mL. Three different milks were
used and were contaminated with independent STEC
cultures. Suspensions were 10-fold serially diluted in
raw milk to obtain four 45-mL samples of contaminated
raw bovine milk for each strain. The samples contained
approximately 8 logy, 7 logyy, 6 logyg, or 5 logy, cfu/
mL. We collected three 100-pL aliquots from each E.
coli-contaminated milk, serially diluted the aliquots in
tryptone salt broth, and immediately plated them in
duplicate on E. coli Brilliance medium (ECB, Thermo
Fisher). We used a Whitley Automated Spiral Plater
(AES Chemunex, BioMérieux) to enumerate E. coli.
Plates were incubated for 18 to 24 h at 37°C, and colo-
nies were counted. Raw milk suspensions were placed
at 4°C for 16 to 24 h, to allow natural cream separation
(creaming). After creaming, the volume of the cream
layer was evaluated by reading directly on the tube
(Falcon tube, 50 mL, Corning Life Sciences). We col-
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Table 2. Media and growth conditions used for raw milk microbiological analysis

Microbiological class

Total mesophilic flora

Enterobacteria

Mesophilic coliforms

Thermotolerant coliforms

Escherichia coli, B-glicuronidase positive
Escherichia coli and coliforms

Agar plate Growth conditions
Plate count agar (PCA, Oxoid) + 0.1% skim milk (Regilait) 30°C: 72 h
Violet red bile glucose agar (VRBG, Biokar) 37°C; 24 h
Violet red bile lactose agar (VRBL, Biokar) 30°C; 24 h
Violet red bile lactose agar (VRBL, Biokar) 44°C; 24 h
Tryptone bile X-glucuronide medium (TBX, Oxoid) 44°C: 24 h
Brilliance E. coli/Coliform-selective agar (ECB, Oxoid) 37°C: 24 h

lected three 100-pL samples from the cream layer in
each tube, taking care to sample different areas. Esch-
erichia coli were enumerated as previously described
for raw milk.

In addition, total microflora, mesophilic coliforms,
thermotolerant coliforms, Enterobacteria, and E. coli
of raw milk used were counted. Briefly, raw milk was
serially diluted in tryptone salt medium (BioMérieux),
plated twice on specific media, and incubated according
to manufacturer recommendations (Table 2).

Estimation of SC by Nonlinear Regression. For
each tube, the concentration of E. coli in milk (C,,, in
cfu/mL) and in cream (C,,,,, cfu/mL) was estimated
by the sum of the 3 bacterial counts divided by the
total volume of the 3 samples. We hypothesized that if
STEC strains have an affinity for MFG in milk, STEC
cells would be concentrated in the cream layer. The
concentration of STEC in the cream should thus be
dependent on the cream concentration factor (a). The
concentration of STEC did not affect the volume of
cream (V,,..,, in mL); therefore, for each tube, a is
only dependent on the milk and is equal to the ratio of
the volume of milk (V,,;, mL) to the volume of cream
(Vs THL):

Thus, if our hypothesis is true, STEC cells are all
concentrated in the cream. If a saturation phenomenon
exists, we expect this relation to be true only for low
C,.a, Whereas C.,,, would reach a saturation (C,,,,)
at high C,;; from a concentration threshold, which we
called the SC. The SC may depend on the STEC strain.
We estimated the SC for each STEC strain from ob-
served data, assuming SC does not depend on the milk.
For this purpose, we fitted the following simple model
for each STEC strain to the C,,,,, values obtained:
lek,.j xa; if C",,Ik',}, < 8C,

cream;; =Y
and

Corsamy = SC%a; if Cry; > 5C,

cream;;

with ¢ the index for milk serial dilutions (i = 1 to 4),
and j the index for milks (j = 1 to 3).
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In this model, only the threshold parameter SC is
estimated for each strain, the values of a; being calcu-
lated as me,] / me) for each milk j. We estimated SC

by nonlinear regression using the nls() function of R
software (R Core Team, 2021) after logarithmic trans-
formation of the concentrations to respect the hypoth-
esis of the Gaussian error model:

l‘)gl() (Ccrcam'-j) = logl() (Cmill:‘-)) £ nglO (a]) if q"ilk'j < SC
and

10610 (Coram, ) = 10910 (SC) +logio a;) if i, > SC.

E. coli Saturation Test in Bovine Raw Milk Cream
by Sucrose Density Gradient Centrifugation Assay

Exzperimental Plan. A diagram describing the
experimental plan design is available in the supplemen-
tal data (Supplemental Figure S2; http://dx.doi.org/
10.17605/OSF.IO/K86TA; Bagel et al., 2022). Three
bovine raw milk samples were spiked to 10 log; cfu/mL
with each selected STEC strain, as previously described
in the natural creaming assays. The strains O157:H7
str. EDL933 and O26:H11 str. 21765 were selected as
model strains due to their different affinities for cream
(these strains showed the highest and lowest SC). All
STEC-spiked raw milk suspensions were 10-fold serially
diluted with raw milk to obtain a range of contaminated
milk concentrations for each strain and were incubated
at 4°C for 30 min to allow STEC-MFG adhesion. All
STEC-contaminated raw milks were 10-fold serially di-
luted in tryptone salt and plated in duplicate on ECB
medium (18-24 h at 37°C) to enumerate STEC. Then,
to separate STEC cells associated with MFG from
those that were not, a sucrose density gradient (SDG)
centrifugation assay was used as described in Brisson et
al. (2010). Briefly, 4 mL of each E. coli-contaminated
milk was added to the top of a double phase system
consisting of 5 mL of 20% sucrose and 5 mL of 60%
sucrose (Sigma Aldrich, Merck). Samples were then
centrifuged at 4,000 x ¢ for 30 min at 4°C. Both MFG
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and STEC-MFG complexes have a lower density than
sucrose solutions and, therefore, rise to the surface with
a minimal amount of raw milk proteins, whereas STEC
not associated with MFG are pelleted. The MFG and
STEC-MFG complexes were recovered with a sterile
spatula and dispersed in 4 mL of sterile PBS (Sigma
Aldrich, Merck). Creams were enumerated for STEC as
previously described for raw milk.

Estimation of SC by Nonlinear Regression. For
each condition, we disposed of the measured concentra-
tion of STEC in milk (C,,, in cfu/mL) and in cream
(Crpeums cfu/mL). As previously described, we fitted the
following simple model for each STEC strain to values

of C,,,.., obtained:
Cammi = Cmiﬂ'i xa if C,m»,ki < SC,
and
Cc,.mmé = 8C xa if C,m-,ké >SC,

with ¢ the index for milk serial dilutions (i =1 to 4). In
this experiment, the volume of cream was resuspended
in the same volume of milk; thus, a = 1 for each milk.

Evaluation of Cream Physical Congestion
by Competitive E. coli Saturation Test

Competitive natural creaming of raw milk was per-
formed with 2 STEC: O157:H7 str. EDL933 and O26:
H11 str. 21765. Strains were selected according to their
affinity for the cream layer (high and low SC) and the
colony phenotype on ECB medium. In our collection,
only OI157:H7 strains are (3-glucuronidase negative
(GUD") and cannot cleave the chromogenic substrate
X-Glu added to the ECB medium. Strains belonging
to O26:H11 or O103:H2 serotypes appear as purple
colonies (LAC*, GUD"), whereas O157:H7 strains ap-
pear pink (LAC*, GUD") on ECB agar plates. Natural
creaming assays were carried out following the protocol
described in the previous section, with several modifi-
cations. Raw milk was experimentally spiked to 8 logy
cfu/mL with O157:H7 str. EDL933 and O26:H11 str.
21765, and placed at 4°C for 18 to 24 h. Raw milk was
also spiked to 8 log)y cfu/mL with each strain for the
control experiment (no competition). Creaming with no
enrichment step (no STEC) was also performed, to esti-
mate the natural microflora in the cream layer. Purple
and pink colonies were enumerated from cream and
raw milk and were identified as the 21765 and EDL933
strains, respectively. The serogroup of the colonies was
verified by agglutination tests (Slidex E. coli 026, Bio-
Meérieux; E. coli O157 Latex, Oxoid, Thermo Fisher
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Diagnostics). Dual- and single-strain creaming assays
were performed in triplicate (3 independent cultures).

Effect of Fat Content on STEC Concentration
in Cream

To confirm the role of milk fat in the phenomenon of
saturation, we performed an SDG centrifugation assay
as previously described but with diluted raw milk. Raw
milk was diluted 2-fold or 10-fold with UHT skimmed
bovine milk and experimentally spiked to 6 log;, cfu/
mL with O157:H7 str. EDL933 or O26:H11 str. 21765.

Evaluation of Adhesion Capacity of Non-Adherent
STEC Cells

To confirm the phenotype of STEC cells that did not
associate with MFG, pelleted STEC cells were used to
spike uncontaminated raw milk, and the SDG centrifu-
gation test was performed several times. Raw milk was
spiked with the O157:H7 str. EDL933 to a final concen-
tration of 6 log;; cfu/mL and incubated at 4°C for 30
min. Then, 10 mL of spiked milk was added to the top
of a double-phase system consisting of 15 mL of 20%
sucrose and 15 mL of 60% sucrose in a 50-mL tube.
Samples were then centrifuged at 4,000 x g for 30 min
at 4°C, as previously described. Milk fat globules were
recovered with a sterile spatula and dispersed in 10 mL
of sterile PBS. Sucrose solutions were gently removed
with a vacuum pump. Pellets containing unassociated
bacteria were transferred to a new tube, washed with 5
mL of sterile PBS, and pelleted again by centrifugation
for 5 min at 5,000 x g at 4°C. Washed pellets were used
to spike 10 mL of uncontaminated bovine raw milk and
were treated as previously described. In total, 3 cycles
of contamination — centrifugation — pellet isolation —
contamination were performed. Both MFG and spiked
raw milk were 10-fold serially diluted in tryptone salt,
plated in duplicate on ECB medium, and incubated
for 18 to 24 h at 37°C to enumerate STEC. The con-
centration of STEC in the pellet was determined by
enumeration of STEC in the newly contaminated raw
milk. Each experiment was repeated to ensure repro-
ducibility (i.e., 2 different cultures were performed).

Microscopic Observations

Confocal Laser Scanning Microscopy. Confocal
laser scanning microscopy was used to localize E. coli
cells in bovine raw cream. With a Nikon A1R micro-
scope (Nikon) installed in a non-biosafety level 3 labo-
ratory, the model strain AEEC O26:H11 was used for
CLSM observations, and the experiments were realized
in a BSL-2 laboratory. Raw bovine milk was inoculated
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with AEEC 026:H11 at 5 log); cfu/mL and stored at
4°C for 16 to 18 h. The cream obtained by natural
creaming of MFG as a function of time upon storage
was recovered and used for CLSM observations. Briefly,
100 pL of the cream sample was stained using the fol-
lowing method. A specific fluorescein-5-isothiocyanate
(FITC) anti-O26 antibody (BioMérieux) was used to
visualize the O26 E. coli strain (FITC anti-O26 concen-
tration, 14 pg/mL). The triglyceride core of the MFG
was stained with Nile Red fluorescent dye (5H-benzo-
a-phenoxazine-5-one,9-diethylamino, Sigma Aldrich;
50 pg/mL in propanediol). After labeling, samples
were kept for 30 min at 19 £ 1°C in the dark. Labeled
samples were then diluted 1:2 in milk ultrafiltration
permeate. Some samples were observed after 4 h at
room temperature to promote E. coli growth and facili-
tate their localization in the cream sample. The experi-
mentally contaminated labeled creams were observed
with a 60x oil immersion objective. The samples (3
pL) were loaded between sealed coverslips. Both FITC
and the Nile Red fluorescent dyes were visualized at
488/515 nm and 560/595 nm (N/Naw), Tespectively.
The 2-dimensional images had a resolution of 512 x
512 pixels, and the pixel scale values were converted
into micrometers using a scaling factor. In the multiple
labeled samples, different colors were used to locate
the fluorescent probes (e.g., red for triglyceride stained
with Nile Red, green for E. coli cells stained with FITC
anti-026).

Transmission Electron Microscopy. The MFG
were washed to remove unadsorbed proteins from the
samples, using a protocol adapted from (Patton and
Huston, 1986). Briefly, raw milk samples were warmed
to 40°C, and then 10 mL of milk was mixed with 5
mL of a 0.22-pm-filtered 50% (wt) sucrose solution.
The milk/sucrose sample was deposited at the bottom
of a 50-mL centrifuge tube filled with 30 mL of a 5%
(wt) sucrose solution. Centrifugation was performed
at 1,600 x ¢ for 20 min at 22°C £ 1°C to form a
layer of washed MFG at the top of the tubes. The
top layer, containing the washed MFG, was collected
in an adequate volume of phosphate buffer (43 mM
NaH,PO,/Na,HPO,; pH = 6.8; ionic strength = 80
mM) to approximate the pH and ionic strength of
milk. Sucrose, NaH,PO,, and Na,HPO, were supplied
by Sigma Aldrich (Merck).

Purified MFG were contaminated with approximately
8 logyy cfu/mL of a stationary STEC or AEEC culture
(BHI, 37°C) and kept for 2 h at 19°C £ 1 to allow
association. Contaminated creams were then labeled
with 2 mg/mL cationized ferritin (Electron Microscopy
Sciences, Delta Microscopies) for 30 min at 19°C + 1.
Samples were then mixed with 3% low-temperature
gelling agarose solution (Electron Microscopy Sciences)
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maintained at 40°C (vol/vol). One hundred microliters
was immediately placed into a disposable plastic 1-mm-
thick mold. Solidified samples were cut into 1-mm®
blocks and then immersed in a 2% glutaraldehyde
solution (0.2 M; cacodylate buffer; pH 7.2; Electron
Microscopy Sciences) at 4°C. All pieces were rinsed 3
times in saccharose 0.4 M/cacodylate-Na-HCl, pH 7.4,
0.2 M (Electron Microscopy Sciences) for 1 h at 4°C
and post-fixed with 2% OsO4 in cacodylate-Na-HC],
pH 7.4, 0.3 M (Electron Microscopy Sciences) for 1 h at
4°C. Afterward, samples were dehydrated in a graded
series of ethanol and transferred to propylene oxide.
Impregnation was performed with Epon epoxy resin
(Electron Microscopy Sciences). Inclusion was obtained
by polymerization at 60°C for 72 h. Ultrathin sec-
tions (approximately 70 nm thick) were cut on a UCT
(Leica) ultramicrotome, mounted on 200-mesh copper
grids coated with 1:1,000 poly-L-lysine, stabilized for
1 d at room temperature, and contrasted with uranyl
acetate and lead citrate. Sections were examined with
a 1400JEM 120 kV transmission electron microscope
(Jeol).

RESULTS

Affinity and SC of E. coli Strains in Bovine
Raw Cream

To evaluate the affinity of STEC and AEEC strains
for bovine raw MFG, natural creaming saturation tests
were performed for a set of 16 E. coli strains (Table 1).
Figure 1 shows the concentration of each E. coli strain
in cream as a function of the initial concentration in
raw milk with the regression curve for each milk (n =
3). All data are available in Supplemental Figure S3
(http://dx.doi.org/10.17605/OSF.I0/K86TA; Bagel et
al., 2022). Table 3 shows the bacterial count of each
raw milk used in this experiment.

The concentration of each E. coli strain in the cream
obtained by natural creaming was ~1 logy; cfu/mL
greater than the initial enrichment level (Figure 1).
Escherichia coli strains were mainly recovered in the
cream layer when the bacterial level in raw milk
ranged from 5 to 7 logyy cfu/mL or from 5 to 8 log,
cfu/mL, depending on the strain (Figure 1). However,
at higher inoculum levels—7 or 8 logy, cfu/mL—the
concentration of E. coli in the cream was limited; the
cream layer appeared saturated by E. coli. The esti-
mated SC were between 6.94 and 8.05 log;, cfu/mL
(minimum and maximum of SC) for STEC and AEEC
strains (Figure 2). The saturation of the nonpatho-
genic E. coli K-12 str. MG1655 was also evaluated,
and this strain showed the highest SC, estimated at
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Figure 1. Saturation curves of Escherichia coli strains in raw milk cream obtained by natural creaming assay. The concentration of each E.
coli strain in the raw milk cream layer as a function of its initial concentration in milk was plotted for each milk used (points) as well as the
regression curve (flat line). Colors represent different milks (n = 3).

8.21 logyy cfu/mL with a 95% confidence interval (CI)
[7.98; 8.45]. The fitting procedure failed to estimate
the CI of the O103:H2 str. PMKS5, due to the lack of
observed points in the saturation phase. An SC great-
er than the maximal contamination level (C, .
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represented as black bars in Figure 2) means that the
saturation point has not been reached. This was the
case for 4 strains: PMKS5, which had an undefined up-
per CIL; the O157:H7 2044-A and 1044 strains; and the
nonpathogenic E. coli K-12 str. MG1655 (Figures 1
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Table 3. Bacterial counts (logy, cfu/mL) of raw milk used in Escherichia coli saturation test in bovine raw milk cream by natural creaming

assay
Total
mesophilic Mesophilic Thermotolerant E. coliand  E. coli, 3-gluenronidase

Milk sample flora Enterobacteria coliforms coliforms coliforms positive

1 4.74 2.53 1.00 <1 2.52 <1

2 5.90 4.56 4.06 1.02 4.98 <1

3 5.90 4.64 _— 3.85 5.11 <1

4 4.74 3.23 4.10 — 2.40 <1

'Raw milk samples were plated twice on specific media and incubated according to manufacturer recommendations (Table 2). The concentra-
tions were estimated by the mean of duplicates. Not all strains have been characterized with the same milk, and a total of 4 milks were used.

and 2). The volume of cream obtained at the end of
the natural creaming experiments and the calculated
cream concentration factor, a parameter of the nonlin-
ear model used for estimated SC, are presented in
Table 4.

All strains belonging to the O26:H11 serotype satu-
rated the cream layer and could be parsed into 2 groups
based on the SC value. The cream layers were saturated
at either ~7 log)y cfu/mL (4315-A and 21765 strains;
group 1) or ~7.5 logy, cfu/mL (11368, 103, and 12157-
A strains, group 2). However, both O26:H11 strain
groups showed lower SC than the O157:H7 strains. The
strains belonging to the O157:H7 serotype presented a
very low intravariability compared with the other sero-
types and displayed an SC at ~8 logy, cfu/mL. For the
0103:H2 serotype, only the human-pathogenic PMK5

strain presented a distinct profile. The cream layer was
not fully saturated in these conditions (Figure 1), and
the model could not estimate the SC (Figure 2). The
other O103:H2 strains displayed a similar SC at ~7.5
logyy cfu/mL.

The STEC associated with MFG were purified from
raw milk using an SDG centrifugation test. The experi-
ment was performed with 2 pathogenic STEC strains
that showed extreme SC values: O157:H7 str. EDL933
and O26:H11 str. 21765. The majority of viable STEC
cells were found in the cream fraction up to a concen-
tration threshold (Figure 3A) as previously described
for natural creaming experiments. The SC of the O26:
H11 str. 21765 was estimated at 5.98 log;, cfu/mL,
whereas O157:H7 str. ELD933 saturated the cream at
7.22 logyy cfu/mL (Figure 3B).

Eae+ (Dairy product) =)= Eae+, Stx+ (Dairy product) =@@= Eae+, Stx+ (Human) =@m Non-pathogenic

MG1655 1

445-14 1
2503
1487-A -
32396 -
PMK5 -

2044-A -
5280-B A
1044 -
EDL933 -
SAKAI 4

4315-A+
2157-A+
1034
11368 4
21765 1

—— |
—_—— |

LLH:9Z0 I | LH:LS10 | [ THE0L0 | @

7.0 7.5

8.0

Estimated saturation concentration (log1o CFU.mL")

Figure 2. Estimation of the saturation concentration (SC) of Escherichia coli strains in the raw cream layer from natural creaming assay.
Segments represent 95% CI. For the E. coli 0103:H2 str. PMKS5 strain, the model could not estimate CI. Black bars represent the mean of the
maximal spiked level (Cmilk,,.). Strains with SC above this threshold were considered nonsaturating under these conditions. The genotype and

the origin of the strains are indicated in different colors.
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Table 4. Volume of the cream layer (V,.,) obtained by natural
creaming assay and the logy, of the concentration factor (a) for each
strain and repetition

Verean (mL); logyo(a)

Serotype and
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Localization of the 026:H11 AEEC Strain
Around MFG

In the CLSM images, the E. coli cells specifically
labeled with FITC anti-O26 appeared as green cells

strain Repetition 1 Repetition 2 Repetition 3 )
s e 2 (Figure 4A-1). As expected, MFG were concentrated
0120?{11 - - . in the cream. Our CLSM observations showed that the
11368 ; 0:9; ; 0:9; 0:;8 026:H11 AEEC cells were located around some, but
2157-A 5; 0.95 5; 0.95 0.78 not all, MFG (Figure 4A). The AEEC cells were ob-
21765 5; 0.95 5; 0.95 0.78 served in close contact with an MFG (Figure 4A-5). In
4315-A 5 0.95 5; 0.95 78 o S
Ol57-H7 addition, some AEEC cells were visualized in the serum
1044 5;0.95 8 0.75 6; 0.88 phase of the cream.
2044-A 5;0.95 8, 0.75 6, 0.88 Using transmission electron microscopy, AEEC
5280-B 5 0.95 8 0.75 6; 0.88 . . :

EDL933 5 0.95 8 075 6 0.88 cells were observed in contact with the MFGM for
SAKAI 5:0.95 8: 0.75 6: 0.88 each strain and serotype assayed (Figure 4B). For the
0103:H2 strains belonging to the O157:H7 and O26:H11 sero-
1487-A 5:0.95 5 0.78 the 1 ide of bacterial cell z tact
2503 5 0.95 078 types, the largest side of bacterial cells was in contac
32396 5:0.95 0.78 with the MFEGM. Pili were observed for some strains
;{Tlié ?) ggj (Figure 4B-2, B-3), but no large extracellular append-

K12 MG1655 5 0.95 5 0.95 ages were visualized in contact with the MFGM.
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Figure 3. Shiga toxin-producing Escherichia coli cream saturation assay obtained by sucrose density gradient centrifugation test. (A)
Saturation curve of O157:H7 str. EDL933 and O26:H11 str. 21765 for raw milk cream. For each strain, the concentration in cream versus the
initial concentration in milk was plotted (point), as well as the regression curve (flat line). (B) Estimation of the saturation concentration by

nonlinear regression (filled circle). Segments represent 95% CL
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Spatial Congestion of E. coli Cells in Cream
Evaluated by a Competitive Natural
Creaming Assay

To evaluate whether bacterial spatial congestion
could be responsible for the saturation of STEC in
cream, we performed a competitive natural creaming
assay, by experimentally spiking milk with 2 STEC
strains with significantly different SC. The concen-
tration of O157:H7 str. EDL933 in cream was 0.50
logyy and 0.45 logy, cfu/mL higher than the initial
concentration in raw milk for the control and compe-
tition tests, respectively (Figure 5). The difference in
bacterial concentration in cream was less than —0.08
log)y cfu/mL for O26:H11 str. 21765 in both condi-
tions (Figure 5). No difference was observed between
the control (single strain) and competition (2 strains)
samples. These data suggest that the O157:H7 str.
EDL933 strain could still be concentrated in an al-
ready saturated cream.

Effect of Raw Milk Fat Content on STEC
Concentration in Cream

The initial STEC concentration in raw milk was
fixed to 6 log)y cfu/mL. The STEC concentration in
cream decreased as a function of fat content (Figure
6). The STEC concentration in cream from undiluted
raw milk was 5.43 logy, cfu/mL for O26:H11 str. 21765
and 5.89 logy cfu/mL for O157:H7 str. EDL933. With
EDL993, a majority of STEC cells were recovered from
the cream layer of raw milk, whereas for 21765, only
half of the cells were recovered from the cream layer.
In half-diluted raw milk, the concentrations were 4.94
logyy cfu/mL for O26:H11 str. 21765 and 5.69 logy, cfu/
mL for O157:H7 str. EDL933. A greater difference in
STEC concentration in cream was found when the raw
milk was diluted to 1:10 to 3.634 log;, cfu/mL for O26:
H11 str. 21765 and 4.57 log)y cfu/mL for O157:HT str.
EDL933. Therefore, although the trend was similar, an
obvious strain effect occurred. We recovered less of the
026 strain than the O157 strain from cream for each
dilution.

Characterization of STEC Cells That Do Not
Associate With Raw Milk Cream

We also studied those STEC cells that did not lo-
calize in cream. The median of STEC concentration
in cream was 6.5 logy, cfu/mL, and the median con-
centration in the pelleted fraction was estimated to be
5.10 logy cfu/mL (Figure 7A). The pellet was used
to contaminate new raw milk samples to study why
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these cells did not localize in the cream. We found no
difference in the concentrations of pelleted STEC cells
between the first and the second cycle: ~1.5 logy, cfu/
mL less than the raw milk concentration for both cycles
(Figure 7B). The majority of STEC cells were recovered
in the cream for the first 2 cycles (Figure 7B). In the
last purification-contamination cycle, more STEC cells
were also recovered from the cream layer: 3.38 log
cfu/mL in the cream layer and 2.54 log), cfu/mL in
the pellet (Figure TA). However, the concentration of
pelleted STEC cells was higher in the third cycle (~0.5
logyy cfu/mL) than previous cycles (Figure 7B).

DISCUSSION

Historically, creaming was used to concentrate the
fat of raw milk and to purify it from bacteria. Dur-
ing creaming, MFG spontaneously rise to the surface
because they are less dense than the aqueous phase,
forming an MFG-concentrated layer known as cream
(Mulder and Walstra, 1974; Euber and Brunner, 1984;
Bird, 1991). These observations suggest that the natu-
ral microbiota of raw milk have a certain affinity for
raw milk fat. Unfortunately, pathogenic bacterial cells
can contaminate raw milk, leading to human infection
through ingestion of contaminated raw milk products.
Shiga toxin-producing E. coli is a true challenge for the
dairy industry, and better understanding of the behav-
ior of this pathogen in dairy products is important to
identify new preventive strategies. Therefore, in this
study, we aimed to evaluate the affinity of STEC for
raw milk cream, to better understand the concentration
of this pathogen in cream and to discover whether this
concentration varies according to serotype.

We used natural creaming assays to analyze the affin-
ity of 12 STEC strains, 3 AEEC strains, and one non-
pathogenic E. coli strain (K-12 str. MG1655) for raw
milk cream (Figure 1). Our data showed that STEC
cells were mainly recovered from cream. Approximately
1 logyy cfu/mL more STEC was observed in the cream
layer than in raw milk after natural creaming, indicat-
ing a 10-fold increase in STEC concentration in cream,
compared with raw milk. Creaming was performed at
a low temperature to limit bacterial growth. No STEC
growth was observed in spiked raw milk after 24 h at
4°C (data not shown). Previous studies have shown
that natural creaming can concentrate up to 500 times
more bacteria in cream than in milk (Anderson, 1909;
Lamson, 1918), which is significantly higher than the
STEC concentration levels obtained in this study. Fur-
thermore, in this study, the distribution of all strains
in the cream was homogeneous (data not shown). Of
note, E. coli K-12 str. MG1655, as well as the AEEC
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Figure 4. Microscopy observations of Shiga toxin-producing Escherichia coli (STE

in raw milk cream. (A) Confocal lasi
anti-026 in PBS (A-1) and in the ¢
fu/mL (A-2 to A-5). The triglyceride core of ME

TEM images, the scale bars correspond to 0.5 pm.

strains, were also concentrated in the cream, suggesting
that the affinity for raw milk cream is not specific to
the STEC pathotype but could be more general to E.
coli. Moreover, the concentration of STEC in the cream
seemed to be fat level dependent (Figure 6).

In this work, we also aimed to quantify the phenom-
enon of cream saturation by STEC, as suggested in
a previous study (Douéllou et al., 2018). The STEC
cells were not fully concentrated in the cream at high
concentrations (>7 logy, cfu/mL; Figure 1), especially
for the O103:H2 and O26:H11 strains. To compare the
strains, we estimated the SC by nonlinear regression,
defined as the lowest STEC concentration in raw milk
for which bacteria were no longer concentrated in the

Joumal of Dairy Science Vol. 105 No. 11, 2022

scanning microscopy observations of 026 AEEC cells specifically labeled with fluorescein
am obtained by natural creaming from

') and attaching-effacing Escherichia coli (AEEC) strains
isothiocyanate
ain at 5 log,

w milk previously enriched with the 026 A

ppears in red and AEEC cells in green. (B) Transmission electron microscopy (TEM) im-
1 STEC or AEEC strains in washed cream containing milk fat globules enveloped by their natural biological membrane. In all the

cream layer. The SC (the concentration threshold in
milk) was selected rather than the parameter C,,,. (the
maximal concentration of STEC in the cream layer)
because raw milk product contamination by STEC is
mainly due to milk contamination at the farm level. The
parameter C,,,. was also estimated (data not shown),
and the conclusions of our study did not change (cor-
relation of both parameters). Furthermore, as C,,; was
a control parameter in our experiment, this parameter
was used as a threshold to establish whether the cream
layers were saturated or not (Figure 2). In addition,
the volume of cream was always the same, regardless of
STEC levels; however, some differences were observed
between different milks (Table 2).
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Figure 5. The difference in O157:H7 str. EDL933 (blue) and 026:
H11 str. 21765 (yellow) concentration in raw cream compared with the
initial concentration in raw milk. obtained by natural creaming assay,
either in competition or alone. Raw milk was experimentally spiked at
8 log; cfu/mL with 1 (control) or 2 strains (competition). Bars repre-
sent the median of triplicates.

Based on SC values, the strains clustered into 3
groups: (1) ~7 logy, cfu/mL; (2) ~7.5 log), cfu/mL;
and (3) > 7.8 logy, cfu/mL (Figure 2). No correlation,
other than serotype or strain, was found that could
explain these clusters (e.g., origin, stz gene). A genome-
wide study including 197 strains showed similar strain
clustering based on serotype (Douéllou et al., 2017a).
Another study showed the 026:H11 str. 11368 (tested
in our study) was in the same cluster as an E. coli
strain belonging to the O103:H2 serotype (Wyrsch et
al., 2015). More E. coli strains, especially eae—, as well
as other enterobacteria, should be assayed to extend
and explain these findings.

Our data showed that all E. coli O157:H7 strains
were located in the same cluster. The estimated SC of
O157:H7 strains were between 7.86 log;; and 8.21 logy,
cfu/mL (Figure 2), which was approximately equiva-
lent to the inoculation concentration (~8 log,, cfu/mL).
Thus, cream saturation was not fully achieved under the
tested conditions for these strains and should probably
be higher. In contrast, all strains belonging to the O26:
H11 serotype reached saturation. Only one O103:H2
strain (str. PMKS5) did not saturate cream in these
conditions, whereas the other strains exhibited similar
SC at ~7.5 logyy cfu/mL (Figure 2). These data are in
agreement with previous saturation tests conducted in
the laboratory on O26:H11 str. 21765 and O157:H7 str.
EDL933 (Douéllou et al., 2018). The behavior of E. coli
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Figure 6. Effect of fat content on the concentration of Shiga toxin-
producing Escherichia coli in cream. Sucrose density gradient centrifu-
gation test was performed on raw milk diluted 2- or 10-fold with UHT
skim milk and experimentally spiked at 6 logy, cfu/mL with O157:H7
str. EDL933 (blue) or 026:H11 str. 21765 (yellow). Bars represent the
mean of duplicates.

K-12 str. MG1655 was very similar to the STEC O157
strains, displaying a high saturation point. The SC
of O103:H2 str. PMK5, O157:H7 str. 2044-A and str.
1044, and the nonpathogenic E. coli str. K-12 MG1655
were not reached in our experimental conditions (Fig-
ure 1; Figure 2). These results suggest that the satura-
tion point of these strains is probably higher than the
maximum initial concentration of E. coli studied in this
experiment. For O157:HT7 str. EDL933, a wider range of
contamination level (3 logyy cfu/mL to 10 logy, cfu/mL)
was tested by SDG centrifugation assay, and, under
these conditions, the cream was saturated at 7.22 logy,
cfu/mL (Figure 3A).

Furthermore, AEEC strains exhibited SC close to
those of STEC strains belonging to the same serotype.
Thus, STEC and AEEC seem to have similar affini-
ties for raw milk fat. In addition, all assayed strains
displayed a high SC (6.94 to 8.05 log); cfu/mL), com-
pared with the levels observed in products (<10 cells;
(Farrokh et al., 2013)). These data suggest that STEC
cells should be mainly found in the cream of naturally
contaminated raw milk. However, it is very likely that
some cells are still present in the serum phase of the
milk. Therefore, further experiments with low STEC
contamination levels should be performed.

Confocal microscopy observations of AEEC-contam-
inated raw milk cream layers showed that MFG could
have a pivotal role in the phenomenon of concentra-
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Figure 7. Depletion of O157:H7 str. EDL933 cells pelleted by
sucrose density gradient (SDG) centrifugation assay. Raw milk was
spiked with O157:H7 str. EDL933 to 6.5 logy, cfu/mL and milk fat
globules (MFG) were separated by SDG centrifugation. Pelleted cells
were used to inoculate a fresh raw milk sample, and MFG purifica-
tion was performed again. (A) Concentration of Shiga toxin-producing
Escherichia coli (STEC) in cream (dark blue) and pellet (light blue)
according to the number of purification cycles. (B) Difference in STEC
concentration in both fractions compared with the initial concentra-
tion of STEC in raw milk (log;, cfu/mL). Bars represent the mean of
duplicates.

tion, as bacterial cells were localized near MFG (Figure
4A). The affinity of bacteria for MFG has been widely
demonstrated (Ly et al., 2006; Brisson et al., 2010; Ly-
Chatain et al., 2010; D’Incecco et al., 2015; Gomand et
al., 2018; Guerin et al., 2018). In this study, our data
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confirmed that STEC, as well as AEEC, could associ-
ate with MFG.

Based on these observations, we then assessed wheth-
er the saturation was due to bacterial spatial congestion
rather than to a specific affinity and whether STEC
found in the cream were associated with MFG. We also
evaluated whether the STEC cells recovered from the
milk layer were unable to associate with the cream or
MFG.

First, we hypothesized that the presence of additional
STEC in the cream is physically not possible, and, as a
result, a strain with a high SC can still concentrate in
the cream when another strain is already saturating the
cream. Competitive natural creaming assays showed
that a STEC strain with high cream saturation poten-
tial was mainly concentrated in the cream even though
the cream was already saturated by a STEC strain with
a lower SC (Figure 5). Therefore, the mechanism of
STEC concentration in cream may be strain specific.

Second, at low temperatures, MFG rapidly aggregate
to form a network (Euber and Brunner, 1984). Some
bacterial cells may be trapped in this network and rise
with the MFG, to be concentrated in the cream. The
SC could, therefore, be overestimated by the natural
creaming method. We used the SDG centrifugation
test to confirm that STEC recovered in cream were
associated with MFG and not simply trapped by them.
The results of the SDG centrifugation tests showed the
same pattern as natural creaming: STEC concentra-
tion in cream at high levels (approx. 6 logy, or 7 log,
cfu/mL, depending on the strain) and a saturation of
the cream (Figure 3A). For 2 model strains, STEC-raw
milk fat affinity profiles obtained by natural creaming
were confirmed by SDG centrifugation assay. These
data strongly suggest that the STEC recovered in
cream were associated with MFG.

However, the SC determined by SDG centrifugation
tests were lower than the SC estimated with the natu-
ral creaming method for both strains. We observed ap-
proximately 0.96 log, cfu/mL of difference for the 026
strain and 0.68 logy, cfu/mL difference for the O157
strain (Figure 2; Figure 3B). Furthermore, we found
higher variability of the SC with SDG centrifugation
tests for both strains, as shown by the larger CI (ap-
proximately 1 logy, cfu/mL; Figure 2; Figure 3B). In
the SDG assays, the MFG were recovered manually,
and a portion of them may have been lost, which could
explain both the variability (different quantity recov-
ered per repetition) and the lower estimated SC with
this method. In addition, the high sucrose content could
affect the STEC-MFG association. However, regardless
of the fat separation method, the SC of the 026 strain
was always lower than the SC of the O157 strain.
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It is important to point out that, although the 2
separation methods provided different SC, these values
remain of the same order of magnitude and specific to
each strain. The method-specific differences in SC sug-
gest that several mechanisms may be involved in STEC
concentration in cream, such as adhesion of STEC to
MFGM components, trapping of STEC by MFG, or
involvement of other components of raw milk. Ma and
Barbano (2000) found that milk with a high bacterial
content had a lower fat content (approximately 50-55%)
after creaming than milk with a low bacterial content
(approximately 80%). In addition, bacteria seem to
act as a physical aggregation barrier, and high bacte-
rial content can disturb flocculation and, consequently,
raw milk creaming capacity (Dos Santos Morais et al.,
2021).

Brewster and Paul (2016) showed that the cream lay-
er exhibits a high containment capacity for Escherichia
coli O157:H7, Listeria monocytogenes, and Salmonella
enterica. Half-saturation for raw milk cream was esti-
mated at approximately 8.5 log); cfu/mL. The same
study revealed that the majority of pathogenic bac-
terial cells added to pasteurized or homogenized milk
were recovered in the pellet after simple centrifugation
of milk. Heat treatment greatly affects the proteins
anchored in the membrane of MFG and disrupts their
aggregation capacity, which is intrinsically linked to the
creaming phenomenon.

The results of the pellet depletion experiment (Fig-
ure 7) showed that pelleted O157:H7 str. EDLI33 cells
are still able to associate with raw milk fat. The high
STEC saturation levels suggest that natural creaming
may eliminate a large majority of cells from the raw
milk serum phase. We showed that the quantity of
O157:H7 str. EDL933 in the pellet fraction after SDG
centrifugation tests was still high. We found a difference
of approximately 1.5 logy, cfu/mL compared with the
initial spiked level in raw milk (Figure 7B). In addition,
we showed that the pelleted O157:H7 str. EDL933 cells
could still be associated with MFG in cream (Figure
7). From the third cycle of purification, the number of
bacteria pelleted was lower than previous cycles (Figure
7B), suggesting that more STEC cells are associated
with MFG. Several methods of pellet recovery were
conducted, to ensure that pellet enumeration was not
affected by cream layer residues (data not shown).

Pellets contain bacterial cells (raw milk microbiota
and added STEC) and may contain milk proteins that
have been weighed down by sucrose (Patton and Hus-
ton, 1986). Whey proteins can act as a ligand for STEC-
MFG association (Kontopidis et al., 2004). Moreover,
raw milk microbiota can interact with STEC or MFG.
The SC determined by creaming in this study (~7 log,
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to 8 logy cfu/mL; Figure 2; Figure 3B), was 10 to 1,000

times higher than the total mesophilic microflora (5
logyy to 6 log;y cfu/mL; Table 3). The presence of in-
trinsic bacteria associated with raw milk fat is therefore
negligible compared with the concentration of STEC
required to saturate the cream layer. Nevertheless, the
microflora, which can also stick to MFG (Brisson et al.,
2010; Guerin et al., 2018; Kosmerl et al., 2021), could
decrease the available adhesion surface and therefore
modulate the SC. The estimated SC are high compared
with the real level of STEC contamination in raw milk.
Thus, even though the microflora has an affinity for
MFG, in case of contamination with STEC we can
predict that the majority of the cells would be con-
centrated in the cream layer. Moreover, the literature
shows that the microflora can affect the viability of
some bacterial species, and therefore their detection.
Hafnia alvei has been shown to inhibit STEC 026:H11
in raw milk cheese (Delbés-Paus et al., 2012). Starter
lactic acid bacteria, molds, as well as intrinsic micro-
flora may act as competitors against STEC O157:H7
(Duffy et al., 1999; Rios et al., 2020). Although some
evidence suggests that raw milk microbiota may con-
tain antagonistic bacteria against STEC, the satura-
tion phenomenon observed in this study is real, as it
was observed in the SDG experiment. Indeed, in this
experiment, STEC were not in contact with the poten-
tial antagonistic microflora of raw milk long enough to
observe an effect. We would also emphasize that the
variability of the bacterial counts of the cream layer,
between the different milks used, is low, underlining
that the effect of the microflora is minimal. Our study
was not intended to demonstrate competition between
microflora and STEC for MFG. It would be interesting
to further study the influence of raw milk microflora on
the affinity of STEC for MFG.

The results of our study implicate MFG in the phe-
nomenon of cream saturation and show that, during
natural creaming, STEC can be in contact with MFG,
probably through specific interactions. The association
of STEC with MFG could involve sugars (glycoproteins
and glycolipids) anchored in the MFGM (Douéllou et
al., 2017b; Guerin et al., 2018; Bagel and Sergentet,
2022). No large bacterial structures were observed in di-
rect contact with the MEGM. Furthermore, no flagella
were observed. Nevertheless, for certain strains, some
surface structures were observed (Figure 4B). Shiga
toxin-producing E. coli have a collection of specific ad-
hesins on their surface (McWilliams and Torres, 2014)
that recognize sugar moieties of MFGM glycoproteins
or glycolipids. Also, somatic cells and immunoglobu-
lins present in raw milk seem to be involved in the
concentration of bacteria in the cream layer (Ma and
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Barbano, 2000; Caplan et al., 2013; Geer and Barbano,
2014).

From a quality and product safety point of view, our
results do not allow us to advise dairy industries on
new measures to take. Further studies more specific to
current industrial practices are needed. However, our
results show that STEC affinity for bovine raw milk
or MFG is strain and serotype specific. The underlying
mechanism could involve specific interactions between
STEC and MFG. The affinity of STEC for MFG and,
in particular, the molecular interactions that are in-
volved, need to be further investigated. The identifica-
tion of molecular targets could lead to new prevention
strategies.

CONCLUSIONS

This study demonstrated the affinity of STEC and
AEEC strains for raw milk cream and MFG. This af-
finity was found to be strain and serotype dependent.
The results also showed that the affinity and saturation
of the cream layer or MFG are not specific to STEC or
AEEC strains but may be more generalized to E. coli.
According to the results of our study, other pathogens
or microorganisms could concentrate in the cream layer.
Thus, our study could be used as an adhesion or a satu-
ration model for other pathogens, spoilers, and microor-
ganisms in raw milk and the raw milk cream layer. The
SC could vary according to the strains. However, STEC
were not fully concentrated in the cream layer; there-
fore a microbiologic hazard remains present in raw milk
regardless of the enrichment level, especially for STEC,
which has a very low infectious dose. Therefore, natu-
ral creaming should not be used as preventive tool to
eliminate STEC from bovine raw milk. A more detailed
study should be conducted, with industrial creaming
practices and STEC spiking conditions closer to field
reality, to confirm and extend these conclusions. In ad-
dition, the mechanisms of interaction between STEC
and dairy product components should be investigated
to highlight new tools to control STEC infection and
develop therapeutic antiadhesion strategies.
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Shiga toxin-producing
Escherichia coli to bovine milk
fat globule membrane proteins

Arthur Bagel?, Christelle Lopez?, Elisabeth David-Briand?,
Valérie Michel®, Thomas Douéllou! and Delphine Sergentet®**

!Bacterial Opportunistic Pathogens and Environment Research Group, UMR5557 Ecologie
Microbienne Lyon, National Center of Scientific Research (CNRS), Université de Lyon, Marcy-
|'Etoile, France, 2INRAE, UR BIA, Nantes, France, *Actalia, La Roche-sur-Foron, France, *Laboratoire
d'Etudes des Microorganismes Alimentaires Pathogénes, VetAgro Sup—Campus Vétérinaire, French
National Reference Laboratory for Escherichia coli Including Shiga Toxin-Producing E. coli (NRL-
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Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) are food-borne pathogens
that can cause severe symptoms for humans. Raw milk products are often
incriminated as vehicule for human STEC infection. However, raw milk naturally
contains molecules, such as the milk fat globule membrane and associated
proteins, that could inhibit pathogen adhesion by acting as mimetic ligands.
This study aimed to: (i) evaluate the capability of STEC cells to adhere to bovine
milk fat globule membrane proteins (MFGMPs), (ii) highlight STEC surface
proteins associated with adhesion and (iii) evaluate the variation between
different STEC serotypes. We evaluated the physicochemical interactions
between STEC and milk fat globules (MFGs) by analyzing hydrophobic
properties and measuring the {-potential. We used a plate adhesion assay to
assess adhesion between MFGMPs and 15 Escherichia coli strains belonging to
three key serotypes (O157:H7, O26:H11, and O103:H2). A relative quantitative
proteomic approach was conducted by mass spectrometry to identify STEC
surface proteins that may be involved in STEC-MFG adhesion. The majority
of E. coli strains showed a hydrophilic profile. The ¢-potential values were
between —3.7 and—2.9mV for the strains and between —12.2+0.14mV for MFGs.
Qur results suggest that non-specific interactions are not strongly involved in
STEC-MFG association and that molecular bonds could form between STEC
and MFGs. Plate adhesion assays showed a weak adhesion of O157:H7 E. coli
strains to MFGMPs. In contrast, O26:H11 and O103:H2 serotypes attached
more to MFGMPs. Relative quantitative proteomic analysis showed that the
026:H11 str. 21,765 differentially expressed five outer membrane-associated
proteins or lipoproteins compared with the O157:H7 str. EDL933. This analysis
also found strain-specific differentially expressed proteins, including four
O26:H11 str. 21,765-specific proteins/lipoproteins and eight O103:H2 str.
PMK5-specific proteins. For the first time, we demonstrated STEC adhesion to
MFGMPs and discovered a serotype effect. Several outer membrane proteins—
OmpC and homologous proteins, intimin, Type 1 Fimbriae, and AIDA-I—that
may be involved in STEC-MFG adhesion were highlighted. More research on
STEC's ability to adhere to MFGMs in diverse biological environments, such as
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raw milk cheeses and the human gastrointestinal tract, is needed to confirm
the anti-adhesion properties of the STEC-MFG complex.

KEYWORDS

food-borne pathogen bacteria, Shiga toxin-producing Escherichia coli, outer
membrane proteins, raw milk, milk fat globule membrane, bacterial adhesion, food
safety, anti-adhesion therapy

Introduction

Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) are food-borne
pathogens whose source is most often the digestive tract of
ruminants. Ingestion of ruminant-derived raw products, such as
uncooked meat or raw milk dairy products, contaminated with
STEC may result in a human infection. Water and vegetation
soiled by ruminant feces are also incriminated as vehicule for
human STEC infection (Kim et al, 2020). The Shiga toxins in
STEC may cause mild symptoms or more severe conditions such
as hemorrhagic colitis and hemolytic and uremic syndrome
(HUS). STEC was the fourth most common zoonotic infection in
the EU in 2020, after campylobacteriosis, salmonellosis, and
yersiniosis (EFSA and ECDC, 2021). According to the latest WHO
and FAO report, almost 2.5 million STEC cases occurred
worldwide in 2010, resulting in 3,330 HUS cases, 200 cases of
end-stage renal disease (ESRD), 27,000 Disability-Adjusted Life
Years (DALY), and 269 deaths (FAO and WHO, 2018). Foodborne
diseases are believed to account for half of the STEC
disease burden.

These data suggest that both the risk of major sequelae after
STEC infection and the case-fatality ratio are low; resulting in a
modest illness burden at the population level. This, however, ignores
the considerable cost placed on individual patients and their families,
as well as the economic and trade implications of this food-borne
pathogen. More than 470 STEC serotypes have been identified and
almost 130 of these are associated with human health consequences
(Zhang et al,, 2022). The most common STEC serotype linked to
foodborne outbreaks and human illnesses is STEC 0157:H7. Other
non-0157:H7 STEC serotypes have been a major source of foodborne
outbreaks and sporadic infections in recent years (Valilis et al., 2018;
The Joint FAO/WHO Expert Meetings on Microbiological Risk
Assessment (JEMRA), 2019). STEC O26:H11 and 0103:H2 serotypes
are most commonly linked to raw dairy product-mediated STEC
infection (Douéllou et al., 2016).

The ability to adhere to the intestinal epithelium and
colonize the intestine undeniably contributes to the
pathogenicity of STEC cells. A vast majority of the STEC clinical
isolates known to cause bloody diarrhea or HUS have one or
more virulence factors that allow their adhesion to intestinal
epithelial cells (FAO and WHO, 2018). The major adhesion
factor of clinical STEC isolates is intimin, a protein encoded by
the eae gene that resides in the locus of an enterocyte effacement
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pathogenicity island (LEE) (The Joint FAO/WHO Expert Meetings
on Microbiological Risk Assessment (JEMRA), 2019). To effectively
colonize a host and cause disease, STEC has evolved
mechanisms and strategies for attaching and adhering to host
cells and tissues (Koutsoumanis et al., 2020). Adhesion prevents
STEC cells from being swept away by the host’s natural self-
cleaning mechanisms and, therefore, allows colonization and
growth at a host-specific site (The Joint FAO/WHO Expert
Meetings on Microbiological Risk Assessment (JEMRA), 2019).
Thus, adhesion is a key step in the bacterial pathogenic
mechanism, and inhibiting this early step may prevent infection.

Bacterial adhesion is a complex mechanism involving a
non-specific and a specific phase. Non-specific interactions are
the consequence of attractive and repulsive forces between the
bacterium and the surface, allowing their rapprochement. These
forces include all non-covalent interactions such as electrostatic
interactions or surface charges, Van der Waals and Lewis acid/
base interactions, as well as hydrophobic interactions (van
al, 1987; Zita 1997).
Hydrophobic interactions and surface charges are the primary
forces influencing bacterial adhesion (Berne et al, 2018).
Hydrophobic interactions are defined as the ability of two
components of similar hydrophobicity to attract each other
(Krasowska and Sigler, 2014). Electrostatic forces result from the
presence of a double ionic layer at the surface of a particle. If two
membranes have opposing charges, they repel each other and,
therefore, prevent progression to the second phase. The second
bacterial adhesion phase, called the “specific phase,” involves
molecular factors exposed on both target and bacterial cell
surfaces. Adhesins are bacterial adhesion molecules that
recognize oligosaccharide moieties or peptide residues on target
cell surfaces. Porins, complex protein structures such as pili or
flagella, glycoproteins, and glycolipids are all examples
of adhesins.

Foods contain various ligands that could inhibit or limit
pathogen adhesion to the intestinal epithelium. Raw milk
contains free or protein-associated carbohydrates that could act
as mimetic ligands for pathogens (Douéllou et al., 2017; Sun and
Wu, 2017). Interestingly, the prevalence of STEC in raw milk
products is high compared with the number of human infection
cases, suggesting that the raw milk matrix can modulate the
pathogenicity of STEC (Farrokh et al., 2013; Bagel and Sergentet,
2022). Full-fat raw milk cheeses can impair STEC adhesion to

Loosdrecht et and Hermansson,
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TABLE 1 Collection of 16 E. coli strains used in the study, included 0157 and non-0157 strains: O157:H7 (n=5), 026:H11 (n=5), 0103:H2 (n=5), and

the non-pathogenic E. coli K-12 str. MG1655.

Strain Intimin and Shiga- Origin Detailed origin Isolation date Reference
toxin genotype

Serotype O157:H7

SAKAI Rl Hlifmar HOS 19% Hayashi et al. (2001)

EDL933 eae’ stxl" six2" Human HUS 1983 Perna et al. (2001)

1044 eae’ stxl” stx2' Dairy product Bovine raw milk cheese 2012 a

5280-B eae’ stxl® stx2" Dairy product Bovine raw milk cheese 2019 a

2044-A eae’ stxl™ stx2” Dairy product Bovine raw milk cheese 2016 a

Serotype 026:H11

21765 eae’ stxl™ stx2' Human HUS 2005 Galia et al. (2015)

11368 eae’ stxl” stx2” Human HUS 2001 Ogura et al. (2007)

103 eae’ stxl* stx2” Dairy product HUS 2012 a

2157-A eae’ stxl™ stx2" Dairy product Bovine raw milk cheese 2018 a

4315-A eae’ stxl™ stx2" Dairy product Bovine raw milk cheese 2019 a

Serotype O103:H2

PMK5 eae’ stxl" stx2” Human HUS 1993 Mariani-Kurkdjian et al. (1993)

32396 eae’ stxl" stx2" Human HUS 2011 b

1487-A eae’ stxl" stx2" Dairy product Bovine raw milk cheese 2018 a

2503 eae’ stxl" stx2” Dairy product Bovine raw milk cheese 2012 a

45-14 eae’ stxl™ stx2” Dairy product Bovine raw milk cheese 2012 a

MG1655K12 eae” stxl™ stx2” Human Stool sample 1922 Bachmann (1996)

‘We paid dose attention to the strains’ origin and virulence genes. For each sub-serotype, we retained two strains isolated from human cases and three others from cheese made from cow’s
raw milk Inaddition, we chose strains based on whether stx1 and/or stx2 genes were present (1=4) or not (n=1).

HUS, hemolytic and uremic syndrome.

a, French National STEC Reference Laboratory (VetAgro Sup, Marcy I'Etoile, France).
b, Mother and Child Hospital (Hospices Civils de Lyon, Bron, France).

This E. coli strain collection was used in a previous study (Bagel et al., 2022).

mouse enterocytes, while low-fat raw milk cheeses cannot
(Douéllou et al., 2018). Furthermore, STEC can associate with
milk fat globules (MFGs) in bovine raw milk and this affinity is
serotype- and strain-dependent (Bagel et al., 2022). However, the
underlying mechanisms of the STEC-MFG association
remain unknown.

Milk fat globules are lipid droplets naturally secreted into
milk by mammary epithelial cells (Lopez, 2020a) and
comprise almost 98% of total raw milk fat (Lee et al., 2018).
MEGs are composed of a triglyceride core surrounded by a
biological membrane, called the milk fat globule membrane
(MFGM), that is structured as a trilayer of polar lipids
(phospholipids, sphingolipids, cholesterol) and membrane-
specific proteins (glycoproteins, enzymes) (Lopez, 2020b). A
rich diversity of proteins and glycoproteins, called the MFGM
proteins (MFGMPs), as well as glycolipids, are anchored in
the outer layer of the MFGM and could act as ligands for
bacteria or viruses (Spitsberg, 2005; Douéllou et al., 2017).
Interestingly, some MFGMPs have similarities with (glyco)-
proteins of human intestinal cells, especially mucins that play
a pivotal role in enterobacterial adhesion (Bagel and
Sergentet, 2022).

In this study, we hypothesized that STEC could adhere to
MEFGs through molecular interactions between STEC and
MFGMPs. The study aimed to evaluate the impact of serotype on
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STEC’s ability to adhere to bovine MFGMPs and to elucidate
which STEC surface proteins are associated with an
adhesion profile.

Materials and methods
Bacterial strains and culture conditions

Details of E. coli strains used in the following experiments are
listed in Table 1. Bacteria were plated from glycerin-BHI frozen
stock (—80°C) onto Luria-Bertani agar (LB) plates (Oxoid,
Thermo Fisher Diagnostics, Dardilly, France) and incubated for
24h at 37°C. The day before the experiments, one colony was
picked from the agar plate and cultured overnight at 37°C in
Brain heart infusion (BHI) (BioMérieux, Marcy-1’Etoile, France).
This procedure was performed for each experiment described
below. The term “E. coli” refers to the entire collection.

Solutions and products
Phosphate buffer (PB) was composed of NaH,PO, and

Na,HPO, at 19.0mmol.L™" and 23.9 mmol.L™', respectively, at
pH=6.8 and ionic strength =80 mM. The washing/blocking buffer
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(WBB) was obtained by adding 5% Tween 20 to PB. The coating
buffer (CB) was composed of Tris 63mmolL~" 2% SDS, 4%
f-mercaptoethanol, and 20% glycerol. The pH was adjusted to 6.8
with a hydrochloric acid solution. All products were purchased
from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier, France).

Raw milk, milk fat globules, and milk fat
globule membrane proteins

Raw whole bovine milks were collected after the morning
milking (7a.m.) and provided by Gaec des Fougéres (35 La
Chapelle des Fougeretz, France).

MFGs were isolated from the milk aqueous phase to remove
proteins (caseins, whey proteins) using a method adapted from The
Joint FAO/WHO Expert Meetings on Microbiological Risk
Assessment (JEMRA) (2019). Briefly, (i) the milk was warmed to
50°C for 10 min; (ii) 15mL of raw whole milk were deposited, using
a syringe, at the bottom of 50 mL plastic centrifuge tubes containing
30ml of ultrafiltration milk permeate (UFMP; aqueous phase of milk
with proteins and lipids removed), (iii) the tubes were centrifuged at
1600g for 20min in order to form a layer of washed MFGs at the top
of the tubes that was collected for further investigations.

MFGMPs were obtained using a method developed in the
INRAE lab: (i) raw whole bovine milks (4%wt fat) were
centrifuged using a disc stack centrifuge (Elecrem) to obtain a
cream (approximately 40%wt fat), (ii) the cream was dispersed in
warmed water to reach 4%wt fat and centrifuged to remove the
proteins (caseins, whey proteins), lactose and minerals (step
repeated twice); (iii) the cream containing washed MFGs was
stored at —20°C until further use; (iv) the cream was churned at
8°C using a household mixer (Kenwood) at speed 5 for 30 min; (v)
the aqueous phase, called buttermilk and enriched in MEGM
fragments, was obtained, filtered, and centrifuged at 12,000g for
30min; (vi) to remove the lipids, the MFGM-enriched pellet was
treated with a mixture of ether/ethanol (1/3, v/v), shaken, stored
one night at 20°C, and centrifuged at 1,200¢ for 10min at 10°C;
(vii) the pellet was washed twice using the ether/ethanol mixture;
(viii) the recovered MFGM proteins were dried using nitrogen
and stored at 4°C in ethanol until futher utilization, (ix)
SDS-PAGE confirmed the removing of milk proteins (caseins,
whey proteins) and the presence of MFGMPs in the extract.

Evaluation of the non-specific
interactions between STEC and MFGs

Escherichia coli cell surface hydrophobicity

Cell surface hydrophobicity (CSH) of STEC strains was
evaluated through the microbial adhesion to hydrocarbon
(MATH) test (Rosenberg et al., 1980). For each strain, three
independent stationary bacterial cultures were washed once in PB
and calibrated at 5.10° CFUmL™ in the same buffer. Then 300 L
of n-hexadecane (Fisher Scientific, Thermo Fisher Scientific,
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Lissieux, France) were added to 3 ml of bacterial suspension in a
round bottom glass tube (1:10). Glass tubes were carefully placed
in a densitometer (BioMérieux, Marcy-I'Etoile, France) to measure
the initial bacterial turbidity (McFo). Then, glass tubes were
vortexed for 2min at maximal speed and set aside for 20 min to
allow phase separation. The final turbidity (McF.,) was measured
as previously described . Cell surface hydrophobicity (CSH) was
defined as the percentage of E. coli present in the hydrocarbon
phase at the end of the experiment and was calculated by the
following formula:

McFy — McFag

CSH (%) =100x
MCF()

Escherichia coli surface charge: {-potential
measurements

The {-potential values of MFGs and AEEC strains were
determined. An overnight bacterial culture (BHI; 37°C) of each
AEEC strain, belonging to the three E. coli serotypes studied, was
washed and calibrated at 9 log,, CFU.mL~" in UFMP. The bacterial
concentration was set according to the number of MFGs in raw
milk, which is close to 9 log,, MFGs/mL of raw milk. Samples
were then prepared by suspending 5-10 pL of raw whole bovine
milk, washed MFGs, or calibrated bacterial cultures in 10 mL of
UFMP to have the same pH and ionic strength as milk. The
samples were added to a cuvette (1 mL), which was then placed
into the chamber of a Zetasizer Nano ZS (Malvern, Germany). The
(-potential was calculated from the electrophoretic mobility
according to the Smoluchowski approximation and Henry’s law.
The measurements were run five times at 25°C.

Evaluation of the capacity of Escherichia
coli to adhere to MFGMPs

A plate adhesion assay was performed to evaluate the capacity
of E. coli to adhere to MFGMPs. Figure | shows the main steps of
the experiment. Dried-MFGM proteins were resuspended in
coating buffer (CB), filtered at 0.22pum with cellulose acetate
microfiltration tubes (Clearspin), aliquoted, and stored at
—80°C. For each assay, an aliquot of MFGMPs was thawed and
four-fold dilutions were performed in CB. A 96-well plate (Nunc
MaxiSorp plate, ThermoFisher, Dardilly) was UV-sterilized for
30min and wells were coated overnight at 20+ 1°C with 100 pL of
MEGMP solution at 100, 25, 6.25, 1.56, or 0.39 pg.mL~". Wells
were also coated with MFGMP-free coating buffer as a control
(basal level of adhesion). Coating solutions were removed and
wells were washed three times with 250 uL of washing/blocking
buffer. Wells were then blocked for 2h at 20 +1°C with 250 pL of
washing/blocking buffer. For each strain assayed, an overnight
bacterial culture in stationary phase (BHI; 37°C) was washed in
PB, calibrated at 8 log,, CFUmL"" (according to the ODy,,/ CFU.
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Experimental process for the plate adhesion assay. The assay was performed in sterilized 96-well plates coated with MFGMP solutions at various
concentrations. E. coli cells were added to wells for 2h at 4°C and the plates were extensively washed to remove non-adhering cells. Growth
curves were acquired in a plate reader and a five-parameter log-logistic model was used to estimate the time of each curve toreach an
absorbance of 0.02 at 600nm (Time Threshold; Tt). The greater the number of bacterial cells adhered to the well, the shorter the time to reach the
threshold. The difference in Tt (ATt in sec) with and without MFGMPs was calculated for each MFGMP coating solution, strain, and experimental

mL~" relation), and stored at 4°C for 2h before being added to
wells. The blocking buffer was removed and replaced with 100 uL
of bacterial solution. The adhesion assays were performed at 4°C
for 2h in static conditions. Wells were washed five times with
250 uL of washing/blocking buffer to remove non-adherent
bacteria. Wells were air-dried (5-10min) to remove any traces of
buffer. Washing and blocking steps were realized with Wellwash™
Microplate Washer (ThermoFisher). The number of adherent
E. coli cells was estimated by the delay of growth. Bacterial growth
was initiated by adding 100 L of LB medium to each well. Plates
were incubated in a plate reader (Spark, Tecan, Tecan France,
Lyon) inside a large humidity cassette at 37°C. The absorbance at
600 nm was measured every 15min, after a shaking step (15s at
200rpm), for 15h. The number of adherent E. coli cells was
estimated by the delay of the bacterial lag phase which is
proportionnal to the number of bacterial cells (Hazan et al., 2012).
This process was performed three times for each strain with
independent bacterial overnight cultures. To limit plate edge
effects, edge wells were not used.

For each growth curve, a five-parameter log-logistic fit was
used to estimate the time (in seconds) to reach a 0.02 absorbance
threshold (Tt; Time Threshold) as previously described (Hoffmann
etal, 2018). The “R” (R Core Team, 2021) script provided by the
authors was used and slightly adapted to our design plan.
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Subsequently, for each condition, we calculated the difference in
Tt with and without MFGMPs (AT?t) for each 96-well plate. An
increase in adherent bacterial cells in a well was shown by
ATt>0s, while a ATt<0s meant a loss of bacterial cells. The
results of this experiment were expressed as the median of ATt
from three independent repetitions and the standard deviation in
seconds (median + standard deviation). The linearity between the
response variable (ATt in sec) and the explanatory variable
(concentration of MFGMPs in pg.mL~") after log,, transformation
was evaluated by simple linear regression, according to serotype.
For these calculations, “R” software and the “stats” package
(R Core Team, 2021) were used. The independence, normal
distribution, and homogeneity of the residuals of each linear
regression were checked graphically and complementary statistical
tests were used if necessary.

Characterization of STEC surface
proteins

STEC surface protein extraction
The STEC surface protein extraction protocol was adapted

from (Del Canto et al.,, 2012). For each serotype studied, one strain
was selected: O157:H7 str. EDL933; 026:H11 str. 21765; and
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0103:H2 str. PMKS5. For each strain, three individual colonies
were grown overnight in 10 ml BHI at 37°C. Stationary cultures
were centrifuged at 5,000g for 5 min, washed twice in PBS (v/v),
re-suspended in 100 pL of PBS, and heated at 60°C for 30 min.
Heated suspensions were centrifuged at 5,000 g for 5min. The
supernatants, which contained the extracted proteins, were filtered
through a 0.22 pum cellulose acetate microfiltration tube at 13,000 g
for 3min to eliminate any remaining bacterial cells. Protein
extractions were confirmed by protein and DNA quantification
and SDS-PAGE electrophoresis. Nanoscale liquid chromatography
coupled to tandem mass spectrometry (nanoLC-MS/MS) was
used for quantitative and qualitative analysis.

Tandem mass tag quantitative proteomics

The Tandem Mass Tag (TMT) quantitative method was used
for relative quantification of STEC surface proteins (Dayon et al.,
2008). Approximately 50 ug of each surface protein extract was
DNAse-treated (Turbo DNAse, ThermoFisher, Dardilly, France)
at 37°C for 1 h and then prepared for mass spectrometry (MS)
analysis using the easyPep kit (ThermoFisher) according to the
manufacturer’ instructions. Samples were reduced and alkylated
for 10min at 95°C and then digested with LysC/Trypsin ata 1:10
ratio for 3h at 37°C. Peptide samples were then purified on
easyPep kit spin columns, dried, re-suspended in 50 pL of 100 mM
tetraethylammonium bicarbonate (TEAB), and labeled according
to the protocol supplied with the TMT™ 10plex 0.2mg Kit
(Thermo Scientific). Two micrograms of each labeled sample were
pooled to ultimately have approximately 18 pg of protein. The pool
was then desalted on a C18 spin column (Thermo Scientific
Pierce). The samples were analyzed on a high-resolution orbitrap
mass spectrometer Q Exactive HF (Thermo Scientific), coupled to
nanoUHPLC (Thermo Scientific). Samples were analyzed in
triplicate. One microliter of each sample was loaded onto a C18
Acclaim PepMap100 trap-column 300 pm ID x 5 mm, 5pm, 100 A
(Thermo Fisher Scientific) for 3 min at 20 pL/min with 2% ACN,
0.05% TFA in H,O and then separated on a C18 Acclaim
Pepmap100 nano-column, 50cm x 75pm id, 2pm, 100A
(Thermo Fisher Scientific) with a 100-min linear gradient from
3.2 t0 20% buffer B (A: 0.1% FA in H20, B: 0.1% FA in ACN),
from 20 to 32% of B in 20 min and then from 32 to 90% of B in
2 min, hold for 10min, and returned to the initial conditions in
1 min for 14 min. The total duration was set to 150 min with a flow
rate of 300 nl/min and the oven temperature was kept constant
at 40°C.

Labeled peptides were analyzed with the TOP15 HCD
method: MS data were acquired in a data-dependent strategy
selecting the fragmentation events based on the 15 most abundant
precursor ions in the survey scan (375-1800 Th). The resolution
of the survey scan was 120,000 at m/z 200 Th and for the MS/MS
scan, the resolution was set to 45,000 at m/z 200 Th. The Ion
Target Value for the survey scans in the Orbitrap and the MS/MS
scan were set to 3E6 and 1E5, respectively, and the maximum
injection time was set to 50 ms for the MS scan and 120 ms for the
MS/MS scan. Parameters for acquiring HCD MS/MS spectra were
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as follows: collision energy =33 and an isolation width of 0.7 m/z.
The precursors with unknown charge state or a charge state of 1
and 8 or greater than 8 were excluded. Peptides selected for MS/
MS acquisition were then placed on an exclusion list for 30 using
the dynamic exclusion mode to limit duplicate spectra. MS data
were reprocessed with Proteome Discoverer 2.4 software (Thermo
Scientific) with the Sequest HT search engine against the total
UniProt E. coli database (862,106 entries; octobre 2021) and the
addition of a contaminant database, filtered at a false positive rate
of 1%. Precursor mass tolerance was set at 10 ppm, fragment mass
tolerance was set at 0.02 Da, and up to two missed cleavages were
allowed. Oxidation (M) and acetylation (Protein N-terminus)
were set as variable modifications and TMT labeled peptides in
primary amino groups (K and N-ter) and carbamidomethylation
(C) were set as fixed modifications. Validation of identified
peptides and proteins was done using a target decoy approach
with a false positive (FDR<1%) via Percolator. Protein
quantitation was performed with the reporter ions quantifier node
in Proteome Discoverer 2.4 software with an integration tolerance
of 20 ppm and peptide and protein quantitation based on pairwise
ratios and t-test. The ratios of each protein identified were
calculated between the three strains.

The differentially expressed proteins (DEPs) in strains
026:H11 21,765 and O103:H2 PMK5, compared with strain
0157:H7 EDL933, were extracted based on the values of a Log2
abundance ratio < —1 and a value of p <0.05. Further analysis or
graphical representations were performed in “R” (R Core Team,
2021). Venn diagram and Gene Ontology (GO) term analysis were
realized with “ggvenn” (Yan, 2022) and “UniprotR” (Soudy et al.,
2020) packages, respectively. If the UniProt accession number
assigned to a DEP was not fully annotated, the information was
retrieved from homologous proteins in the UniProtKB database
(>90% identity). DEPs associated with the outer membrane were
selected from GO terms based on the presence of the keywords
“cell adhesion” (biological process; BP) and/or “cell outer
membrane” (cellular component; CC) and not located in the inner
leaflet of the OM.

Qualitative proteomics

The equivalent of 2pg of each TMT-labeled sample was
mixed with the two other samples of the same strain, dried,
re-suspended in 300 uL 0.1% trifluoroacetic acid (TFA), and
finally desalted on a high-capacity spin column (Thermo Fisher
Scientific). The samples were re-suspended in 10uL 0.1% AF and
1 pL was analyzed with the same nanoLC method as previously
described and a TOP20 DDA HCD mode: MS data were acquired
in a data-dependent strategy selecting the fragmentation events
based on the 20 most abundant precursor ions in the survey scan
(375-1,500 Th). The resolution of the survey scan was 60,000 at
m/z 200 Th and for the MS/MS scan, the resolution was set to
15,000 at m/z 200 Th. The Ion Target Value for the survey scans
in the Orbitrap and the MS/MS scan were set to 3E6 and 1E5,
respectively, and the maximum injection time was set to 60 ms
for the MS and MS/MS scans. Parameters for acquiring HCD
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MS/MS spectra were as follows: collision energy=27 and an
isolation width of 2 m/z. The precursors with unknown charge
state, charge state of 1 and 8, or greater than 8 were excluded.
Peptides selected for MS/MS acquisition were then placed on an
exclusion list for 20s using the dynamic exclusion mode to limit
duplicate spectra. MS data were reprocessed with Proteome
Discoverer 2.5 software with the same parameters as previously
described without reporter ion quantifier node. The initial
database, composed of the total UniProt E. coli database (862,106
entries; octobre 2021) and a contaminant database, was
completed with proteomic sequences of the three STEC strains
obtained from genomic sequences via NCBI Prokaryotic Genome
Annotation Pipeline (PGAP) (EDL933: 5425 entries; 21,765: 5361
entries; PMK5: 1994 entries).

The subcellular localization of identified proteins was
predicted using the PSORTb 3.0 Subcellular Localization
Prediction Tool (Yu et al., 2010). Spectral counts (SpC) of each
protein were used to estimate protein abundance. Protein
abundance was expressed through the normalized spectral
abundance factor (NSAF). NSAF was calculated, for each strain,
according to the formula:

SAF;
NSAF,-

i=1

NSAF =

where i is an unique protein and N is the total number of
proteins, while SAF is a protein spectral abundance factor that is
defined as a protein spectral count divided by its length, as
described by Pisanu etal. (2011).

The NSAF was calculated only on proteins that had at least
three peptide matches and at least three unique peptides. For
each strain, the relative abundance of the subcellular
localization groups was obtained by normalizing relative
abundance to the number of proteins assigned in the
corresponding group.

Results

Evaluation of the non-specific
interactions between STEC and MFGs

A value of CSH <20% signified a hydrophilic tendency, a
value between 20 and 50% corresponded to moderately
hydrophobic strains, and a result above 50% indicated a
hydrophobic profile (Benito et al., 1997; Lamari et al., 2018). The
majority of the STEC/AEEC strains assayed had a CSH <25% and,
therefore, a hydrophilic profile (Figure 2A). Three strains
belonging to the 0103:H2 serotype (str. 2,503, str. 32,396, str.
445-14) were hydrophobic, reaching a CSH between 45 and 70%.
The E. coli K-12 MG1655 strain also showed a hydrophilic profile.
The C-potential of MFGs in raw milk and in UFMP
were—10.2+0.6mV and — 12.2+0.1 mV, respectively (Figure 2B).
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The three AEEC strains assayed were negatively charged and their
{-potential were of the same order of magnitude, from —3.6 to
—2.8mV (Figure 2B).

Evaluation of the capacity of Escherichia
to adhere to milk fat globule membrane
proteins

The increase in ATt as a function of the concentration of the
MEGMP coating solution was graphically observed for the strains
belonging to the 0103:H2 and O26:H11 serotypes, as well as for
the non-pathogenic K-12 MG1655 strain (Figure 3). This tendency
was supported for these strains by the estimation of the slope of
the regression equation’s line (value of p is 0.05; Table 2). At the
serotype level, E. coli O103:H2 strains showed a ATt of
7,34243,391s at 100pg.mL™" of MEGMPs, similar to the K-12
MG1655 strain (7,203 +2,2765). As for the O26:H11 strains, a ATt
of 3,846 +3,508 s was observed. However, at the strain level, the
026:H11 str. 4,315-A reached a ATt of 529 +1,460s and, therefore,
exhibited weak adhesion to MFGMPs. On the contrary, no
concentration effect was demonstrated for the O157:H7 strains
since the slope of the regression line was not significantly different
from zero (value of p=0.0841; Table 2). At the maximal MEGMP
concentration assayed (100 pg.mL™'), the estimated ATt was
—523+1,347ss, suggesting a low capability to adhere to MEGMPs
across all strains. At the maximal MFGMP concentration, a
negative value for the delay of growth was estimated for all strains
except for the 5,280-B strain. The results were —420+2,169,
—785+1,605, —2054+311, —243+415, and 4254565, for the
SAKAL EDL933, 2044-A, 1044, and 5,280-B strains, respectively.
Nevertheless, the 0157:H7 str. 5,280-B displayed a negative ATt
in some replicates (ATts05=[—140; 9905]).

Characterization of STEC surface
proteins

Qualitative proteomics analysis and relative
protein abundance

Atotal of 1,157, 875, and 1,023 E. coli proteins were identified
in STEC protein extracts from the O157:H7 EDL933, 026:H11
21,765, and O103:H2 PMK5 strains, respectively
(Supplementary Tables 1-3). These proteins extracts were
qualitatively composed primarily of proteins assigned to a
cytoplasmic (37.1-47.8%), unknown (24.8-29.6%), or outer
membrane (16.2-10.7%) localization (Figure 4A). Analysis of the
relative abundance of each predicted localization showed a high
percentage of proteins that were localized at the outer membrane
(30.3-18.3%) or were secreted (41.55-9.4%) (Figure 4B).
Interestingly, the amount of protein expected to be extracellular
was lower for the 21,765 strain than for the other two strains. The
quantitative proteomic approach showed that many cytoplasmic
proteins were present in the STEC protein extracts in small

frontiersin.org

119



Bagel etal

10.3389/fmicb.2022.1010665

CSH (%)

57:H7  026:H11 Raw

0103:H11 01
Str. 445-14 str. 2044-A str. 4315-A

Z-potential (mV)

-10.16

-
-12.20

-14 4

K12 0103:H2 0157:H7

FIGURE 2

<0.01), using the Wilcoxon signed-rank test. NS, not significant

&"ép p #«x- 'psﬁ fﬂo@p @.r ’#,,r f}: o"é’ f .§’¢¢¢G\r ,\:i‘é‘;f"

026:H11

Evaluation of non-specific interactions between E. coli strains and bovine raw MFGs. (A) Cell surface hydrophobicity (in %) of the STEC strain
collection evaluated by MATH test. A CSH<20% means a hydrophilic tendency while a value between 20 and 50% corresponds to moderately
hydrophobic strains, and a result above 50% indicates a hydrophobic profile. Black bars represent the median of three independent experiments.
(B) Measures of {-potential of MFGs in milk or dispersed in UFMP as well as the AEEC strains belonging to three key serotypes (0157:H7, O26:H11,
and O103:H2). Bars correspond to the median and error bars represent the standard deviation. ** indicates significant differences (value of p

quantities, while fewer membrane proteins were present, but in
larger quantities. Figure 4C shows the top 15 proteins in the
extracts. The most abundant proteins in the extracts were
predicted to be extracellular for the EDL933 strain (flagellin) and
periplasmic for the 21,765 and PMKS5 strains (acid stress
chaperone HdeB). The relative abundance of the acid stress
chaperone HdeB of the both strains was higher than the
remaining proteins as indicated by the larger diameter of the
bubble in Figure 4C. In the PMKS5 strain, three outer membrane
proteins were in the top 5 (the outer membrane porin C, the outer
membrane lipoprotein SlyB and the major outer membrane
lipoprotein Lpp). The most abundance proteins appeared to
be similar for the 21765 and PMKS5 strains. For the EDL933
strain, the abundance seemed more homogenous. Regardless of
the strain, 1,998 unique E. coli proteins were identified and
among them, 316 (15.8%) were shared between the three strains
(Figure 4D). EDL933 had the highest number of unique proteins
(565 proteins, 28.3%), while 331 (16.6%) and 361 (18.1%)
proteins were unique to the 21765 and PMKS5 strains, respectively.

Relative tandem mass tag quantitative
proteomics

TMT-labeled sample analysis found 1,192 proteins that could
be used for relative quantitive assessment (Supplementary Table 4).
We found 87 and 91 proteins (a total of 178 proteins) that were
expressed at least two-fold higher in the 21,765 and PMKS strains
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than in the EDL933 strain (Figures 5A,B). Among these 178
proteins, 40 proteins were present in both the 21,765 and PMK5
strains (Figure 5C) and 25 proteins were uncharacterized proteins
for which no information was available even from homologous
proteins (Supplementary Table 5). Consequently, 113 proteins
were used for Gene Ontology (GO) term analysis to identify their
subcellular localization and/or biological function (Figure 6).
More proteins were associated with cellular component than with
molecular function or biological process. The top 3 GO terms
were “outer membrane-bounded periplasmic space” (17.12%),
“cell outer membrane” (16.22%), and “periplasmic space”
(13.51%). Concerning biological processes, “cell adhesion” was
counted three times behind “ion transmembrane transport” (5),
“cellular stress response to acidic pH,” and “chaperone-mediated
protein folding” (4). In total, 17 proteins were associated with the
biological processes “cell adhesion and/or the cellular component™
or “cell outer membrane” and not localized in the inner leaflet of
the OM or the periplasmic space (Table 1). Several outer
membrane proteins (OmpC, OmpN, OmpP, NmpC, intimin,
AIDA-I, maltoporin, LptD) and lipoproteins (Blc, LptE, LptB,
TraT, BhsA) were more highly expressed in 21,765 or PMK5
strains than in the EDL933 strain. Five proteins (OmpN, OmpC,
Blc, LptE) were expressed by both adhering strains (21,765 and
PMKS5) with an approximatively equivalent fold change (FC)
compared with the EDL933 strain (from 4.26 to 9.58, Table 3). The
differentially expressed proteins (DEPs) had a FC between 2
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FIGURE 3
STEC adhesion to MFGMPs. The adhesion of E. coli to MFGMPs was evaluated by plate washing assay. Bacterial cells were added to wells
previously coated with 100, 25, 6.25, 156, 0.39, or Opg.mL~* MFGMPs at 4°C for 2h. After extensive washing, growth curves were acquired in a
plate reader and the time of each curve to reach an absorbance of 0.02 at 600nm (Time Threshold; Tt) was estimated by a five-parameter log-
logistic. The points represent the difference of Tt (ATt in sec) with and without MFGMPs. It was calculated for each coating solution, strain, and
experimental replicate. For each strain, a dashed-line was plotted as a function of the median ATt for each MFGMP concentration (Logyg scale)
Each strain is represented by a distinct color. The blue line represents the median of ATt for each MFGMP concentration at the serotype level.
Three independent overnight bacterial cultures were used for each strain and assayed on different plates/days. The median and the standard
deviations were calculated

and <10, except the autotransporter AIDA-I expressed by the
21,765 strain and the porin expressed by the PMKS5 strain, which
had FCs of approximately 23 and 13, respectively, compared
with EDL933.

Discussion

Shiga toxin-producing E. coli (STEC) may cause severe human
infections mainly through ingestion of contaminated food,
including raw milk products. The milk fat globule membrane
(MFGM), which surrounds MFGs, is well known for its anti-
adhesive proprieties against pathogenic bacteria, including STEC
(Ofek et al., 2003; Claeys et al., 2013; Yoon et al., 2016; Douéllou
etal, 2018; Bagel and Sergentet, 2022). However, the mechanisms
involved are unknown. We previously demonstrated that the
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affinity of STEC for the enriched-MFG layer was serotype-
dependent for the strains belonging to the O157:H7 serotype and
strain-dependent for O26:H11 and O103:H2 strains (Bagel et al.,
2022). Published literature suggests that (glyco)-proteins anchored
to the MFGM may serve as potential ligands for bacteria, as well
as for STEC adhesins, and thus act as mimetic receptors (Douéllou
etal., 2017; Bagel and Sergentet, 2022). Some knowledge gaps exist
regarding STEC adhesion strategies, especially for the non-O157
STEC strains (026:H11 and O103:H2 strains) that are largely less
studied than O157:H7 strains (Koutsoumanis et al., 2020). It is
likely that STEC uses strain- and/or serotype-specific adhesion
mechanisms to invade hosts. The nature and type of proteins
exposed at the STEC surface could explain the strain and/or
serotype effect in STEC's affinity for MFGs that we highlighted
previously (Bagel et al., 2022). In this study, we used phenotypic
assays to evaluate the capacity of STEC strains to form molecular
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TABLE 2 Estimation of the coefficients and R? of the linear regressions
of STEC adhesion to MFGMPs.

K-12 0157:H7 026:H11  0103:H2
MG1655
Slope (ATt 2,786.896%%%  400.708* 1,678.107%%%  ],683.327%%*
in sec) (560.140) (228.816) (318.459) (364.311)
Intercept 1,787.639%% -1,173.620%%%  1,206.764***  4,681.656*%*
(MFGMPs in  (652.840) (266.684) (366.363) (424.603)
pgmL™)
R 0.656 0.040 0.284 0.226

For each serotype (0157:H7, 026:H11, 0103:H2) and the K-12 MG1655 strain, a simple
linear regression was used to assess the relationship between the time threshold for
bacterial growth (ATt) and the amount of MEGMPs. Standard errors are indicated in
parentheses.

*p<0.1;¥p <0.05; ***p<0.01.

interactions with bovine milk fat globule membrane proteins
(MFGMPs) and proteomics to highlight adhesion factors
potentially involved in this phenomenon.

We evaluated the major non-specific interactions involved in
bacterial adhesion (hydrophobic and surface charge). At the
collection level, STEC and AEEC strains were mainly hydrophilic,
except for three strains belonging to the O103:H2 serotype
(Figure 2). Hamadi et al. (2008) showed by water contact angle
that E. coli strains are hydrophilic. However, the E. coli 0157:H7
strain has also been described as hydrophobic (Patel et al, 2011).
Witso et al. (2014) reported a cell surface hydrophobicity of
between 50 and 70% for E. coli O103:H2 strains, consistent with
our results. Bacterial hydrophobic forces are influenced by the
nature of the membrane-anchored components, including amino
residues that are exposed to the extracellular environment (Law,
2015). MFGs are highly hydrophobic in their central region
(hydrophobic TAG core) but the MFGM, rich in polar lipids and
glycoconjugates, allows MFGs to float in the aqueous phase of
milk (Corredig and Dalgleish, 1998; Chevalier and Sommerer,
2011). Globally, MFGs and STEC are both dispersed in the
aqueous phase of milk due to the polar properties of the
components anchored in their membrane (proteins, polar lipids).
Hydrophobic forces are also influenced by physicochemical
conditions such as temperature, A,, ionic strength, and pH
(Hamadi et al., 2004). Moreover, several parameters intrinsic to
the MATH test such as vortex time, hydrophilic phase/
hydrophobic phase ratio, and solvent type, can influence results
(Nachtigall et al., 2019). Similarly, culture conditions directly
affect the formation of hydrophobic bonds mainly by modulating
surface protein expression.

We found that the surface charges of MFGs and the AEEC
strains in the real aqueous phase of raw milk were both negative
and of similar orders of magnitude: —12.240.14 to —10.7 £0.6mV
and—3.7+to —2.9mV, respectively. Our results are similar to
published data showing that the surface charge of raw MFGs is
between —12.2 and—9mV (Lopez et al., 2007; Obeid et al., 2019;
Vermaet al,, 2019). The bacterial cell surface is generally negatively
charged because of the carboxyl and phosphate core as well as the
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lipopolysaccharide (LPS) located at the surface (Hong and Brown,
2008). The surface charge of E. coli is reported to be negative
(Klodzinska et al., 2010). Furthermore, Liang et al. (2016) showed
a large range in {-potential that varies according to E. coli strain
(—6.8 to —39.9mV). {-potential measurements were made at pH
6.7 in presence of milk minerals that screen negative charges. In a
previous study, we showed that AEEC strains have different
affinities for the raw milk layer (Bagel et al., 2022), suggesting that
bacterial surface charges may not be the main factor influencing
STEC-MFG association. It appears that non-specific interactions
are not strongly involved in opposing electrostatic forces and that,
instead, specific/molecular interactions may be implicated.
Interestingly, we have shown that the O103:H2 str. 2503, str.
32396, and str. 445-14 display a similar affinity for the raw milk
cream layer and these strains have a hydrophobic profile (Bagel
et al, 2022). However, there are other non-specific interactions
involved in bacterial adhesion to a surface, such as Lewis and Van
Der Waals bonds (van Loosdrecht et al., 1990; Chen et al., 2014).
Non-specific interactions alone cannot explain STEC affinity for
MEGs. These results suggest that other adhesion mechanisms such
as specific interactions must be involved in STEC’ affinity
for MFGs.

Here we have demonstrated, for the first time to our
knowledge, STEC's capacity to adhere to MFGMPs and we have
highlighted a serotype effect. For 10 of the 16 assessed strains, the
ATt increased as a function of the MFGMP concentration
(Figure 3), suggesting an adhesion to these ligands. Among the
strains analyzed, all 0103:H2 strains, four O26:H11 strains, and
the K-12 MG1655 strains seemed capable of adhering to
MFGMPs. However, the strains belonging to the O157:H7
serotype (n=5) and O26:H11 str. 4,315-A adhered very weakly to
MFGMPs in our experimental conditions. Moreover, we found
that the presence of the stx gene (STEC vs. AEEC) and the strain
origin (Table 1) did not seem to be correlated with adhesion
capacity. We obtained similar results across independent
experimental replicates, supporting the hypothesis that STEC-
MFGMP adhesion is specific rather than non-specific. However,
our results are quite surprising compared with the results of
previously published experiments. We previously found that STEC
strains belonging to the O157:H7 serotype have a higher capacity
than 026:H11 and O103:H2 serotypes to concentrate in the cream
of raw milk, which is rich in MFGs (Douéllou et al., 2018; Bagel
etal, 2022). We assumed that a high concentration capacity in the
cream was correlated with high capacity to adhere to MFGMPs.
In our plate-washing experiment, it may be possible that the
interaction of the O157:H7 strains with MFGMPs was weaker
than the other strains or that the molecular targets of the O157:H7
strains may have been absent from the MFGM protein extract,
denatured during the extraction process, or did not coat the wells.
Furthermore, the mechanism underlying the concentration of
STEC in the cream layer during natural creaming may be related
to a completely different mechanism.

MFGMPs are membrane-bound proteins with both a
hydrophilic region that is exposed to an aqueous environment at
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Qualitative description of surface protein extracts of STEC O26:H11 str. 21,765, O157:H7 str. EDL933, and O103:H2 str. PMKS5, analyzed by MS/MS.
(A) Distribution of identified proteins based on subcellular localization prediction for each strain (top left). (B) Distribution of identified proteins for
each strain according to the relative protein abundance (NSAF) normalized to the number of identified proteins in the corresponding subcellular
localization group (top right). (C) Ranking of the 15 predominant proteins identified in protein extracts for each strain according to relative
abundance (NSAF) (bottom left). The bubble size is proportional to the relative abundance value. (D) Venn diagram of the identified proteins
according to the strain (bottom right). Acp, acyl carrier protein; AhpC, peroxiredoxin; ArtJ, arginine ABC transporter substrate-binding protein; Crr,
Glucose-specific enzyme IIA component of PTS; Csp, cold shock-like protein; EsbP, extracellular solute-binding protein 3; FliC, flagellin; GInBP,
glutamine-binding periplasmic protein (GInBP); HdeB, acid stress chaperone HdeB; Hns, DNA-binding protein; HU-alpha, DNA-binding protein
HU-alpha; HU-beta, DNA-binding protein HU-beta; Ivy, C-lysozyme inhibitor; L24 protein, 50S ribosomal protein L24; L31 protein, 50S ribosomal
protein L31; Lpp, major outer membrane lipoprotein Lpp; MalE, maltodextrin-binding protein; OB fold protein, bacterial OB fold family protein;
OmpA, outer membrane protein A; OmpC, gram-negative porin; OmpP, omptin family outer membrane protease OmpP; OmpX, outer membrane
protein X; Pal, peptidoglycan-associated protein; PsiF, phosphate starvation-inducible protein; PspE, phage shock protein E; RaiA, ribosome-
associated translation inhibitor RaiA; RbsB, D-ribose transporter subunit RbsB; S20 protein, 30S ribosomal protein S20; S3 protein, 30S ribosomal
protein S5; SlyB, outer membrane lipoprotein SlyB; SodC, superoxide dismutase; YdfZ, putative selenoprotein YdfZ; Yhha, uncharacterized protein
YhhA; YmgD, YmgD family protein; ZraP, zinc resistance-associated protein

the surface of MFGs and a hydrophobic region anchored in the
polar lipid trilayer in the membrane. Protein structure can
be affected during extraction, leading to conformations that are
different to the native conformation in the MFGM, which can
hide the epitopes recognized by STEC for adhesion. Moreover,
free MEGMPs may clump together, preventing the access of the
epitopes to STEC. In addition to what has been said, the
hydrophobic domains of the MFGMPs are not accessible to
bacteria when they encounter intact MFGs, whereas in our trial
these domains may have served as an anchoring point. To improve
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this model, we intend to work directly on MEGMPs in their
original state, e.i. anchored in a biological membrane.

In addition, negative ATt values were observed for some
strains, in particular the strains belonging to the O157:H7
serotype. A negative value corresponds to a loss of cells and could
suggest that MFGMPs affect the viability of STEC strains.
MEFGMPs, especially xanthine oxidoreductase, have anti-bacterial
properties (Martin et al,, 2004). However, the bacteriostatic or
bacteriocidal effect of MFGMPs in our experimental conditions
was very weak. We previously evaluated the impact of MEGMPs
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Relative quantitative description of TMT-labelled surface protein extracts of STEC O26:H11 str. 21765, 0157:H7 str. EDL933, O103:H2 str. PMK5.
Volcano plot of protein abundance ratios and the associated p-values for the pairwise comparisons (A) EDL933 vs. 21765 and (B) EDL933 vs.
PMK5. Purple and orange panels correspond to proteins with at least a two-fold change in expression. The purple panel marks the differentially
expressed proteins (DEPs) of the EDL933 strain, while the orange panel highlights those of the 21765 and PMK5 strains for (A,B), respectively.
(C) Venn diagram of proteins with at least a two-fold change in expression in the MFGMP-adhering strains, O26:H11 str. 21765 and O103:H2 str.

on STEC growth and found that the presence of MEGMPs did not
affect cell viability and did not modulate strain growth (data not
shown). Therefore, the negative ATt values in this study seem to
be more related to the sensitivity of the measurement method than
toa biological phenomenon (the zero was included in the standard
deviation), except for the O157:H7 str. 2,054 which had
consistently negative values in all experiments.

In the second part of this work, we aimed to identify STEC
surface proteins that were preferentially expressed by O26:H11 str.
21,765 and O103:H2 str. PMK5 and, therefore, represented an
adhesion profile for MFGM. Previous studies have shown that the
presence of MFGs can modulate adhesion of bacterial cells,
including STEC (Ross et al., 2016; Douéllou et al., 2018). We can
therefore assume that the STEC proteins involved in the
recognition of eukaryotic cells play a role in MFG adhesion.
Studies on STEC diversity have shown a clustering of strains
according to serotype. Furthermore, strains belonging to 026:H11
and O103:H2 serotypes were grouped into subgroups. In this
study, we found that more proteins were specific to the 0157:H7
str. EDL933 than the two other strains analyzed (Figure 4D). It is
possible that the O157:H7 str. EDL933, which is genetically
different from the other strains of the collection, did not have or
did not express adhesion factors that recognize MFGMPs. The
surface protein extracts from the O157:H7 str. EDL933, 026:H11
str. 21,765, and O103:H3 str. PMK5 were characterized by
TMT-nLC-MS/MS to determine cell surface components that may
influence the adhesion of STEC to MFGMPs. Quantitative
proteomic analysis showed that the 026:H11 str. 21,765 and
0103:H3 str. PMKS5 differentially expressed five outer membrane-
associated proteins or lipoproteins, compared with the EDL933
strain (Table 3). This analysis also showed strain-specific
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differentially expressed proteins (DEPs) that could be involved in
a strain-dependent adhesion mechanism. In the 026:H11 21,765
strain, four proteins or glycolipids were differentially expressed,
while eight DEPs were found in the PMKS5 strain.

Several outer membrane proteins (OMPs) involved in STEC
eukaryotic cell adhesion were identified in both the 21,765 and
PMKS5 extracts. The outer membrane proteins C (OmpC) and N
(OmpN), common to the 21,765 and PMKS5 strains, are both
porins allowing passive diffusion of small molecules across the
outer membrane (OM). OmpN has been less well characterized in
the literature, but has a high homology to OmpF and OmpC
(Prilipov et al., 1998; Dam et al., 2017). We also identified two
other membrane proteins in 21,765: (1) the outer membrane
protein P (OmpP) is an outer membrane protease that belongs to
the omptin family and protects cells from cationic antimicrobial
peptides and inflammatory responses and promotes adherence to
eukaryotic cells (Hritonenko and Stathopoulos, 2007; Hwang
etal,, 2007) and (2) a putative porin that has 50% homology with
the YedS porin of the E. coli K-12 MG1655 strain. In the PMK5
strain, the porin NmpC, homologous to OmpC and OmpF
(Prilipov etal., 1998), was detected, as well as an OMP homologous
to OmpC and associated with the accession number D7Y4X5.
NmpC is not expressed in the K-12 MG1655 strain (Blasband
et al,, 1986), which displayed an adhesion profile. Several porins
similar to OmpC have been identified.

OmpC  deletion decreases the adhesion and invasion
capacities of E. coli for intestinal epithelial cells (Rolhion et al.,
2007). Furthermore, OmpC binds lactoferrin, a glycoprotein
found in milk (Sallmann et al., 1999). Lactoferrin is a minor
protein of MFGMs (Lee et al, 2018). Therefore, OmpC, and
perhaps homologous porins, may bind lactoferrin in MFGMs.
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026:H11 str. 21765 and O103:H2 str. PMKS

The OmpA encoded by some E. coli strains has affinity for the
GlcNAc-B-(1,4)-GlcNAc epitopes that comprise the core of all
N-linked glycans (Prasadarao et al., 1996). N-glycosites, including
mucins (MUCI15 and MUC1), butyrophilin (BTN), lactadherin
(LDH) and cluster of differentiation 36 (CD36), have been found
on the extracellular domain of bovine MEGMPs (O'Riordan
et al., 2014). Mannose residues are present on BTN and CD36
(O'Riordan et al., 2014). We also identified another porin, the
maltoporin LamB, involved in the transport of maltose and
maltodextrins, in the PMKS5 strain. LamB is an alternative or
additional adherence factor for EPEC and acts as a receptor for
several bacteriophages (Randall-Hazelbauer and Schwartz, 1973;
Subramanian et al., 2008). The PMKS5 strain also expressed the
OMP BhsA, which lowers the permeability of the outer
membrane to copper and modulates biofilm formation by
decreasing cell aggregation and cell surface adhesion (Zhang
et al., 2007; Mermod et al., 2012).

Frontiers in Microbiology

Gene ontology (GO) analysis of proteins with at least a two-fold change in expression for STEC strains that exhibited MFGMP adhesion capabilities,

The major type 1 subunit fimbrin (FimA) that constitutes the
pilus rod of the Type 1 Fimbriae (T1P), was also identified in the
PMKS5 strain. While the fimA gene sequence is highly variable
between different E.coli strains (Kisiela et al., 2013), FimA
expression was not significantly different in PMKS5 compared
with 21,765, suggesting that this strain also expresses a signficant
amount of the protein (Table 3). The key adhesin component in
T1P is carried by FimH which can bind to the mannose residues
of some receptors on eukaryotic cells (Ageorges et al., 2020).
We identifed FimH in the three protein extracts but the
expression ratio was not significantly different (Table 3). E. coli
T1F can bind to glycoprotein 2 (zymogen granule membrane), a
minor protein anchored at the MEGM (Murgiano et al,, 2009). In
addition, a study by Shaikh et al. (2007) found an N135K
mutation in FimH of E. coli 0157:H7 strains belonging to the
cluster 2 and 3, including the EDL933 and SAKAI strains, that
impaired the affinity for mannose. A decrease in mannose
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adhesion capabilities of 0157:H7 strains, but not 0103:H2 and
026:H11 strains, which have an intact FimH protein, could help
to explain our results.

In addition, the p-subtype of intimin, which is responsible
for attaching and effacing lesions, was identified in the 21,765
strain, while the e-subtype was identified in the PMKS5 strain
(Table 3). These two intimin variants are different from the
y-subtype identified the EDL933
(Supplementary Table 1). Intimin is the main eukaryotic cell
adhesion factor of STEC, forming a very specific adhesion bond
with Tir (Translocated intimin receptor), as well as with
eukaryotic proteins nucleolin and p1 integrin (Sinclair et al,,
2006). The MFGM expresses low levels of integrins but has not
been shown to express nucleolin (Bagel and Sergentet, 2022).
The 21,765 strain also expresses the AIDA-I autotransporter
which acts as a bacterial adhesin mediating attachment to a
broad variety of mammalian cells and facilitating bacterial
autoaggregation (Vo et al,, 2017). AIDA-I is also a highly
efficient initiator of biofilm formation (Sherlock et al., 2004) and
is involved in cellular adhesion of diarrheagenic E. coli (DEC)
(Ageorges et al., 2020).

The 21,765 and PMKS5 strains also differentially expressed
some outer membrane lipoproteins (Blc and the LptD-LptE
complex). The lipoprotein Blc belongs to the lipicalin family, an
important class of lipid transfer proteins that are anchored in
the inner leaflet of the outer membrane and bind to fatty acids
or phospholipids (Campanacci et al., 2004, 2006). LPS-assembly
protein LptD and lipoprotein LptE form a complex at the OM
surface, allowing transport of LPS at the cell surface (Sperandeo

variant in strain

and Polissi, 2016). We do not have sufficient information to
conclude whether these proteins are directly involved in
bacterial and MEGMP adhesion. The O-antigen, which is part
of LPS, is a highly variable region that is used to classify bacteria
based on sugar composition (Liu et al, 2020). In addition, the
flagellar H antigen (fliC), which is used as a complement to
O-antigen for classification, is known to be involved in
adhesion. Furthermore, the FliC protein, specific to each strain
assayed, composed the majority of the protein extract of the
EDL933 and PMKS5 strains (Supplementary Tables 1, 2).
Therefore, FliCy, of the PMK5 strain could be involved in
MFGMP adhesion. PMKS5 also expressed: (1) the vitamin B12
transporter BtuB, involved in the active translocation of vitamin
B12 across the outer membrane to the periplasmic space and (2)
the TraT protein, an OM lipoprotein that prevents unproductive
conjugation between bacteria carrying similar plasmids. There
is no published evidence that these lipoproteins are involved in
bacterial adhesion althought BtuB was described as a phage
receptor (Li et al., 2019).

Of the 178 DEPs highlighted by our study, 25 DEPs were not
included in our further analysis due to gaps in available
information (Supplementary Table 5). Further characterization
of these proteins could highlight novel protein candidates. In
addition, we found that protein extracts were mainly enriched in
proteins associated with the outer membrane or the extracellular
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component (Figure 4B). However, we also identified a large
proportion of periplasmic proteins, reflecting leakage during the
extraction protocol of the periplasmic content. In contrast, few
cytoplasmic membrane proteins were identified although
cytoplasmic proteins were identified. These proteins may have
originated from dead cells remaining in the culture medium or
have leaked from the inner membrane. Some external membrane
proteins could not be correctly extracted and therefore are absent
from the analysis. We can also point out that some proteins that
are more sensitive to heat than others might not be included in
the extract. Therefore, these proteins, potentially involved in the
adhesion process, are not covered by the study. Future studies
using a more global approach may identify more proteins
involved in this adhesion phenomenon.

In this study, we fixed the temperature of the STEC-MFGMP
adhesion assay to 4°C to evaluate the adhesion of STEC to MFGMPs
in milk storage conditions. Although contamination of raw milk
with STEC mainly occurs during milking when the milk temperature
reaches 37°C, milk is rapidly refrigerated to 4°C to assure its
conservation (Quigley et al., 2013; Machado et al., 2017; Skeie et al.,
2019). To exert their anti-adhesive properties against STEC, the
STEC-MEFG association must be possible in the environmental
conditions of the human intestinal system. Therefore, the results
observed here do not indicate that E. coli O157:H7 strains do not
possess MFG adhesion capacity. As physicochemical parameters
govern adhesion steps, further analysis of the effect of other
parameters, such as pH, ionic strength, and temperature could help
to understand the low adhesion of E. coli O157:H7 strains to
MFGMPs observed in this study. The impact of these environmental
factors on STEC-MFG association, as well as the presence of
microbiota, should be evaluated to ensure that STEC-MFGMP
interactions are achievable in the human GI tract. The adaptation of
STEC to environmental factors could also explain the lower
prevalence of STEC 0157:H7 strains in raw milk products than
STEC 026:H11 and 0103:H2 strains (EFSA and ECDC (European
Food Safety Authority and European Centre for Disease Prevention
and Control), 2021). The serotype-dependent adhesion observed in
this study shows the same pattern as the prevalence data. Bacteria
belonging to the 026:H11 and 0103:H2 serotypes, which seem to
be more adapted to survival in milk and cheese (Miszczycha et al.,
2013), show adhesion to MFGMPs. O157:H7 serotype bacteria grow
more slowly than 026:H11, 0103:H2, and O145:H28 serotypes.
These data suggest that 026:H11, 0103:H2, and O145:H28 strains
may be better adapted to the environment (physicochemical
parameters and microbiota) found in cheeses. The ability of STEC
cells to adhere to MFGs could be considered to be an
advantageous mechanism.

The use of antibiotics to treat STEC infection is particularly
contentious due to their impact on the expression of Shiga toxin
genes. In the field of health and nutrition, raw milk fat is gaining
popularity due to the richness and variety of proteins linked to
its membrane. MFGMP’s anti-adhesive abilities against
pathogenic bacteria, including STEC, might be a promising
prophylactic and alternative approach to anti-infection
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treatments. As bacterial adhesion is the first step of infection,
inhibiting this step is a key strategy for infection control
Competition for the natural binding sites of pathogenic bacteria
by mimetic receptors could inhibit pathogen attachment. Such
strategies have already been described for other enteric
pathogens (Asadi et al., 2019). The mechanisms of adhesion
between STEC and MFGM should be further studied to uncover
new therapeutic solutions. Here, we highlight some outer
membrane proteins or lipoproteins that may be involved in the
adhesion of STEC to MFGs but further studies are needed. It
will be essential to validate the involvement of STEC candidate
proteins in adhesion to MFGs and intestinal cells and to further
identify their ligands among MFGMPs.

Conclusion

In this study, adhesion of Shiga toxin-producing E.coli
(STEC) to milk fat globule membrane proteins (MFGMPs)
was observed for the first time and a serotype effect was
discovered. The strains belonging to the 0157:H7 serotype
showed no adhesion to MFGMPs, whereas the strains
belonging to the 026:H11 and O103:H2 serotypes appeared
to adhere to MFGMPs. We also showed that non-specific
interactions, hydrophobic forces, and surface charges do not
seem to be major forces involved in STEC-MFG association.
We identified several outer membrane proteins—OmpC and
homologous proteins, intimin, Type 1 Fimbriae, and
AIDA-I—that may be involved in STEC-MFG adhesion. More
work is needed to elucidate the level of involvement of these
proteins. As stated in the published literature, bacteria-
MFGMP adhesion is a complex and multifactorial
mechanism, likely involving several different strategies
depending on the strain and/or serotype. The adhesion
capabilities and the strength of STEC-MFGMP association
needs to be further studied in various biological
environments, such as raw milk cheese products and the
human gastrointestinal tract, to follow the evolution of the
STEC-MFG complex and their anti-adhesion properties to
intestinal epithelium.
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Chapitre 6

Implication des protéines de
surface des STEC dans
’association STEC-MFGMPs

Article de recherche n°3
Bagel, A. et al., Surface proteins of Shiga toxin-producing Escherichia coli mediate
association with milk fat globules in raw milk.
En préparation. Version non validée par les co-auteurs. Soumission prévue au dernier
trimestre de 2022.

Les données supplémentaires sont présentées en Annexe 2. Par soucis de visualisation et de place, certains tableaux n’ont pas
été intégrés au manuscrit.
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Abstract

By adhering to host cells and colonizing tissues, bacterial pathogens can successfully establish
infection. Considered the first step of the infection process, bacterial adhesion is now seen as a
promising strategy to prevent infectious diseases. Among the natural sources of anti-adhesive
molecules, the membrane of milk fat globules (MFGs) is of interest because of the diversity of proteins
and glycoconjugates anchored there. However, few studies have focused on the bacterial molecules
involved in inhibition of bacterial adhesion mediated by MFGs. In this context, we used three pathogenic
Shiga Toxin-producing Escherichia coli (STEC) strains (026:H11 str. 21765, O157:H7 str. EDL933, and
0103:H3 str. PMKS5) as a model to evaluate whether STEC surface proteins are involved in the affinity
of STEC for milk fat globule membrane proteins (MFGMPs). The affinity of STEC for MFGMPs was
assessed indirectly by a natural raw milk creaming test and directly by an adhesion test. We showed
that free STEC surface proteins inhibit the concentration of the pathogen in the MFG-enriched layer in
a strain-dependent manner. Moreover, the OmpA and FIiC proteins were identified within the protein
fraction of MFGMs. Our results suggest that FIiC participates in STEC adhesion to MFGMPs but other
STEC molecules may also participate. Overall, this study highlighted, for the first time, the involvement
of STEC surface proteins in the affinity for MFGs. The mechanism of STEC-MFG association is still not
fully understood but our results confirm the existence of receptor/ligand type interactions between the
bacteria and MFGs. Further studies are needed to identify and specify the molecules involved in this
interaction. These studies should take into account the likely involvement of several factors, including

adhesion molecules, and the diversity of each STEC strain.

Keywords: bacterial anti-adhesion, MFGMPs, STEC, flagellin, food

136



39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

Introduction

Bacterial adhesion is the first step of infection. To effectively colonize hosts and cause symptoms,
pathogenic bacteria use adhesive strategies to attach to host cells (Pizarro-Cerda and Cossart, 2006).
Adhesion is necessary so that microorganisms are not cleared by the host's natural defense
mechanisms. The bacterial adhesion process consists of a non-specific phase, involving
physicochemical bonds, and a specific phase involving molecular factors exposed on both host and
bacterial cell surfaces (Ofek et al., 2013). Inhibiting this step is a key strategy for infection control (Asadi

etal., 2019).

Prevention of bacterial adhesion is now considered a promising strategy to reduce the occurrence of
infectious diseases. Several specific approaches have been considered, including inhibition of adhesion
by membrane receptor analogs (Leonard et al., 2019). Several natural molecules contained in food,
especially milk components (Horemans et al., 2012; Douéllou et al., 2017b; Bagel and Sergentet, 2022),
could act as effective inhibitors of pathogen adhesion (Ofek et al., 2003, 2013; Sharon, 2006; Kahane
and Ofek, 2012; Orth and Krachler, 2013). Many studies have shown that the association of bacteria
with raw milk fat globules (MFGs) and raw milk fat could prevent the adhesion of several
enteropathogens to enterocytes through mimetic receptors (Douéllou et al.,, 2017b; Bagel and

Sergentet, 2022).

MFGs are present as triglyceride (TAG) microdroplets surrounded by a complex biological membrane,
called the milk fat globule membrane (MFGM), which ensures their integrity and individuality (Lopez and
Ménard, 2011). The MFGM is mainly composed of lipids (64 to 71.8%) and proteins (22.3% to 28%)
(Ortega-Anaya et al., 2022), of which approximately 10% are glycosylated (Ross et al., 2016). The

MFGM protein fraction shows similarities to that of intestinal cells (Jiménez-Flores and Brisson, 2008).

Among enteric bacteria responsible for foodborne infections, some strains of Escherichia coli, the Shiga-
toxin producing E. coli (STEC), are responsible for large-scale epidemics. STEC-related outbreaks have
been described in several countries, making this pathogen an international public health issue (FAO and
WHO, 2019). STEC are frequently associated with severe forms of infection such as hemorrhagic colitis
(HC). In very severe cases, STEC may cause systemic complications in the form of hemolytic uremic

syndrome (HUS), cerebral failure over several years, and in some cases, death of the patient. Children
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and the elderly are most likely to develop HUS, which is the leading cause of renal failure in children. In
2010, there were more than 1.2 million cases of foodborne STEC infections, which caused 128 deaths
and nearly 13,000 Disability-Adjusted Life Years (DALYs) (WHO estimates of the global burden of

foodborne diseases: foodborne disease burden epidemiology reference group 2007-2015, 2015).

Ruminants are the primary reservoir of STEC (Goyle, 2007). Despite the efforts and resources expended
by farms to control this pathogen, human infection is most often linked to ingestion of contaminated food
and water such as undercooked ground meat, raw milk cheese, or raw plant material. Nevertheless, raw
milk products are only a minor source of human enteric infection (EFSA and ECDC, (European Food
Safety Authority and European Centre for Disease Prevention and Control), 2019, 2021a; EFSA and
ECDC, 2021b). Interestingly, STEC prevalence data in dairy matrices and STEC outbreaks do not fit
overall foodborne-related outbreak figures (EFSA and ECDC, 2021b). Douellou et al. hypothesized that
this phenomenon might be related to an association between STEC and MFGs, which may inhibit STEC
adhesion to enterocytes (Douéllou et al., 2018). Bacterial affinity for MFGs and more specifically for the
MFGM is accepted for various bacterial species, particularly for lactic acid and propionic bacteria

(Brisson et al., 2010; Douéllou et al., 2017b; Gomand et al., 2018; Guerin et al., 2018).

To investigate this hypothesis, our team used the natural creaming of raw milk as a model. Natural
creaming can concentrate bacteria and bacterial levels in cream can be up to 500 times higher than in
milk (Anderson, 1909; Lamson, 1918). During creaming, MFGs spontaneously rise to the surface
because they have a lower density than the aqueous phase. This forms an MFG-concentrated layer,
called cream (Mulder and Walstra, 1974; Euber and Brunner, 1984; Bird, 1991). Previous studies from
our team showed that fifteen STEC strains, belonging to three key serotypes responsible for infection,
were recovered mainly from the cream layer after natural creaming (Douéllou et al., 2018; Bagel et al.,

2022a).

Furthermore, we showed that the concentration of STEC in the cream layer was dependent on the fat
level of the milk and the strain of bacteria (Bagel et al., 2022a). Microscopic observations showed that
E. coli cells were localized near MFGs, suggesting that MFGs could have a pivotal role in the
phenomenon of bacterial concentration (Bagel et al., 2022a). Such data suggested that STEC could
bind MFGs during natural creaming, probably through specific interactions between STEC surface

proteins and sugar epitopes attached to glycoproteins and glycolipids anchored in the MFGM. The type
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of surface proteins exposed by different STEC strains and the glycosylated moieties recognized at the

MFGM could explain, in part, the strain-dependent difference in affinity for the cream layer.

Few data exist for E. coli and most published studies focus on the MFGM molecules recognized by
bacteria (Bagel and Sergentet, 2022). Very little data has been published on the bacterial molecules
involved in this association. We hypothesized that the concentration of STEC in the cream layer during
the natural creaming of raw milk is due to specific interactions between STEC surface proteins and
MFGM proteins. The aims of this study were: (1) to evaluate the involvement of STEC surface proteins
in the phenomenon of STEC concentration in raw milk cream and (2) to identify which STEC molecules

are involved in this phenomenon.

We used three highly pathogenic STEC strains of different serotypes (0157:H7, O26:H11, and
0103:H2) as model strains to investigate the role of STEC surface proteins in the affinity of STEC for
MFGM. For this purpose, we performed competitive creaming assays between STEC and free STEC
surface proteins and identified STEC surface proteins associated with the MFGM by proteomic analysis.
The role of the outer membrane protein A (OmpA) and the flagellin (FIiC) in the STEC-MFGM association

was assessed by natural creaming and plate adhesion assay.

Materials and Methods

Biological materials

Bacterial strains and culture conditions

Three Shiga Toxin-Producing Escherichia coli (STEC) (E. coli with eae and stx genes) were selected
from the French National Reference Laboratory (LMAP, VetAgro Sup, Marcy I'Etoile, France) collection.
Bacteria were stored at -80°C in Brain Heart Infusion (BHI, BioMérieux, Marcy-L’Etoile, France)
supplemented with 15% glycerol. Bacteria were plated from glycerin-BHI frozen stock (-80°C) on LB
agar plates (Oxoid) and incubated at 37°C or 30°C for 16—18h. The day before each experiment, one
colony was picked from the plate and cultured overnight at 37°C or 30°C in BHI or BHI supplemented

with 100 pg.mL-" of ampicillin. Confirmed mutants were maintained on a medium without antibiotics.
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Table 1. Bacterial strains used in relevant studies.

Strain Description Source or reference

DH5alpha Non-pathogenic E. coli strain used for plasmid (Datsenko and Wanner, 2000)
multiplication

BW25141 Non-pathogenic E. coli strain used for plasmid (Datsenko and Wanner, 2000)
multiplication

EDL933 WT Pathogenic STEC O157:H7 strain (eae+, stx1+, (Perna et al., 2001)
stx2+). ATCC 43895

EDL933/pKD46 EDL933-containing pKD46 used for A Red This study
recombination

EDL933AompA  EDL933 with ompA gene deleted; Kan® This study

EDL933AfliC EDL933 with fIiC (flagellin) gene deleted; Kan® This study

21765 Pathogenic STEC 026:H11 strain (eae’, stx1, (Galia et al., 2015)
stx2?)

21765/pKD46 21765-containing pKD46 used for A Red This study
recombination

21765Ao0mpA 21765 with ompA gene deleted; Kan® This study

21765AfliC 21765 with fliC (flagellin) gene deleted; Kan®R This study

PMK5 Pathogenic STEC 0103:H2 strain (eae”, (Mariani-Kurkdjian et al., 1993)
stx1*,stx2)

PMK5/pKD46 PMKS5-containing pKD46 used for A Red This study
recombination

PMK5AompA PMKS5 with ompA gene deleted; Kan® This study

PMKS5AfliC ~ PMKS5 with fIiC (flagellin) gene deleted; Kan®? ~ This study

Plasmids

The plasmid pKD4 was used as a template for PCR of the kanamycin resistant cassette. Plasmid pKD46

encodes the Red genes (y, B, exo) under the control of an arabinose-regulated promoter. It is also

temperature-sensitive for easy curing at high temperatures (37—42°C) and expresses ampicillin

resistance as a selection marker. The pkD4 and pkD46 plasmids were isolated from E. coli strains

BW25141 and DH5alpha, respectively, from a 10mL overnight culture in BHI supplemented with 100

pg/mL ampicillin and incubated at 30°C. Plasmids were isolated with ChargeSwitch - Pro Plasmid

Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific, Invitrogen, Waltham, USA).
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132  Table 2. Plasmids used in this study.

Plasmids Description Source or reference
pkD46 A Red-expression under control of an arabinose- (Datsenko and Wanner, 2000)
inducible promoter, temperature-sensitive, AmpR
pkD4 Kan resistance gene cassette-containing plasmid; (Datsenko and Wanner, 2000)
~ AmpR KanR

133

134  STEC surface protein extraction

135 The extraction protocol for STEC surface proteins was performed as previously described
136  (Bagel et al., 2022b). Briefly, bacterial stationary cultures (BHI, 37°C) were centrifuged at 5,000 g for 5
137 min, washed twice in PBS (vol/vol), re-suspended in 100 pL of PBS, heated at 60°C for 30 min, and
138 centrifuged at 5,000 g for 5 minutes. Surface proteins from the supernatants were filtered through a 0.22
139 um cellulose acetate microfiltration tube (Dutscher) at 13,000 g for 3 minutes to eliminate any remaining

140 bacterial cells. Surface protein extracts were used immediately for downstream applications.

141 Natural creaming assay of STEC in competition with STEC surface proteins

142 Bovine raw milk was purchased either from the local market or directly from farms (Lyon and surrounding

143  towns, France). Raw milk was stored at 4°C and used on the day of purchase.
144 Effect of STEC surface protein concentration on STEC concentration factor in the cream layer

145  To assess the ability of STEC surface proteins to inhibit STEC cell concentration in the cream layer, 10
146 mL samples of raw milk were supplemented with a 10-fold range of concentrations of STEC surface
147 proteins (the same strain), up to a final concentration in the product of an order of magnitude of 102
148 pg.mL-". Supplemented raw milk was stored for 2 h at 4°C to allow the possible binding of STEC surface
149 proteins to MFGM. Then, supplemented raw milk was contaminated at 6 logio CFU.mL-" with the same
150  strain used as a protein supplementation source according to the ODeoo/CFU.mL-" relation. This
151 concentration was chosen because none of the strains saturated under this condition according to our
152  previous study (Bagel et al., 2022a). We collected 100 uL from each E. coli-contaminated milk, then
153 serially diluted the aliquots in PBS (Oxoid, Thermo Fisher Scientific) and immediately plated them in

154 duplicate on Luria Bertani (LB) agar plates (Oxoid, Thermo Fisher Scientific). Plates were incubated for
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18-24h at 37°C and colonies were counted. Supplemented and inoculated raw milk was placed at 4°C
for 16—24h to allow natural cream separation (creaming). We collected 100 pL of the cream layer in

each tube and STEC was enumerated as described above for raw milk.

Evaluation of the specificity of STEC protein extracts for STEC inhibition in the cream layer

(crossing assay)

Strain-specific inhibition was evaluated for each strain by crossing the origin of the protein extracts as a
supplementation source. For this purpose, 10 mL samples of raw milk were supplemented with STEC
surface proteins from each strain to a final concentration of 0.20 ug.mL-! as described previously. After
2 h at 4°C, supplemented-raw milk was inoculated at 6 log'® CFU.mL-! with each STEC strain. The
experiments were then completed as previously described. The concentration factor (CF) of STEC in

the cream layer was calculated as the following formula:

CF = logyo(Concentration of STEC in Raw Milk) — Log,,(Concentration of STEC in Cream)

Identification of STEC proteins associated with the MFGM

Extraction of STEC proteins associated with the MFGM

For each strain, 10 mL of bovine raw milk was supplemented with 100 uyL of STEC protein extract
containing 1 mg of protein material, gently homogenized by turning over, and then natural creaming was
performed at 4°C for 16h—18h. As a control, 100 puL of PBS was used in place of the STEC surface
proteins. The next day, 600 pL of the cream layer was suspended in 1.4 mL of 50% sucrose solution
(phosphate buffer, pH = 6.8) and heated at 40°C for 5 min. MFGs were washed as described in (Patton
and Huston, 1986) to eliminate STEC proteins that did not adhere. Each heated cream sample was
placed at the bottom of a 15 mL conical centrifuge tube (Falcon, Corning Life Sciences, Hazebrouck,
France) filled with 8 mL of a 5% sucrose solution and centrifuged for 20 min at 1600 g (Sorvall ST 16R
centrifuge, Thermo Fisher Scientific). MFGM proteins and STEC proteins associated with the MFGM
were extracted as described in (Cebo et al., 2010) with some modifications. Washed MFGs were
suspended in 200 pL of denaturing buffer (63 mM Tris-HCI, 2% SDS, pH 6.8) supplemented with EDTA-
free Protease Inhibitor Cocktail (cOmplete Mini, Merck) at the concentration recommended by the

manufacturer. Samples were incubated for 1 h at 20 + 1°C with occasional vortexing and then
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centrifuged for 10 min at 10,000 g. The aqueous phase containing extracted proteins was recovered
and quantified with the Rapid Gold BCA Protein Assay Kit (Pierce™ Thermo Fisher Scientific). The

samples were stored at -20°C until proteomic analyses were performed.

Label-free relative quantification of STEC proteins associated with the MFGM

Approximately 40 ug of supplied proteins were prepared following instructions from the easyPep kit from
Themo Fisher Scientific. Samples were reduced and alkylated for 10 min at 95°C and then digested
with LysC/Trypsin at a 1:10 ratio for 3 h at 37°C. Samples were then purified on the easyPep kit spin
columns, dried, and taken up in 50 pL 0.1% formic acid. The samples were then assayed by a

fluorometric assay.

The same quantity of each sample was analyzed on a high-resolution orbitrap mass spectrometer in
TOP20 HCD mode. MS data were reprocessed with Proteome Discoverer 2.4 software (Thermo Fisher
Scientific) with the Sequest HT search engine against (i) the total UniProt E. coli database (862,106
entries; October 2021), (ii) UniProt Bos Taurus database (37,539 entries; November 2021), and (iii) the
proteomic sequences of the three STEC strains obtained from genomic sequences via NCBI Prokaryotic
Genome Annotation Pipeline (PGAP) (EDL933: 5,425 entries; 21765: 5,361 entries; PMK5: 1,994
entries) as well as the addition of a contaminant database, filtered at a false positive rate of 1%.
Quantification ratios between conditions were calculated by pairwise comparison and t-test directly in

Proteome Discoverer software.

Further analyses were performed in ‘R’ (R Core Team, 2021) and the Venn diagrams were realized with
‘ggvenn’ (Yan, 2022). To identify proteins associated with the STEC extract, proteins identified by
MS/MS were filtered according to two conditions: (i) proteins were annotated to the Escherichia coli
species and (ii) proteins were absent from the three biological replicates of samples not supplemented
with surface proteins (PBS). Strain-specific differentially expressed proteins (DEPs) were extracted
based on the values of the log2 abundance ratio < -1 or > 1 (according to the order of the ratio) and a
p-value < 0.05, against the other two strains. For poorly annotated proteins, a homologous protein

(>90%) was used to predict function and subcellular location.
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Bacterial mutant construction

The A red system, adapted from Datsenko and Wanner (2000), was used to make isogenic knockouts
(KOs). Gene KOs were replaced with the kanamycin (Kan) resistance cassette from pkD4 by

homologous recombination.

Overlapping DNA amplicons

The Kan resistance cassette was amplified by overlap PCR from the template plasmid pKD4 and hybrid
primers. Primers were synthesized (Thermo Fisher Scientific) with 20 nucleotides of pKD4 priming sites
and with 50 nucleotides from each side of the target genes (Supplementary Table S$1). Extension of
overlapping DNA amplicons was performed in a CFX96 PCR system (BioRad, Marnes-la-Coquette,
France) with the following program: an initial denaturation of 30 sec at 98°C; then 35 cycles of 10 sec
at 98°C, 30 sec at 56°C, and 120 sec at 72°C. The PCR products were purified with the Wizard SV Gel
and PCR Clean-Up System (Promega), digested with Dpnl (Thermo Fisher Scientific), re-purified, and

finally suspended in sterile DNAse-free water.

Bacterial transformation

Target strains were transformed with pKD46 by electroporation. On the day of each experiment,
overnight cultures were diluted (1:1,000) in 40 mL of LB and cultured at 37°C until reaching an ODeoo of
= 0.5. Bacterial cultures were centrifuged for 5 min at 5,000 g and washed twice with ice water,
decreasing the volume by half between each wash. Finally, washed bacterial cell pellets were re-
suspended in 400 pL of ice water supplemented with 15% glycerol. Electroporation was performed using
the Gene Pulser system (BioRad) with the following parameters: 2.5 kV; 25 pF; and a 0.20-cm cuvette
(BioRad) filled with 20 pL of competent bacterial cells and 1-5 pL purified pKD46 (= 10—100 ng). One
milliliter of warmed LB (37°C) was instantly added to the shocked cells and transformants were
recovered 1-2 h at 37°C. One-half of the recovery culture (0.5 mL) was centrifuged for 5 min at 5,000
g, re-suspended in 0.1 mL of LB, and spread onto LB agar supplemented with 100 ug.mL"" of ampicillin
(Thermo Fisher Scientific) to select transformants. Transformants were checked by PCR and stocked

as previously described at -80°C in BHI-glycerol.

144



235

236

237

238

239

240

241

242

243

244

245

246

247

248

249

250

251

252

253

254

255

256

257

258

259

260

261

262

For isogenic KO, transformants carrying pkD46 were made electrocompetent and transformed as
previously described except that fresh cultures were realized in LB supplemented with 100 ug.mL-" of
ampicillin and 1mM L-arabinose and cultured at 30°C with gentle agitation. For electroporation, 1-10 uL
of overlapping PCR amplicon containing 10—100 ng of DNA material was used. Bacterial cells that had
undergone homologous recombination were recovered on LB agar supplemented with 50 pg.mL-" of
kanamycin (Sigma Aldrich). Insertion of the Kan resistant cassette was checked by two PCRs upstream
and downstream of the target gene. The loss of pKD46 was confirmed by an ampicillin sensitivity test.

Enzymatic digestion and amplicon sequencing were performed to confirm disruption of target genes.

Impact of STEC gene deletions on saturation of the cream layer of raw milk by

natural creaming

Natural creaming assays were performed as previously described in (Bagel et al., 2022a) with some
modifications. Briefly, for each E. coli strain, an adequate volume of overnight bacterial suspensions,
containing approximately 3 x 10° CFU according to the ODeoo/CFU.mL-" relation, was centrifuged for 5
min at 5,000 g using a Sorvall ST 16R centrifuge (Thermo Fisher Scientific). The pellets were suspended
in 10 mL of bovine raw milk to obtain a final concentration of approximately 8.5 logio CFU.mL". Three
different milks were used and contaminated with independent STEC cultures. A series of 10-fold
dilutions was performed in raw milk to obtain four 9 mL samples contaminated with different
concentrations of STEC. The STEC concentration in raw milk was checked by the microdilution method
as described in (Baron et al., 2006) with some modifications. We sampled 100 uL of each contaminated
milk and first diluted it in 900 uL of PBS. After intense vortexing, these aliquots were placed in a sterile
96-well microplate (Greiner) and 10-fold dilutions in PBS were performed. For each dilution, 20 yL was
immediately dropped twice in a 24-well plate containing 1 mL of Luria Bertani (LB) agar. Once the drops
were absorbed, the plates were incubated for 18-24 h at 37°C. The STEC concentration was estimated
from wells containing 15-50 colonies. Raw milk suspensions were placed at 4°C for 16—24h to allow
natural cream separation (creaming). After creaming, the volume of the cream layer was evaluated by
reading directly on the tube and STEC count in cream was evaluated by the microdilution method as
previously described. The saturation concentration (SC) was evaluated by non-linear regression as

previously described (Bagel et al., 2022a).
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Impact of STEC gene deletions on capacity to adhere to MFGMPs

This experiment was performed as previously described (Bagel et al., 2022b). Briefly, 96-well plates
(Nunc MaxiSorp plate, Thermo Fisher Scientific) were coated overnight at 20 + 1°C with 100 pL of
MFGMP solutions at 100, 25, 6.25, 1.56, 0.39, or 0 ug.mL"'. After intensive washing, plates were blocked
for 2 h at the same temperature with 250 pL of 5% Tween 20-phosphate buffer. The bacterial adhesion
step was fixed for 2 h at 4°C in static conditions with 100 uL of PBS-washed STEC culture calibrated at
8 logio CFU.mL"". Plates were washed intensively to remove non-adherent bacteria. The number of
adherent STEC cells was estimated by the growth delay. Bacterial growth was initiated with the addition
of 100 pL of LB medium to each well. Plates were incubated in a plate reader (Spark, Tecan) inside a
large humidity cassette at 37°C and the absorbance at 600 nm was measured every 5 min for 15 h. For
each growth curve, a 5-parameter log-logistic fit was used to estimate the time (in seconds) to reach a

0.02 absorbance threshold (Tt; Time Threshold).

Data processing and statistical analysis

Data processing and statistical analysis were performed in R software (R Core Team, 2021). The normal
distribution and homogeneity of the data and, if necessary, the residuals of the models, were checked
graphically and statistical tests such as the Shapiro-Wilk, Levene, and Barlett tests were performed.
Depending on the results of these tests, one-way ANOVA or Kruskal-Wallis tests were used to
statistically evaluate the differences between groups. Multiple pairwise comparisons were realized with
the Tukey method and Dunn's test (p-values were adjusted with Holm’s method) for parametric and non-
parametric tests, respectively. For the natural creaming assay of STEC in competition with STEC
surface proteins, the median effective dose (EDso) was estimated with the R “drc” package (Ritz et al.,
2015). For this purpose, the concentration factor (CF) was log2-transformed and a dose-response model
(log-logistic model at four parameters) was used. To evaluate the impact of gene KO on MFGMP
adhesion, linear regressions with interaction terms for each type of strain were performed with the R
“stats” package. To bypass the infinite value induced by log transformation, the concentration of the
MFGMP solution (independent variable) was expressed as log(X+1). For all statistical tests, a p-value
< 0.05 was considered significant. When necessary, the 95% confidence interval (Cl) of the estimated

model parameters was indicated in the following sections as follows: [lower bound; upper bound].
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Results

Strain-specific inhibition of STEC concentration in the cream layer by STEC

surface proteins

Addition of STEC surface proteins to raw milk decreased the concentration of STEC in the cream
layer (Figure 1A). STEC concentration in cream as a function of added protein concentration displayed
a dose-response type curve for O157:H7 str. EDL933 and O26:H11 str. 21765. For both strains, a
distinct median effective dose (EDso) was estimated at 0.014 pg.mL" with a 95% CI [0.01; 0.02] for
026:H11 str. 21765 and 0.24 pg.mL" with a 95% CI [0.13; 0.35] for O157:H7 str. EDL933 (Table 3).
The concentration factor of STEC in the cream layer (CF) was calculated using the inverse log2 function
from the estimated parameters of dose-response models. When STEC surface proteins were not added
(Table 3; parameter c), STEC cells were concentrated 6.24 fold with a 95% CI [5.12; 7.60] and 9.47 fold
with a 95% CI [8.01; 11.21] in cream for O26:H11 str. 21765 and O157:H7 str. EDL933, respectively,
compared with the initial concentration in raw milk (6 logio CFU.mL™"). Although, with the highest
concentration of surface proteins (Table 3; parameter d), the concentration of STEC in the cream was
less accurate. 0157:H7 str. EDL933 displayed a CF of 0.81 with a 95% CI [0.61; 1.07] and O26:H11 str.

21765 had a CF of 0.43 with a 95% CI [0.35; 0.52].

Furthermore, inhibition of STEC concentration in cream was only observed when surface proteins of the
same strain were initially added to raw milk (Figure 1A and 1B). A parametric test showed significant
differences for 026:H11 str. 21765 and O157:H7 str. EDL933 (group ‘a’; Figure 1B and 1C). Due to the
low number of data points, we also performed a non-parametric test, and a difference was only observed
for O26:H11 str. 21765 between control (PBS) and when O26:H11 str. 21765 surface proteins were
added (p-value = 0.028). In contrast, no inhibitory effects of the surface proteins from O103:H2 str.

PMKS5 were observed in the PMKS5 strain itself (Figure 1A) or in the other two strains (Figure 1D).
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Figure 1. Natural creaming assay of STEC in competition with free STEC surface proteins. (A) Effect of STEC
surface protein supplementation in raw milk (ug.mL"") on the concentration factor of STEC in the cream layer (CF).
Raw milk was incubated for 2 h at 4°C with increasing concentrations of STEC surface proteins from STEC str.
21765, str. EDL933, or str. PMK5. Then, raw milk was supplemented at 6 log1o CFU.mL-" with intact STEC cells
corresponding to the same strain used for protein supplementation. CF of STEC was logz-transformed and the final
concentration of STEC surface proteins in raw milk is represented in alog1o scale. Black points represent the median
effective dose (EDsoin ug.mL™") of each dose-response curve. The effect of the strain origin of surface proteins on
the concentration of STEC str. 21765 (B), EDL933 (C), and PMKS5 (C) in cream is presented on the corresponding
panels. Raw milk was supplemented with STEC surface protein at a final concentration of 0.20 ug.mL" and then
inoculated individually at 6-log1o CFU.mL" with each STEC strain. Both experiments were performed in triplicate
with independent bacterial cultures (n=3). The colors represent the different strains. The control condition (+PBS)

is shown in light blue. Groups (a and b) were defined for p < 0.051 according Tukey test pairwise comparisons.
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Table 3. Estimation of the coefficients of the log-logistic regressions (dose-response) of the natural

creaming assay of STEC in competition with free STEC surface proteins.

026:H11 str. 21765 0157:H7 str. EDL933
b c d e b c d e

Estimate 123 122 2.64 0.014 118 -0.31 3.25 0.24
ass% [0.63;1.84] [-(lJ:i]' 3 [2.36; 2.93] [0.01; 0.02] [0.39;1.97] [-0.72; 0.09] [3.00; 3.49] [0.13; 0.35]

Std. 0.29 0.14 0.14 0.00 0.38 0.19 0.12 0.05

Error 4.28 -8.73 19.38 4.09 313 -1.60 27.95 4.66

t-value 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.13 <2.2e-16 0.00

p-value Aok Aok ook Hokok *x dokok Aok

b: the slope at the median effective dose (EDso); c: the lower limit of the curve; d: the upper limit of the

ke

curve; e: the median effective dose (EDso). *** p-value < 0.001; ** p-value < 0.01

STEC surface proteins associated with the MFGM

By mass spectrometry, 1,042 proteins were identified regardless of the sample (n=12), including 869
proteins associated with Bos taurus, 149 proteins associated with Escherichia coli, and 24 proteins from
the contaminant library (Supplementary Table S1). Approximately 91.2% of identified proteins (928)
were common to all samples (Figure 2A). Among the 149 proteins associated with Escherichia coli
(Figure 2B), only 58 proteins were specific to the samples supplemented with STEC protein extract
(Figure 2C). A list of all proteins associated with Escherichia coli is available in Supplementary Table
S$1. Among the 58 proteins specific to the STEC protein-supplemented samples, only 34 proteins were
differentially expressed between the strains (DEPs) (2 2-fold and p-value = 0.05): 21 DEPs were
associated with 026:H11 str. 21765, 12 with O103:H3 str. PMKS5, and 1 with O157:H7 str. EDL933
(Table 4). A large majority of the identified Escherichia coli proteins were predicted to be cytoplasmic,
including ribosomal proteins, transcription factors, and enzymes, while four unique proteins (OmpA,
OmpN, FIliC, and FadL) were related to surface localization (Table 4). Further experiments focused only

on OmpA and FIiC.
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Figure 2. E. coli proteins identified by MS/MS. Venn diagram illustrating (A) total and (B) E. coli-specific proteins
identified in protein extracts of MFGMPs from raw milk enriched with STEC surface proteins (026:H11 str. 21765,

0O157:H7 str. EDL933, or 0103:H2 str. PMK5) or control (PBS). Sample-specific E. coli proteins enriched in STEC

surface proteins are presented in panel (C).
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Table 4. Relative quantification of STEC proteins associated with the MFGM protein fraction.

Absence / presence I'(O:_‘z’::::)o
A i 21765, 21765, EDL933,
A oReessan Protein names PSM Localization 21765  EDL933  PMKS PMKS/ EDL%; PMKS/
DEPs in 026:H11 str. 21765 (n=21)
1,29 6,64 -6,64
AOA7B4KCG4 Q32601 Heat shock 70 kDa protein 113 Cytoplasmic + - (4,50603)  (1,0OE-17)  (1,00E-17)
50S ribosomal protein . 1,54 6,64 -6,64
A0A4CODIMA = 7112 24 Cikoplasmic * . * (9,01E04) (1,00£17) (1,00E-17)
AOA2T1LE41 & Elongation factor G (EF-G) 11 Cytoplasmic + 5 1 :6?:17) “ (;5(')65‘.‘17)
AOA78359P7 B7NDUS Elongation factor G (EF-G) 10 Cytoplasmic + - + @ 355103) “ g&i‘}”) i 6%2_417)
50S ribosomal protein . 6,64 6,64
AOA6MOPNNS A9NOJ3 712 10 Cytoplasmic + - (LOOE-17)  (1,00E-17)
Fructose-bisphosphate . 1,32 6,64 -6,64
QIR7AS i aldolase (FBP aldolase) > s ’ ’ (3,90E-03)  (1,00E-17)  (1,00E-17)
. . % 1,23 6,64 -6,64
AOA6MOPFC9 AOA1B7K6YO 50S ribosomal protein LS 3 Cytoplasmic + - (6,64E-03)  (1,00E-17)  (1,00E-17)
Bifunctional aldehyde- 6.64 6.64
AOA7I6R742 P0OA9Q7 alcohol dehydrogenase 2 Cytoplasmic + - a 06E-17) a 06E-17)
AdhE ’ !
Isochorismatase domain- . 6,64 2,33 6,64
RNERE : containing protein ' € i b ’ ! (LOOE-17)  (LOOE-17) (1,00E-17)
DNA-directed RNA Y 1,65 1,22 0,43
FATLI8 - polymerase subunitalpha 1 Cytoplasmic * * (4,00E-04)  (3,82E-03)  (3,81E-01)
AOA377DM26 - 50S ribosomal protein L4 1 Cytoplasmic + + + (1 ;ZSE:—lM) a :S?—;OS) © -8%:—%1)
Cysteine synthase . 6,64 6,64
BOASCOAEQ (Fragment) : RIS . (LOOE17)  (1,00E17)
" " 6,64 6,64
AOAIM2TWO09 - Trigger factor (TF) 1 Cytoplasmic + - (LOOE-17)  (1,00E-17)
. 6,64 6,64
AOA5POZBF6 AOASF3FHV1 NAD(P)H dehydrogenase 1 Cytoplasmic + - (LOOE-17)  (1,006-17)
Dihydrolipoyl A 1,56 6,64 -6,64
AGATXIMKIS dehydrogenase = Eyiaplasmio * (7,726-04)  (1,00E-17)  (1,00E-17)
AOA6MOPNA7 - Transaldolase g Cytoplasmic + - (1 066;17) 1 O(IJE‘-‘17)
Glucose-6-phosphate . 6,64 6,64
ADAJCIWKTL - isomerase 1 Cytoplasmic * ) (1,00E-17)  (1,00E-17)
AOAOB1MZIO - Protein ElaB 5 CytoplasmicMembrane + - + @ 216?2?08) “ g('J?E‘»‘U) (1 2%?17)
AOPCV7 AOPCV7 Flagellin (FliC) 1 Extracellular + - (1 86?17) “ :6?17)
Outer membrane protein 1,77 ‘ 6,63 -4,86
i : A (OmpA) 92 OuerMembrrs * = _(L52604) (1,00E-17)  (1,00E-17)
Long-chain fatty acid 6,64 6,64
AOAOAOFCD2 - 1 OuterMemb -
transport protein (FadL) HLErEmILaNG * (1,00E-17)  (1,00E-17)
DEPs in 0103:H3 str. PMKS5 (n=12) )
-1,16 0,57 -4,02
A0A3Y1QZA3 - Chaperonin GroEL 63 Cytoplasmic + + # (4,69E02) (5,026-03)  (1,00E-17)
Transcription termination . -2,59 -0,54 -2,15
AOA140NFO1 - factor Rho 6 Eytoplasmic x & " (1L46E-06) (1,52E01) (1,05E-02)
Ribosome-binding ATPase . -1,84 6,64 -6,64
AOA6MOPDM3 AOA1B7JZZ4 YehF 5 Cytoplasmic + - + (8,74E-08)  (1,00E-17)  (1,00E-17)
AODAGN7NAY3 ADA059UV59  50S ribosomal protein L15 5 Cytoplasmic + + orld .99 24
(5,336-09)  (7,98E-01)  (3,71E-09)
Uracil _ -2,14 6,64 -6,64
AOAGMOQ291 B phosphoribosyltransferase 4 Cvtoplasmic * ) (8,53E-05)  (1,00E-17)  (1,00E-17)
-2,53 -0,28 -2,45
AOAGN7NHK1 1IFWS 50S rib | protein L4 4 G | i % ; 4
Q: ribosomal protein ytoplasmic + + (2,65E06) (4,29E-01)  (3,14€-04)
Translation initiation . -2,03 -0,22 -2,32
DEI1EL ADASTETSRE factor IF-2 3 Eytoplashilc * i " (213604) (538E01)  (547E-03)
Aspartyl/glutamyl- -6,64 -6,64
AOAGN7NGAO - tRNA(Asn/Gln) 1 Cytoplasmic - - + (1,00E-17) 0,00E+00 (1,00E-17)

amidotransferase
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Absence / presence Log2 Ratio

(p-value)
Accession . o s 21765/ 21765/ EDL933/
A
homolog Protein names PSM Localization 21765 EDL933  PMKS PMKS £DLO33 PMKS
FOF1 ATP synthase subunit < -6,64 -6,64
ADA6D1A8Y1 - beta (Fragment) 5 CytoplasmicMembrane - - (1,00E-17) (1,00E-17)
Outer membrane protein -6,64 -6,64 -3,68
FANDTS - N 33 OuterMembrane - * * (L00E-17) (1,00E-17) (3,85E-11)
Bacteriophage Mu tail -6,64 -6,64
ADAIXSIIXS, - sheath protein (GpL) S Other (Phage) - - * (1,00E-17) (1,00E-17)
Head protein (Putative 664 664
ADA2X9QJ57 - phage majgr head q Other (Phage) - - + (1,00E-17) (1,00E-17)
subunit)
DEPs in 0157:H7 str. EDL933 (n=1)
3-oxoacyl-[acyl-carrier- . R 6,64 -2,25 6,64
AOMTEWWMSG:  AOADHZIHEL protein] synthase | 1 Cytoplasmic i &L (1,00E-17)  (1,00E-17)  (1,00E-17)

352
353
354
355

356

357

358

359

360

361

362

363

364

365

366

367

368

369

370

371

372

373

PSM: peptide spectrum matches. A protein was considered present if a unique peptide was detected in at least one
sample of the triplicates. Relative quantification, indicated by the log2 ratio and associated p-value (t-test), refined
the comparison between strains by showing their difference in expression. A homologous protein (>90%) was used

to predict function and subcellular localization if necessary.

Impact of STEC gene knockout on the saturation of the cream layer saturation

by natural creaming

The concentration of STEC and their derived mutants in the cream layer was ~1 log1o CFU.mL"" greater
than the initial enrichment level (Figure 3). STEC strains were mainly recovered in the cream layer when
the bacterial level in raw milk ranged from 5 to 7.5 logio CFU.mL-' or from 5 to 8.5 logio CFU.mL",
depending on the strain (Figure 3). However, at higher inoculum levels—7.5 or 8.5 logio CFU.mL-'—the
concentration of E. coli in the cream was limited; the cream layer appeared saturated by STEC. The
estimated SC were between 7.63 and 8.64 logio CFU.mL"" (min; max) (Figure 4). Deletion of the ompA
gene significantly altered the concentration of STEC in the cream for O26:H11 str. 21765. The SC of
026:H11 str. 21765 AompA was estimated at 8.36 log1o CFU.mL-" with a 95% CI [7.98; 8.74], while the
WT strain (control) reached saturation of the cream layer at a concentration of 7.63 log1o CFU.mL-" with
a 95% CI [7.37; 7.90] (Figure 3). In contrast, 026:H11 str. 21765 AfliC presented a profile similar to the
WT strain, saturating the cream layer at an SC estimated at 7.66 with a 95% CI[7.38; 7.93]. The derived
strains from O157:H7 EDL933 displayed no significant difference in SC compared with the WT strain.
All SC were estimated between 8.05 and 8.86 (the min and the max of lower and upper bounds of the
95% CI). For the strains associated with O103:H2 str. PMKS5, the model could not estimate the SC due
to the lack of a point in the saturation phase, which would result in an SC higher than the highest

concentration assayed.
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Figure 3. Saturation curves of STEC strains and their derived mutants (AfliC and AompA) in the raw milk

cream layer obtained by natural creaming assay. The concentration of each strain in the raw milk cream layer

as a function of the initial concentration in milk was plotted for each milk used (points) as well as the regression

curve (flat line). Colors represent different milks (n=3). For two milks, the coefficient of the linear portion of the

regression curve was the same value (same volume of cream). Therefore, these curves are superimposed on the

graphs.
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Figure 4. Estimation of the saturation concentration (SC) of STEC strains and their derived mutants (AfliC
and AompaA) in the raw cream layer from natural creaming assays. Segments represent the 95% confidence
intervals (Cl). For O103:H2 str. PMK5 WT, AfiiC, and AompA, the model could not estimate an SC, which was
considered as non-saturation in these conditions. Black bars represent the mean of the maximal spiked level
(Cmilkmax). Strains with an SC above this threshold, such as O157:H7 str. EDL933 AompA, were considered non-

saturating under these conditions. Each knockout gene is displayed by a distinct color.

Impact of STEC gene deletions on capacity to adhere to MFGMPs

The fliC and ompA knockouts appeared to decrease the adhesion to MFGMPs of the three WT strains assayed
(Figure 5). To confirm this observation, slope comparisons between mutants and WT strains were made by linear
regression with interaction terms (Table 5). Estimation of the coefficient of slopes statistically confirmed the
graphical observations only for the fliC knockouts of 026:H11 str. 21765 (p-value = 0.031) and O103:H2 str. PMK5
(p-value = 0.034) (interaction term; Table 5). For O157:H7 str. EDL933 and its derived mutants, no difference in
the slope coefficient was observed. Moreover, the slope coefficient of the WT strain was not statistically different
from zero. Therefore, the assayed O157 strains showed little or no affinity for MFGMPs. The basal adhesion
(absence of MFGMPs) of mutated strains was not significantly different to that of WT strains, except for O157:H7

str. EDL933AfIC (Table 5).
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Figure 5. Capacity of STEC strains and derived mutants to adhere to milk fat globule membrane proteins
(MFGMPs). A plate adhesion assay was performed and the number of adherent STEC cells was estimated by the
growth time delay (Tt) according to a threshold of the ODegoo at 0.02. A shorter Tt meant a larger number of cells,
while a longer time meant a larger amount of adherent cells. The Tt was represented by its inverse to facilitate
interpretation and linear regressions were plotted to visualize the effect of protein quantity on adhesion. Each

knockout gene is shown in a different color.
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Table 5. The outputs of linear regression of the STEC-MFGMP plate adhesion assays.

026:H11 str. 27165

0103:H2 str. PMK5

O157:H7 str. EDL933

(Intercept)

log(MFGMPs+1)

genotypefliC

genotypeompA

log(MFGMPs+1) x

genotypefliC

log(MFGMPs+1) x

genotypeompA

Num. Obs.
R2
R2 Adj.

RMSE

0.488 *** [0.429, 0.548]
(0.030)

0.058 *** [0.034, 0.082]
(0.012)

0.048 [-0.036, 0.132]
(0.042)

0.019 [-0.065, 0.103]
(0.042)

-0.037 * [-0.071, -0.004]

(0.017)

-0.028 [-0.062, 0.006]

(0.017)
54
0415
0.354

0.08

0.616 *** [0.563, 0.669]
(0.026)

0.065 *** [0.043, 0.086]
(0.011)

-0.074 [-0.149, 0.002]
(0.037)

-0.066 [-0.141,0.010]
(0.037)

-0.033 * [-0.063, -0.003]

(0.015)

0.005 [-0.025, 0.036]

(0.015)
54
0.711
0.681

0.07

0.584 ***[0.552, 0.616]
(0.016)

0.002 [-0.011, 0.015]
(0.006)

-0.076 ** [-0.121, -0.031]
(0.022)

-0.043 [-0.088, 0.002]
(0.022)

-0.006 [-0.024, 0.013]

(0.009)

-0.004 [-0.022, 0.014]

(0.009)
54
0.419
0.358

0.04

Regressions were performed separately for each strain and the wild-type (WT) strain was used as a reference

group to compare the coefficients with its derived mutants. The inverse of the time threshold (10,000/Tt in sec™)

was used as a response variable. The 95% confidence intervals are indicated in square brackets and the standard

errors are in parentheses.

*** p-value < 0.001; ** p-value < 0.01; * p-value < 0.05.
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Discussion

Ingestion of foodborne pathogenic STEC can lead to serious human health consequences. Two major
problems are linked to STEC infections: it is a significant public health issue, with over one million cases
per year worldwide; and is detrimental to the food industry, leading to economic losses and destruction
of foodstuffs. Prophylactic measures installed throughout the food production chain reduce, but do not
eliminate, the risk of STEC infection. In raw milk, naturally beneficial or pathogenic bacteria can
associate with MFGs. Previous studies have demonstrated the affinity of STEC for MFGs and
highlighted a serotype- and strain-dependent concentration of STEC in the raw milk cream layer. Here,
we investigated the role and the specificity of STEC surface proteins in the mechanism of STEC-MFGM

association by natural creaming assay and plate adhesion assay.

First, we performed a competition assay between a protein extract enriched in STEC surface proteins
and intact STEC cells to evaluate the involvement of STEC membrane proteins in the affinity for MFGs.
We hypothesized that if STEC surface proteins are involved in the STEC-MFGM association through a
specific interaction, free STEC surface proteins would bind to an MFGMP receptor and therefore block

STEC adhesion.

We found that supplementation of raw milk with STEC surface proteins decreased STEC concentration
in cream in a dose-response manner for O157:H7 str. EDL933 and O26:H11 str. 21765 (Figure 1A).
The estimated median effective dose (EDso) was almost twenty times higher for strain O157 than for
strain O26. Therefore, a greater amount of protein was required to induce an effect on O157:H7 str.

EDL933, suggesting different proportions of bioactive proteins in the extracts of each strain.

Without the addition of surface proteins, O157:H7 str. EDL933 was approximately two times more
concentrated in the cream layer than 026:H11 str. 21765. This may explain, in part, the greater amount
of protein required to observe an effect. In addition, we know that 0O26:H11 str. 21765 saturates more
rapidly than O157:H7 str. EDL933. Thus, according to our hypothesis, STEC strain 21765 would
recognize fewer binding sites on the surface of MFGs than EDL933, and therefore fewer proteins would

be needed to block its concentration in the cream layer.

157



442

443

444

445

446

447

448

449

450

451

452

453

454

455

456

457

458

459

460

461

462

463

464

465

466

467

468

469

470

However, this does not explain why the protein extracts of O103:H3 str. PMK5 did not show any
inhibitory effect (Figure 1A and 1D). The lack of inhibitory effect for O103:H3 str. PMK5 could be
explained in part by our experimental methods. First, the extraction yield can be different between
strains. STEC strains are known to present a large genetic diversity (Douéllou et al., 2016, 2017a). Thus,
depending on the type of proteins expressed by each strain, it may be more or less difficult to extract
the proteins that are highly anchored in the membrane. Second, protein conformation after extraction
may be different from native conformation, hiding epitopes involved in adhesion. Third, the affinity of
0103:H3 str. PMK5 may be based on a more complex and multifactorial mechanism than other strains.
In addition, we set the membrane protein adhesion conditions to 2 h at 4°C to be consistent between
experiments. While we previously showed that this time was sufficient to allow STEC adhesion to
MFGMPs (Bagel et al., 2022b), a longer time may override the lack of effect observed with O103:H3 str.

PMKS.

Following these observations, we wondered whether the inhibition effect mediated by STEC surface
proteins was strain-specific. By natural creaming crossing-competition assay, we found that the
inhibition was strain-specific, at least at the tested concentration (0.2 ug.mL-") (Figure 1B to D). The
lack of complementarity with protein extracts from other STEC strains would suggest that the inhibition
of this pathogen in the cream layer is potentially related to a strain-specific mechanism. To the authors'
knowledge, no similar study, even on other bacterial species, has been published. These studies are

the first to be performed with STEC.

The inhibition associated with free STEC membrane proteins seems to be more related to a repulsion
effect of STEC cells from the cream layer than to an antimicrobial effect. Surface protein extracts did
not affect the viability of the strains after 24 h at 4°C (data not shown). In addition, if there was an
antimicrobial effect, the concentration of STEC should be lower at high concentrations of added proteins.
However, we observed saturation of the protein effect at 6 logio CFU.mL"' (Figure 1A), which
corresponds to the initial concentration of inoculum. In this condition, the repartition of STEC in the

cream or the aqueous phase is homogenous.

Raw milk is a very complex and unstable biological liquid. The addition of external elements, such as
protein extracts, can disrupt the balance of ionic and electrical forces native to raw milk through the

adsorption of molecules of the protein extract at the MFGM. These physicochemical modifications can
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induce aggregation of MFGs or serum proteins and block STEC access to adhesion sites. Given the
results obtained in the crossing experiment, where effects were only observed for one strain, we believe

that the addition of protein only slightly modifies the stability of milk.

Due to the small sample size, the power of statistical tests was quite low, although significant effects
were demonstrated. Data checked all conditions for a parametric test, but as a precaution, we also
performed a non-parametric test. Further studies with more replicates are needed to confirm the
specificity of surface protein extracts in the inhibition of bacterial adhesion. Furthermore, the biological

question could be broadened by studying whether the inhibition effect is conserved within a serotype.

We then focused on identifying which bioactive compounds in the protein extracts may be involved in
STEC inhibition in the cream layer. According to our hypothesis, STEC surface proteins could play a
maijor role in this phenomenon. Thus, a label-free proteomic study was performed to identify the STEC

surface proteins associated with the MFGM fraction after natural creaming.

The major MFGMPs, such as xanthine dehydrogenase/oxidase, butyrophilin, and lactadherin (Ortega-
Anaya et al., 2022) were identified in all samples. In addition, no proteins from the aqueous phase of
raw milk such as casein or B-lactoglobulin were identified. These data confirm that the method used for
MFGMP extraction was effective and therefore, the STEC proteins identified are likely to be strongly
associated with the MFGM protein fraction. Among the identified STEC membrane-associated proteins,
the Outer membrane protein A (OmpA) and the flagellin (FIiC) warranted further investigation. Therefore,
we created mutant strains to assess the involvement of these proteins in the concentration of STEC

strains in cream and their ability to adhere to MFGMPs.

OmpA, a well-known bacterial protein involved in adhesion (Hirakawa et al., 2021), was identified in all
samples but was found in significantly higher levels in samples supplemented with surface proteins
derived from O26:H11 str. 21765. A previous study showed that protein extracts of the three strains
studied here had no significant difference in OmpA expression (Bagel et al., 2022b), suggesting a
preferential affinity of the OmpA variant of 026:H11 str. 21765. In this study, OmpA deletion showed a
significant effect compared to the WT strain only for 026:H11 str. 21765, but not for other strains.
However, the effect of ompA deletion on the behavior of strain 026 is the opposite of what we expected;

this mutagenic strain was able to concentrate more in the cream than WT O26:H11 str. 21765 (Figure
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3 and Figure 4). This phenomenon is probably related to mechanisms other than adhesion to MFGMPs
since all three mutants for ompA showed similar MFGMP adhesion abilities as the WT strains (Figure

5).

Alignment of the OmpA protein sequence showed an E — K mutation at residue 89 in O26:H11 str.
21765, that was not present in other strains (Supplementary Material Figure S1). This mutation
provides partial susceptibility to phage M1 and increases resistance to colicin L (Morona et al., 1984,
1985). In addition, OmpA is a major target of mammalian host cell defense (Wang, 2002) and may be
targeted by immune cells contained in raw milk. Therefore, ompA deletion could improve survival of this
strain. Moreover, ompA knockout (KO) affects the shape and size of various bacteria, including the
EDL933 strain (Nagy et al., 2015), leading to compromised outer membrane integrity and spherical
morphology. Our results suggest that OmpA may be more involved in physiological interactions than in

adhesive interactions.

The flagellin (FIiC) was identified only in samples supplemented with surface proteins from 026:H11 str.
21765 (Supplementary Table $S1). Regardless of the sample, only one peptide
(FDSAITNLGNTVNNLSSAR) related to the FIiC protein sequence was identified by MS/MS. This
peptide is present in the FliC protein sequences of 026:H11 str. 21765 and O103:H2 str. PMK5 (data
not shown). Interestingly, in our previous study, FIiC protein was relatively more present in the protein
extracts of other strains than in 026:H11 str. 21765 (Bagel et al., 2022b). We also found that the STEC-
MFG association is not always stable and that bacteria can move around and between MFGs,
suggesting the involvement of bacterial mobility in the affinity of STEC for MFGs (data not shown). In
addition, given that flagellin has been widely described as a potential adhesin (Nedeljkovi¢ et al., 2021)
and is intrinsically linked to serotype, we speculated that it may play a key role in the STEC-MFGM
association. Nevertheless, the flagellin FIiC did not seem to be strongly involved in the concentration of

STEC in the cream (Figure 3 and Figure 4).

Although fliC deletion did not decrease the concentration of STEC in cream, a decrease in the
attachment to MFGMPs was noted (Figure 5). The effect seemed to be more pronounced for O103:H2
str. PMKS than the other two strains. Interestingly, in experimental culture conditions used for raw milk
spiking (BHI; 37°C), 026:H11 str. 21765 did not show mobility in a low agar content plate, unlike

0157:H7 str. EDL933 and O103:H2 str. PMKS5 (data not shown). The lack of motility may reflect the low
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fliC expression in O26:H11 str. 21765 and therefore, this protein may not be involved in STEC-MFG
association in this strain. These differences could explain the stronger inhibition of adhesion seen in
0103:H2 str. PMK5AfIiC, compared with O26:H11 str. 21765AfliC. The motility of STEC in raw milk
and/or their attraction to MFGs did not seem to be strongly involved in STEC concentration in the raw

cream layer. This variation should be further studied in raw milk conditions.

Also, it is important to note that MFGMPs are in different physicochemical conditions and conformations
in the plate adhesion and natural creaming assays. In natural creaming, the proteins are anchored in
the MFGM and have a native conformation whereas, in plate adhesion assays, proteins have been
extracted from their membrane. Therefore, their hydrophobic domain, which is normally anchored in the
membrane, becomes available to bacteria. We do not know the conformation of these proteins under
these conditions. Moreover, the plate adhesion assay was designed to assess the relative quantification
of STEC adhesion at the population level. The resolution of the quantifying method may not be sufficient
to observe a slight difference. In addition, we found that the relationship between the concentration of
MFGMPs and the Tt was not strictly linear, especially for O103:H2 str. PMKS5 (Figure 5). It appears that
the strain reached saturation of its adhesion capacity or steric interference occurred at high
concentrations of MFGMPs. However, the use of linear regression on these data allowed us to highlight

a trend of adhesion profiles towards MFGMPs.

In the absence of added STEC surface proteins, the STEC cells were concentrated in the cream layer,
consistent with our previous experiment performed with a larger volume of milk (Bagel et al., 2022a).
Based on saturation concentration (SC) values, all mutant strains derived from O26:H11 str. 21765,
except the ompA mutant, formed a distinct group that differed from the O157 strains, as we have
previously shown (Bagel et al., 2022a). Compared to the previous study, O26:H11 str. 21765 and
0157:H7 str. EDL933 showed higher SC values but the difference remained similar in both experiments.
For the assays presented here, enumeration was performed by the microdilution method, which could
explain the different estimated results. This could also explain why the model failed to estimate the SC

of PMKS5 strains. However, in our previous study, PMK5 was also considered a non-saturating strain.

In addition to the OmpA and FIiC proteins, we identified two other membrane proteins. The long-chain
fatty acid transport protein (FadL) was identified in only one of the samples enriched with proteins from

026:H11 str. 21765. The outer membrane protein N (OmpN) was identified in samples enriched with
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protein extracts from O157:H7 str. EDL933 and O103:H2 str. PMK5. However, the peptide used for
relative quantification was not specific to our strains. Raw milk is a non-sterile product and contains a
rich and diverse microbiota, making it difficult to discriminate between added STEC proteins and native
bacterial proteins in milk (O’Sullivan and Cotter, 2017). This was also the case for the outer membrane
protein C (OmpC), another outer membrane protein involved in bacterial adhesion (Rolhion et al., 2007;

Hejair et al., 2017) that was identified in all samples.

Additionally, a significant number of bacterial cytoplasmic proteins were also identified, suggesting a
potential role in the inhibition of STEC concentration in the cream layer (Table 4). Moreover, the real
number of E. coli proteins associated with the protein fraction of MFGM is probably much higher than
the number of proteins that we have identified by MS/MS, due to the complexity of the samples and the
high proportion of MFGMPs compared to E. coli proteins. The addition of a decomplexation step for
proteomic analysis showed an enrichment of more than 50% of bovine proteins compared with two
additional proteins potentially associated with E. coli (data not shown). The addition of a decomplexation
step was significantly not sufficient to expand the number of proteins associated with E. coli. In addition,
other STEC proteins may play a key role in association with MFGs, but if these proteins have low affinity
and interaction strength for MFGMPs, they were most likely removed during the washing step and

therefore could not be identified.

Taken together, free STEC surface proteins appear to act as competitors for bacterial cell surface-
anchored proteins, thereby abolishing the concentration of STEC in the cream. However, the lack of
effect when surface proteins from another strain are used to supplement raw milk suggests that this
inhibition is strain-specific. Furthermore, STEC surface proteins involved in association with MFGs also
appear to be strain-specific, as are the adhesion epitopes of the recognized MFGs. This is consistent
with previous observations that O157:H7 str. EDL933 was still able to concentrate in the cream layer
already saturated by 026:H11 str. 21765 (Bagel et al., 2022). The strain-specific effect makes it more
challenging to fully understand the mechanisms of STEC-MFG association. Concerning the candidate
STEC proteins, OmpA and FIliC proteins did not seem to be strongly involved in STEC concentration in
the cream layer. However, an adhesion effect was observed between MFGMPs and fliC mutants.
Therefore, the concentration of STEC in the cream may be based on other mechanisms intrinsic to the

natural creaming process.
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This study did not fully elucidate the STEC-MFG association due to the rich protein content of raw milk
and the difficulty of obtaining a pure fraction representative of STEC surface proteins. Better
characterization of the STEC protein extract as well as development of an alternative holistic method
could create new opportunities to understand the molecular interactions involved in STEC-MFG
association. Further studies are also needed to explore the genetic regulation of STEC in raw milk
supplemented with surface proteins. The association of bacteria, including STEC, to MFGs, is likely to

be a complex and multifactorial event.
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Chapitre 7

Les résultats expérimentaux

Les Escherichia coli producteurs de shiga toxines (STEC) sont des bactéries
zoonotiques d'origine alimentaire associées a des épidémies de grande envergure et
représentent un probléme de santé publique de premier ordre. Prés de la moitié des cas
d’infections a STEC sont dues a I'ingestion d’aliments contaminés tels que les produits laitiers
fabriqués a base de lait cru, de la viande ou encore des végétaux consommés crus ou
insuffisamment cuits. Ces infections sont a l'origine de complications sévéres comme des
syndromes hémolytiques et urémiques (SHU), en particulier chez les enfants. Ainsi, I'avenir
des produits au lait cru pourrait étre menacé, alors méme que de nombreux chercheurs louent
leurs bienfaits pour la santé humaine. L’'une des priorités des services de santé publique et
des professionnels de la filiere est de prévenir ces cas d’infections graves qui mettent en péril

les filieres agroalimentaires.

Des travaux précédemment menés au laboratoire ont montré que les globules gras du
lait cru bovin sont capables d’inhiber 'adhésion des STEC pathogénes aux entérocytes. Lors

du processus infectieux, I'adhésion des STEC aux entérocytes est nécessaire afin qu’ils ne
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soient pas éliminés par les mécanismes naturels de défense de I'héte. Les deux principaux
objectifs de cette thése ont été (i) d’évaluer 'association de souches STEC avec les globules
gras du lait cru et la réduction du niveau des STEC dans le lait cru via I'élimination de la matiere
grasse et (ii) d’'identifier la nature de I'association STEC-MFGs et les composants moléculaires
des STEC impliqués dans I'association. Ce projet a fourni des données essentielles aux
scientifiques ainsi qu’aux gestionnaires du risque sur la capacité des STEC pathogénes issus

de produits laitiers a se lier aux globules gras du lait cru.
A. L’affinité des STEC pour les globules gras

Dans une premiére partie de nos travaux, nous avons approfondi un travail préliminaire
qui avait mis en évidence un tropisme différent de deux souches STEC pour la créme du lait
cru (Douéllou et al., 2018). Ces observations avaient été réalisées en modéle crémage qui
repose sur un phénoméne naturel de concentration des globules gras en surface, formant ainsi
une couche de créme. Les conclusions de cette étude présupposaient que les différences
d’affinité observées entre les souches pourraient étre corrélées au sérotype des souches

STEC et a leur bagage génétique.

Le crémage naturel était autrefois couramment utilisé pour éliminer ou concentrer la
matiere grasse du lait cru avant l'invention des séparateurs de créme et permettait également
d’enlever un pourcentage élevé de micro-organismes qui étaient présents (Dellaglio et al.,
1969). Anderson rapportait déja en 1909 que la quantité de bactéries retrouvées dans la
creme, séparée par une écrémeuse, est plus faible que la creme issue d’un crémage naturel
(Anderson, 1909). Cependant, les mécanismes liés a l'affinité de ces bactéries pour cette
phase du lait cru, essentiellement composée de globules gras, n’étaient pas entiérement

compris (Euber and Brunner, 1984).

D’un point de vue nutritif, la matiere grasse animale est généralement assez mal pergue.
De par I'essor du secteur laitier pour la nutrition infantile et la volonté d'industrialiser des
produits au plus proche de la composition du lait maternel, les globules gras du lait ont été
inspectés a la loupe. Il en ressort que les globules gras du lait cru présentent une originalité
par rapport aux autres formes de gras animal. Outre leurs acides gras, ils contiennent une
diversité de glycoconjugués ancrés dans leur membrane (MFGM) et impliqués dans diverses
fonctions biologiques positives pour 'homme dont 'inhibition de 'adhésion de certains agents

pathogénes. Néanmoins, peu de données sont disponibles sur les STEC.

174



Dans le cadre de mes travaux de thése, nous avons cherché a démontrer que I'affinité
des STEC pour les globules gras était liée au sérotype de la souche. En utilisant le modéle
crémage, nous avons caractérisé l'affinité d’une collection de 15 souches de E. coli
appartenant a trois sérotypes différents. Les résultats de nos travaux suggérent que I'affinité
des STEC pour la creme, enrichie en globules gras, pourrait étre générale au pathotype des
STEC. De plus, la collection de souches incluait des souches AEEC (stx-, eae+t) ainsi que la
souche E. coli K-12 MG1655 qui se comportaient de maniére similaire aux souches STEC,
supposant que la spécificité pourrait étre étendue au-dela du pathotype, jusqu’a I'espéce
(Chapitre 4).

Comme observé dans I'étude préliminaire, les travaux présentés en Chapitre 4 ont
montré qu’un crémage permettait de concentrer entre 5 a 10 fois les STEC présents dans le
lait cru. De plus, a forte concentration en STEC dans le lait cru — entre 7 et 8 log1o UFC/mL —
la couche de creme devenait saturée. Dans I'ensemble, les tests de saturation en modéle
crémage ont montré que le tropisme des E. coli pour la phase grasse dépendait du sérotype
et de la souche. Nous avons remarqué que les souches STEC appartenant au sérotype
O157:H7 présentaient une concentration de saturation de prés d'un logi de plus que la
concentration de saturation des souche STEC 0O26:H11. Le protéome de surface bactérien
pourrait jouer un réle dans cette affinité et expliquer, en partie, les différences de concentration

nécessaires pour saturer la phase grasse.

Les tendances d’affinité des STEC pour les globules gras ont également été confirmées,
aprés publication de ces travaux, avec d’autres méthodes expérimentales par des
collaborateurs impliqués dans le projet Adhé-coli (en publication). Bien que la majorité des
STEC se localisait dans la créme, un nombre important de cellules était toujours présent dans
la phase aqueuse. A noter qu’aprés un crémage naturel, la phase aqueuse n’est pas
totalement exempte de globules gras. D’ailleurs, il a été observé que les cellules STEC non-
présentes dans la couche de créme aprés crémage étaient fréquemment associées aux
globules gras restés dans la phase aqueuse (données collaborateur Adhé-coli; en
publication). Nous pouvons supposer que les concentrations de saturation sont probablement
plus hautes que celles que nous avons estimé. Sur la base de ces résultats, nous avons conclu
que le crémage permet de réduire la quantité de STEC dans le lait mais, ne peut pas, a lui

seul, éliminer le danger STEC dans le lait cru.

Le crémage a été utilisé comme modéle dans cette étude, car nécessitant 'emploi de
peu de matériel, il est adapté aux bactéries pathogénes manipulées dans un laboratoire de
niveau de seécurité 3 (NSB3). Nous soulignons cependant que cette méthode est assez

éloignée des pratiques utilisées par les industriels de nos jours, mais permet une étude simple
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de I'association STEC-globules gras dans les conditions que nous avons choisies. Toutefois,
nous avons mis en ceuvre une étude comparative destinée a évaluer la corrélation entre la
concentration des bactéries dans la creme aprés un crémage naturel et un écrémage qui se
rapproche plus des pratiques industrielles. Dans nos conditions expérimentales, les résultats
de cette étude indiquent que la séparation des globules gras du lait cru par une écrémeuse ne
permet pas d’observer le phénoméne de concentration tel que nous I'avons décrit par crémage

(non publié).

Les deux méthodes de séparation des globules gras du lait cru reposent sur des
mécanismes différents et ne présentent pas les mémes conditions physico-chimiques
(température et force exercée). De plus, lors du crémage, les petits globules gras (< 1 pm)
sont entrainés par les gros et remontent en surface. Ainsi, une créme obtenue par crémage
se compose davantage de petits globules gras et, par conséquent la surface totale de la
MFGM est plus importante dans ce type de créme que dans une créme obtenue par écrémage.
Il en résulte donc, théoriquement, un taux de saturation par les bactéries plus important.
Egalement, des travaux ont montré que la composition de la MFGM variait en fonction de la
taille des globules gras (Lu et al., 2016). La spécificité de 'adhésion des STEC aux globules

gras pourrait alors étre dépendante de leur taille.
B. Mécanismes de I’association STEC-Globules gras

Dans une seconde partie, nous nous sommes intéressés aux mécanismes moléculaires
utilisés par les STEC pour s’associer avec les globules gras. De par I'origine biologique de la
MFGM et les données de la littérature, nous avons supposé que la localisation des STEC dans
la creme pouvait se faire par I'intermédiaire d’interactions entre les protéines de la membrane

des globules gras (MFGMPs) et les protéines de surface des STEC.

L’adhésion des bactéries aux composants de surface de la MFGM a été démontrée pour
diverses espéces bactériennes, en particulier pour les bactéries lactiques et propioniques
(Brisson et al., 2010; Douéllou et al., 2017b; Gomand et al., 2018; Guerin et al., 2018). Ces
bactéries, souvent considérées comme probiotiques, car elles ont des effets bénéfiques pour
la santé gastro-intestinale, renforcent le systéme immunitaire et inhibent I'adhésion des
bactéries pathogénes aux entérocytes. L’'alimentation étant une source majeure de bactéries,
la compréhension de leurs interactions avec les composants alimentaires et des mécanismes
de livraison dans lintestin est une pierre angulaire a la réalisation de leurs propriétés

bénéfiques.
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L’association bactérie-globules gras a particulierement été étudiée sous Ilangle
« globules gras », en mettant en évidence les protéines de la MFGM reconnues par les
bactéries, comme la mucine, la butyrophiline, la lactadhérine et des oligosaccharides sialylés
(Schroten et al., 1992; Martin-Sosa et al., 2002; Kvistgaard et al., 2004). Cependant, trés peu
de travaux ont étudié les mécanismes d’association du cété de la bactérie. Seule une étude a
mis en évidence I'implication des pili SpaCBA de la souche Lactobacillus rhamnosus GG dans

'association avec les globules gras (Guerin et al., 2018).

Nous avons émis I’hypothése que I'association STEC-globules gras était majoritairement
gouvernée par des interactions de nature ligand/récepteur. Pour répondre a cette hypothése,
nous avons entrepris la stratégie suivante : évaluer les forces aspécifiques pour évaluer si un
rapprochement des STEC vers les globules gras était possible (1), déterminer si les STEC
pouvaient s’associer aux protéines de la MFGM (2) et évaluer le réle des protéines de surface

des STEC dans cette association (3).

Dans un premier temps, les propriétés hydrophobes/hydrophiles et la charge de surface
des souches E. coli de la collection ont été étudiées dans les conditions physico-chimiques du
lait cru. Nos travaux ont mis en évidence que ces interactions aspécifiques semblent
faiblement impliquées dans des forces contraires, permettant ainsi un contact étroit entre les

STEC et les globules gras et la possibilité d’établir des interactions spécifiques (Chapitre 5).

Deuxiemement, grace a un test d’adhésion, nous avons démontré que les STEC
présentaient la capacité a adhérer aux protéines de la MFGM et que ce phénoméne était
clairement lié¢ au sérotype de la souche. Ainsi, les souches STEC 026:H11 et O103:H2
présentaient dans I'ensemble une adhésion pour les MFGMPs alors que les souches STEC
appartenant au sérotype 0157:H7 n’étaient que faiblement adhérentes (Chapitre 5).
L’adhésion des STEC aux MFGMPs étant sérotype dépendant, nous avons supposé que la
nature des protéines de surface exprimées par ces souches pouvait expliquer les différences

d’adhésion.

Enfin, nous avons donc étudié I'implication des protéines de surface des STEC dans leur
association avec les globules gras du lait cru en modéle crémage (Chapitre 6). Les résultats
de notre étude ont suggéré une affinité des protéines de surface des STEC pour les globules
gras du lait cru. Par ailleurs, nos résultats ont souligné une spécificité d’association STEC-
globules gras qui semble propre a chaque souche. Cette spécificité pourrait étre expliquée en
partie par le type de protéines extraites de la membrane des STEC. Afin d’identifier de
potentielles adhésines, nous avons identifié les protéines FliC et OmpA associées a la fraction

protéique des globules gras, par spectrométrie de masse. Nous avons par la suite évalué leur
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implication dans l'association STEC-globules gras par modéle crémage et par des tests
d’adhésion. L’examen des protéines FIiC et OmpA dans I'association des STEC avec les
globules gras n’a pas révélé de défaut d’affinité pour la créme de lait cru aprés crémage. Par
contre, nous avons observé que I'absence de FIiC modulait 'adhésion des souches avec les
protéines de la MFGM. La flagelline a été décrite comme une adhésine potentielle (Nedeljkovic¢
et al., 2021).

Pour la premiére fois, nos travaux ont montré que la flagelline pourrait étre impliquée
dans l'association STEC-MFGMPs. Des expérimentations complémentaires sont toutefois
nécessaires pour confirmer ces résultats. De plus, 'absence d’effet en crémage laisserait
supposer que l'implication du flagelle dans ce phénoméne est minime ou que le modéle
crémage n’est pas assez spécifique pour I'étude de I'association bactéries-globules gras.
D’autres mécanismes, qu’une association spécifique entre les STEC et les globules gras,
pourraient également étre impliqués. A titre d’exemple, les souches STEC O157:H7 ne
présentaient quasi pas d’adhésion aux MFGMPs, dans les conditions expérimentales que
nous avons testées, alors qu’elles présentaient une plus grande affinité pour la créme par
rapport a 'ensemble des souches E. coli de la collection. La Figure 21 illustre les mécanismes
d’interaction possibles entre les STEC et les globules gras, en soulignant le caractére souche

dépendant.
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Figure 21. Propositions des mécanismes possibles d'association STEC-globules gras. Les forces
aspécifiques qui s’exercent, dans les conditions physico-chimiques du lait cru, entre les STEC et les
globules gras paraissent négligeables, permettant ainsi la formation de liaisons spécifiques. En effet,
les globules gras et les STEC sont tous deux dispersés dans la phase aqueuse du lait grace aux
composeés polaires ancrés dans leur membrane biologique. Dans les conditions physico-chimiques du
lait, les charges de surface des STEC et des globules gras sont négatives et globalement de méme
ordre de grandeur. Les forces répulsives ainsi exercées entre la membrane des STEC et la MFGM sont
faibles ; un rapprochement est alors possible. Concernant les interactions spécifiques, il semblerait que
les épitopes reconnus soient de nature différente et probablement répartis de maniére hétérogéne a la
surface de la membrane des globules gras. Aussi, le type et I'expression des structures adhésives des
STEC étant différents entre les souches, la probabilité d'association est par conséquent variable.
Appuyé par les données de la littérature, il est concevable que les STEC et d’autres espéces
bactériennes du microbiote laitier rentrent en compétition pour les mémes sites d’adhésion. Les STEC,
et plus généralement les bactéries, pourraient aussi s’associer indirectement avec les globules gras via
l'intermédiaire d'immunoglobulines. Les macromolécules associées aux globules gras jouent
probablement un réle dans la régulation génétique des STEC et dans leurs capacités d'adhésion.
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Chapitre 8

Perspectives expérimentales

L’ensemble des travaux menés au cours de ma thése confirme I'affinité des STEC pour
les globules gras du lait cru et démontre une spécificité des mécanismes d’adhésion propre
aux souches. Ces ftravaux s’insérent comme preuves préliminaires dans I'étude des
mécanismes impliqués dans I'association STEC-globules gras et plus généralement bactérie-
globules gras. A l'issue de ce travail, nous avons identifié plusieurs axes de perspectives que

nous présentons dans ce chapitre.
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A. Confirmer la nature de I’association STEC-globules

gras

Au cours de notre processus expérimental, nous avons localisé et observé les STEC a
proximité des globules gras dans lait le cru. Nous avons montré que les STEC peuvent adhérer
aux MFGMPs purifiés mais aucune expérience quantitative n’a réellement été réalisée dans
leur conformation native, lorsqu’elles sont ancrées dans la membrane du globule gras. De
plus, les résultats de nos travaux n’apportent aucune indication sur la force de 'adhésion entre
les STEC et globules gras. Pour ce faire, des expérimentations par microscopie a force
atomique (AFM) ou a force photonique (PhFM) pourraient étre menées. La manipulation des
STEC nécessitant I'accés a des équipements dans des laboratoires de sécurité de niveau 3,

ce type de travaux n’était pas réalisable dans le temps imparti.
B. Vers un modéle plus simple que le crémage

Bien que le modéle crémage ait pour avantage I'environnement réel d’'une contamination
du lait par des souches STEC lors de la traite, ce modéle repose sur des mécanismes
complexes, sensibles et pas totalement élucidés. La littérature pointe du doigt I'implication de
divers mécanismes de liaison des bactéries aux globules gras. L’affinité des bactéries pour la
couche de creme du lait cru aprés crémage serait impossible sans la présence de cellules
somatiques et d’immunoglobulines (Geer and Barbano, 2014). Aussi, la température
augmente significativement le taux de concentration des globules gras a la surface (Ma and
Barbano, 2000).

Pour approfondir les interactions spécifiques mises en jeu entre les STEC et les globules
gras, des modéles plus simples, autre que le crémage, pourraient étre choisis. Les intéréts de
cette recherche se portent exclusivement sur les constituants de la MFGM et non sur son coeur
lipidique (TAG). Il serait alors acceptable de réduire le modeéle d’étude a la MFGM uniquement.
Travailler exclusivement sur la MFGM aurait pour avantage de travailler sur un échantillon
structurellement moins complexe, de développer de nouveaux tests sans utiliser de détergents
a forte concentration. De plus, ce modeéle serait plus proche et plus en lien avec les recherches
menées par les industriels et les académiciens dans le secteur de la nutrition infantile. La
supplémentation des formules infantiles par des composés de la MFGM est au coeur de la
recherche actuelle, le but étant de se rapprocher le plus possible de la composition du lait
humain et de ses effets. La supplémentation des préparations pour nourrissons avec des
fragments de la MFGM a montré des résultats positifs dans plusieurs études cliniques (Silva
et al., 2021).
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Travailler sur ce type de modéle nécessite d'utiliser des méthodes d’isolement et de
purification qui ne dénaturent pas la MFGM afin d’étre au plus proche de sa composition native.
Les principales étapes de purification de la MFGM sont : la précipitation des protéines du lait
(caséines et protéines du lactosérum), suivie d'une centrifugation pour récupérer la phase
aqueuse, la filtration membranaire (microfiltration ou ultrafiltration) et enfin une diafiltration qui
élimine le lactose et les minéraux (Lopez et al., 2018). Plusieurs protocoles pour ce type

d’extraction ont été proposés (Fuller et al., 2013; Zanabria et al., 2020).

C. Identifier les composants moléculaires impliqués dans

I’association STEC-globules gras

Pour identifier les molécules impliquées dans I'interaction STEC-globules gras, notre
ligne conductrice a été l'utilisation d’approches holistiques, sans a priori sur les protéines
engageées. Au cours de ce projet, plusieurs pistes méthodologiques ont été développées en

parallele et seulement une a été concluante dans le temps imparti.

C.1. Les composants des STEC

C.1.1. Approche 1: Criblage par spectrométrie de masse

des protéines associées a la MFGM

Nos travaux pourraient se poursuivre en caractérisant davantage les extraits protéiques
des membranes/parois des STEC. Nous avons démontré dans le Chapitre 6 que les extraits
protéiques des STEC avaient un effet inhibiteur dans I'association STEC-globules gras.
Cependant, il est impossible de déterminer la ou les protéines responsables de cet effet car
prés de 1 000 protéines ont été identifiées dans chaque extrait. Il pourrait étre alors intéressant
de décomplexifier les extraits protéiques, par exemple, selon la taille des protéines, et de
réaliser de nouveaux tests d’adhésion sur chacune des fractions. De cette maniére, une
meilleure sensibilité serait obtenue et I'effet biologique serait accordé a moins de protéines
(environ 200 — 300, selon la fraction et les seuils de coupures utilisées). Toutefois, ce type
d’approche, combinée a I'identification des protéines STEC associées a la MFGM par spectres
MS/MS, ne permettra pas de s’affranchir de la complexité des échantillons protéiques de la

MFGM ; les protéines de la MFGM étant majoritaires par rapport aux protéines des STEC.
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Aussi, au vu des résultats obtenus sur la souche O103:H2 str. PMKS5, pour laquelle
aucun effet n’a été observé, nous pourrions aussi envisager un nouveau protocole d’extraction
des protéines de surface des STEC. Nous supposons que I'absence d’effet pour cette souche
pourrait étre expliquée par le manque du ou des composés actifs, restés attachés a la
membrane de la bactérie. Les protéines membranaires présentent au moins un domaine
transmembranaire hydrophobe, leur purification requiert 'utilisation de détergents (Carpenter
et al., 2008).

CA1.1. Approche 2: Identification des génes
impliqués dans I’affinité des STEC pour les globules par

transposon-insertion sequencing (TIS)

En paralléle a 'approche décrite précédemment, une approche de type Tn-Seq avait été
initialement envisagée pour cribler les génes impliqués dans le processus de crémage et
d’association aux globules gras. Cette méthode combine la mutagenése par transposons a
grande échelle et le séquencage de nouvelle génération (NGS) en masse pour estimer
simultanément l'essentialité et/ou la contribution d’'une caractéristique génétique dans une
condition donnée (Cain et al.,, 2020). Cependant, nous avons fait face a un probléme
méthodologie lors de la création de la banque de mutants. Les résultats du séquencgage des
librairies génomiques de la banque de mutants ont montré un fort taux d’insertion du plasmide
dans le génome de la souche STEC choisie. Le plasmide-outil, utilisé pour apporter le
transposon, s’est inséré de maniére préférentielle, par rapport au transposon, dans le génome
de la souche, probablement par recombinaison homologue. Les outils de biologie moléculaires
modernes ont principalement été développés et construits chez E. coli ce qui peut expliquer
ce biais. Le temps nécessaire pour mettre au point de nouveaux outils était limité. Nous avons

choisi de mettre cette approche de cbté pour le moment.

De plus, nous avons identifié plusieurs points nous limitant a utiliser une approche de
type Tn-seq pour répondre a nos questions. Premierement, nous sommes demandés si une
seule mutation dans le génome bactérien pouvait induire un effet significatif sur le tropisme
des STEC pour les globules gras. A ce stade du projet, nous n’avions pas encore réalisé les
mutants. Deuxiémement, le lait cru étant une matrice complexe, grasse et riche en
microorganismes, une étape sélective était indispensable a lissue du criblage pour
sélectionner uniquement les mutants. Cette étape était également nécessaire afin d’éliminer
la matiére grasse du lait cru, décrite pour perturber certaines applications moléculaires comme
I'extraction d’ADN, le piégeage des bactéries ou encore comme inhibiteur de PCR (Stinson et

al., 2021). Troisitmement, cette étape aurait consisté a déposer les crémes et les bactéries
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non-adhérentes contenues dans la phase aqueuse sur des géloses nutritives en présence
d'agents sélectifs contre les mutants. Ainsi, seule une approche quantitative
(absence/présence des mutants) aurait pu étre réalisée. Notons que la mutation engendrée
par le transposon doit avoir un effet stringent sur I'association aux globules gras pour qu’'un
effet soit clairement démontré. De nombreuses répétitions étaient donc nécessaires pour avoir

une forte puissance statistique dans ces conditions.

CA1.1. Approche 3 : Une approche bio-informatique
pour mettre en avant des génes potentiellement

impliqués dans I'association STEC-globules gras

Une étude d'association pangénomique (genome-wide association studies - GWAS)
pourrait aussi étre utilisée en premiére intention pour mettre en évidence des génes
spécifiques aux souches en fonction de leur profil d’affinité pour la créeme. Ce type d’approche
requiert deux conditions de base, a savoir une mesure génotypique et une mesure
phénotypique, et cherche a identifier les associations entre ces variables (Chen and Shapiro,
2015). Ce type d’étude nécessite un échantillon de grande taille pour obtenir des résultats
statistiquement solides. Ainsi, pour mener a bien ce type d’approche, la caractérisation d’'une
collection de souches STEC plus importante pour leur affinité envers les globules gras
(estimation de la concentration de saturation par crémage, capacité d’adhésion aux MFGMPs)
est indispensable. La mise ceuvre de ce type d’expérience nécessite le développement d’'une
approche de mesure phénotypique plus rapide et plus efficace, qui peut étre rendu possible

par I'automatisation.
C.2. Composants des globules gras

Nous n’en avions pas encore discuté, mais au cours de ce projet un temps important a
également été consacré a l'identification des MFGMPs reconnues par les souches STEC. Une
approche de type dot-blot overlay (1D et 2D) a été développée pour identifier les protéines des
globules gras reconnues par les STEC. Nous n’avons pas réussi a identifier les conditions
optimales de la réalisation de ces dots-blots. Les résultats étaient peu répétitifs et les différents
systémes de révélation n’étaient pas toujours spécifiques aux STEC. Face aux difficultés
méthodologiques rencontrées, nous avons décidé de mettre de cbdté ce projet. Toutefois, par
une autre méthodologie, une action a été menée par I'une des collaboratrices du projet et a
mis en évidence un défaut de localisation des STEC pour la créme lorsque les globules gras
étaient dépourvus de glycoconjugués (en publication). Ces données suggérent l'implication

des glycoconjugués des MFGM dans I'affinité des STEC aux globules gras.
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Lors de ces travaux, nous nous sommes principalement focalisés sur les protéines et
glycoprotéines de la MFGM, mais les glycolipides et phospholipides ont aussi été décrits
comme des récepteurs possibles pour les bactéries (Sanchez-Juanes et al., 2009; Zhang et
al., 2020; Kosmerl et al., 2021). Aussi, la composition du lait et de la MFGM variant selon les
espéces, il pourrait étre intéressant d’inclure dans ces études plus de diversité, d’autant que
les globules gras de caprin, de bovin et humain semblent avoir des effets bioactifs contre

'adhésion d’agents pathogénes (Yao et al., 2021).
C.3. Autres propriétés bactériennes et de surface

L’adhésion bactérienne ne se résume pas uniquement aux interactions moléculaires,
d’autres propriétés propres a la bactérie sont fortement liées aux capacités d’adhésion. Nous
avons montré que les propriétés hydrophiles et hydrophobes, les charges de surface des
STEC et le fait de posséder un flagelle ne semblent pas expliquer les différences d’adhésion
observées chez les STEC dans les conditions testées. Nous avons également évalué les
capacités d’autoaggregation des souches de collection et nous avons conclu que ces
interactions ne semblent pas non plus impliquées (non montré). D’autres paramétres comme
la morphologie des cellules et des membranes, le quorum-sensing, la chemotaxie, les
molécules de signalisation, la réponse au stress et la formation de matrice extracellulaire
polymérique ont été décrits et doivent encore étre étudiés (Klan¢nik et al., 2020).D’autres
composants de la surface bactérienne non-protéiques ou lipidiques comme les EPS pourraient

donc étre impliqués dans les capacités d’adhésion bactérienne aux MFGM.
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Chapitre 9

Prévention et traitements
thérapeutiques des infections
a STEC

Face au manque de traitements efficaces contre les infections a STEC, le corps médical
reste démuni. Bien que l'utilisation d’antibiotiques comme I'azithromycine ne soit pas contre-
indiquée, sa prescription reste limitée et controversée. Par ailleurs, des mécanismes de
résistance a cette molécule commencent a émerger pour le pathotype STEC (Bizot et al.,

2022), soutenant I'urgence de I'accés a des traitements efficaces.

Les défis thérapeutiques reposent donc sur I'élaboration de stratégies qui n'augmentent
pas I'expression des shiga toxines (Stx) et qui ne perturbent pas la perméabilité de la
membrane bactérienne qui, dans le cas contraire, pourrait entrainer la fuite des toxines dans
le tube digestif. Plusieurs alternatives aux antibiotiques ont été décrites dans la littérature,
comme le blocage d'apport nutritif ou de I'expression de génes par le biais de petits ARN

interférents (ARNSsi), l'utilisation de vaccins, I'utilisation de phages ou encore ['utilisation de
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molécules anti-adhésives (Mousavifar and Roy, 2019). Les stratégies anti-adhésives
représentent une solution intéressante puisqu’elles n’impactent pas I'intégrité de la cellule

bactérienne.

A. Les fromages au lait cru comme aliment préventif de

’adhésion des STEC a la barriére intestinale

Ces travaux de thése font suite a un travail précédent démontrant que la présence des
globules gras du lait cru reculait de 6 cm I'adhésion des STEC a I'épithélium intestinal de
souris, ce qui est important pour ce modele, et modulait 'adhésion des STEC sur une co-
culture de cellules HT29-MTX (Douéllou et al., 2018). Les globules gras agiraient ainsi comme
des leurres pour prévenir 'adhésion de ces bactéries pathogénes a la barriére intestinale. Il
est difficile de dire a ce niveau de connaissances qui des récepteurs intestinaux ou des STEC
sont bloqués par les globules gras. Par ailleurs, le premier site d’adhésion des bactéries
entéropathogénes au niveau de la muqueuse intestinale se situe dans le mucus (Wang et al.,
2021). Une étude in vivo pourrait étre menée pour identifier le comportement et la localisation

des STEC en présence de globules gras, durant les premiéres heures de l'infection.

Néanmoins, les preuves scientifiques disponibles convergent vers I'idée que les globules
gras, et plus particulierement leur membrane, présentent des capacités d’inhibition de
'adhésion des STEC a la barriére intestinale. Une consommation réguliére de globules gras,
purs ou non contaminés, pourrait prévenir les infections a STEC et probablement a d’autres
entéropathogénes. D’apres les données disponibles sur les habitudes de consommation des
produits au lait cru, les fromages semblent étre la source la plus fréquente de globules gras et
de MFGM chez 'homme (CNIEL, 2021).

Cependant, il semble assez paradoxal d’associer la consommation de produits au lait
cru a un aliment préventif puisqu’ils véhiculent eux-mémes les STEC. L'utilisation plus
systématique du crémage du lait cru et du traitement de la créme avant transformation pourrait
aussi étre une piste pour diminuer la présence de souches STEC dans ces produits. Comme
nous I'avons montré dans le premier chapitre, le crémage permet de concentrer les STEC
dans la phase grasse. Le taux de contamination du lait cru est généralement estimé autour de
1 a 10 cellules par millilitres de lait. Il est difficile de donner une valeur générale de ce pathotype
dans le lait car le dénombrement est soumis a de nombreux challenges analytiques
(hétérogénéité, enrichissement efficace, identification des STEC parmi les autres E. coli, etc.).
Aprés crémage, le risque de présence de STEC serait diminué de 5 a 10 fois. Des études

complémentaires sont toutefois nécessaires en modeéle crémage a grande échelle. Dans tous
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les cas, un traitement thermique devrait étre appliqué a la matiére grasse pour éliminer les
STEC avant d’étre réassociée a la phase écrémée du lait cru. Une grande majorité des
microorganismes (STEC et le microbiote laitier) ayant été éliminée via la matiére grasse, I'ajout
d’'une flore contrélée parait indispensable avant transformation. La réglementation de ce type

de fabrication pourrait se rapprocher de celles qui encadrent les produits microfiltrés.

Consommer des produits au lait cru pourrait donc étre vu comme un geste préventif tout
en profitant de leurs propriétés gustatives. Toutefois, il est difficile d’affirmer que la
consommation de produits au lait cru préviendrait totalement des infections a STEC. En
parraléle, des travaux pourraient étre menés pour évaluer les propriétés anti-adhésives (et
plus largement anti-infectieuses) des technologies fromagéres moins a risque, comme les

fromages au lait cru a pate pressée cuite (Gruyére, Emmental, Beaufort ou encore le Comté).

Toutefois, pour prévenir l'infection, 'adhésion STEC-globules gras du lait cru doit donc
étre possible dans les conditions environnementales des fromages au lait cru. Jusqu’a présent,
ces travaux n'ont présenté que l'association STEC-globules gras dans un environnement
physico-chimique proche du lait ou assimilé. Dans le cadre du projet Adhé-coli, un volet plus
orienté sur I'affinité des STEC en modeéle fromager a été développé. Lors de la transformation
du lait en fromage, les propriétés physico-chimiques évoluent au cours du temps en fonction
des technologies fromageéres : acidification lors de I'étape de caillage, une baisse de I'activité
de l'eau, augmentation de la teneur en sel et une diminution de la quantité d’oxygéne
disponible au coeur du fromage en fin d’affinage (D’Amico and Donnelly, 2017; Ong et al.,
2017). Ces modifications peuvent fortement impacter la physiologie de la bactérie, 'expression

de protéines de surface et par conséquent I'association des STEC avec les globules gras.

A noter également que le fromage au lait cru présente une microflore quantitativement
beaucoup plus riche que le lait cru et peut impacter davantage la compétition pour les sites
adhésifs des STEC sur les globules gras. De plus, la structure supramoléculaire des globules
gras dans les fromages dépend fortement du procédé utilisé. Autrement dit, les globules gras
n’auront pas la méme structure entre un Camembert et un Emmental (Lopez, 2005). Il est
également important de souligner qu’apreés la fabrication des fromages, les globules gras sont
piégés au sein du réseau protéique de caséine, pouvant cacher 'accés des composants de la
MFGM aux bactéries.

Avant toute chose, I'association STEC-globules gras devrait étre évaluée dans les
conditions physico-chimiques du processus digestif. Nous savons, d’aprées les travaux de la
littérature, que les glycoconjugués de la MFGM résistent globalement bien a la digestion

gastro-intestinale (Le et al., 2012; Tai et al., 2022). Par contre, I'expression des protéines
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adhésives des STEC est hautement régulée dans le tractus gastro-intestinal et les facteurs
nécessaires a I'association aux globules gras ne sont peut-étre pas exprimés (Barnett Foster,
2013).

Une étude pourrait étre menée pour évaluer le devenir de I'association STEC-globules
gras apreés ingestion et les conditions favorables de I'adhésion des STEC aux globules gras
dans le systéme intestinal. Par exemple, il serait envisageable d’utiliser un systéme de
simulation de la digestion humaine, comme réalisé dans cette étude sur I'estimation de la
survie des STEC dans les fromages au lait cru (Miszczycha et al., 2014). Couplées a de
limagerie et a des tests d’adhésion cellulaire, ces expérimentations pourraient apporter de
nouvelles informations cruciales sur la faisabilité de linhibition de 'adhésion des STEC au

niveau intestinal.

B. Développement de traitements préventifs et/ou

curatifs contre les STEC

Dans une vision plus lointaine, les composants des globules gras impliqués dans cette
modulation pourraient étre utilisés comme traitement contre les STEC qui seraient alors dans
l'impossibilité de coloniser la barriére intestinale et de produire la Stx en forte quantité. Les
souches STEC non adhérentes se retrouveraient alors éloignées de I'épithélium intestinal et
serait rapidement éliminées dans les selles. Les stratégies anti-adhésives ont fait leurs
preuves notamment dans les infections des voies urinaires : des dérivés de I'a-D-mannose

sont décrit comme inhibiteurs efficaces de I'adhésion FimH des UPEC (Sarshar et al., 2020).

Plusieurs types de stratégies ont été décrits dans le développement de thérapies anti-
adhésives (Figure 22): les inhibiteurs compétitifs qui peuvent imiter les adhésines
bactériennes (classe |) ou les récepteurs des cellules hotes (classe Il), les molécules qui
inhibent la biosynthése ou la présentation en surface des adhésines (classe Ill) ou des
récepteurs de I'hote (classe IV), et enfin, I'utilisation d'anticorps ciblant les adhésines

bactériennes (classe V).

La MFGM semble agir plutét comme un inhibiteur compétitif des adhésines bactériennes
(classe I). Toutefois, ce type de stratégie présente des inconvénients. La présence de multiples
sites d’adhésions, la faible affinité des récepteurs libres pour les ligands bactériens, la
présence d'épitopes communs avec les protéines humaines ainsi que I'absence de méthodes
appropriées pour délivrer les inhibiteurs constituent un obstacle majeur. Il est aussi possible
que des mutations se produisent et affectent I'efficacité des composés anti-adhésion (Asadi et
al., 2019).
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Figure 22. Apercu schématique des stratégies anti-adhésives bactériennes. Le premier panneau (en
haut a gauche) représente I'adhésion d’une bactérie a sa cellule hote. Les panneaux suivants décrivent
les différentes classes d'anti-adhésifs : les inhibiteurs compétitifs qui peuvent imiter les adhésines
bactériennes (classe |) ou les récepteurs des cellules hétes (classe Il), les molécules qui inhibent la
biosynthése ou la présentation en surface des adhésines (classe Ill) ou des récepteurs de I'hdte (classe
IV), et enfin, I'utilisation d'anticorps ciblant les adhésines bactériennes (classe V) (d'aprés Leonard et
al., 2019).

Par ailleurs, une inhibition ciblée de I'expression de facteurs de virulence comme les
systémes d’assemblage des pili ou du systéme de sécrétion du type 3 (classe 3) pourrait étre
envisagee. En ciblant directement un facteur de virulence spécifique a l'agent pathogéne,
'action de I'anti-infectieux limite les effets contre la communauté microbienne résidente. Des
travaux ont montré que la MFGM régulait I'expression des génes stx et du géne flagellaire fliC
de la souche E. coli O157:H7 EDL933 (Tellez et al., 2012). Vue sous un autre angle, la
modulation de la pathogénicité des STEC pourrait étre due a des régulations génétiques,
abaissant la virulence des souches. Des travaux seraient nécessaires pour comprendre

davantage quelles régulations sont opérées en présence de MFGM.

L'utilisation de stratégies anti-adhésives nécessite une connaissance précise des
récepteurs/ligands des STEC et de leur chronologie d’expression, qui ne sont pas encore
entiérement connus. En effet, il semblerait qu’aucune molécule anti-infectieuse agissant
directement sur les STEC ne soit en essai clinique. Par contre, d’autres molécules en
développement ciblent plutét la shiga toxine. La neutralisation de la shiga toxine est
indispensable a un rétablissement rapide du patient et sans séquelle. Dans le cas de formes
séveres de SHU avec atteinte extra-rénale, la société francaise de pédiatrie recommande
I'utilisation de I'Eculizumab (SOLIRIS®), un anticorps monoclonal inhibiteur de la fraction C5
du complément. De nombreux essais cliniques ayant pour objectif d’évaluer d’autres

molécules au mode d’action similaire sont en cours (Ort et al., 2020).
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Enfin, des stratégies d'immunothérapie visent a neutraliser la toxine dans la circulation
sanguine et d’empécher son interaction avec le récepteur spécifique. L’utilisation de colostrum
bovin contenant des anticorps anti-Stx ou d’un récepteur synthétique analogue au récepteur
de la toxine de Shiga (Stx) (Synsorb Pk) n’ont pas montré d’efficacité (Imdad et al., 2021).
L’Ertoxazumab, un anticorps monoclonal qui se lie a la sous-unité B de la toxine Stx2, présente
des résultats intéressants mais d’autres études sont encore nécessaires (Moxley et al., 2017;
Imdad et al., 2021). Quant aux anticorps anti-Stx connus sous le nom Shigamabs (Synsorb®),
les résultats sont également prometteurs, mais la encore, des données complémentaires sont

nécessaires avant utilisation (CNR des microangiopathies thrombotiques, 2021).

C. Les mesures de prévention contre les STEC tout au

long de la chaine agro-alimentaire

A ce jour, il n’existe pas de solution idéale pour éliminer spécifiquement les STEC des
produits alimentaires, ni pour traiter les infections humaines. Dans l'attente de solutions
innovantes, la diminution du risque STEC lié a I'alimentation ne peut se faire qu’a travers des
mesures de prévention et de surveillance tout au long de la chaine de production alimentaire.
Ce sont des mesures généralement simples a appliquer, peu colteuses et efficaces. Le guide
de bonnes pratiques d'hygiéne (GBPH) et les principes de 'HACCP (Hazard Analysis and
Critical Control Point) constituent le socle de la plupart des systémes de maitrise de la sécurité

sanitaire des aliments.

Ces mesures doivent étre mises en ceuvre tout au long de la chaine de production
alimentaire de la filiére concernée, a savoir pour la filiere lait : I'élevage, la traite et le transport
du lait, la transformation, la distribution et la consommation (Figure 23). Les industriels et les
producteurs ont donc un role essentiel dans la maitrise des STEC dans les matiéres premiéres
et les produits transformés et commercialisés. En cas d’une contamination avérée, la mise en

place de mesures de prophylaxie, comme la gestion et le retrait rappel des lots, est requise.

Ces mesures préventives s’accompagnent d’'une surveillance des STEC tout au long de
la chaine de production alimentaire pour anticiper les crises sanitaires, en détectant
précocement la présence de souches ou I'émergence de nouveaux pathotypes. Cette
surveillance a donc vocation a faciliter la réactivité et 'adaptation des acteurs aux situations
défavorables, parfois complexes a élucider, a la ferme, a l'usine et lors de la distribution des

aliments (Plateforme de Surveillance de la Chaine Alimentaire, 2022).
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Aucune mesure universelle n’existe a ce jour, mais certaines permettent néanmoins de
maitriser le mieux possible la bactérie au sein de la filiere. Des travaux développés par le
Codex Alimentarius visent a établir des recommandations internationales pour la maitrise des
STEC dans différentes filieres dont celle du lait et produits au lait cru. Ainsi, certaines solutions
sont proposées de I'élevage a la consommation des produits finis par les consommateurs
(FAO and WHO, 2021).

Contamination du

lait par les STEC

TRANSPORT DU

ELEVAGE TRAITE LAIT

TRANSFORMATION DISTRIBUTION CONSOMMATION

| nacRL) Eviction du prodiif))

Traitement préventif Traitement préventif Traitement préventif
Probiotiques Pasteurisation Anti-adhésion
Phagothérapie Microfiltration Probiotiques
Vaccination Crémage ?

Traitement curatfl )

Azithromycine
Anti-Stx
Anti-adhésion ?

Figure 23. Les différents maillons de la chaine de production laitiére et les moyens de maitrise préventifs
et curatifs contre les STEC. Les stratégies préventives, dont I'addition de probiotiques ou de phages
contre les STEC dans l'alimentation des animaux, sont au stade de la recherche et du développement.
Pour ’lhomme, aucun traitement préventif ou curatif spécifique aux STEC n’est disponible, a ce jour. Le
développement de molécules inhibitrices des shiga toxines ou de leur action sont au cceur de la
recherche en particulier via 'immunothérapie. L'utilisation de molécules inhibitrices de I'adhésion des
STEC a la barriére intestinale est une voie prometteuse, de par I'absence d’effet sur la viabilité, la
perméabilité membrane, la lyse cellulaire et 'expression des shiga toxines des STEC.

C.1. Elevage

Ces mesures consistent a limiter la présence et la circulation des STEC dans les fermes
pour réduire le plus possible la contamination des produits. Parmi les recommandations pour
maitriser les STEC dans les élevages, on peut citer des mesures simples et assez efficaces
comme : minimiser le nombre d’animaux et leur contact, en particulier ceux agés de 12 a 30
mois (Henry et al., 2019; Tamminen et al., 2019; Engelen et al., 2021), séparer les animaux

porteurs de STEC et/ou excrétant des STEC du reste du troupeau, surveiller 'environnement
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des enclos (Browne et al., 2018), introduire d’autres espéces (Henry et al., 2019). Les résultats
d’'une étude suggeérent que les veaux se toilettant activement et interagissant avec le troupeau
ont un risque plus élevé de colonisation par des souches STEC O157:H7 que les veaux en
mauvais état (diarrhée, mauvais remplissage du rumen, mauvais score de I'état corporel,

écoulement nasal) (Tamminen et al., 2020).

Une vigilance particuliére doit &tre menée au niveau de la traite. C’est a cette étape que
la contamination du lait par les STEC se fait majoritairement. Le nettoyage et la désinfection
des trayons et des appareils entre chaque animal avec un biocide homologué est recommandé
pour limiter la contamination du lait et la contamination croisée des animaux. Des procédures

d’hygiéne réguliéres doivent également étre mises en place au niveau des machines a traire.

Une cure d’antimicrobiens naturels dans I'alimentation des troupeaux a été envisagée
comme solution préventive (Stratakos et al., 2019). L'utilisation de probiotiques a également
été proposée mais les résultats des études sont contradictoires (Wisener et al., 2015; Brown
et al., 2020; Dewsbury et al., 2021). La stratégie vaccinale contre les souches STEC O157:H7
est disponible (VIDO-InterVac) mais elle ne confére pas de protection contre la colonisation
des bovins par les sérotypes non-0157:H7, dont 026:H11 et O103:H2 qui sont de plus en plus
responsables d’infections humaines. Ces types d’approches préventives contre les STEC ne

sont pas autorisés en Europe.

C.2. Collecte du lait

Le respect de la chaine du froid est I'élément central lors de la collecte du lait de la ferme
al'usine. Le lait doit étre transporté dans des camions réfrigérés et stocké a basse température

dés l'arrivée a l'usine de transformation (CNIEL, 2020).

C.3. Transformation et distribution.

Parmi les recommandations, on peut citer :

e L’analyse systématique du lait cru avant fabrication (bactéries indicatrices et la recherche
éventuelle de bactéries pathogénes),

o Le respect des régles d’hygiéne par le personnel lors de la manipulation des produits en
cours de fabrication (GBPH),

e Le nettoyage des surfaces avec des désinfectants bactéricides,

e Le respect de la chaine du froid pour éviter la prolifération des STEC,

e Limiter les contaminations croisées de produits,

e Un systéme de tracgabilité conforme,
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e Larecherche de souches STEC dans le produit au pic de prolifération des souches et/ou
dans le produit fini, et

e La réalisation d’analyses complémentaires lorsque cela est nécessaire.

En cas de présence de souches STEC dans le lait, |a filiére peut pasteuriser le lait et le
transformer hors circuit « lait cru », si mentionné dans son cahier des charges. A ce jour, pour
éliminer les STEC la seule mesure efficace est d’appliquer un traitement thermique (CNIEL et
al., 2015).

Si des produits distribués présentent une non-conformité et sont sur le marché, les
autorités compétentes engagent une procédure de retrait et de rappel des produits concernés
(DGCCREF et al., 2021). Pour les produits non distribués, le fabricant doit réaliser des analyses
complémentaires sur les lots des fabrications proches et produits avec le méme lait. Les

produits ne peuvent pas étre commercialisés.
C.4. Consommateurs

La Figure 24, extraite du rapport qui fait suite a différentes épidémies a STEC en France,
présente les mesures de prévention a prendre contre les STEC. Les autorités de santé
publique francaise en lien avec l'alimentation recommandent aux personnes vulnérables
(enfants, personnes agées, immunodéprimées, femmes enceintes), de ne pas consommer de
produit au lait cru ou de favoriser certaines technologies fromagéres moins a risque, comme

les pates pressées cuites (Figure 25).
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Encadré 1

Préconisations concemant la prévention des infections

a STEC (Escherichia coli producteur de shigatoxine)

» Les viandes, et surtout la viande hachée de beeuf,
mais aussi les préparations a base de viande
hachée, doivent étre bien cuites a cceur (et non
pas rosées a coeur).

* Le lait cru, les fromages a base de lait cru et les
produits laitiers fabriqués a partir de lait cru ne doi-
vent pas étre consommes par les enfants ages de
moins de 5 ans ; préférer les fromages a pate pres-
sée cuite (type Emmental, Comté, Gruyére, Beau-
fort), les fromages fondus a tartiner et les fromages
au lait pasteurisé.

* | es préparations a base de farine (pizza/pate a coo-
kiesfgateau/a tarte. . .) ne doivent pas étre consom-
mees crues ou peu cuites.

* | es légumes, la salade, les fruits et les herbes aro-
matiques, en particulier ce qui va étre consomme cru,
doivent étre soigneusement lavés avant consomma-
tion, aprés épluchage le cas échéant.

* | e lavage des mains doit étre systématique avant la
préparation des repas.

® Les aliments crus doivent éire conservés séparé-
ment des aliments cuits ou préts a étre consommes.

* |es plats cuisinés et les restes alimentaires doivent
étre rapidement mis au réfrigérateur et suffisamment
réchauffés et consommeés rapidement.

* Les ustensiles de cuisine (surtout lorsqu'ils ont été en
contact préalablement avec des aliments crus), ainsi
que les plans de travail, doivent éire soigneusement
lavés.

* Les enfants ne doivent pas boire d'eau non traitée
(eau de puits, torrent, etc.) et éviter d'en avaler lors
de baignades (lac, étang, etc.).

s || faut éviter le contact des trés jeunes enfants
(2ages <5 ans) avec les vaches, veaux, moutons,
chévres, daims, etc., et leur environnement ; en
cas de contact avec ces animaux, le lavage des
mains doit éfre systematique.

Figure 24. Préconisations concernant la prévention des infections & STEC diffusées par des autorités
de santé frangaises dont Santé publique France et le Ministére de santé (d'aprés Fila and Jones, 2022)
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Les jeunes enfants et particulierement
ceux de moins de 5 ans ne doivent pas consommer
de lait cru et de fromages au lait cru*

AGRICULTURE.GOUV.FR LI ALIMENTATION.GOUV.FR

Figure 25. Communication du ministére de I'Agriculture a propos de lait consommation des produits au
lait cru pour les enfants de moins de 5 ans.
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Conclusion générale

La sécurité sanitaire des aliments, 'un des axes fondamentaux de la santé publique,
n’est pas sans faille. Chaque année, 1 personne sur 10 dans le monde développerait une
infection liée a la consommation d’aliments contaminés (WHO, 2020). Les salmonelloses et
les listérioses, connues de tous, laissent de plus en plus de place aux infections incriminant
les Escherichia coli producteurs de shiga toxines (STEC). Mieux surveillées, mieux détectées
et mieux diagnostiquées, les infections a STEC sont au centre des épidémies du début de ce
XX[eme sigcle. Les retraits rappels et la survenue d’épidémies de grande envergure plus
récurrents pourraient générer une perte de confiance des consommateurs et donc une
diminution de la consommation de certains aliments. Les conséquences économiques pour
les filieres agroalimentaires touchées, déja inquietes dans le contexte actuel, pourraient étre

significatives, compte tenu de la place des élevages bovins et laitiers en France.

Connus pour leurs bienfaits sur la santé du consommateur depuis des siécles, les
produits au lait cru regorgent de molécules bioactives dont les mécanismes sur 'organisme
humain restent a élucider. Parmi ces molécules, les composants protéiques, lipidiques et
glycosylés ancrés dans la membrane des globules gras sont de plus en plus mis en exergue
pour leurs vertus. Leur action sur la modulation de la pathogénicité des STEC est connu, mais
les mécanismes moléculaires et physiologiques sont peu élucidés. Au cours de ce projet, nous
avons, d’'une part, évalué l'association des STEC avec les globules gras du lait cru et la
réduction du niveau des STEC dans le lait cru via I'élimination de la matiére grasse et d’autre
part, identifié la nature de I'association STEC-globules gras et les composants moléculaires

des STEC impliqués dans cette association.

Nous avons confirmé une réelle association du pathotype STEC aux globules gras du
lait cru et démontré le caractéere souche et sérotype dépendant de cette affinité. Nous avons
mis en avant I'implication des protéines de surface des STEC dans cette association et le role
probable qu’elles jouent dans la spécificité du mécanisme propre a chaque souche. Nous
concluons que l'association STEC-globules gras implique des interactions spécifiques qui
impliquent la reconnaissance de différents épitopes présents a la surface de la membrane des
globules gras par diverses adhésines bactériennes. L’identification des acteurs moléculaires

de I'association devrait étre poursuivie en considérant chaque souche indépendamment.

Dans ce contexte, les protéines de la membrane de globules gras jouent alors le role de
récepteurs leurres, retenant les STEC éloignés de leur site d’adhésion au niveau de la

muqueuse colique. La prévention de l'adhésion bactérienne est maintenant considérée
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comme une stratégie prometteuse pour réduire 'apparition des maladies infectieuses, sans
l'utilisation d'antibiotiques. L’utilisation du lait cru comme modéle d’étude montre comment la
nature continue a étre au centre de la recherche scientifique et a fournir des pistes pour le

développement d’anti-infectieux.

Toutefois, les preuves scientifiques en modele in vivo de I'action des globules gras, de
leur membrane et des composants qui y sont ancrées sont manquantes. Consolider I'effet
préventif apporté par les globules gras contre les STEC semble étre une priorité. Des
questions demeurent : Quel est le réel effet de la consommation de globules gras sur les
infections a STEC et I'adhésion des cellules bactériennes a la barriére intestinale ? Quelles
technologies fromagéres préservent les propriétés anti-adhésives des composés de la
membrane des globules gras ? Est-ce que I'administration de membranes de globules gras
pures sous forme de compléments alimentaires serait suffisante ? A quelle dose ? Cela serait-

il efficace chez les jeunes enfants ?

En parallele, il semble primordial de consolider les connaissances de toutes les facettes
de cette interaction, incluant les régulations génétiques en présence des globules gras,
l'impact de la digestion et I'intégration de cette association a I’échelle du microbiome intestinal
humain. Par ailleurs, une meilleure compréhension de la pathogénie des STEC lors d'une
infection chez les jeunes enfants, pour lesquels les conséquences sont graves, permettrait de
comprendre le terrain favorable a I'exécution des actions dévastatrices des shiga toxines. Les
futures recherches devraient s’y concentrer ; I'inhibition de I'action des shiga toxines est peut-
étre 'une des priorités du corps scientifique et médical pour répondre rapidement et en partie

a la problématique des STEC.

J'espére que ces travaux et leur implication dans le contexte sanitaire et économique
actuel vous auront convaincu de l'originalité de la matiére grasse du lait cru et de son pouvoir
potentiel dans la prévention des infections. Au cours de ce projet, j’ai pu appréhender une
partie du contexte sanitaire lié aux pathogénes alimentaires et les conséquences qui touchent
les filieres agro-alimentaires. Le partage d’expériences d’exploitants agricoles ayant géré le
risque STEC montre 6 combien ces professionnels sont démunis face a ce pathogéne. Malgré
toutes les mesures d’hygiéne et les recommandations des autorités compétentes, le risque
zéro de contamination n’existe pas. Les produits au lait cru et autres produits peu transformés
sont en danger, il parait urgent de continuer les actions pour préserver nos terres, notre

alimentation et notre santé.
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Liste des travaux liés au projet de recherche

A.Publications

Bagel A. & Sergentet D. Shiga Toxin-Producing Escherichia coli and Milk Fat Globules.
Microorganisms, 10, 496. (2022).

Bagel A, Delignette-Muller ML, Lopez C, Michel V, Sergentet-Thevenot D, Douéllou T.
Strain- and serotype-dependent affinity of Shiga Toxin-Producing-Escherichia coli for
bovine milk fat globules. Journal of Dairy Science, 105, 8688—8704. (2022).

Bagel A, Lopez C, David-Briand E, Michel V, Douéllou T, Sergentet-Thevenot D.
Serotype-dependent adhesion of Shiga toxin-producing Escherichia coli to bovine

milk fat globule membrane proteins. Frontiers in Microbiology. (Accepté). (2022).

Bagel A, Bouvier M, Canizares B, Hamadou B, Courcol L, Lopez C, Michel V, Douéllou
T, Sergentet D. Surface proteins of Shiga toxin-producing Escherichia coli mediate

association to raw milk fat globules membrane proteins. (En préparation).
B. Communications orales

« Tropisme des STEC pour la phase grasse du lait cru ». 14/11/2019. GT-STEC. CNIEL.

Paris. (Orateur).

« L’association STEC-globules gras du lait cru en modeéle lait cru et fromages au lait
cru ». 19/11/20. GT-pathogenes. CNIEL. Visioconférence. (Orateur).

« L’association STEC-Globules gras : une interaction spécifique ? » 08/10/21. GT-

pathogénes. CNIEL. Visioconférence. (Orateur).

« Vers une meilleure compréhension de I’association STEC — Globules gras du lait cru
et ses conséquences sur la physiopathologie des STEC et leur détection dans
les aliments » 11/03/22. Journée d'échanges et d'informations organisée par le
laboratoire national de référence (LNR) des Escherichia coli pathogénes y compris

STEC pour le réseau officiel STEC. Session 1 : actualités scientifiques. (Orateur).
C. Congres

VTEC 2021, Banff. « Milk Fat Globule Membrane proteins are involved in the
association of shiga toxin-producing Escherichia coli and milk fat globule ». Abstract.

Congrés annulé.
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D. Rapports d’activités

Rapport d’activité du projet Adhé-coli n°1. Bilan des activités de recherche menées entre
avril 2019 et janvier 2020. 39p.

Rapport d’activité du projet Adhé-coli n°2. Bilan des activités de recherche menées entre
février 2020 et janvier 2021. 67p.

Rapport d’activité du projet Adhé-coli n°3 (intermédiaire). Bilan des activités de

recherche menées entre février 2021 et décembre 2021. 18p.

Rapport d’activité du projet Adhé-coli n°4. Rapport final des activités de recherche du

projet Adhé-coli. (Prévu pour le dernier semestre 2022)

Fiche projet Adhé-coli. Vulgarisation des résultats du projet Adhé-coli a destination des

professionnels de la filiére et du CNIEL. (Prévu pour le dernier semestre 2022)
E. Activité complémentaire

Vulgarisations scientifiques. Rédaction d’une trentaine de résumés de publication dans le
cadre de la veille scientifique du CNIEL. Ces résumés ont fait I'objet d’'une diffusion

auprés des professionnels du réseau du CNIEL.
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Annexe 1 : Matériels supplémentaires relatifs a I'article de recherche n°1
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Figure S1. Experimental plan of natural creaming saturation tests.
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Figure S3. Saturation curves of E. coli strains obtained by natural creaming. Aliquots of raw milk were
experimentally spiked individually with 16 E. coli strains (Table 1) and stocked at 4°C to allow creaming.
Several levels of initial E. coli concentration in raw milk were evaluated. The concentration of E. coli in
cream was estimated (n = 3) by plate count after 16h — 24h at 4°C to allow creaming. For each strain,
the concentration of E. coli in cream versus the initial concentration of E. coli in milk was plotted for each
replicate (different milk, n = 3). A flat line was plotted for each milk that corresponds to the expected
concentration of E. coli in the cream if there were no saturation. The concentration of E. coli (CFU.mL-
1) was expressed in log+o for both phases (raw milk and cream).
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Figure S1. Alignment of the OmpA sequences of the three STEC strains studied (0157:H7 EDL933, O103:H3 PMKS5,
and 026:H11 21765) and the non-pathogenic E. coli strain MG1655 K-12. An E — K mutation at residue 89 H11 was
identified for 026:H11 str. 21765.
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