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Résumeé

Les Escherichia coliproducteurs de Shiga-toxines (STEC) sont des ageatisogénes
importants émergents en santé publique. Ces bestédont a l'origine des épidémies de
colites hémorragiques et de syndrome hémolytiquerénique (SHU). La grande majorité
des cas est liée a la consommation d’aliments oanés par un type particulier de STEC
appelé<. colientérohémorragiques (EHEC) parmi lesquels on tréesveérogroupes définis
comme pathogenes par 'AFSSA : 026, 0103, 0111 5&140157.

Les bovins ont depuis longtemps été identifies cenum important réservoir de STEC. Bien
gue la transmission des STEC a I'homme soit fréguamh associée a la consommation de
viande, les produits laitiers ont également été ligugs dans les cas humains. Le
développement de méthodes rapides pour la détedésnSTEC les plus impliqués en
pathologie humaine est donc essentiel pour asdarsgecurité des produits alimentaires.
Cependant, la détection des STEC dans les alinesttproblématique principalement en
raison de la diversité des sérogroupes de STEC eetl'atbsence de caractéristiques
biochimiques communes permettant de les distindesrautre&. coli

L'objectif de cette these était d’optimiser le paatle de détection des STEC dans les aliments
de maniére a pouvoir proposer aux industriels desogoles leur permettant une réelle
maitrise du « danger STEC » dans leur filiere.

Pour se faire, nous sommes intervenus a différeétapes du protocole. Nous avons
notamment sélectionné un milieu d’enrichissememimpétant la détection dds. coli 026
dans les fromages au lait cru: EPT+ acriflavin€®. Nous avons également évalué les
performances d’une méthode de détectionklesoli 0157 :H7 (VIDAS ECPT UP) dans la
viande de boeuf. Cette nouvelle technique est bagdautilisation de protéines recombinante
de phage qui ciblent spécifiguement s coli O157. A travers cette étude, nous avons
démontré la possibilité davoir des temps d’engsbment minimes pour l'analyse
d’échantillon de 25g (6h) et la faisabilité d’arsdy des échantillons de 375g avec un ratio de
dilution de ¥ et un enrichissement de 24h. Enfinsnoous sommes intéressés a |'étape de
confirmation en mettant au point un test d’immuoeentration automatisé (utilisant des
protéines de phages spécifiques de nos bactébies)cpermettant d’'immuno-concentrer les 5
sérogroupes les plus connus de STEC (026, O103],@15 et O157) en une seule fois.

Mots-clés : STEC, aliments, détection, pathogene.



Abstract

EnterohemorrhagicEscherichia coli (EHEC) are an important subset of Shiga toxin—
producingE. coli (STEC) associated with foodborne infections. Thieaeteria can cause

hemorrhagic diarrhoeal disease and Haemolytic amainié Syndrome which are associated
with some predominant serotypes defined by AFSSAitirte: 026, 0103, 0111, O145 and
0157.

Cattle are the primary reservoir of STEC. Althou§AEC transmission to humans is
frequently associated with consumption of meatydaroducts have also been implicated in
human cases. Sensitive and rapid detection metf@dSTEC are essential for the food

industry to ensure a safe food supply. Howevergttection of STEC in foods is problematic
because it's an heterogeneous group which dispalpsoad range of both genotypic and

phenotypic differences.

The aim of this PhD work was to optimize the reskarotocol of STEC strains in food in

order to provide some protocols to the industraesrhproving risk management protocol.

We choosen to study different steps of the prototbé first one was the enrichment ©f
coli 026 allowing their detection in raw milk cheesdtera24 h enrichment in EPT+
acriflavine + cefixime-tellurite. Then, we evaludtthe VIDAS ECPT UP performances’ for
the detection oE. coli O157: H7 in raw ground beef. Through this studg, sihowed the
ability to reduce enrichment time for sample analysf 25g (6h) and the feasibility of
analyzing samples of 375g with a sample to bratio & ¥4 after 24h enrichment. Thereafter
we looked at the confirmation step. We developati@gstimized automated VIDAS immuno-
concentration ok&. coli 0157, 026, 0103, 0111 and 0145 (VIDAS ESPT) with tise of

recombinant phage proteins for capture.

Keywords: STEC, food, detection, pathogenic.
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Les Escherichia colifont partie de la famille deEnterobacteriacae Ce sont des hotes
communs de la microflore intestinale de 'lhommelet animaux a sang chaud (mammiféres
et oiseaux). La majorité des souches.doli sont commensales, mais certaines ont toutefois
été associées a des pathologies intestinales @,el#87) ou extra-intestinales (Pohl , 1993).
Parmi celles-ci, le€scherichia coliproducteurs de Shiga-toxines (STEC) sont considérés
comme des pathogenes émergents importants enpdotiigue. Ils peuvent étre a l'origine de
diarrhées souvent sanglantes. Dans certains cas;omeplications peuvent apparaitre telles
gu’un syndrome hémolytique et urémique parfois eipriotamment chez les enfants en bas
age, ou un purpura thrombotique thrombocytopénanez I'adulte.

Depuis 1982, les STEC ont été a I'origine de nombieas d’infections humaines a travers le
monde, essentiellement consécutives a la consommadtaliments contaminés d’origine
animale (e.g. viande hachée, lait et fromages iawena, ...). Toutefois, I'épidémiologie des
infections a STEC a évolué durant ces dix dernianeges, et I'ingestion de légumes et fruits
contaminés ainsi que le contact avec les animaleuetenvironnement sont de plus en plus
impliqués en clinique humaine.

Le sérotype O157:H7 est le plus communément reéauvclinique humaine mais d’autres
sérogroupes comme 026, 0103, O1l1ll et 0145 sontlwe gn plus incriminés lors
d’épidémies. lIs représentent donc un danger @osamté publique, avec un impact important
pour les industries agro-alimentaires.

Derniérement, la France a fait face a deux toxadtibns alimentaires collectives (TIAC)
importantes : une premiere en octobre 2005, liEeali O157:H7 incriminant de la viande
hachée de boeuf (Maillest al, 2006), et une seconde en décembre 2005, due a la
consommation de fromages au lait cru contaminég£penli 026 (Espié et al., 2006). Cette
anneée, une épidémie liedeacoli 026 dans de la viande de bceuf est survenue a+\Btés
ainsi qu’une autre lieea. coliO145 dans de la laitue (CDC, 2010).

Ainsi, l'avis de 'AFSSA de juillet 2008, et pluéegemment, I'avis de janvier 2011 (2010-SA-
0031) définit comme souche STEC pathogene, leshesuappartenant aux sérotypes 026
‘H11, 0103 :H2, 0111 :H8, 0145 :H28 et O157 :HaANt des caractéristiques géenétiques

particulieres (elles doivent posséder au moins dacbeurs de virulence precis).

Cependant, en dépit des différents éléments sadidans les lignes précédentes, il n’existe a
I'heure actuelle, qu’un protocole officiel destiaéechercheE. coli O157 dans les denrées

alimentaires : il s’agit de la méthode horizongadeir la recherche désscherichia coliO157
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dans les aliments (NF EN ISO 16654). Ceci se jaspér le fait que le sérotype O157 :H7 a
été le plus incriminé dans les épidémies recendams le monde. C’est pourquoi un grand
nombre de méthodes commercialisées permettanttéetad de ce sérogroupe est validé
AFNOR a ce jour. En revanche, aucune méthode peamtéa détection dds. colinon-O157

n'est validée.

Le protocole de recherche des bactéries pathogkamesles aliments, et plus précisément des
STEC pathogenes repose sur quatre grandes étdgpgwise d'essai ou échantillonnage,
I'enrichissement (phase pendant laquelle les biastéibles vont se multiplier), la détection et
enfin la confirmation (étape essentielle si la pneg de la bactérie est suspectée). Ainsi, les
divers protocoles de recherche utilisés actuellérdans les industries et les laboratoires de
diagnostic varient principalement, d’'une part, enction des procédures d’échantillonnage
mises en oeuvre et, d’autre part, en fonction detpoles d’enrichissement et méthodes de

détection employeés.

Il se posait alors la question de savoir commentmoger des protocoles de détection
appropriés aux 5 sérogroupes pointés du doigt 'B&dSSA afin de garantir une réelle
sécurité des denrées commercialisées vis-a-visS@&C. Il paraissait donc important et
indispensable de disposer d’éléments de réponsaaterpar rapport a cette interrogation, de
maniére a pouvoir proposer aux industriels et aabodatoires de routine des

recommandations pertinentes pour la détecter dbaméries dans les aliments.

Avant d’exposer les résultats de notre étude, abjetnémoire expérimental, il convient de
replacer ce travail dans son contexte scientifiggaéral, développé dans le mémoire

bibliographique.

La synthése bibliographique est successivementacofs a des rappels généraux Buroli
0157:H7 et les STEC non-O157:H7, puis a la phygiel@t I'épidémiologie des STEC. Une
derniere partie concernant la recherchéedeoli O157:H7 et des STEC-non O157:H7 dans
les aliments est abordée.

L’étude expérimentale reprend I'ensemble des trava ont été entrepris afin d’optimiser la
recherche d&. coli O157:H7 et des STEC non-O157:H7 dans les denréasrdahires et les

matrices environnementales. Les étapes de nofie éant les suivantes :
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1 L’'optimisation de I'étape d’enrichissement descoli 026 dans les fromages au lait cru
pour permettre leur détection par une méthode aatieée : le VIDAS EES.

] L’évaluation des performances de deux méthodesraiisées de recherche descoli
0157 :H7, l'une génétique : la PCR en temps rédl-PRR) et I'autre immunologique : le
VIDAS ECPT UP. Ces méthodes ont été comparées raéthodes de référence (IMS:
Séparation immuno-magnétique) pour une recherche diférents échantillons de viande de
bceuf (prise d’essai de 25 ou 375 g).

[ La mise au point d’'un test immunologique automafrmettant 'immuno-concentration
des 5 sérogroupes majeursklecoli (VIDAS ESPT) en utilisant une technologie nouvelle

les protéines de phage.

Les résultats expérimentaux sont exposés sous Hmefode 3 publications et de

communications affichées et présentées lors deresmgternationaux.
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CHAPITRE 1: Généralitées relatives aux

Escherichia coli producteurs de shiga-toxines
(STEC)

1. Données taxonomiques

1.1. L'espéecd=scherichia coli

La bactérieEscherichia colia été décrite pour la premiére fois en 1885 agves été isolée
dans des selles de nourrissons par l'allemand TreBdcherich. Son nom actuel lui est
ensuite donné en 1919 par Castellani et Chambemn@@t, 1987).

Le genreEscherichiaappartient a la famille deSnterobacteriacae. Salmonellzu encore
Shigellaappartiennent également a cette famille. Ce somtbdeilles & Gram négatif, aéro-
anaérobies facultatifs qui peuvent fermenter l&asitgs et qui ne possedent pas d’oxydase (Le
Minor et al, 1990).

Le genreEscherichiaregroupe cing especeg: blattae, E. coli, E. fergusonii, E. hermanii et
E. wvulneris. Chaque espéce Hscherichia posséde des caractéristigues biochimiques
particuliéres, permettant de les différencier (Gnirtp 1987) (Tableau 1).

Tableau 1: Principaux caracteres permettant la différemmiaties espéces du geriescherichia(E. coli, E.

hermanij E. vulneris E. fergusoni).

Caractéristiques = coll non | E. col E. hermanii | E. vulneris | E. fergusonii
0157 :H7 0157 :H7
Indole + + + - +
Pigment jaune - - + (+) -
LDC (+) (+) - + +
oDC +/- +/- + - +
B-xylosidase - - - + -
B-glucuronidase (+) - - - -
Sorbitol + - - - -
Malonate - - - + -
Adonitol - - - - +
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(+), positif pour la majorité des souches ; +Bsiif ou négatif selon les souches; LDC,
Lysine Décarboxylase ;
ODC, Ornithine Décarboxylase.

Escherichia colifait partie de la microflore commensale intesgnale 'homme et de
nombreux animaux a sang chaud. Il représente @&9% de la microflore aérobie (Ghebru,
1988). A ce titreEscherichia coli et plus largement les coliformes thermotolérastst
recherchés dans les aliments comme indicateursod&arination fécale ; leur présence
fournit ainsi une indication sur une éventuelle taamnation de l'aliment par des bactéries
pathogenes d’origine digestive (eSalmonella typhimurium, E. call157 :H7...).

Bien que la majorité des souche& dtoli soient commensales, certaines d’entre elles sont
associées a des pathologies intestinales (Lev8&,)lou extra-intestinales (Pohl., 1993) bien
connues des meédecins. Différents pathotypes intastiont été mis en évidence en fonction
des facteurs de pathogénicité et des signes clnmigngendrés. lls seront décrits dans le

paragraphe qui suit.

1.2. Classification de. coliresponsables des troubles intestinaux

A I'heure actuelle, il n’existe pas de classificatistandardisée des souches appartenant a
'espece E. coli. Les médecins utilisent une classification basée laupathogénie des

syndromes diarrhéiques comprenant 6 groupes (Figure
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Figure 1 : Pathogénie associée aux six classek.deoli responsables de diarrhées (d’aprés Nataro et Kaper

1998).

= LesE. coli Entérotoxinogenes (ETEC)
lls sont majoritairement associés a deux syndroatiegjues importants, les diarrhées du
nourrisson dans les pays en voie de développentela diarrhée du voyageur. lls sont
présents essentiellement dans la partie proximaldndestin gréle et leur pouvoir pathogéne
s’explique par la sécrétion de toxines thermosgabtéou thermolabiles (Levine, 1987).

= LesE. coli Enteropathogenes (EPEC)
lls sont responsables de diarrhées infantiles wathient en particulier les enfants en bas age
(<3 ans). Des lésions histopathologiques appardidses d'infections. Ces lésions sont
appelées lésions d’attachement et d’effacement rgledet al, 1989). Ce phénotype est
caractérisé par I'effacement des microvillositéestinales et par 'adhérence de lintimine
entre les bactéries et la membrane cytoplasmigseed&rocytes. Plusieurs genes dont le

géneeaesont a l'origine de ces lésions. (Jegsal, 1990).
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= LesE. coli Entéroaggrégatifs (EAEC)
lls sont de plus en plus reconnus comme étant nsgites de retards de croissance et de
diarrhées persistantes dans les pays en voie delogp@ement ainsi que les pays
industrialisés. lls présentent un phénotype d’aidinésux cellules Hep-2 proche de celui des
EPEC mais toutefois différent puisqu’il s’agit deuiadhérence diffuse (Viat al, 1988).

= LesE. coli Entéroinvasifs (EIEC)
lls sont responsables de syndromes dysentériquestéasés par une forte fievre, des
crampes abdominales et des nausées, accompagnges diarrhée aqueuse qui évolue
rapidement en dysenterie. lls sont biochimiquemanigénétiquement assez proches de
Shigella spp(Brenneret al, 1973), tout comme leur pathogénie (invasion égithélium
intestinal).

= LesE. coli a adhésion diffuse (DAEC)
lls sont responsables de diarrhées et d’infectionsaires. L'expression d’'une adhésine
fimbriale et d’'une protéine de membrane externef@enaux bactéries un phénotype
d’adhésion « diffuse » sur les lignées cellulage<culture (Benz et Schmidt, 1992 ; Cookson
et Nataro, 1996).

= LesE. coli Enterohémorragiques (EHEC)
lls sont a l'origine de troubles plus ou moins séséallant d’'une « simple » diarrhée peu
hémorragique a des colites hémorragiques, voira Syndrome Hémolytiqgue et Urémique
(SHU) chez l'enfant ou a un Purpura ThrombotiqueTktombocytopénique (PTT) chez
I'adulte, pouvant conduire parfois a la mort duguat (Rileyet al, 1983). Les EHEC qui sont
des souches isolées chez les malades, possédanietyygnt au moins un gersx (stx1l
codant pour la Shiga-toxine 1 @ix2 codant pour la Shiga-toxine 2) (Konowalchetkal,
1977 ; O’'Brienet al, 1980) ainsi que d’autres facteurs de virulenceroe le genesae
(Levine et Edelman, 1984). L’ensemble des souchEsatherichia colipossédant au moins
un géenestx représente le groupe des STEC [Shiga-toxin-Produgircoli] (ou VTEC selon
'ancienne dénomination internationale [verotoxmegucing E. coli]). Il est important de

souligner néanmoins que tous les STEC ne sontgihsgenes pour I’'homme (Figure 2).
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Figure 2 : Définition des STEC et EHEC au sein @&e<oli.

Les microbiologistes préferent opter pour une diaation fondée en grande partie sur les
travaux de Kauffmann (1947) et basée sur :

-(1) la détermination du_sérogroup@epuis1947, le sérogroupe est caractérisé par
lidentification des antigenes somatique « O ». ntigene « O » fait partie du
lipopolysaccharide (LPS) de la membrane externebdeseries a gram négatif. Plus de 180
sérogroupes « O » ! colisont actuellement connus.

-(2) la détermination, au sein du sérogroupe, &lotgpe Le sérotype est caractérisé
par l'identification des antigenes complémentagasg structures présentes a la surface des
bactéries comme les antigénes « H » du flagelleestantigenes « K » de la capsule. La
diversité des antigénes « H » est due aux différgmtes de flagelline composant la structure
du flagelle. Rappelons que c’est le flagelle quinpet la mobilité bactérienne.

Tout au long de ce mémoire, nous nous intéresseoluss particulierement auk. coli
Producteurs de Shiga Toxine (STEC), responsablepati®logies plus ou moins graves
lorsqu’elles sont ingérées par 'homme. Aujourd;hilin’existe pas de définition scientifique
consensuelle relative aux STEC pathogenes. Auxsftais ainsi qu'au Canada, seul le
sérotype O157:H7 fait I'objet d’'une recherche sysiBque dans les denrées alimentaires a
risque et notamment la viande hachée de beeuf.panJguant a lui, incite a la détection du
sérotype O157:H7 mais également des sérogroupé&selD®103 dans les aliments a risque.
En France, depuis la recommandation de TAFSSAaa d’avril 2006 et plus recemment du
15 juillet 2008, la situation est plus claire pwisme définition des souches STEC pathogenes
a été indiquée au gestionnaire du risque représeaté la Direction Générale de
I’Alimentation du Ministére de I’Agriculture.

Selon cette recommandation, une souche STEC patbodeit avoir les caractéristiques

suivantes :
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e elle doit appartenir aux sérotypes 0O157:H7, 026;H11103:H2, 0O111:H8,
0145:H28 ;

» elle doit de surcroit posséder concomitamment, daateurs de virulence : un ou
deux génesstx codant pour lesShiga-toxines,et le facteur d’attachement et
d’effacementeaeavec les variants suivanteaegamma pour O157 et Ol4éaebeta
pour O26 eaeepsilon pour 0103 etaetheta pour O111.

Cependant, de plus en plus de scientifiques comsitécette définition comme trop
restrictive. En effet, prenons pour exemple Uhecoli appartenant au sérogroupe 026
possédant les facteurs de virulemee et stx mais sans le flagelle H11 : cette bactérie n’est
pas considérée comme une STEC pathogene selorindiolé de 'AFSSA. Pourtant, elle
possede les facteurs de virulence susceptibledrdiear une pathologie chez 'homme Il
s’agit d’'une vraie question de santé publigue aqu¢lle le laboratoire communautaire de

référence (européen) travaille.

1.3. Phylogénie des STEC pathogénes

- Origine des EHEC
Difféerentes hypotheses ont été développées conuetimaigine des EHEC. Les EHEC
seraient un groupe de clones dérivant Hegoli Entéropathogénes (EPEC) (Whittagh
al.,1993). Des genes comme le géne dattachementeffaakment ¢ag auraient été
transférés d’une souche pathogéne a une soucBeaddi commensale, qui serait devenue a
son tour pathogéne.
L’analyse moléculaire et la comparaison de la itistion des genes spécifiques de virulence
ont montré que les EHEC auraient probablement acgitemment la plupart de leurs
facteurs de virulence par transfert horizontal deémel génétique. L'explication logique de
I'émergence des EHEC comme un agent pathogene nsgrit la présence de ces genes sur
des éléments mobiles, comme les gésied et stx2 situés sur des prophages, le geae
(intimine) sur un Tlot de pathogénicité LEE et BngehxAet katP (entérohémolysine-EHEC,
KatP) sur le plasmide EHEC (pO157), qui auraieré #&hnsmis horizontalement en
différentes étapes.
L’acquisition des genestx par deux clones EPEC aurait conduit a I'émergerealeux
lignées majeures de EHEC : EHEC-1, constituée dehss deE. coli 0157, et EHEC-2,
constituée de souches Hecoli026 et O111 (Sperandat al, 1998; Wieleset al, 1997).
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- Origine du clone d&. coli0O157:H7
Fenget al (1998) ont proposé un modéle concernant 'émemeatu clone O157:H7. Ce
modéle est basé sur des événements intervenudiadeat’ancétre génétiguement le plus
proche des EHEC O157:H7 : le sérotype EPEC O55f47glucuronidase positive et
fermentant le sorbitol) (Figure 3). Ces deux ligh@eraient émergeé il y a au moins trente
mille ans, a partir d'un ancétre commun possédéot de pathogénicité LEE. Selon ce
modele, la premiere étape a l'origine de la sémarates deux lignées aurait été I'acquisition
du gene stx2 vraisemblablement par transduction avec des phaljeen résulterait
I'émergence d’un clone O55:Hstx2positif puis, plus tard I'acquisition d'un plasmidodant
des hémolysines et la régiafb (nécessaire a la synthése de I'antigene 0157), fraodi
'antigéne O55 en 0157, et plus récemment un genghiga-toxine 1stx1). Ce cléne aurait
perdu plus recemment encore la capacité a fermensarbitol et a produire une activité
glucuronidase fonctionnelle, par une mutation T-erGposition 92 du genddA (Parket al,
2001). Puis il aurait également acquis le plasnddevirulence pO157 et aurait donné
naissance au clone O157:H7 "sorbitol —" de répamtimondiale (Fengt al, 1998; Reidet
al., 2000).

Souches EPEC
GUD+ SOR+

¥ Phagestxd E. coli O55 :H7 | Régionrfb ( E. coli 0157 :H7
E. coliO55 :H7
GUD+ SOR+ GUD+ SOR+
GUD+ SOR+

= Perte de la fermentation

Phagestxl ]
du sorbitol

\ 4
E. coliO157 :H7
GUD+ SOR-
stx2 stxl

= Perte de l'activité

uidA

B-glucuronidasique
E. coli 0157 ‘H7
GUD- SOR-

stx2 stxl
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Figure 3 : Modéle hypothétique de I'émergenceklecoli O157 :H7 basé sur les mutations dans le géah® la
production de Shiga-toxines, ainsi que les phérestymcidification du sorbitol et production glglucuronidase
(Fenget al., 1998).

2. Facteurs de virulence des STEC pathogénes

2.1. Les Shiga-toxines

Les souches STEC se caractérisent par la produdgoaytotoxines capables d’'inhiber
vitro les cellules Vero (cellule rénale du singe vert fdue) en stoppant de facon
irréversible leur multiplication. Ces toxines s@agroupées sous le terme de Shiga-toxines
(Stx) ou Shiga-like toxines (Slt) étant donné lehmnologies avec la toxine dghigella
dysenteriaale type 1 (O'Briert al, 1982; Strockbinet al, 1988).

e Structure
Les Shiga-toxines sont des hétéropolymeres de 7@iD@s d’une sous-unité A de 33 kDa
et de 5 sous-unités B de 7,7 kDa. La sous-unit®@gsgde une activité de type Nglycosidase
qui permet l'arrét de la synthése protéique deelmle cible infectée. Les deux sous-unités A
et B sont codées par un opéron d’environ 1230 pérgéement porté par un bactériophage de
type A-like. L’opéronstx est constitué d’'un cistron proximal codant la songé A et d'un
cistron distal, séparé du précédent par 12 a 1Rotigdes, codant la sous unité B. Les genes
de la toxine deShigella dysenteriagle type 1, ressemblant par leurs structures et leur
fonctions a Stx1, sont situés quant a eux, suniersosome (Gannoet al, 1990).

* Variants
On considére deux grandes classes de Shiga-taxiegsoxines Stx1, qui sont neutralisables
par des anticorps anti-Shiga-toxineStagella dysenteriag, et les toxines Stx2 qui ne le sont
pas (Calderwooét al, 1996; Strockbinet al, 1986). Stx1 et Stx2 possedent respectivement
99 % et 56 % d’homologies au niveau de la séquenaides aminés avec la toxine de type
1 deShigella dysenteriaéStrockbineet al, 1988). Elles se distinguent par leurs propriétés
immunologiques, mais leur mécanisme d’action etrslepropriétés biochimiques sont
similaires. Cependant, les toxines Stx1 et Stx8amblent pas traverser de la méme facon la
barriere de I'épithélium intestinal (Hurlet al, 1999). En outre, des études (Lindgetral,
1993; Wadolkowsket al, 1990b) ont montré que Stx2 est une toxine plussante que Stx1.
Depuis la premiere description des Shiga-toxines, nombre conséquent de variants
géneétiques des toxines Stx1 et Stx2 ont été dg@dstinet al.2007). Au sein de la classe
des toxines Stx2, 11 variants (Brettal , 2003) sont a I'heure actuelle différenciés, dest
variants Stx2 NV206 et Stx2g qui ont été récemnugutits (Leunget al., 2003 ; Bertinet
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al.,2001). Concernant la classe des toxines Stx1deants sont moins divers puisqu’ils sont
au nombre de 6, les plus fréquents étant Stx1,cSHkBtx1ld. Ces sous-types présentent des
différences d’activité biologique, de réactivitdéaégique, ou de spécificité de liaison aux
récepteurs (Calderwoaat al, 1996). D’autres variants ont été mis en évidenoda base de
différences au niveau de la séquence nucléotidigeaggenes (Fremawex al, 2007).

* Meécanismes d’'action
Lors d’'une premiere étape, la toxine se fixe a éanorane cytoplasmique de la cellule cible :
les sous-unités B, assemblées en anneau, se lientézepteur glycolipidique, le globotriosyl
céramide Gb3 (galactose-{1-4)-galactosé- (1-4)-glucosyl-céramide) (Lingwooet al,
1987). La toxine est ensuite internalisée par unaméme d’endocytose et subit un transport
rétrograde a travers I'appareil de Golgi, puisdiculum endoplasmique. La sous unité A est
alors scindée en deux parties Al et A2 par rédadaian pont disulfure. La partie Al ainsi
activée est transloguée dans le cytoplasme, exargeactivité N-glycosidase sur 'ARN
ribosomique 28S et bloque la sous-unité 60S dwsabe (Leeet al, 1999), conduisant & un
arrét des synthéses protéiques et par conséquannart cellulaire (Figure 4). Le récepteur
Gb3 ne serait apparemment pas le seul impliqué tlamsécanisme d’action des Shiga-
toxines. En effet, une récente étude a démontré I'¢péhélium intestinal de I'homme
pourrait étre affecté par la toxine Stx2 en l'absede récepteur Gb3 dans un systeme de
culture d’organen vitro (IVOC). Cependant, le mécanisme impliqué restéhaure actuelle
inconnu (Schulleet al, 2004).
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Figure 4 : Mécanisme d’action des Shiga-toxines (Extraiveéenozy-Rozand et Montet, 2001).

2.2. Les facteurs d'adhésion

Les facteurs d’adhésion semblent étre des élémewdigurs de la pathogénicité. Les
principaux mécanismes d’adhésion décrits chezrgsa@bactéries font appel a des fimbriae,
des protéines de membrane externe et des lipopolyadades. De nombreuses étuihesitro
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et in vivo ont été réalisées afin de connaitre les différdatseurs responsables de ce
processus (Pataat al, 1997).
La colonisation du tube digestif par certaines besc de STEC s’'accompagne du
développement de lésions spécifiques des entémodities d’attachement-effacement (A/E),
qui se limitent au colon et au caecum (Donnenlstrgl, 1993). Les lésions A/E, d’abord
décrites chez les EPEC, se caractérisent par anesffent des microvillosités des cellules de
I'épithélium intestinal. Cet effacement est di & ulépolymérisation des filaments d’actine
constitutifs des microvillosités (Ismaiét al, 1995). Il s’en suit une accumulation et une
repolymérisation d’actine pour former un piédestal lequel les bactéries viennent se lier de
facon étroite. Les lésions provoquées par le mépamide résorption des microvillosités
intestinales seraient a I'origine des symptémesrtuiéques observés lors des infections.
Contrairement aux EPEC qui colonisent lintestiglgyr 'adhésion des STEC se limite a
I'épithélium folliculaire des plaques de Peyer (Bts et Frankel, 2000).

* Le systeme de sécrétion de type lli
Les genes responsables des Iésions A/E sont gaatde locus chromosomique LEE (Locus
of Enterocyte Effacement), codant un systéme deéséa particulier, le systéeme de type lll,
et trois classes de protéines sécrétées par tiddiaire de celui-ci :
1 Le geneeae(E. coli attaching and effacing) code une protéine de memebeaterne de 94
kDa appelée intimine (Jerse al, 1991). La fonction "adhésion" de I'intimine esisurée par
les 280 acides aminés situés en C-terminal. Cégmm est constituée de 2 domaines "Ig-
like" assurant la reconnaissance du récepteurfgpéeiTir présent a la surface de la cellule
cible, ainsi que d’un récepteur eucaryote non @aent identifie.
1 Le genetir code le co-récepteur spécifique de lintimine, Tiranslocated Intimin
Receptor), une protéine de 78 kDa injectée dangtlasme de la cellule eucaryote grace a
un systeme de sécrétion de type Il (Kengtyal, 1997). Tir s'insere ensuite dans la
membrane cytoplasmique de I'entérocyte (DeVineegl, 1999).
[ Les géneesp(EPEC-secreted protein) codent pour une « serimga®léculaire éspA,
esB, es) impliquée dans la translocation des effectewssdla cellule hoéte (Tir, map,
esp-, esfs, esfH ...).
[ Le systeme de sécrétion de type lll : les progiBep ne comportant pas de séguence
signal, leur sécrétion a été attribuée au systeengypke Il dont les genes sont également
portés par le LEE. Ce systeme est codé par lessgepésecretion ofE. coli protein) etesc

(E. coli secretion) (Jarvis et Kaper, 1996).
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A noter que dans un souci de concision, les élé&mamicernant, d’'une part, la régulation de
'expression des geénes du LEE et, d'autre partaléses facteurs d’adhésion observés, ne

seront pas abordés ici.

2.3. Les facteurs plasmidiques

* L’entérohémolysine
L’entérohémolysine E-hlyA a été mise en évidencezcles STEC en 1988 (Beutat al,
1988). La protéine E-hlyA est codée par le gehg&Ade I'opéron plasmidiguehxCABD
(Schmidtet al.,1995). Ce gene présente une homologie de 61 %legemehlyA codant lo-
hémolysine cE. coli K12. C’est une hémolysine appartenant a la fanude toxines Rtx
(Repeats in Toxin), et son mécanisme d'action estparable a celui dedrhémolysine.
L’activité cytolytique de la toxine E-hlyA est ligesa capacité d’insertion dans la membrane
cytoplasmique et a sa capacité a former des perggndrant ainsi une lyse osmotique des
cellules (Soloagat al, 1999). Elle permettrait notamment de stimuleddéeeloppement des
cellules bactériennes grace au fer libéré suite lgske des hématies. Cependant, I'activité de
E-hlyA est moins puissante que celle deHémolysine ; en effet, le phénotype hémolytique
des STEC se caractérise par une lyse des érytbsodg mouton sur gélose au sang plus
discrete et plus lente (Beutet al., 1989; Schmidet al., 1995). De plus les souches isolées
chez les malades ne possédent pas toujours ce @jesee présence n'est pas statistiguement
corrélée au pouvoir pathogéne.

» Autres facteurs plasmidiques
Une sérine protéase EspP capable de cliver leuiavtde coagulation humain et la pepsine A
est suspectée de jouer un role dans la pathog&fBntinderet al, 1997). La dégradation du
facteur V contribuerait au développement des cltémorragiques observées chez les
patients.
D’autres facteurs plasmidiques pourraient jouerrdle dans la pathogénie : la catalase
peroxydase périplasmique KatP de 82 kDa, des texdedaypeClostridium difficilelike, ainsi
gue le systeme de sécrétion de type Il (Bruedet, 1996; Burlandet al, 1998). Par ailleurs,
le geneastAcodant I'entérotoxine Eastl a été identifié chesdmbreuses souches STEC
(Savarinoet al., 1996; Schmidt et Karch, 1996; Morabid al., 1998; lyodaet al., 2000).

Cette toxine pourrait jouer un réle dans I'induntate la phase initiale de diarrhée aqueuse.
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2.4. Autres facteurs de virulence

Le géneastAcodant I'entérotoxine EAST1 a été mis en évidertwz glusieurs souches de
STEC (lyodaet al, 2000, Morabitcet al, 1998 ; Savarinet al, 1996). Cette toxine pourrait
jouer un réle dans l'induction de la phase initidéediarrhée aqueuse. La survie des bactéries
dans les aliments et au niveau de I'estomac carrebp une étape importante du processus
infectieux. L’étude de souches de sérotype Ol5@aHiiontré leur capacité a survivre dans
des aliments acides tels que la mayonnaise, ldgysomme, la viande (Abdul-Raoef al.,
1993 ; Glas®t al, 1992 ; Zhacet al, 1993). Plusieurs mécanismes de résistance idit&ac
ont été mis en évidence chEzcoli O157:H7 : un systéme oxydatif, un systéeme arginine-
dépendant et un systeme glutamate-dépendant @labi 2000 ; Linet al, 1996 ; Priceet

al., 2000). Des études ont montré que la résistancea@ditions acides, mais également a la
chaleur et a la salinité, dépendait entre autreedulateur général de réponse au stress codé
par le genepoS(Chevilleet al, 1996 ; Priceet al.,, 2000).

3. Pathologies associées aux EHEC

Les STEC sont a l'origine de symptémes cliniquesgéga: diarrhée non sanglante, colite
hémorragique, syndrome hémolytique et urémique (Sidérticulierement chez I'enfant et le
sujet agé, ou purpura thrombotique thrombocytopégn{@TT) chez I'adulte (Tarr, 1995).

3.1. La colite hémorragique

La colite hémorragique constitue la principale rfestation clinique de l'infection &. coli
0157:H7 (Griffin et Tauxe, 1991; Tarr, 1995). Efle définit par des crampabdominales,
une diarrhée initialement aqueuse puis sanglantéfi(Get Tauxe, 1991). La diarrhée
sanglante est présente da®8% des cas diagnostiqués (Tarr, 1995). Des nagusiess
vomissements, des céphalées et des frissons detrégd été rapportés, mais leur fréquence
est plus faible. La période d'incubation de 2 §dlfs, est pludongue que celle observée
pour les autres diarrhées infectieuses (Griffimaixe, 1991; Sharet al.,1994). L'évolution

est généralement spontanément favorable (90% dgerauelque®urs.

Il n'existe pas de traitement spécifique en delderta suppression des apports alimentaires et

de la mise en route d’'une nutrition parentéral@ues I'évolution positive de I'état de sante
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du patient (Su et Brandt, 1995). A noter que lisdition d’antibiotiques reste a ce jour

controversée.

3.2. Le SHU (Syndrome Hémolytique et Urémique)

Décrit pour la premiéere fois en 1955 par GasseGH&J) typique touche surtout I'enfant de
moins de 3 ans et survient brutalement apres uamehéde prodromique sanglante dans la
majorité des cas. Ce n’est qu'en 1983 que Karmiakl établissent la relation entre une
infection intestinale a STEC et la survenue d'unUSH.'apparition du SHU se fait en
moyenne une semaine apres le début des symptomestiffi. Deux a 7 % des patients
atteints d’'une infection intestinaleEa coliO157:H7 développent un SHU. Cette incidence est
supérieure chez I'enfant et les personnes agde%a dhez les enfants de moins de 10 ans et
10 a 20 % chez les sujets agés (Griffin et Taug811L

Le SHU typique, ou SHU post-diarrhée, représenter@m 90 % des cas de SHU de l'enfant
et représente la premiere cause d'insuffisancderéha nourrisson. Le pronostic rénal est
favorable dans environ les 2/3 des cas (Laétaal, 1992). Il correspond a des lésions de
microangiopathie thrombotique glomérulaire ou deroge corticale. Il est caractérisé par une
triade de symptdbmes associant une anémie hémadyéigec schizocytose, une thrombopénie
et une insuffisance rénale aigué (Fethgl, 1982).

Une atteinte d’autres organes (pancréas, foie stesye nerveux central) est également
possible (Loiratet al, 1992; Siegler, 1994). L’atteinte du systéme aexv central est
d’ailleurs actuellement la principale cause du décémme le montre cette enquéte francaise
dans laquelle 4 des 286 enfants atteints de SHit¢ €903 et 1996, sont décédés suite a une
atteinte du systeme nerveux central. (Dechidtl, 2000).

Il n’existe pas de traitement spécifique modifilévolution du SHU. Toutefois, la mise en
route précoce d’'un traitement symptomatique rigoxir@ une importance capitale et permet
de maintenir actuellement un taux de mortalitériaté a 5%. Si des vomissements, de la
diarrhée et des symptdbmes de colite persistentnutrgion parentérale est nécessaire. Enfin
lorsque I'enfant est anurique, une dialyse estquéé pour pouvoir apporter une nutrition

adéquate sans induire de surcharge volémique.

3.3. Le PTT (Purpura Thrombotique Thrombocytopéajqu

Le purpura thrombotique et thrombocytopénique (Past)une entité clinique décrite pour la
premiere fois par Moschcowitz en 1925. Comme peBHU, I'étiologie du PTT peut étre de
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diverses origines (toxique, auto-immune...), gelation entre l'infection pdg. coliO157:H7

et I'apparition de ce syndrome est récente (Koeaed, 1990).

Le PTT touche essentiellement l'adulte. C’est undeyme caractérisé par une anémie
hémolytique microangiopathique, une thrombocytopénune fievre, des troubles
neurologiques avec une insuffisance rénale aiga&iarrhée prodromique est généralement
absente (Hofmann, 1993).

La durée du PTT est habituellement de quelguess jauguelques semaines, mais il peut
parfois se prolonger pendant des mois. Quand ladi®lprogresse, elle peut toucher le
systeme nerveux central et les reins, et leurraéteest, dans la plupart des cas, la cause
principale de la mort. Des signes neurologiques sbeervés dans 90 % des cas d'évolution
fatale. Il s'agit initialement de modifications @emportement avec confusion, délire et
troubles de conscience. Les signes d'atteinte dogsgocient crises d'épilepsie, hémiparésie,
aphasie et anomalies du champ visuel. Ces symptém@slogiques peuvent fluctuer et se
terminer en coma. L'atteinte des vaisseaux myogaedi peut étre a l'origine de mort subite
chez certains malades.

Le traitement s'est progressivement focalisé stifigation d'exsanguinotransfusions ou de
plasmaphéreses répétées associees a la perfugiasd® frais congelé. Avec cette approche
thérapeutique, la mortalité globale a nettemenirdigy I'évolution est favorable dans plus de
la moitié des cas.

4. Physiologie des STEC

4.1. Facteurs influengant la multiplication des €TE

En ce qui concerne les STEC, nous disposons astuetit que de tres peu d’informations sur
les facteurs influencant leur croissance. Il faavosr que I'essentiel des renseignements
fournis par la bibliographie concerne le sérotyd&D:H7.

e Température
Le taux de croissance d&s coli O157:H7 augmente lorsque la température augmeate.
température optimale de ce germe est de 37°C w&ni@érature maximale permettant le
développement est de 45°C (Doyle et Schoeni, 19&§rdons en mémoire que le
dénombrement des coliformes fécaux exige une inmubaa 44°C. A cette température, la

croissance d&. coli O157:H7 serait ralentie. Toutefois en milieu syidue de laboratoire,
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la majeure partie des souches de STEC étudiéesrenone température optimale de
croissance a 40°C (Gonthiet al., 2001 ; Nauta et Dufrenne, 1999), une température
minimale de croissance a 6-7°C et une températuaeimale de croissance a 45.5°C
(Gonthieret al., 2001 ; Nauta et Dufrenne, 1999). En ce qui coreErrcoli O157 :H7 et.

coli 026, il a été démontré que la température optirdaleroissance en laboratoire était de
41.5°C. Ces données montrent que la températurgichéssement de 42°C, préconisée par
les méthodes normalisées pour le recouvremdnt ebli O157:H7 validé par TAFNOR se

situe au-dela de la température optimale de cnocgsdes STEC en général.

Les conditions de température évoquées ci-desstsspondent aux conditions de croissance
optimum des bactéries en laboratoire. Des étudiestémimenées pour connaitre I'impact de la
congélation sur ces bactéries; cependant, peuntkéglés existent sur I'effet de la congélation
sur E. coli 0157 :H7 et plus généralement sur les STEC. Il paoutefois que cette
bactérie peut survivre a des températures infé@sear -80°C dans des viandes hachées de
beeuf. Il a été montré que la destruction cellulagetres limitée lors d’un stockage pendant 9
mois a une température de -20°C (Doyle et Schd®d4). Comme pour d’autres bactéries,
l'intensité des lésions cellulaires ou la mort wklire générée par les températures négatives
dépendent de la température de stockage, des élleatremontées en température mais aussi

de la nature de la matrice alimentaire.

Quelques études se sont plus axées sur la réetigéra a été démontré que les STEC
peuvent se développer en laboratoire, a des tetpésade 6.5 a 7.2°C, lorsque les autres
conditions sont favorables a la multiplication derrge. La croissance dans les aliments a
également été observée a des températures deel'ded8°C dans des cidres de pommes non
fermentés ou a 12°C dans des salades (Abdul Raa@lf 1993). Bien qu’aucune croissance
n'ait été citée pour des températures inférieurés5aC, les STEC peuvent survivre a des

températures basses pendant de longues périodes.

° pH
Le pH minimal (obtenu avec de I'acide chlorhydrijjyeermettant la croissanceEd’ coli
0157:H7 est de 4.5 quand les autres parametrescpkgtimiques sont favorables (Glass et
al., 1992). Le pH minimal dépend également du ty@eidité présent. Ainsi I'acide acétique
est démontré comme ayant une activité inhibitrigeésieure a 'acide lactique ; tous deux

sont plus inhibiteurs que l'acide chlorhydriqgueoseDavieset al.(1992).
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Plusieurs études ont également rapporté ueoli 0157 :H7 pouvait survivre dans les
produits carnés fermentés (Riordahal, 1998 ; Abdul-Raoukt al, 1993 ; Glasst al,
1992), les produits laitiers fermentés (Dinextnal, 1998; Masseet al, 1997), le jus de
pomme (Zhacet al, 1993), la mayonnaise (Zhao and Doyle, 1994)skses pour salades
(Skandamis and Nychas, 2000) et le vinaigre (Tatgiét al, 1998). L’'analyse des épidémies
a permis de pointer le fait que ni l'acidité, nirteén procédé de type fermentation ne
permettait d’hygiéniser les aliments contre les STEinsi plusieurs épidémies sont
survenues suite a la consommation de ce type calisn parmi elles : en 2002 en Suede la
consommation de saucisses fermentées de boeuhdogts pakE. coli 0157 :H7 (39 cas,
12 SHU) (Sartzet al, 2008) ; en 2007 en Norvége, des saucisses déonsogéchées et
fermentées contaminées farcoli 0103 :H25 (6 SHU) (Schimmet al, 2008).
Plusieurs mécanismes permetterE.acoli d’étre résistant a I'acidité. Le gengoS régule
'expression des genes mis en ceuvre pour la sdevie bactérie en milieu acide et permet
une survie de la bactérie a des pH inférieurs parilant plus de 2 heures. Une fois induite,
la résistance a l'acidité est stable pendant leksge au froid. La bactérie en phase
stationnaire de croissance est 1000 fois plustaggesa I'acidité qu’en phase exponentielle et
n'a pas besoin d'un contact ultérieur avec l'aédgour maintenir cette résistance. Des
mutations du gengoSpeuvent étre a I'origine des différences d’intehsié I'acidotolérance
(Waterman and Small, 1996)

* Activité de lI'eau
Nous disposons actuellement que de tres peu dirgions concernant I'effet de I'activité de
'eau sur la croissance des STEC, les études genhgsllement porté sur des milieux et des
produits dont I'g était controlée par I'ajout de NaCl. L'activité deau minimale pour la
croissance . coli 0157 :H7est de 0.953 (Nauta et Dufrenne, 1999)./l0atimun pour la
croissance est de 0.995 selon les données de I'F{MS6).

* Autres facteurs
En ce qui concerne les produits désinfectants, Rical (1999) n'‘ont pas observé de
différence significative de résistance au chloreeiat souches H. coliO157:H7 et de quatre
E. colinon pathogénes. Cette étude a fait suite a ddéréms liées a la consommation d’eau
contaminées et a permis de mettre en évidencentabdiéé au chlore des souches testées. En
effet, aprés une minute d’exposition a une quaniiéhlore donnée, la quantité de souches

viables avait nettement diminué.

35



Les STEC posseédent une résistance a de nombrdibioaigues. Ces résistances sont
utilisées pour favoriser la croissance des STEE tt& I'étape d’enrichissement nécessaire
pour la détection des STEC dans les aliments.

Les conditions de stockage en aérobiose facilleentoissance &. coliO157:H7 a 'opposé
des conditions en anaérobies. Les différences teniefois minimes et la bactérie s’adapte
bien aux deux situations (Buchanan et Klavittel92)9 Le conditionnement en atmosphere
modifiée de certains légumes a tres peu d'effetasgroissance et la survie de cette bactérie
(Abdulf-Raoufet al, 1993).

Uyttendaeleet al(2001) ont étudié le comportemeni&d’coli O157:H7 inoculé a la surface
de steaks de bceuf, conservés suivants trois méglal#fous vide, sous atmosphére modifiée
(40% CQ, 60% N) ou sous air. Aucun conditionnement testé ne sennffluencer la survie
d’E. coliO157:H7.

4 .2. Différence entr&. coliO157 :H7 et les STEC

Comme nous l'avons dit précédemment, a ce jourddemées sur la physiologie des STEC
concernent essentiellement le seul sérotype O157Rdur les autres sérogroupes (026,
0103, 0111, 0O145...), les données sont quasimenisiaates.

A I'heure actuelle, aucune caractéristique biochumi commune n’a été identifiée entre les
différents STEC. Cependant, il existe des difféesnentre le€. coli O157:H7 et les autres
STEC. En effet, la plupart des réactions biochiragqdeE. coliO157:H7 sont typiques dé&s
coli a l'exception toutefois de la fermentation du dotbét de I'activité R-glucuronidase
(Lingwoodet al.,1987). Environ 93 % des soucheskdeolid'origine humaine fermentent le
sorbitol en 24 heures ; a l'inverSecoliO157:H7 ne le fermente pas (Neaee¢sl.,1994). II
existe toutefois des exceptions, dans différenteded, des souches STEC appartenant au
sérotype O157:H7 fermentaient le sorbitol en 24réei{Morganet al., 1993; Moxley and
Francis, 1986; Wilsoet al.,1992). La prévalence de ces STEC est actuellepgntonnue.
En outre, 93 % deB. coli sont R-glucuronidase positives, a l'inverse, landgamajorité des
STEC 0157 ne produisent pas de B-glucuronidasen (@teal, 1991). Ces caractéristiques
biochimiques particulieres sont utilisées pounlénent dE. coliO157:H7.

5. Epidémiologie humaine

5.1. Epidémiologie descriptive
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* Populations sensibles
Les personnes les plus susceptibles de développealhdie sont : les enfants en bas age (< 5
ans), les personnes agées (> 65ans) et les pessagaat pris récemment un traitement
antibiotique (Griffinet al, 1990). Néanmoins, toute personne est potentieléra risque et
peut développer une diarrhée, voire un SHU. En,dies de I'épidémie survenue dans le sud
de la France en octobre 2005 suite a la consommdéasteak hachés contaminés pacoli
0157:H7, une personne de 42 ans, sans antécéadghtdogiques avérés, a présenté un cas
de SHU. Par ailleurs, d’autres personnes peuveato@nsidérées a risque du fait de leur
exposition fréquente a un réservoir animal de STEQ, travers de leurs activités
professionnelles (i.e. éleveurs...) ou de leurs mwidienfants en classe verte, ferme
pédagogique...).
En France, la surveillance des infections a STHE®&see sur celle des SHU chez les enfants
de moins de 15 ans. Elle repose sur un réseau thlimpide néphrologues pédiatres
volontaires et est coordonnée par I'Institut delléebanitaire (InVS). L’incidence annuelle du
SHU pédiatriqgue en France est proche de celle wbsedans d’autres pays européens et

s’échelonne a moins d’'un cas pour 100 000 enfantaans de 15 ans.

» Variations saisonnieres
En France, depuis la mise en place de la survedlaies SHU en 1996, des cas sporadiques
de SHU avec une recrudescence saisonniere perad@eéribde estivale ont été enregistrés
(juin- septembrefHaeghebaeret al., 2002). Cette augmentation estivale est aussi wéser
dans d’autres pays européens : Angleterre et PaySalles (Boltoret al., 2000 ), Irlande
(Derval, 2001), Ecosse (MacDonadtial., 1996), Danemark (Scheugr al, 2001), Belgique,
Pays-bas et Allemagne (Van de Katral, 1996), et en Amérique du Nord (Michet al,
1999).

5.2. Sources et réservoirs
Plusieurs épidémies liees a STEC ont été relidascansommation de denrées animales ou
d'origine animale et végétale. La viande de boleufait et les produits laitiers, les jus de
fruits ainsi que les légumes crus font partie dismemts actuellement majoritairement
incriminés. Le risque de contamination des denddasgine animale est, il est vrai, fonction
de l'importance du portage animal, mais égalementrespect des procédures d’hygiéne
appliguées a la ferme (notamment pendant la trage)abattoir et dans les ateliers de

transformation.
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» Produits carnés
De nombreuses épidémies d’infectio.acoliO157:H7 ont été associées a la consommation
de viande de boeuf ou de préparations a base ddevide boeuf et notamment récemment en
France avec I'épidémie survenue dans le sud-onesttebre 2005.
Plusieurs auteurs ont cherché a déterminer le madelecontamination des denrées
alimentaires. Les études menées au niveau dedeefifiande ont eu pour but de mettre en
évidence le lien entre le portage au niveau fétdh eontamination des carcasses puis des
viandes et produits a base de viande.
E. coli O157:H7 et les autres STEC sont introduits danschHaine alimentaire par
lintermédiaire de carcasses contaminées proveeHles-mémes d’animaux porteurs. La
contamination des carcasses peut avoir lieu prateipent aux moments du dépouillement
des cuirs (potentiellement souillés par le patheyen de I'éviscération (le pathogéne ayant
pour réservoir principal le tube digestif des bagyirD’autre part, une inter-contamination des
carcasses sur la chaine d’abattage peut égalemembduire via les outils utilisés par les
opérateurs. Le processus de dissémination du patlkeoge poursuit ensuite au niveau des
étapes de transformation des viandes, notammergxganple lors de la fabrication du haché
ou les carcasses contaminées désossées et décfupezais) peuvent ensuite aprés broyage
contaminer un ou plusieurs lots de steaks hachés.
Les tableaux 2 et 3 présentent respectivement, gifiérents pays, quelques fréquences
observées de produits contaminés (viande de boeet steak haché) par des STEE.atoli
0157:H7.

Tableau 2: Fréquences observées de produits contaminédep8TEC.

Pays Aliment n*  Fréquence Référence
(%)
Suede Minerai et découpe 543,1 Lindgvistet al., 1998
SYE=Ol France Boeuf cru 4113,9 Pradeekt al, 2000
Suisse Beeuf haché 2124 Fantelli et Stephan, 2001
Etats-Unis| Minerai 487 5,7 Bosilevaet al, 2007
Espagne Bceuf haché 78%2,5 Moraet al, 2007

* nombre de produits testés
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Tableau 3: Fréquences observées de produits contaminéds pali O157 :H7

Aliment n* Fréquence Référence

(%)
1,1

Royaume- | Boeuf cru Chapmaret al, 2000

Uni
Argentine Bceuf haché 160 3,8 Chiredral., 2001
Suisse Beeuf haché 211 2.3 Fantelli et Stephan, 2001
E. coli France Beoeuf haché 3500,1 Vernozy-Rozandet al,
0157 :H7 2002
Etats-Unis Bceuf haché 296 16,8 Samadgoat, 2002
Irlande Beoeuf haché 1532,8 Cagnet al, 2004
Irlande Minerai 1351 0,07 a 1,85 Carnett al, 2006
Serbie Boeuf haché 48 6,2 Nastijevicet al, 2009
Saucisse de48 2,1
boeuf

* nombre de produits testés
Il est également fait état de la fréquence obsedeearcasses de bovins contaminées en

surface pafE. coli O157:H7, ainsi que du niveau de contamination decegcasses par le

pathogene (Tableau 4).

39



Tableau 4 :Fréquences de carcasses de bovins contaminéé&s pali 0157 :H7 et niveaux de contamination
(Vimont, 2007).

Niveaux movens
Etat des Methode Fréguence de

carcasses | d'échantillonnage | =™ (%) contamination Lo D
(UFC/100cm®)
Av. Ev. Chiffonnage 76 147 =15 us | Arhoretal,
Ap. Tr. (100cm™) 03 <15 2004
Av. Ev. . 27 17 Barkocy et al.
Chiffonns 1232 s !
Ap. Tr. EE 1 =1 2003
Chiffonnage (B000 t Bosilevac et
Av Ew. am?) 140 23 D us al, 2004
Av Ey, | Chiffomnage (B00D | ., 50 ND s | Nemetal,
cm?) 2003
Excision Chapman et
- (100 cu) 1500 14 ND UK al. 2001
. Chiffonnage Bonardi et al |
Ap. Saig. P 100 12 ND Ttalie 001
. Excision i Ifande | Cameyetal,
Av. Béf 4% Sem) 132 4 75 UFC.g i 006
Av. Bef, Chiffonnage 1] =10 . | Feganetal.
: 100 Anstralie :
Ap. Bef. (300cm) 0 HD 2005
. Chiffonnsge .| Phillips et al.,
Ap. Béf G00em?) 670 0,1 ND Australie 2001
Av. Bef Chiffonnage 330 36 MOy Turguie GHE;L‘
. Excision Guyon et al |
Awv. Bef. 225cm) 255 0.4 HD France 2001
* avec une médiane de 1,1 UFC/100 cm?
! Non Déterming

Av. Bv., Avant Eviscération; Ap. Tr., Aprés Traitement des carcasses; Ap. Saig., Aprés Sziznée de
Ianimal; Av. Bef | Avant Béfriperation ; Ap. Ref, Apres refrigération.

* Produits laitiers
Le lait et les produits laitiers sont a l'origine différents foyers épidémiques a STEC dans le
monde depuis plusieurs années. Toutefois, cesmmdé’ont concerné que les fromages ou
lait fermenté uniqguement a base de lait cru ouatteinsuffisamment chauffé. La France a
déploré 2 épidémies associées a des fromagest andaien 2004 apres la consommation de
fromage frais au lait cru de chévre contaminéfaroli 0157 :H7 (Espi@t al, 2006a) et en
2005 apres la consommation de Camembert au laitamtaminé pak. coli 026 (Espiéet
al., 2006b).
La voie de contamination du lait actuellement reeeest celle de la contamination a partir
des matieres fécales de bovins lors de la traite.eHet, les conditions de traite et
'environnement dans lequel elle se réalise jowentble prépondérant dans la contamination

du lait par les STEC. Néanmoins, une étude méméétro a montré I'envahissement des
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cultures épithéliales mammaires ftarcoli 0157:H7 (Matthewset al, 1997). Ces résultats
suggerent I'existence possible d’'une source manentkrcontamination du lait.

Concernant la prévalence &e coli O157:H7 ou des autres STEC dans les laits et pgsodui
laitiers, tres peu de résultats sont disponibléatédonné la difficulté (due au facteur de
dilution) de mettre en évidence des bactéries p@ies peu nombreuses dans les laits de
mélange. Le Tableau 5 fait état de quelques frépsembservées en Europe, de laits et

produits laitiers contaminés par des STEC.

Tableau 5: Fréquences observées de laits et fromages comaipar des STEC (Vimont, 2007)

| ]
Lait com 205

21,5
Framce | Tomagesamlbitcm | 130 30,5 |PCR-ELISA |Fachetal, 2001
Fromages au lait 45 20
=
W eIy -
Framce |Fromages anlaitcm 1038 13 BCR Rozand et al |
2002
Allemagne | Lait cra et lait centifié | 273 | 39et2] | VI-ELISA |Klieetal, 1997
Hollande |Laitcm 1011 0 nys | Hevelink etal,
1998
Lait cru 500 0
Angleterre S Coia et al, 2001
Fromages an lait cmo 138 0
. ) EHEC- |Massa et al,
Italie | Laitcrn 100 o ELISA test | 1000
* Mombre de produits testés

Concernant la prévalence Hecoli O157:H7 dans le lait, une étude américaine a majutes

sur 268 prélevements de lait cru effectués, seubctantillons (0,75%) se sont avéerés
contaminés pak. coli O157:H7 (Murindaet al, 2002). En outre en Europe, une étude
Anglaise (Mechieet al, 1997) a révélé que, sur 329 prélevements désfais du tank, aucun

ne présentait une sérologie positive paucoli 0157:H7. Ces résultats peuvent s’expliquer
par le fait que les prélevements ont été réaligésglas laits de mélange et que par conséquent
les laits étant faiblement contaminés a la bas#et dilution prend alors tout son sens. Il est
plus fréquent de détecter lds. coli dans les fromages dans la mesure ou certaines

technologies de fabrication entrainent leur muttgglon.
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e Les végétaux
La consommation de végétaux crus a été décrite @étamt un des modes de contamination
de 'hnomme par les STEC et en particulier garcoli O157:H7. Différents végétaux ont été
mis en cause comme, par exemple, de la laitue {8ektel, 1998; Hilbornet al, 1999), des
pommes de terre (Morgaet al, 1988) ou encore des pousses de radis blancr{ilrzet al.,
1999). Les causes de contamination des cultureaioh@res mises en avant sont, le plus
souvent, lirrigation de ces cultures par de l'ealle-méme contaminée et I'épandage
d’effluents d’élevage contaminés par les STEC.
Aux Etats-Unis, une épidémie liée a la consommat@pinards contaminés pd&. coli
0157:H7 a causé tout récemment la mort de troisopees. Il convient deoter que sur les
199 personnes infectées, 141 (71%) étaient des ésnet22 (11%) demnfants de moins de 5
ans. Le pourcentage, €élevé, recensé pour les femsh@sobablemerdu a leurs habitudes de
consommation.
Enfin toujours aux Etats-Unis, du cidre non passgua également été la cause de plusieurs
épidémies (Bessat al, 1993 ; Codyet al, 1999), et, une fois encore, I'origine suspeeste
une contamination fécale par des bovins.
Un état des lieux de la prévalence des STEC eérhtype O157:H7 dans la filiere « fruits et
légumes » ne sera pas établi dans cette partiet étané le faible nombre de données
disponibles dans la littérature.
A noter que les différences de prévalencézdeoli O157:H7 et des STEC qui existent entre
les pays sont certes dues au lieu méme de l'imat&in, mais peuvent également étre liées

aux méthodes d’échantillonnage et de détection.

5.3. Les modes de transmission
Les études d’épidémiologie analytique et les irigaibns d’épidémies ont permis
d’améliorer les connaissances sur les modes dsntiasion et les sources de contamination
des STEC. La Figure 5 présente les flux potentiels STEC entre le réservoir animal et
’homme. A I'heure actuelle, les 4 principales wid'infection a EHEC sont I'ingestion
d’aliments, la transmission hydrique (eau de baisso de baignade), la transmission

interhumaine et le contact avec les animaux dederideur environnement.
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Figure 5 : Flux potentiels de STEC. Les fleches indiquestflux potentiels de STEC entre le réservoir ahima

gue peuvent représenter les animaux d’élevagésosime (AFSSA, 2003).

» Transmission alimentaire
La majorité des infections est le résultat d'urensmission alimentaire. En effet, un grand
nombre des infectionsE& coli O157:H7 a été relié épidémiologiqguement a la comsation
de denrées animales (Vernozy-Rozand et Montet, )2Q@ viande de bceuf constitue la
source majeure de contamination suite principaléraeime cuisson insuffisante (Robegts
al., 1995). La viande d’autres animaux de boucherigl@wolailles a également été mis en
cause (Martiret al, 1994 ; Orskoet al, 1987 ; Griffin et Tauxe, 1991 ; Doyle, 1991 tdta
et al, 1996). De méme, des produits végétaux contamehées produits laitiers ont été a
I'origine d’épidémies (Morgaet al, 1993 ; Cieslalet al, 1993 ; Ackerst al, 1998 ; Miller
et Kaspar, 1994).
Pour certains aliments, I’hypothese d’'une contationacroisée avec de la viande de boeuf ou
par l'utilisation d’'ustensiles contaminés a été redée. On peut également citer une
contamination par simple contact avec les alim@nts infection d’ouvriers au Royaume-Uni

apres contact avec des légumes crus contaminég@nlet al., 1988).

* Transmission hydrique
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Les épidémies d’origine hydrique sont généralenaassbciées a la consommation d’eau de
boisson ou a I'ingestion accidentelle d’eau lordbdgnades. Entre 1997 et 2004, le systéeme
de surveillance des Etats-Unis rapportait que 6% é@@démies d’origine hydrique étaient
lites aux EHEC (Barwickt al, 2000; Leeet al, 2002b; Blackburret al, 2004; Yoderet al,
2004; Dziubaret al, 2006; Lianget al, 2006) contre 3% au Royaume-Uni (Sméhal.,
2006).

1 La consommation d’eau de puits, d’eau de sourog@ret d’eau de distribution non
traitées a été a l'origine de cas isolés d’'infec(idacksoret al, 1998) et d’épidémiesk. coli
0157 (Holme, 2003; Manniet al., 2005). Depuis ces dix dernieres années, le nombre
d’épidémies associées aux réseaux publics d'eaablgofs nettement diminué, notamment
grace a la mise en place de mesures préventivesaives appropriées.

Dans le cas des réservoirs d’eau dédiés a une roomston privée, ces mesures ne sont pas
toujours appliquées. Du fait de leur insalubritédet leur localisation (en aval de terres
agricoles paturées par des ruminants ou fertilipéeses effluents d’élevages), ces réservoirs
d’eau peuvent étre contaminés par les eaux de lproet/ou de ruissellement, notamment
a la suite d'importants événements pluvieux. Unguéte épidémiologique a pointée I'eau
privée comme facteur de risque de contaminationgsa TEC (Chalmemst al, 2000).

1 L’ingestion accidentelle d’eau lors de baignadassdun lac, ou dans une autre étendue
d’eau naturelle (Keenet al.,1994; CDC, 1996; Cransbeeg al.,1996; Ackmaretal., 1997;
Paunioet al., 1999) ou dans une piscine (Brewsetral, 1994; Hildebrandet al, 1996;
Friedmanet al, 1999) a souvent été incriminée. Aux Etats-Unes, épidémies &. coli
0157:H7 d'origine hydrique sont principalement a&éses aux eaux issues de lacs ou rivieres,
en raison de la sensibilité des souches, notamankenthloration des eaux de piscines (Craun
et al, 2005).

» Transmission inter-humaine
Le portage sain humain de STEC existe mais seralgeet transitoire (Griffin, 1995; Stephan
et Untermann, 1999). La majorité des cas résultamel’contamination indirecte mise en
évidence chez les personnes en contact avec lesiesal
De plus, cette transmission est d’autant plus itambe lorsque I'hygiéne générale est
mauvaise et que les contacts sont étroits. La riremson oro-fécale est une réelle
préoccupation dans les creches (Belongiaal., 1993; Allaby et Mayon-White, 1995;
Boudailliezet al., 1997; Swerdlow et Griffin, 1997; Al-Jadet al., 1999; Sugiyamaet al.,

2005), les centres de soins journaliers (Reidal, 1994) et dans les centres psychiatriques
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(Pavia et al, 1990). Ce mode de transmission est aussi resplensk I'extension de
I'infection au sein des familles (Ludwigt al, 1998) et dans les hopitaux (Karmati al,
1999; Bolducet al, 2004). La durée du portage serait en moyenne3deuts lors de colite
hémorragique et de 31 jours lors de SHU (Kaathl, 1995).

» Contact avec les animaux de ferme et leur envinoreme
La transmission dE. coli O157:H7 a I'homme, par contact direct ou indirevea@ des
animaux de ferme ou leurs déjections, a été délotisede cas sporadiques (Renwatkal.,
1994; Coia, 1998; Kassenborgh al., 1998; Parry et Salmon, 1998; Trevesiaal., 1999;
Beutin et al., 2000; O'Brienet al.,2001a) mais aussi lors d’épidémies (Shuddaal, 1994;
Louie et al, 1999; Milneet al, 1999; Crumpet al, 2002). Par ailleurs, le taux de porteurs
sains erk. coliO157 est plus élevé dans les populations vivampetact permanent avec les
animaux (Evangt al, 2000). Par exemple, chez les éleveurs Anglaisétaprévalence a
0157 varie de 1,6% a 5% (Chalmetsal, 1999). Le sol contaminé par les déjections des
animaux de ferme a également été a l'origine d@&pieés aE. coli O157:H7, notamment
durant des événements en plein air, tels que dewdks (Crampinet al, 1999) ou des
campements touristiques sur des sols préalablepdumtés par des ruminants (Ogdsral,
2002). En Ecosse, du sol souillé a été impliquéddar®o des infections environnementales a
E. coliO157:H7 (Strachaat al, 2006).

6. Principales épidémies

Tableau 6: Les principales épidémies a STEC
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Sérogroupé Nombre de malades (n

bAliments suspectés

Annee Pays de STEC| de SHU + nb de déceq) confirmés Réference
Oregon- . sandwich avec viandeRiley et al.,
1982 Michigan USA| O157:H7 46 de beeuf hachée 1983
1984 | Nebraska USA 0157:Hf 34 (4déces) hamburger Ryiggeé al,
e . |.viande de caribou et Orr et al.,
1991 Canada | OI157:H] 152 (22 SHUet 2 dédes) Ay Lo04
4 Washington . . Bell et al.,
1992-93 USA 0157:H7 | 501 (45 SHU et 3 décqgs) hamburger 1994
Washington- . . Tilden et al.
1994 Californie USA 0157:H7 23 (2 SHU) salami sec 1996
. L saucisse seche | Paton et al.
1995 Australie 0111:H- 23 SHU (1décés) .
fermentée 1996
plats préparés a bag&tevenson ¢
1995 Angleterre 0157 14 (2 SHU) de viande crue (bcedif Hanson,
et porc) 1996
1996 Ecosse 0157:HY 512 (34 SHU et 17 dgces) viantieeué Cac;wggglet
. Martinez et
‘HY
2000 Espagne 0157:H 181 (6 SHU) saucisse al., 2001
Espié et
2002 France 0148:H9 11 (2 SHU) viande de moutpn Vaillant,
2003
2005 France 0157:H7 70 (17 SHU) viande de beceyf Mailles et
al., 2006
2006 | Norvege | 0103:H2F 17 (10 SHU et1déchs) saucssehtée Sekzsoeogt al
2010 USA 026 3 viande de bceuf| non publié
. | lait pasteurisé de | Upton et
1994 Angleterre 0157:H 70 (9 SHU et 1 PTT production locale | Coia, 1994
. A N . | O'Brien et
1997 Ecosse 0157:H 37 gateau a la creme al., 2001
1998 | Wisconsin USA 0157:H7 55 fromage frais caillé  CRaQ0
2000 Angleterre 0157 6 (1 SHU) lait non pasteurigé  CLER0Q
Colombie . \
2001 | Britannique | 0157:H7 5 (2 SHU) lait de chevre non | Mcintyre et
pasteurisé al., 2002
Canada
2005 France 026 6 SHU camembert Espié etal.
2006
1995 | Montana USA  O157:H1 >70 (1 SHU) laitue ACkig‘;gt al
1996 Japon 0157:H7 9451 (12 déces) radis blanc| Michino et
P ' al., 1999
Michigan- . | Breuer et al
1997 Virginie USA 0157:H7 108 (4 SHU) germe de luzerng 2001
1996 Canada | OI57:H] 70 (14 SHU et 1 décgs]US 4€ Pomme non| Cody etal,
pasteurisé 1999
Connecticut . jus de pomme frais| Hilborn et
1996 USA O157:H7 14 (3 SHU) non pasteurisé al., 2000
2006 USA 0157:H7| 199 (31 SHU et 3 décgs) épinards CDhas
2010 USA 0145 19 laitue CDC, 201
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Pendant les années 80, la plupart des infectididEEC étaient essentiellement associées a la
consommation de denrées d'origine animale (tabBal’'épidémiologie des infections a
EHEC a considérablement changé depuis ces dixatemannées, et I'ingestion de végétaux
ainsi que le contact avec les animaux et leur enmement sont de plus en plus impliqués en
clinigue humaine. Ceci s’explique sans doute parufie recherche plus exhaustive des
sources potentielles de contamination lors d’uridépie a EHEC, (ii) une multiplication des
élevages bovins intensifs, (iii) et par une moditficn du régime alimentaire chez 'homme,
avec une consommation accrue de fruits et legumssdans les pays développés. En Ecosse,
entre 1994 et 2003, sur 35 épidemie€.acoli O157:H7 identifiées, 19 (54%) étaient
associées a des sources environnementales de aoatiam (Strachaset al, 2006). De méme
aux Etats-Unis, 48% des épidémies survenues efB2 &t 2002 n’étaient pas d’origine
alimentaire, avec une nette augmentation des émdédiorigine environnementale aprées
1995 (Rangett al, 2005).

Les EHEC constituent la cause majeure de diarrBémiragique et de SHU dans les pays a
climat tempéré (Caprioli et Tozzi, 1998; Griffir998; Smithet al.,1998). En France, le taux
d’incidence du SHU est d’environ 0,7 pour 100 Of@€aerts agés de moins de 15 ans (soit 76
cas notifies) et de 2,1 pour 100 000 enfants agénains de 2 ans (Haeghebaatrl., 2003).

Le sérotype le plus fréguemment mis en cause léEdEmies est O157:H7 (Bitzaat al.,
1993; Siegler, 1995; Meyer-Brosega al., 2001). Les Etats-Unis, le Canada et le Royaume-
Uni sont les pays ou la fréquence d’isolement datgge O157:H7 est la plus importante. Ce
sérotype a toutefois été décrit dans de multipfdédnies survenues dans différents pays
européens, dont la France, et également en Asstrgentine, Afrique du sud, Thailande,
Israél, Chine et Japon (Lopetal.,1989; Griffin et Tauxe, 1991; Lermaat al.,1992; Paton

et al., 1996; Soderstromat al., 2005; Doorduyret al., 2006; Espieet al., 2006; Rivaset al.,
2006). En France, il est impliqué dans 86% desdsa$SHU (Haeghebaedt al, 2003).
Toutefois, les sérotypes autres que O157:H7 orst ¢tertainement été sous-estimés. La
communauté scientifiqgue met régulierement en évidaes STEC non-O157:H7 chez les
malades atteints de SHU ou de colite hémorragigae an ordre décroissant de fréquence les
sérotypes O111:H- et O111:H2, 026:H11 et 026:H-Q#03:H2 et O103:H-. Cependant,
cette liste n’est pas exhaustive et n'indique @sesirotypes majeurs isolés chez les malades.
Ainsi d'autres sérogroupes peuvent étre impligeds que O55, 082, 0105, 0113, 0145,
0171, etc (Capriolet al.,1994; Tarr, 1995; Patagt al.,1996; Gerbeet al.,2002), mais leur
fréquence réelle est difficile a estimer du faitrdéthodes de détection souvent inadaptées ou
d’absence de recherche (Grifehal, 2000).
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CHAPITRE 2 : Recherche deE. coli O157 :H7

et des STEC dans les aliments

Escherichia coliest considéré comme un héte normal de la micefitigestive de I’'homme
et de nombreuses especes animdesoli fait partie de la microflore bactérienne du tractu
digestif de ’'homme ainsi que de la plupart desramix a sang chaud. Méme si la majorité
des souches sont commensales banales, quelquesanmies I'origine de pathologies extra
intestinales ou intestinales. En 1982, aux Etatis;,Uteux épidémies de colite hémorragique
sévere, nécessitant une hospitalisation de 70% meades, apparurent apres la
consommation de hamburgers insuffisamment cuitsvgmant d’établissements d’'une méme
chaine de restauration rapide. Les analyses misesuere sur les selles des patients et sur la
viande hachée ayant servi a la confection des hayalsimirent en évidence une souche
d’Escherichiacoli d’'un sérotype particulier, O157 :H7. Peu de teagp®s, une étude menée
sur des selles d’enfants atteints par un syndroémeoltytique et urémique (SHU) montra la
présence d'une toxine, cytotoxique pour les cu#tucellulaires Véro, d’ou son nom de
“vérotoxine”. E. coli 0157 :H7 est le principal sérotypeEd’ coli produisant un grande
guantité de vérotoxines. Il est donc identifié coente chef de file d’'un groupe HE. coli
appelé vérotoxinogenes, VTE®efotoxinogenic Escherichia cplou STEC $higa Toxine
producing Escherichia cgli Depuis 1982, de nombreux autres cas d’infectiomsiaines
consécutives a la consommation d’aliments contésppar des VTEC ont été rapportés a
travers le monde.

L’actualité place régulierement au devant de lanscdes problemes liés a la sécurité
alimentaire. Dans le but de minimiser les risquésfattion des consommateurs, de
nombreux contrdles microbiologiques sont imposés & long de la chaine de fabrication
des denrées alimentaires. A ce jour, il n’existe g critéres microbiologiques concernant les
STEC. Cependant, I'avis de 'AFSSA recommande dbercher dans des aliments a risque
certains STEC définis comme pathogénes.

En ce qui concerne la détection des STEC, la seolme existante est spécifiqgue a la
détection deE. coli O157 :H7. En effet, la norme ISO EN-16654 détallee méthode
destinée a rechercher descherichia colisérogroupe O157 dans les aliments. C’est pourquoi
il existe un grand nombre de méthodes validées ARNOmmercialisées permettant la

détection de ce sérogroupe. En revanche, aucurtedepermettant la détection descoli
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non-O157 n’est validée a ce jour. L’avis de 'AFSSde juillet 2008, donne pourtant une

définition précise des souches STEC pathogéngsareti elles des sérogroupes autres que
0157. Pourtant, aucune information n’est préconpsae la détection de ces STEC dans les
aliments. Les méthodes appliquées dans ce cagpams laboratoires de recherche reposent

donc sur des publications scientifiques récentes.

De maniére générale, en microbiologie alimentd&eyrotocole classique de recherche des
STEC et plus spécifiquement &e coli 0157 :H7 dans les aliments suit toujours le méme

schéma (figure 6).

Prise d’essai

l

Enrichissement sélectif
ou non

|

Détection

l

Confirmation

Figure 6 : Protocole simplifié de recherche des STEC

Tout d’abord, I'échantillonnage ou prise d'essa {Enéral de 25¢g) est réalisé. Sa nature est
fonction de l'aliment & analyser. Ensuite, il y’'é@dpe d’enrichissement (sélectif ou non),
réalisée dans un bouillon nutritif qui permet &bkctérie recherchée de se multiplier avant
'étape de détection qui peut étre aussi bien inwtagique que génétique. Cette étape de
détection permet l'obtention d'un résultat posififne suspicion) ou négatif (arrét des
analyses). En cas de résultat positif, la présdada bactérie cible est suspectée et une étape
supplémentaire s’ajoute donc au protocole : I'é@dpeonfirmation. Cette derniére permet de
confirmer la présence de la bactérie suspectée l@dinsent en déterminant son genre, son
espéece et les facteurs de virulence gu'elle p@&ttte étape de confirmation est donc en
guelque sorte la plus importante du protocole puéstjest elle qui détermine la dangerosité
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de la souche présente et donc le risque encounagme consommation de l'aliment dans
lequel elle est présente.

Les différentes étapes du protocole de détectionEdecoli O157 :H7 étant trés bien
documentées, nous les détaillerons ci-dessousquerdes données complémentaires sur les

autres STEC seront a notre disposition, elles sé&galement mentionnées.

1. Les matrices alimentaires
Le réservoir des STEC est constitué par des anirpatbeurs sains, et plus particulierement
le tube digestif des ruminants (essentiellemenbtasns). La contamination des aliments est
la plupart du temps liée a une contamination fédalle peut avoir lieu a I'abattoir lorsque
I'hygiéne de l'abattage n’est pas maitrisée (notemtmors des étapes de dépouillement,
d’élimination du cuir et de I'éviscération). Elleeyt €galement étre liée a une mauvaise
hygiéne de la traite. Enfin, les végétaux peuvéet @ntaminés par des effluents tels que les
substances d’épandages ou de I'eau contaminéepaiejections animales.
Ainsi, les études épidémiologiques ont montré @seliments le plus souvent impliqués dans
les épidémies a STEC étaient la viande de beeuffisemment cuite et les fromages au lait
cru. A titre d’exemple, en France, en octobre 2Q0t& épidémie liée a de la viande de boeuf
contaminée paE. coli0157 :H7 (Mailleset al, 2006) a été décrite. Peu de temps apres, une
autre épidémie liee a la consommation de camenaletait cru contaminé par dé&s coli
026 (Espieet al, 2006) a été répertoriee.
Nous nous sommes donc attachés a optimiser latidétetes STEC, particulierement dans

ces deux types de matrices

1.1. Les produits laitiers

En France la production de fromage au lait cruésgntait en 2005 15% de la production
totale. Les produits laitiers a base de lait cmt onsidérés comme des produits a risque. En
effet, le lait nécessaire a la fabrication peue @&@ontaminé lors de la traite. Sans étape de
destruction des bactéries comme une pasteurisaésrhactéries peuvent se développer dans
le lait. Ainsi, lors de I'étape de coagulation dit par I'action de la présure et ou des bactéries
lactiques, la température ambiante avoisine le€3A° cette température, un grand nombre
de bactéries se développent y comprit les bactpatdwgenes (Mahet al, 2001 ; D’Amico

et al, 2010). Cependant méme apres une étape de dénoatian, le risque de
contamination du lait est toujours possible lorslaldabrication du fromage par exemple.

Cette contamination est problématique, car apggisation, il y a une destruction totale des
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bactéries. En I'absence de flore annexe, les hastgathogenes n’ont plus de compétitions

bactériennes et peuvent se développer plus faaiieme

Lorsque la température de chauffage du processtmbdeation ne dépasse pas 55°C, le lait
est dit « cru ». Dans cette étude, il a été dédeldravailler sur des fromages au lait cru
frangais pour trois raisons majeures :
- Dans ce type de matrice, une grande diversit&hanne est présente. Il existe donc
des phénomenes de compétition bactérienne. Aiagprésence de cette microflore
annexe, rend plus difficile la recherche de baetgathogéne comnte coli O26.
- Lors de I'épidémie &. coli 026, en France, en 2005, 'aliment incriminé édhit
fromage au lait cru.
- De plus, le plan de surveillance réalisée an dailaboratoire, au cours de 'année
2009, a montré la présence de souches de STEGUs@26) dans les produits a base

de lait cru.

Les fromages sont connus pour étre des matricessdiTEC sont difficiles a détecter a cause
de différents paramétres comme la teneur en matg@esses, la présence ou non de crodte...
Un grand nombre de technologies a été évalué, dirvoir si le procédé de fabrication
pouvait avoir un impact sur le développement destéo@s recherchées. En effet, la
technologie fromagere peut avoir une influence différents parametres comme: la
composition du lait (taux de protéine, de matienasge...), et les facteurs physico-chimiques
(pH, aw...) qui varient considérablement d’'une tedbgie a I'autre. Par exemple, pour les
fromages a pate pressée I'aw sera comprise er@beed.0.91 alors que pour les fromages a
pate molle elle sera comprise entre 0.96 et 0.8%driation de I'ensemble de ces paramétres

est susceptible d’'influencer la croissande.aoli O26 lors de I'enrichissement.

1.2. La viande de boeuf

La viande hachée de bceuf est la matrice la plugespuncriminée lors des épidémie€a
coli O157:H7.

Elle est fabriquée a partir des muscles et de gesblocs de viande de beeuf utilisés lors de
la fabrication de viande hachée sont aussi appulésrai. En fonction de la quantité de
matieres grasses ajoutée les industriels fabricgetd viande hachée a 5, 10, 15 ou 20 % de

matiére grasse. |l existe aussi des préparationmse de viande hachée. Il s'agit de
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préparation contenant au moins 50% de viande etpl&nentée avec des ingrédients
d’origine végétales (tomates, oignons...).

Différents types de conditionnement de la viand# sdilisés parmi lesquels: le sous vide, le
conditionnement sous atmosphére modifiee mais alasstongélation. Ces modes de
conservation ont pour but la prolongation de leéduwte vie du produit mais aussi I'assurance
d’'une meilleure qualité hygiénique du produit canseé. Par exemple, les conditionnements
sous-vide ou sous-atmosphere modifiée limitentrééssance des bactéries aérobies. Il a été
montré que la flore annexe de la viande était andg partie composée de bactéries lactiques
(Vold et al, 2000) qui lors d’'une mise sous vide entrainem acidification et ainsi limitent

la croissance des autres bactéries présentes.

2. L’échantillonnage

L’échantillonnage constitue la premiere étape irtgpde du protocole de recherche du
pathogéne. En effet, le résultat final obtenu et teesures correctives éventuellement
adoptées en conséquence sont directement liésbatatres du type et de la taille de

I'échantillon.

Dans les infections a STEC, les produits carnés fpamtie des aliments majoritairement
incriminés suivis de prés par les produits laitiffeutefois, nous présenterons ici que les
méthodes d’échantillonnage réalisées au sein fikele viande dans le cadre des systémes
de contrdle de la qualité car elle est moins docuésepour les produits laitiers. La présence
des STEC dans les produits carnés, tel le steakéhaest freguemment liée a une
contamination initiale des carcasses de bovins i@gan de l|'abattoir. Si toutefois la

contamination en STEC ne vient pas de l'abattdie peut provenir des industries de
transformation. Nous nous intéresserons principal® aux méthodes de prélevement

utilisées pour I'échantillonnage au niveau des stdes de transformation.

Afin d’éviter la présence de STEC dans leur prafiitis, les industriels de I'agroalimentaire
peuvent (dans le cas ou I'abattoir n'est pas coapl@sine de transformation) réaliser des
prélevements de surface (éponges, excisions...esujuartiers avants ou demi carcasses (a
réception) destinés a la fabrication de steak hacpé plus est, des prélevements
complémentaires peuvent étre effectués sur lesraifpguste avant le hachage final. Enfin,
d’'ultimes analyses sont évidemment réalisées supteduits finis avant leur mise sur le
marché. A noter que des prélevements environnennemta surface sont également réalisés

dans les ateliers de transformation, a 'imageealex@ui sont réalisés au niveau de I'abattoir.
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Dans notre étude, nous nous sommes plus spécifenteattachés a mettre en ceuvre des
méthodes de détection sur les produits intermédigiminerais) et les produits finis (steaks
hachés, fromages...).

Minerais (trimming en anglais)

Ce type de prélevement est peu commun en Frande estgpratique courante aux Etats-Unis
pour la recherche dE. coli O157:H7. Néanmoins, il n’existe aucun protocole @raén
standardisé pour la recherchekleoli O157:H7 dans les minerais et les divers protocetes
vigueur dans les industries varient en fonction mhmbre de combo bins testés (i.e.
conteneurs ou sont stockés les minerais avant dbalga), du type d’échantillon (tissus
excisés, prélevements par chiffonnage ou carotags le cas de minerais congelés), de la
masse de viande collectée ou encore du nombre afiglbbns poolés en un échantillon
composite...etc. Les prélevements de minerais pasieroou chiffonnage sont réalisés sur le
dessus des combos car ces derniers sont rempisrexhent rapidement et en continu. Ainsi,
le prélevement de minerais équivaut a prendre haréitlon toutes le® périodes de temps
(la période P) étant égale au temps nécessaire pour remplioorbg a partir des minerais
découpés sur les lignes).

Quelgues protocoles utilisés dans les industrigsathsformation aux Etats-Unis (McNamara,
2003) sont relatés ci-dessous. La technique deéymélent utilisée dans ces protocoles est
I'excision et la notion de « lot » est définie comima totalité du chargement en minerais (20
combos, soit 18 tonnes) d’'un camion.

Certains protocoles consistent a prendre 75g destiexcisés a partir de chacun des 20
combos et a rassembler les 20 échantillons de @Bg dn échantillon composite unique et
homogene de 1500g. A partir de cet échantillon asit@, cing échantillons de 75g sont
ensuite collectés et rassemblés en un seul édbantbmposite de 375g, destiné a la
recherche d&. coli O157:H7 au laboratoire.

D’autres méthodes plus fines consistent a subdiVéstot de 20 combos en 4 groupes de 5
combos et a prélever 75g de minerais a partir dewehdes 5 combos constituant un groupe.
Les 5 échantillons de 759 sont ensuite regroupés dia échantillon composite de 375g pour
la recherche dé&. coli O157:H7. Un lot est ensuite accepté si aucun déshéntillons
composites de 375 g (collectés respectivement tr pkas 4 groupes de 5 combos) n’est
détecté positif.

Des études sont actuellement en cours pour évhéificacité de ces différents protocoles

utilisés dans les industries américaines, maisdEmieres recommandations de I'ICMSF
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(International Commission on Microbial Specificasofor Foods) conseillent le prélevement
et 'analyse d’au moins 750g de minerais dans falité du chargement d’un camion (soit
I'équivalent de 18 tonnes) pour la recherch&deoli 0157:H7.

Steak Haché
La prévalence dE. coli 0157:H7 et des autres STEC a sensiblement augroestgerniéres
années dans les produits carnés, notamment enekrahc grand nombre d’industriels
francais, a linstar de leurs homologues américafnat a présent systématiquement la
recherche dé&. coli 0157:H7 dans leurs produits. Il n'existe toutefaiheure actuelle, en
France comme aux Etats-Unis et dans d’autres paypéens, aucun protocole standardisé
pour I'échantillonnage et la recherche des STEG dasteak haché. En effet, a I'image de ce
qui a été évoqueé précédemment pour la recherché&sTEE dans les minerais, différents
protocoles sont mis en place dans les industriesament principalement en fonction du
nombre (fréquence d’échantillonnage) de prisessdiesffectué et de la masse de chacune de
ces prises d’essai.
Il'y a donc une nécessité aujourd’hui, notammentFesmce, d'évaluer et de comparer
différents protocoles d’échantillonnage et de deiaafin d’améliorer la recherche &ecoli
0157:H7 et des autres STEC dans le steak hachégetotenant compte des contraintes
industrielles. Aprés avoir développé le calculaétip de la loi dePoisson de la probabilité de
détecterE. coli O157:H7 (ou des STEC) en fonction de la prise dieséalisée, nous
présenterons quelques protocoles d’échantilloneégetués aux US.
Le tableau ci-dessous (Tableau 7) indique la prtitade détecteE. coli 0157:H7 dans un
hachoir en fonction de la masse de la prise d’'agsdisée et du niveau de contamination du
hachoir. Ces probabilités ont été calculées siodistribution de Poissgnsupposant une
contamination homogéne de la totalité de la méiéegmte dans le hachoir. Cette hypothéese
parait recevable compte tenu des temps de pré{fpadtahachage opérés (Reindersal,
2003 ; Toftet al, 2006) :

P=1-e — (C*M)
avec P, la probabilité de détecter E. coli O157:HT, le niveau de contamination de la
mélée
(UFC.g-1) ; M, la masse de steak haché (taille’dehantillon) prélevée (g).
D’aprésla distribution de Poissqria probabilité de détect&: coli O157:H7 dans un hachoir
contaminé a une concentration moyenne de 0,04 UEGIg UFC/25q), est égale a 63%

lorsque la prise d’essai est de 25g. Pour ce méweaun de contamination, cette probabilité
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augmente a hauteur de 95% avec une prise d'ess@bgleLe méme raisonnement peut
également étre adopté pour les échantillons deplagque la contamination dans ce type

d’échantillon semble encore plus homogene.

Tableau 7: Probabilité de détectér coli O157:H7 dans un hachoir en fonction de la prises#ieréalisée.

Niveau de Probabilité de détection dE. coli O157:H7
contamination de la selon la prise d’essai réalisée (%)
mélée (UFCE. coli
0157:H7.g-1) 25g 759 125¢g 3759 7509

4.10-3 (0,1 UFC/25g) |10 26 39 78 95
0,04 (1 UFC/25g) 63 95 99 99,99 100
0,1 92 99,9 9,99 100 100
1 100 100 100 100 100

Aux Etats-Unis, plusieurs industriels ont adoptémiéthode « Jack-In-The-Box » (suite a
I'épidémie survenue apres la consommation de hagebsicontaminés pét. coli O157:H7
provenant des restaurants du méme nom) pour laendoh deE. coli O157:H7 dans les
mélées de haché. Cette méthode consiste a collectesteak haché en bout de ligne de
fabrication (aux US, « a patty », soit environ 1jl#gites les 15 minutes lors d’'une journée de
production. Chaque heure les 4 steaks hachés egritupés dans un échantillon unique et
homogene d’environ 450g, sur lequel seulement Zbgathé seront testés pour la détection
deE. coli O157:H7.

Un autre protocole réalisé dans les industries i@aies a pour but de prélever a la sortie
d'un hachoir de 1,4 tonnes (correspondant un ol téchantillons de 25g de haché (au
début, au milieu et a la fin du lot) rassemblésigasn un échantillon unique et homogene de
75g9. Quatre échantillons de 75g sont ensuite rgg®uwans un échantillon composite
homogene de 300g (représentant 5,5 tonnes de Yiahdég de cet échantillon composite
sont ensuite prélevés pour la recherch&.dmli O157:H7.

En France, un nombre trés variable (d’'un industiein autre) de prises d’essai de 25g par
mélée ou lot de steaks hachés est effectué. Cesspd’essai peuvent étre analysées
individuellement ou regroupées pour former des @dillens composites sur lesquels seront
réalisées les analyses. Peu de connaissances $tetire actuelle, disponibles en France sur

la question du pooling des échantillons et de Entjté de haché a collecter par mélée afin de

55



s’assurer de I'absence du pathogEneoli O157:H7 dans les lots de steaks hachés distribués
sur le marché.

Au regard de ces interrogations multiples sur lastjon du prélevement d’échantillons,
AFSSA a par ailleurs été récemment saisie paD{@AL pour une demande d'appui
scientifique et technique relative aux modalitésctiantillonnage a mettre en oeuvre dans la

filiere de production des viandes hachées.

3. L’enrichissement des matrices alimentaire
3.1. Géneéralités

L"enrichissement est la deuxiéme étape du proeodelrecherche des STEC. C’est une étape
importante en microbiologie alimentaire. En effiet, plupart des méthodes de détection
utilisées a I'heure actuelle nécessitent une éapwichissement, étant donné les faibles taux
de bactéries pathogéenes retrouvés dans les étbramiténvironnementaux ou alimentaires
(Shinagawa, 1997). L’étape d’enrichissement coasgt prélever une quantité donnée
d’échantillon auquel est ajouté un bouillon d’ehissement. Ce mélange est ensuite incubé a
la température optimum de croissance des bactéitidss pendant une certaine durée. La
température d’incubation varie en fonction de lxtéae recherchée alors que le temps
d’incubation dépend en partie de la méthode uélid€objectif de I'étape d’enrichissement
est de permettre la croissance des STEC dans wamtdn de produit jusqu'a un seulil
permettant sa détection, tout en limitant au maxina développement de la microflore
annexe. La faible quantité et le faible ratio d€&6S par rapport aux autres bactéries dans les
produits alimentaires exigent par conséquent uasgd’enrichissement optimale de maniere

a éviter les faux résultats négatifs.

3.2. Le volume du bouillon d’enrichissement

La majorité des données disponibles actuellementeroentE. coli 0157 :H7. Lors de
I'étape d’enrichissement, la quantité de prise shesinsi que le volume d’enrichissement
utilisé peuvent varier. Le ratio prise d’essai/wvokile plus couramment utilisée est le méme
gue celui préconisée par la norme ISO EN-16654t-&'alire une dilution au 1/10 soit 25g de
matrice alimentaire dans 225ml d’EPT. Une pratiggeente venant des Etats-Unis consiste a
réaliser un « pooling » d’échantillons. Cette tégha permet d’augmenter la probabilité de
détecterE. coli O157:H7 dans leurs produits grace a une prise al’'@dss importante par lot.

La masse de I'échantillon « poolé » peut s’échetonie 75 a 375g.

56



Néanmoins, quelques études ont mis en évidenckmdss du « pooling » d’échantillons.
Une étude américaine (McNamaet al, 2005) a évalué linfluence du « pooling »
d’échantillons sur la détection d& coli O157:H7 par différentes méthodes de screening.
Trois échantillons composites (75, 125 et 375Q) alors été testés par ces différentes
meéthodes aprés 8, 12 et 16h d’enrichissementeté anontré que I'augmentation de la masse
de steak haché ou de minerais analysés avait pmséquence une diminution de la
sensibilité de détection des méthodes. Une incoibgtius longue semble palier le manque de
sensibilité des méthodes testées mais une massieadtdlon trop importante de haché ou
minerais pourrait toutefois engendrer 'obtentiam fdux résultats négatifs. Le « pooling »
d’échantillon entraine une dilution de la quant& bactéries cibles recherchées mais aussi
une augmentation de la flore annexe. Lors de |asedimn de « pooling » d’échantillon, le
volume de milieu ajouté aux différentes prises ske®st ajusté afin de conserver un ratio «
masse d’échantillon/volume de milieu » égal a 1(L6., 759:675ml ; 1259g:1125ml ;
375g:3375ml). Une récente étude américaine a ndasmuwontré (Guerinet al, 2006) que
l'utilisation d’un ratio 1:3 donnait des résultatemblables a ceux obtenus avec un ratio de
1:10 et permettait ainsi de réduire le codt lié @amportants volumes de milieux utilisés,

notamment dans le cas d’échantillons composites.

3.3. Les différents milieux utilisés
A I'heure actuelle trois milieux d’enrichissemenns plus largement utilisés pour la détection
desE. coli 0157 :H7 : le Trypticase Soya Broth modified (m7$89,3%), le milielE. coli
(25,3%) et 'Eau Peptonée Tamponnée (EPT) (15,840 dnt et al, 2006).
L’étape d’enrichissement de la matrice alimentase une étape tres compliquée. En effet,
lors de cette d’étape des phénoménes de compétiigient entre la flore annexe présente
dans la matrice alimentaire et la bactérie redteerafin de limiter au maximum ces effets de
compétition bactérienne, les enrichissements pdwdtea ameéliorés en utilisant des milieux
d’enrichissement sélectifs pour un type de bactéxiamerchée ou a l'inverse en limitant la
croissance des bactéries non recherchées. Il anétdré que, dans 60% des cas, un
antibiotique était ajouté au milieu d’enrichissemenque la novobiocine était celui le plus
frequemment utilisé (Vimonét al., 2006). D’autres antibiotiques comme la vancongcin
peuvent étre ajoutés. Notons que des bouillongrdifits peuvent étre employés en fonction
de la matrice alimentaire testée. En effet, despomants tels que l'acriflavine (colorant qui
s’intercale a lintérieur des acides nucléiquesildaht ainsi la réplication, virale et

bactérienne) peuvent également étre employésn@etalant est essentiellement rajouté dans
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les enrichissements de produits laitiers car fesiine inhibe le développement des bactéries
lactique au profit des STEC (Weaetral. 1996).

Notons qu’il n’existe pas a I'heure actuelle, delienx d’enrichissement spécifiques et
recommandés pour les sérogroupes autres que OX¥ahmbins, différents travaux sont

meneés au travers diverses études (Peisak 2008 ; Vimonget al, 2006).

3.4.Les températures et la durée d’incubation
Un autre parametre trés important est a prendmepte lors de I'étape d’enrichissement, il
s’agit de la température d’incubation. Pdgr coli O157 :H7, il a été démontré qu’'un
enrichissement a 41.5 °C favorisait son développé¢mieralentissait la croissance des autres
bactéries présentes dans la matrice alimentairee\tanche pour les autres STEC, la situation
est plus confuse. Rappelons qu’il n’existe pas @férentiel pour la recherche des STEC.
Actuellement, la majeure partie des enrichissemdassSTEC non-O157 a lieu a 37°C. A
titre d’'information, un projet de spécification teique Européen pour la recherche des STEC
dans les matrices alimentaires est en cours ebipigg un enrichissement a 37°C pour la
recherche des STEC.
La durée d’incubation (en général de 18 a 24 hg¢yest également avoir un rdle important.
En fonction du milieu d’enrichissement choisi, laré annexe se développera plus ou moins
et pourra avoir un impact sur la croissance detadrie cible.
L’effet de la flore annexe sur la flore pathogeeey(les STECL. monocytogenes) est
frequemment négatif (Carliet al, 1996 ; Buchanan et Bagi, 1997 ; del Carapal, 2001).
Ainsi, il est observé que la flore minoritaire (ela flore pathogéne) n’est pas influencée par
la flore majoritaire (e.g. flore annexe) dans leenpéres phases de la croissance. En
revanche, il a été montré que cette flore minogtaiteint sa densité maximale (ymax) plus
rapidement qu’en culture pure, puisque sa phasorstaire apparait dés lors ou la flore
majoritaire atteint son propre ymax (niveau maxjngdameson, 1962 ; Grau et Vanderlinde,
1992 ; Beumeket al, 1996 ; Devliegheret al, 2001). Ce « freinage » simultané des flores
(e.g. flore pathogene et flore annexe) au débuia gnase stationnaire de la flore majoritaire
est désigné sous le terme « d’effet Jameson » (Ressal, 2000), qui correspond
potentiellement a I'épuisement d’'une ressourcetéinie commune aux deux flores. Ainsi la
durée d’enrichissement de la matrice alimentaiteuespoint crucial lors de cette étape
d’enrichissement.
Pour conclure, rappelons que cette étape partieatiént délicate reste un équilibre a trouver

entre I'inhibition de la croissance de la flore are et le développement le plus optimum de
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la bactérie recherchée. Enfin, il est importantpdéciser que, bien que trés efficaces, les
enrichissements présentent I'inconvénient majeauginenter considérablement le temps de
détection. L'idéal serait de s’affranchir de cespét afin de gagner du temps, mais

actuellement ceci n’est pas réalisable.

4. Les différentes méthodes de détection

Il existe a I'heure actuelle de nombreuses méthodstinées a détecter coli O157:H7 a
partir de matrices plus ou moins complexes. Cdérdifites techniques peuvent étre classées
en meéthodes phénotypiques, immunologiques et ggreiti Les méthodes traditionnelles
standardisées de détection des bactéries pathodened’altération) reposent sur des
protocoles complexes. Ces méthodes présentenntaya d’avoir des niveaux de détection
tres bas et peuvent étre utilisées sur des matmeplexes. Cependant, elles restent longues
et fastidieuses. Des protocoles plus rapides omiterant vu le jour. Ces nouvelles méthodes
reposent sur des techniques dites immunologiquess éu latex, méthode ELISA...) ou
génétiques basées sur I'amplification des séquespgasfiques d’ADN ou d’ARN (PCR, RT-
PCR...).

4.1. La détection des. coliO157 :H7

= |Les méthodes phénotypiques
La plupart des réactions biochimiques Becoli O157:H7 sont typiques des. coli a
I'exception toutefois de la fermentation du sottétode I'activité3-glucuronidase (Lingwood
et al.,1987). Environ 93 % des souchesEleoli d'origine humaine fermentent le sorbitol en
24 heures ; a linvers&. coli O157:H7 ne fermente pas le sorbitol (Neaeesl., 1994).
Néanmoins, il a été montré dans diverses étudesl@gisouches STEC du sérotype O157:H7
étaient capables de fermenter le sorbitol en 24dse(Morganet al, 1993; Moxley et
Francis, 1986; Wilsonet al, 1992). La prévalence de ces souches particaliest
actuellement peu connue mais il apparait évideatdgutelles souches ne peuvent étre mises
en évidence par les meéthodes officielles de camtdids aliments, telles qu’elles seront
décrites dans ce chapitre. En outre, 93 % Hesoli sont B-glucuronidase positives, a
l'inverse, la grande majorité des STEC O157 nepsedt pas d@-glucuronidase (Tesht
al., 1991). Toutes ces caractéristiques biochimiquaeticphéres ont été utilisées dans la
conception de divers milieux sélectifs vis a vis dérotype 0O157:H7. L'absence de
fermentation du sorbitol, par exemple, a justifidtilisation de la gélose MacConkey au

sorbitol (SMAC) qui a, qui plus est, subi plusieansdifications dans I'objectif d'augmenter
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le caractere sélectif vis-a-vis de O157:H7. Aikrendet al. (1990), Testet al, (1991) ont
montré que I'addition de 5 bromo-4 chloro-ind@«ip-glucuronide (BCIG) ajouté a raison de
0,1 g.L-1 a une gélose SMAC favorise l'isolementedeoli O157 inoculé volontairement
dans des échantillons de viande de boeuf. En d#eBCIG permet de différencier les
coloniesp-glucuronidase positives de celles qui sont négatsur ce milieue. coli O157:H7
présente des colonies sorbitol négativeg$-gtucuronidase négatives ; ces colonies restent
blanches alors que les colonies sorbitol négatt@sglucuronidases positives virent au vert
ou au bleu. L'ajout du BCIG a la gélose SMAC réghsit conséquent le nombre de faux
positifs de 36 % par rapport a la simple utilisatslu SMAC sans BCIG. En effeE,. coli
0157:H7 a pu étre isolé a partir de 11 des 12 ditloms de viande inoculés utilisant le
SMAC-BCIG contre 8 sur 12 avec la seule utilisattatnSMAC sans BCIG. Enfin, Zad#t

al., (1993) ont decrit I'intérét d’ajouter du tellteiet de la céfixime a cette gélose SMAC
(CT-SMAC), étant donné des concentrations minimadbgitrices (CMI) plus élevées pour
les STEC 0157 que pour les autrés coli et les bactéries sorbitol négatives comme
Aeromonagt PlesiomonasNéanmoins, des soucheskecoli O157:H7 sensibles a certaines
concentrations de tellurite ont été decrites paicKat al. (1996) et I'utilisation de la gélose
CT-SMAC dans ce cas précis s’avere inadaptée.

De plus, Thomsoet al (1990) ont développé un test rapide fluorescent g détection de
E. coli O157. Ce test utilise le 4-méthylumbelliférgtD-glucuronide (MUG) comme
indicateur hydrolysé en un composeé fluorescent'eazymep-glucuronidase (Rippegt al,
1987).

De nombreux milieux chromogénes ont par ailleuésnéis au point comme par exemple les
milieux CHROMagar E. coli 0157:H7 (CHROMagar) et 0157:H7 ID (bioMérieux)
spécifiqgues du sérotype O157:H7. Ainsi les méthdoieshimiques sont intéressantes et
fondamentales pour la détectionklecoli O157:H7 mais restent inadaptées a la détection des
souches « mutantes » du sérotype O157:H7 et surtlautiétection des STEC non-O157:H7,

étant donné I'absence de propriété biochimique conea tous les STEC.

= Les méthodes immunologiques
Il existe actuellement sur le marché un grand nendar tests permettant la détectionkle
coli O157:H7 dans les aliments et/ou dans les échamikmvironnementaux. Ces systemes
comprennent des tests conventionnels ELISA en mpliagues, des systemes immunologiques

en une étape et des systemes complétement autésnatis

60



1 Systemes immuno-chromatographiques

Ces méthodes immunologiques en une étape donnentésuitat en 15 minutes. La
préparation de I'échantillon et les phases d’emsgdgment varient d’un kit immunologique a
'autre mais s’inspirent souvent des recommandatformulées par la FDA (Food and Drug
Administration, USA). Les méthodes immunologiques'ene étape” sont tres employées par
les industriels du fait de leur rapidité d’exécatiet de leur simplicité. En effet, les étapes de
lavage-rincage et d’addition de plusieurs réactdssont pas nécessaires avec ces kits. Une
grande partie de ces systemes est basée sur k@pprid’immuno-chromatographie. Le
dispositif consiste en un support plastique contenae membrane imprégnée de particules
d'or ou de latex recouverte d’anticorps spécifiquig. coli O157:H7 (i.e. O157 et
éventuellement H7), un puits pour I'échantilloruse fenétre de test et de contréle.

Un aliquote du bouillon d’enrichissement (généraatml100 pl) est placée dans le puit
destiné a I'échantillon alimentaire puis diffuseldeag de la membrane jusqu’a la zone test
contenant I'anticorps anti-O157 par exemple. L'ajijmen d’une ligne colorée dans la fenétre
test, apres 10 a 20 minutes, indique un résultsitipsignant la présence probable Elecoli
0157 dans I'aliment. On peut citer en exemple $¢ ¢eVIP EHEC » (BioControl, Montesson,
France), validé par I'Association of Official Agultural Chemists (AOAC) (Figure 7). Ce
test permet, aprés un enrichissement de 18h (8hipmoatrice steak haché), de visualiser (en
10 minutes) si un échantillon donné est contaminé@an park. coli O157. Notons que ces

tests ne sont pas validés ISO ou AFNOR.

-

T g

Figure 7: Test VIP EHEC
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1 Les systemes ELISA/ELFA

Ces méthodes immunologiques donnent un résulté& baures en microplaque apres une
phase d’enrichissement (le plus souvent d’'une ddeé&4 heures).

Pour les systemes ELISA, les anticorps spécifiglies coli 0157:H7 sont fixés au fond des
puits de microplaques. L'aliquote du bouillon diehissement est déposé dans ces puits.
Apres incubation et une série de lavages, un apsctoévélateur" anti-O157 est ajouté pour
détecter le couple anticorps-bactéries. Ce deuxigmtieorps est couplé a une enzyme qui
permet une révélation colorimétrique. La sociétBiapharm commercialise un test en
microplague permettant la recherche des toxines denbouillon d’enrichissement en 2
heures, il s’agit du kit RIDASCRREN®Verotoxin.

Basé sur le méme principe la société bioMérieuxmis au point des kits ELISA (ELFA)
automatisées. Les Kit VIDAS® sont des tests engible systeme VIDAS® (Figure 8).

Figure 8 : 'automate VIDAS avec des cbnes et des barrettes

Le cOne a usage unique sert a la fois de phastesstlide systeme de pipetage. L'intérieur du
cone est recouvert d’anticorps ou d'une protéinembinante de queue de phage qui permet
la capture de certaines souches de STEC (Figudee9)autres réactifs de la réaction ELFA
sont préts a l'emploi et sont pré-répartis danscdaouche. Une partie du bouillon
d'enrichissement est déposée dans la cartouches poe succession de cycles
d'aspiration/refoulement du milieu réactionnel réstlisé par I'instrument. Plus précisément,
lesE. colicibles présents sont captés par I'anticorps oudgéme recombinante de phage (en
fonction du kit utilisé) fixée a l'intérieur du adnlLes éléments restés libres sont éliminés par
lavage. Ensuite, le conjugué a la phosphatasaraoast aspiré/refoulé dans le céne et se fixe
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sur lesk. colicibles, eux mémes fixés sur la protéine de phagéaaticorps de la paroi du
cbne. De nouvelles étapes de lavage éliminentigugaé non fixé. Lors de I'étape finale de
révélation, le substrat (4-Méthylombelliferyl phbsgpe) est aspiré puis refoulé dans le cone ;
'enzyme du conjugué catalyse la réaction d'’hydelge ce substrat en un produit (4-
Méthylumbelliferone) dont la fluorescence émisemessurée a 450 nm.

A la fin du test, les résultats sont analysés aatmmement par I'instrument qui fournit une
valeur de test pour chague échantillon. Cette vatsticomparée a des références internes

(seuils) et chaque résultat est interprété (posiéfatif).

Sandwich  Antibody conjugaiad
tn alkaling phosphatase

i Antigen A-mithy|
W to be tested  umbelliferyd
'-II'- Fusnd antibody phosphate

Figure 9 : Principe du VIDAS

A T'heure actuelle, la société de bioMérieux® coenamalise trois kits de détection des
STEC :

Le kit VIDAS ECO : permet la détection &e coliO157

Le kit VIDAS EES : permet la détection concomitaemhdE. coli 0157 etE. coli
026. Pour la capture des bactéries cibles, les kiésigi-dessus utilisent des anticorps.

Le kit VIDAS UPE. coli 0157 including H7 permet la détection spécifigaskl coli
0157. Ce dernier est basé sur une technologisarilides protéines recombinantes de queue

de phage.

L’ensemble des systemes décrits préecédemment ifggsten microplagues, en une étape ou
automatisés) permet aux industriels de l'agroaliaiem un contrle "présomptif* de la
présence deE. coli O157:H7 dans les aliments analysés. En effet, liés #écrits
précédemment ne recherchent que I'antigene soneafdfib7 (parfois associé a I'antigene
H7). Méme les systemes qui affichent une spédifimtale pouk. coliO157:H7 donnent en
fait des résultats positifs pour déscoliO157 non-H7. Un résultat positif de I'un de cesges
immunologiques signe seulement la présence ddadére cible (le plus souvent, il s'agit de

'antigéne somatique O157). Or, les réactions imohgiques croisées avec des espéces
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bactériennes autres q&e coli existent lors de I'analyse de certaines matricag (gande).

En effet, I'antisérum polyclonal O157 réagit égadsin avecBrucella abortus Brucella
melitensis, Yersinia enterocoliticeérogroupe O9Salmonellagroupe N etPseudomonas
maltophilia 555. A noter que I'épitope commun a toutes cesébmst responsables des
réactions croisées est le sucre 4-amino-4,6 digéBemannose présent sur le
lipopolysaccharide.

Ainsi, dans le cas d’'un résultat positif, il y acaésité de confirmer la présence du pathogéne

dans I'échantillon en isolant et identifiant la téae a I'origine du signal positif.

= |Les méthodes génétiques
Les tests génétiques sont basés sur I'amplificatiel’ADN ou de I'ARN bactérien. En
conséquence, avant amplification, une étape deaptpn des acides nucléiques est

essentielle.

o Préparation des acides nucléiques

Dans la littérature, de nombreuses meéthodes didrades acides nucléiques (ADN et
ARN) existent, mais beaucoup d’entre elles songles et laborieuses. La préparation des
acides nucléigues nécessite plusieurs étapes si@Ees

-La lyse des micro-organismes

-L’extraction des acides nucléiques

-La purification des acides nucléiques

-La concentration des acides nucléiques

Toutes ces étapes ne sont pas indispensablesfeispér protocole se réduit a une seule
étape, la lyse bactérienne qu’elle soit physighanitjue ou les deux.

L’étape de lyse peut étre physique, chimique oudessx. Rappelons qué. coli est une
bactérie a Gram négatif, nécessitant des méthodelysgs moins rigoureuses que celle
destinées a lyser les bactéries a Gram positifn@abreux protocoles de lyse dEs coli
emploient la sonication ou le chauffage (Min et Baeer, 2002). Lorsque la lyse chimique
est employée, des détergents tels que le SDS toitole peuvent étre utilisés (Uyttendaele
al., 1995, 1997)D’autres auteurs ont également employé la praséita(Uyttendaelet al.,
1997 ; Min et Baeumner, 2002).
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Notons toutefois qu'une préparation des échansligui utilise uniguement une méthode de
lyse peut-étre insuffisante voir inefficace. En s@mquence, une préparation des acides
nucléiques compléte peut étre choisie. Il s’agitdthodes lourdes employant le plus souvent
du phénol, du chloroforme et de I'éthanol (Gak al, 2003). De fait, des méthodes
d’extraction de 'ADN
grace a des kits d’extraction ont vu le jour. Leudncipe est le suivant : la premiére étape
consiste a lyser les bactéries (physique et/ou ignig), en parallele, une inactivation des
RNases a lieu, ensuite 'ADN est absorbé sur unmimane de silice contenue dans une
colonne spéciale. Une étape de lavage de cet ADI, yne élution est realisée. Ces kits
présentent I'avantage d’obtenir un ADN purifié eincentré, mais leur mise en oceuvre
nécessite beaucoup de temps. Pour réduire ce tdrapspossible d’extraire et de purifier ces
acides nucléigues avec des automates d’extradiiaxiste par exemple: 'automate EZ1
commercialisé par la société Qiagen ou encoredraate EASYMAG commercialisé par la
société BioMérieux (Figure 10).
Toutes les étapes réalisées manuellement ou deémanitomatique permettent de concentrer
et de purifier les acides nucléiques et donc diubten meilleur seuil de détection. En effet,
elles permettent d’éliminer une partie des inhiloiée matriciels. Actuellement, tres peu
d’informations sont disponibles sur les inhibitedes réactions de biologie moléculaire et la
maniére de les maitriser. lls peuvent étre issusédbantillon lui-méme (protéines, gras,
caséine....) ou de la méthode de préparation desltdvas avant analyse (composant du
bouillon d’enrichissement, produit employé lorsla@réparation de I'ADN.....).
De maniére générale, les faux résultats négatifsr@gultent de I'action des inhibiteurs,
peuvent apparaitre pour diverses raisons :

-L’inactivation des enzymes du mélange réactionnel

-La dégradation ou capture des acides nucléiagegiénces cibles ou amorces)

-La lyse cellulaire insuffisante
L'utilisation des kits d’extraction permet de siaffichir de bon nombre d’inhibiteurs de PCR.
Lorsque ces kits ne sont pas employes, une dil®r’échantillon a analyser par PCR
permet de diluer les inhibiteurs présents, autotigaplus souvent I'amplification de I’ADN
cible. Cette pratique présente cependant I'incoerérde diluer également ’ADN recherché

et de diminuer ainsi la sensibilité de la PCR.
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Figure 10 : Les automates d’extraction d’acides nucléiques EM8% de bioMérieux (a

gauche) et EZ1 d’Applied Biosystems (a droite).

o L’amplification d’ADN

Dans un souci de clarté, le paragraphe suivant adreulé de la maniere suivante. La
premiere partie expliquera le principe général gilincation d’ADN grace a une méthode

appelé la « Polymérase Chain Reaction » ou PCRleLiaieme partie mettra en évidence les
différentes manieres de révéler les produits de .PERin, la derniere partie traitera des
différents types d’automates capables de réaliserRCR. Dans cette partie, une précision

sera apportée sur les kits validés pour la recleedh coli O157.

Le principe de la PCR

La « Polymérase Chain Reaction » ou PCR est urmitpee de réplication ciblée in vitro.
Elle permet grace a une enzyme spécifique d’obteénipartir d’'un échantillon complexe
(gras, protéine, paroi bactérienne, ADN, ARN...) @ontantes quantités d’'un fragment
d’ADN spécifique et de longueur définie. (Poitrasieude, 2002).

La révélation des produits de PCR :

La mise en évidence des produits de PCR peut dieoirapres I'étape d’amplification, il
s’agit alors de la PCR en point final ou traditiell@. Cependant, il existe depuis quelques
années des techniques beaucoup plus rapides detialetdes amplicons. En effet, leur
détection est réalisée en méme temps que les oyelés PCR, il s’agit alors de RT-PCR

(PCR en temps réel) que nous avons utilisé toldragide nos études.
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Révélation lors de la RT-PCR :

Il existe plusieurs techniques pour révéler les laops lors d’'une RT-PCR: le SYBER-
Green, les sondes d’hydrolyse, les sondes d’hyiioidat les molécules Beacons.

Au cours de nos travaux, nous avons utilisé lesles®rd’hydrolyse (Tagman et Tagman
MGB). Les sondes Tagman sont faites de la facoraste : elles sont spécifiques a la partie
du génome a amplifier (contrairement aux agenergéatants comme le SYBER-Green), et
sont composées d'un quencher (émetteur) qui émela duorescence et d’'un reporter
(extincteur) qui I'absorbe (Figure 11). Lorsqueskande est intacte (reporter et quencher a
coté), le reporter absorbe la fluorescence émisdepguencher. Dans ce cas, il n'y a pas
d’émission de fluorescence. Au cours de I'élongatttu brin d’ADN, la tag-polymérase

catalyse la sonde. Le reporter est alors sépagiieilncher et émet de la fluorescence.

Récemment de nouvelles sondes ont été mises au gés utilisent la technologie Tagman
couplée a la technologie MGB (Minor Groove Bindirfgutyavin et al, 2000). Ces sondes
sont appelées Tagman MGB. Cette technologie pettitabtenir des sondes plus courtes tout
en augmentant leur spécificité. La présence du M@Bnettant également de stabiliser les

cing a six derniéres bases de la sonde (extrémité 3

a Denature ‘\h& Reporter fluorescence quenchad
i Y P . N
{Ft ] i ]
| e
Primer Probe

Anneal ‘\r'w* Reporter luorescence guenched

|
m

Extend Reporter fluorescence detected

Figure 11: Schéma du mécanisme d’action des sondes Tagman
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Contrairement aux agents intercalants, les sondgman offrent la possibilité de faire de la
PCR multiplexe (détection de plusieurs cibles emméemps). La PCR multiplexe permet
d’ajouter un contrdle interne afin de vérifier &nhplification a bien eu lieu (absence
d’inhibiteur), ou encore de détecter plusieurs pgéimes. Les sondes Tagman pouvant étre
couplées a plusieurs types de fluorochromes (FAMMIRA...) absorbant ou émettant a des
longueurs d'ondes différentes, cette technologiésemte I'avantage de pouvoir rechercher
plusieurs cibles en parallele contrairement auxtgatercalants.

Les limites et avantages des méthodes PCR

Les méthodes PCR pour la détection des STEC dansndtrices complexes telles que les
aliments montrent cependant certains inconvénieosme l'incapacité a distinguer 'ADN
des bactéries cibles de I'ADN libre, de cellulesrt®® ou provenant de phages. Les
marqueurs détectés dans les aliments ne sont passaérement présents sur la méme souche
et peuvent étre situés sur différentes souchepatiogénes. Ainsi, une étape d’isolement est
nécessaire pour récupérer la souche a l'originesigesiux PCR.

L’optimisation de la sensibilit¢ des méthodes deRR&3t un point essentiel sachant que la
guantité de STEC dans les aliments est le plusestuves faible. Un des écueils majeurs
pour la mise au point de ces méthodes est la prégEimhibiteurs de la Taq polymérase dans
les matrices complexes. Dans une étude réalisé8nmar et al. (1992), la sensibilité de la
PCR était 100 fois plus faible lorsque I'ADN proaérde feces artificiellement contaminées
en STEC que lorsqu’il était extrait a partir detords pures. Pour limiter la présence
d’inhibiteurs, plusieurs méthodes peuvent étre snise oeuvre. Tout d'abord, la phase
d’enrichissement présente I'avantage, outre le daitpermettre la croissance des bactéries
recherchées et par conséquent d’augmenter le nodebrbles pour la PCR, de diluer les
inhibiteurs présents dans I'échantillon. Cependaartains protocoles sont destinés a détecter
les STEC directement a partir des aliments sangheésgement. Plusieurs auteurs ont
recommandé de séparer les bactéries ou leur ADM deatrice avant d'effectuer la PCR
(Bouvet et Vernozy-Rozand, 2000). L'ajout d'albuenisérique bovine ou d’inhibiteurs de
protéases ont également été testés (@hext, 1998). Aprés avoir constaté que la teneur en
matieres grasses de la viande hachée était un @énageur d'inhibition, Begum et Jackson
(1995) ont réussi a réduire la quantité d'inhibdeen diluant les échantillons d’'un facteur
1000. Grace a cette technique, ils ont pu déte8€erSTEC par mt de boeuf haché

homogénéiseé.
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Un grand nombre de tests de PCR en temps rédautilides sondes spécifiquessibel et
stx2 existent, mais la plupart ne sont pas adaptés cowoutiss de diagnostic car ils ne
comportent pas de contréles internes et pourraientluire a I'obtention de faux négatifs.
L'utilisation d’'un contréle interne en PCR en tempsl| pour la détection spécifique des
STEC a été expérimentée par Bélangkeal. (2002) ou Stefart al. (2007). Dans les deux
cas, I'amplification du plasmide contréle interraitéréalisée a I'aide d’'une paire d’amorces
distincte de celle utilisée pour amplifier la cibléinconvénient de ce principe est que cela ne
reflete pas avec exactitude I'amplification deildecdu test, a cause des efficacités variables
obtenues en utilisant des couples d’amorces diffsrduvrayet al(2009) ont développé une
PCR en temps réel de type compétitif ou une pamenarces unique sert a amplifier le
contrble interne et tous les variantssiel et stx2 a I'exception detx2f Pour permettre la
distinction des cibles amplifiées, trois sondescHjgies destx], stx2et du contrdle interne
ont été congues. Apres enrichissement, ce test aréinesure de détecter des STEC dans de

la viande hachée contaminée a un taux de 10 UFETEE / 25¢.

La détection en temps réel représente I'avantagaedplus rapide et d’éviter I'étape de
détection via la réalisation d’un gel d’agarosesague ['utilisation de BET qui est un agent
mutagene. De plus, la RT-PCR permet de limiterdestaminations croisées qui étaient
possibles lors du dépbt des amplicons sur les dielgarose en PCR en point final ou
traditionnelle. Pour finir, grace a la RT-PCR, st possible de faire de la PCR quantitative, ce
qui est impossible avec une étape de dépbt summget é€galement des PCR de type
« multiplexe ». Le terme de "PCR multiplexe" désigme mise au point de la technique PCR
autorisant I'amplification, en une seule réactioda,plusieurs segments d'’ADN distincts. Le
premier avantage de cette adaptation techniqui&eétduction du codt et la diminution du
temps de realisation et, éventuellement, d'anadlese résultats. Elle est donc de nature a

réduire aussi la quantité d’ADN nécessaire a caelyses.

Les automates capable de réaliser une RT-PCR

Il existe deux types d'automates sur le marché, piesmiers, ceux dit « fermés ». Ces
automates sont commercialisés avec un logicielirgarprete les données afin de rendre un
résultat positif ou négatif. Des kits préts a I'donget spécifiques d’'une bactérie ou d’'une
espéce bactérienne sont vendus pour ces autonha&essociétés Genesystems ou encore

Oxoid commercialisent de tels automates (voir partiuivantes : automate BAX et automate
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genesystems). Les deuxiemes sont eux dit « ouver@e type d’automate se trouve
essentiellement dans les laboratoires de reche@#®.automates contiennent des logiciels
qui permettent de créer des programmes de PCRfigpési en employant leurs propres
amorces. L'interprétation des résultats est réals# le manipulateur. Ce type d’automate
nécessite une bonne connaissance en biologie nlécet est inadapté aux analyses de
routine. Par exemple, l'automate Lightcycler de IRoou encore l'automate Stepone
d’Applied Biosystems permettent ce type d’analyses.

Les appareils « ouverts » étant plus connus, neétallerons par la suite le principe et le

fonctionnement des appareils dits fermés emplogés gétecteE. coli O157:

L'automate BAX :

BAX est un automate de détection microbienne pauetherche des pathogénes et des flores
d’altération (Figure 12) dans les aliments. BAX®st&yn Q7 est un systeme de détection
PCR en temps réel. La détection en temps réelAd2N’ se fait grace a un fluorochrome, le
SYBER-Green. La quantification est basée sur I'agiggation de fluorescence générée par le
mélange SYBER-Green lorsqu’il est intercalé danddeble brin d’ADN. Il est important de
souligner un abus de langage, 'automate BAX Q7peemet pas une détection en temps
réelle mais plutét une détection en point finale.dfet, la mesure de la fluorescence dle au
SYBER-Green n’est pas mesurée tout au long du dela PCR mais a la fin du programme
d’'amplification. L'automate BAX® System Q7 permetortt en 3h30 de détecter
simultanément des bactéries. Ce temps comprendd8fcle de PCR et 1h de détection.

4 http://www.ld.ru

Figure 12 . Automate BAX® system Q7
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L’automate Genesystems

L’automate Genesystems appelé « GeneDisk Cyclest» ua outil de diagnostic des
légionelles, des.isteria, des salmonelles ou encore des STEC (ainsi queuds facteurs de
virulence). L'automate est relié a un logiciel pettant d’analyser les données. En plus de
'automate, la société Genesystems a mis au painexiracteur pour la préparation des
echantillons d’ADN (GeneEXxtract).

L’automate Genesystems fonctionne avec des disgueassage unique constitués de
microchambres préchargées en réactifs nécessaleedé&ection et quantification des cibles
recherchées. L’ADN extrait des échantillons a asexl\est ensuite placé dans un réservoir se
situant sur la partie centrale du disque (figurg C& disque est appelé un « GeneDisc ».

Un « GeneDisc » permet d’analyser 6 échantillofesfais. La société Genesystems a mis au
point un « GeneDisc » qui permet la détection daseg ciblant le sérotype &e coliO157 et
des facteurs de viruleneae(facteurs attachement d’effacemestkl et stx2 (correspondant

au Shiga-toxine 1 et 2). Afin d’éviter les errewsbaque analyse est réalisée en double dans

les « GeneDisc ».

Figure 13 : Automate et disque Genesytems

L’automate Bio-Rad et le test iQ-CheEkcoli O157:H7:

Le test iQ-CheclE. coli O157:H7 repose sur la technique PCR en tempsl@alétection et
'analyse des résultats sont réalisées avec umtiwicler pour la PCR en temps réel Bio-Rad

(tel gue chromo4 ou Miniopticon (Figure 14))
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Figure 14 : Automate chromo4 a gauche et automate Miniopticdrode

Ces automates permettent la réalisation d'une RGR.de I'amplification une sonde de type
Beacon (sonde brevetée) s’hybride sur la séquenbke @ermettant I'émission de
fluorescence. La lecture de fluorescence se faimament de I'hybridation. Le logiciel
associé a I'appareil calcule automatiquement latied entre l'intensité de fluorescence et le
cycle d’amplification. Cette relation indique laégence ou I'absence présomptiveEdeoli
0157:H7 dans la prise d’essai analysée. Un ADN&tiue « contrble interne » est amplifié
en méme temps que la séquence cible.

La durée de la PCR est comprise entre 2h20 et @h30 kit 1Q-Check contient la quantité de
réactifs nécessaire pour 96 analyses (réactifdles le lyse, sondes fluorescentes, solution
d’amplification, contréle négatif et positif).

Il est important de noter que I'ensemble de ces #& détection n’est validé que pour un
domaine d’application particulier (fromage, viandele de beceuf...), et que le protocole
d’enrichissement varie en fonction des kits (dud@nrichissement, prise d’essai, bouillon

d’enrichissement...).

Le test HOSE.Coli 0157:H7 (ADNucleis):

Le test HQSE. coliO157:H7 repose sur la technique PCR associéalétéation utilisant le
SYBERgreen (Figure 15). Cette méthode permet lactiéh desE. coli O157:H7 apres un
enrichissement de 12 a 24 heures a 37°C en boHGRone®.

Le kit est constitué d’'un mélange réactionnel dastion d’ADN génomique, d’'un kit de

purification des ADN et de tubes de réaction PCRtidés a I'obtention d’amplicons
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spécifiques . coliO157:H7. L'interprétation des résultats se fgiaétir des graphiques et
des données de la qPCR.
Ce test présente la particularité d'étre validé ARN pour une utilisation sur les
thermocycleurs suivants :

-Appied Biosystems : ABI 70000 / 7300 / 7500 /@90

-Qiagen : Rotorgene

-Eppendorf : Realplex

-Stratagene : MX3005P

- i

wm AT 5.:\]_1'11:\. e

Figure 15 : Kit HQS E. coliO157:H7 commercialisé par la société ADNucleis

4.2. La détection des autres STEC

Les différentes méthodes décrites pour la déteciims STEC non-O157 reposent
essentiellement sur la détection de la productem®higa-toxines, en général aprés une étape
d'enrichissement. Plusieurs tests ELISA ont ét&itdédCertains d'entre eux utilisent des
anticorps monoclonaux dirigés contre la toxine $&ndis que d'autres sont basés sur la
propriété des Shiga-toxines a se lier aux glycdépiprésentant une terminaise-Gal-(1-
4)-D-Gal, des récepteurs Gb3 purifies, du lyso- @b3du liquide de kyste hydatique. Dans
les différents protocoles, la détection est réaligé I'aide d’anticorps monoclonaux ou
polyclonaux dirigés contre la toxinstx et la révélation avec des anticorps liés a la
phosphatase alcaline. Cependant, ces méthodessomtspas révélées aussi sensibles que le

test sur cellules Vero. En outre, sachant que ksants stx n'ont pas tous la méme
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antigénicité et les mémes propriétés de fixatienr détection n'est pas garantie (Smith and
Scotland, 1993).

Parmi les kits ELISA disponibles, on peut citexlBremier EHEC » ciblant les Shiga-toxines
(Meridian Diagnostics Inc, USA) et qui a été évatlahs les selles par Keél al. (1997) et
par Mackenzieet al. (1998). Ce test est effectué en microplagues dinmeent a partir des
échantillons ou aprés enrichissement et il a gé pdéquat pour la détection des STEC en
routine. Le « Premier EHEC » a également été coénpar Willfordet al. (2009) avec deux
autres kits ELISA disponibles dans le commerce«lRidascreen Verotoxin Enzyme
Immunoassay » (rBiopharm, Germany) et le « ProSpgbifa-ToxinE. coli Microplate
Assay » (Remel Inc.) qui sont réalisés en micrapdaga partir d’'un échantillon enrichi. En
revanche, les trois tests se sont montrés incepalel@econnaitre les variants Stx2d et Stx2e
ce qui indique que les souches de STEC exprimanaants ne seront pas détectées par ces
méthodes.

Des kits utilisant la technique dereverse passive agglutination assafyRPLA) adaptés a la
détection des toxinestx ont également été congus et commercialisés. @Gattmique met en
jeu des billes enduites d’anticorps qui interagisseec les Shiga-toxines et produisent une
couche diffuse a la base des puits ou se déroutatdion. Karmalet al(1999) ont comparé

a partir de cultures pures le kit « VEROTOX-F » i(R& Seiken, Japon) avec le test sur
cellules Vero et ont observeé une sensibilité den@,ml-1 et 0,6 ng.ml-1 pour stx1 et

stx2 respectivement. Ce test pouvait détecter stx2, et le variant stx2c. Le « VTEC RPLA
» (Unipath Limited, Royaume-Uni) a été évalué pauthet al.(1996) a partir de surnageant
de culture pure de STEC pathogénes traité avea gmlymyxine. Les souches de STEC
testées ont ainsi été isolées et le varsaxtou stx2a été déterminé de fagon fiable en 72 a 96
heures. Un autre kit, le « STEC-Screen « SeikeRPkMAR» a également été évalué et comparé
avec le test sur cellules Vero par Beuwtral. (2002), a partir d’échantillons de selles. Ce test
s’est montré précis, rapide, facile d'utilisatidradapté a I'examen en routine.

Des méthodes d'immunochromatographie utilisant aetscorps monoclonaux spécifiques
des Shiga-toxines ont été également développées.nm@thodes permettent une détection
rapide, en moins de 10 min pour le « Duopath vernttest » (Merck, Germany) (Paet al,
2003). Ce test a été comparé au « Premier EHEGlise.comme référence, et a montré une
absence de réaction croisée avec d'autres orgaemériques.

La méthode IMS a également été adaptée a la d#iastti'isolement des souches appartenant
aux 5 sérogroupes majeurs de STEC, a l'aide deshiflagnétiques recouvertes d'anticorps

dirigés contre les antigenes 026, 0111, 0103 eb@dponibles dans le commerce, Dynal
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Ltd, Norvege). Toutefois, les souches isolées pteanéthode doivent étre confirmées pour
la présence du gerstx avant d’étre considérées comme des souches de ST&Cbilles
magnétiques n'ont pas été certifiees ISO commeSI'pdurE. coli O157:H7, mais ont été
employées pour aider a récupérer des souches d€ &Tartir d'échantillons alimentaires
(Auvray et al.2007).

Il n'existe pas de méthode validée normalisée fuecherche des STEC non-O157 dans les
aliments. Toutefois, quelgues méthodes sont digpessur le marché. Il existe par exemple,
une meéthode génétique : la société Genesystems aunmioint un « GeneDisc » qui permet la
détection simultanément des genes ciblant lesyg@stdE. coli 026, dE. coli 0103, dE.
coli 0111, dE. coliO145 et du gene ciblant FIiC H7. Ce systéme atiks amorces validées
et décrites par Perelé al. (2004).

Il existe un grand nombre de tests en PCR convamgite pour la détection des genexxet
wzy impliqués dans la constitution des antigenes sguesi 026, 0103, O111 et 0145
(Wanget al, 1998 ; Debroyet al, 2004 ; Fratamicet al, 2005, Fratamicet al, 2009). Des
modeles de détection par PCR en temps réel des gemaele O26,wbdl de 0111 wzyde
0145 ont également été concus (Peretlal, 2004, Fratamicet al, 2009). Les PCR en
temps réel pour la détection dezx026, wzx0103, wbd1:0111 etrfbE-O157 ont été
combinés avec le marqueirpl-0145 au sein d'une multiplex pour réaliser le lage
d’échantillons alimentaires d'origine bovine (Pkeret al, 2007).

Une méthode immunologique, le VIDAS EES est égatgndésponible. Celle-ci permet la

détection simultanée dé&s coliO157 et O26 sans pouvoir faire la distinction etes deux.
La demande se faisant de plus en plus forte epdamon des sérogroupes autres que 0157

étant de plus en plus fréquente dans les épisqigdndiques, un projet de normalisation d’'un

protocole visant a leur détection est actuelleradi@tude (Figure 16).
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Figure 16 : Projet de normalisation d’'une méthode de redfeerdes STEC appartenant aux sérogroupes 0157,
0111, 026, 0103 et 0145.

Ce protocole repose sur deux grandes étapes plstage puis la confirmation (Figure 17).
L’étape de dépistage consiste en un enrichisseméata la détection dans le bouillon en
premier lieu des facteurs de viruleneadet sty par une technique de PCR en temps réel et
si I'échantillon est positif pour ces deux ciblésra on recherchera par PCR également s'il y
a présence ou non d’'un ou plusieurs des 5 sérogsolyes amorces et sondes utilisées sont
celles publiées par Perebé¢al (2004,2005) et Nielseet al. (2003).

Si l'un des 5 sérogroupes est détecté, on pasd&i@@e de confirmation qui consiste en une
immunoconcentration bactérienne puis a un isolemant géloses. Si des colonies
caractéristiques apparaissent, alors il faudraigoaf que ces colonies appartiennent bien au

sérogroupe suspecté et les caractériser.
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Figure 17 : Projet de normalisation : protocole de recherche S€EC appartenant aux sérogroupes 0157,
0111, 026, 0103 et O145.

5. L’étape de confirmation

L’ensemble des tests cités précédemment permetrsent de donner un résultat présomptif
sur la présence de STEC dans la prise d’essaisg®lAprés un résultat positif que ce soit
avec une méthode immunologique ou encore génétilgest, toujours obligatoire de réaliser
une confirmation de ce résultat. Cette étape passe autre par I'isolement et I'identification
de la bactérie cible recherchée (sérogroupe, feggirésence des facteurs de virulence...).
Pour les soucheE. coli 0157, il existe deux méthodes d’isolement validé&slS et le
VIDAS ICE. Pour les STEC non-O157, seule I'lMS egis

L'IMS pour Immuno Séparation Magnétiqgue permet dehercher et d’'isoler leg. coli
appartenant aux 5 sérogroupes (reconnus pathogané€AFSSA) présentes dans le bouillon
d’enrichissement.

Le principe de ces différentes méthodes est déw@dhs les paragraphes suivants.

5.1. L'immuno-séparation magnétique (IMS)
La séparation immuno-magnétique (IMS) reprise dansorme I1ISO EN 16654 est une
méthode qui utilise des particules paramagnétiquas/ertes d'anticorps spécifiques de
l'organisme cible, ajoutées a I'échantillon d'afitrée analyser. L'organisme cible est capturé a
la surface des particules magnétiques qui songéésotle I'échantillon par application d'un
aimant. En lavant puis diluant les cellules cildessi isolées dans un volume inférieur a celui

duquel elles proviennent, un effet de concentratlea cellules bactériennes est obtenu et

1



ainsi la sensibilité des systemes de détectioawgginentée. Les billes sont ensuite mises en
culture sur des milieux sélectifs. Les coloniesactristiques sont ensuite confirmées a l'aide
de tests biochimiques (galeries API, bioMérieux®munologiques (test d’agglutination
latex 0157, recherche des Shiga-toxines par ELEBAgENétiques (PCR).

Il existe des particules paramagnétiques pour Es&groupes considérés comme pathogénes
par TAFSSA.

5.2. L'immuno-concentratiok. coli (ICE)

Le VIDAS Immuno-Concentration E. colD157 (ICE) est une méthode entiérement
automatisée permettant la concentration sélecthte doli O157 a partir de bouillons
d’enrichissements alimentaires. Elle améliore ldggmance de l'isolement sur milieu gélosé.
En effet, 'ICE permet de purifier le bouillon dechissement (élimination du gras, des
protéines...) mais aussi d’éliminer une partie déédile annexe présente dans le bouillon. La
durée du test est de 40 minutes.
Comme pour les kits de détection, le kit VIDASmMuno-Concentration E. colD157 est
composeé de deux éléments préts a 'emploi :

-un cOne a usage unique qui sert a la fois deepbakide et de systéme de pipetage.
L’intérieur du cone est recouvert d’anticorps ahti-coliO157 adsorbé sur sa surface.

-une cartouche qui contient les solutions de lawatgle relargage

Une partie aliquote du bouillon d’enrichissemerttpdacée dans la cartouche et subit un cycle
d’aspiration refoulement. Les bactériescoli 0157 présentes dans le milieu se fixent sur les
anticorps anti€. coli 0157 de l'intérieur du cone. Les éléments redibres sont éliminés
par lavage. Une étape finale relargue les bactBriesli 0157 capturées dans un puit spécial
de la cartouche. Toutes ces étapes sont réalis¢ematiquement par le module analytique
VIDAS. Un isolement de cette solution est ensuéealisé sur gélose chromogéne. Cette
technique présente également I'avantage de linki®rcontaminations croisées liées a la

manipulation des échantillons.

5.3. Les différents milieux d'isolement

Isolement deg&. coli

Il existe une grande diversité de milieux, certasomt spécifiques d’'une espede. (coli)

comme le milieu Coli ID (bioMérieux)(Figure 18) & milieu RapidE.coli2 (Bio-RAD)
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(Figure 19). Ces milieux sont des milieux chromaggempermettant le dénombrement des
coliformes et dE. coli. Il contient deux substrats chromogénes. Les amiiés autres g.
coli apparaissent sous forme de colonies bleues, grdeendise en évidence de fa
galactosidase; les colonies=d’coli apparaissent violettes/roses grace .a la mise iderie
de lap-glucuronidase.. Les géloses sont incubées 18/Rfebiea 37°C. Ces milieux sont

utilisés dans la norme 1SO 16654.
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Figure 19 : Colonie dE. colisur le milieu RapidE. coli 2 (BIO-RAD)

Isolement de&. coliO157:H7

Des milieux spécifiques du sérotype O157:H7 sorgsiadisponibles comme le milieu
MacCONKEY Sorbitol (CT-SMAC)(Figure 20). Sur ce rai, la microflore secondaire est
inhibée par I'association entre les sels biliaites;ristal violet, le céfixime et le tellurite de
potassium. Apres 24 heures d’incubation a 3EC;oli O157:H7 forme des colonies lisses,
incolores, pouvant présenter un halo orangé diaisation. Ce milieu est utilisé dans la
norme ISO 16654.

S .
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Figure 20 : Colonie d’E. coli0157:H7 sur milieu MacCONKEY
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Un deuxieme milieu spécifique K. coli O157:H7 existe: le milieu ChromID
0157:H7(BioMérieux)(figure 21). Cette gélose contian mélange d’hydrates de carbone et
deux substrats chromogenes pour la détection dealgivités enzymatiques :

la R-D-galactosidase présente chez toutes les eputth. coli quel que soit leur sérotype et
la. R-D-glucuronidase spécifique a toutes les sesiclt. coli non O157:H7.

La sélectivité vis-a-vis des bactéries Gram (+)aggiortée par le désoxycholate de sodium.
Pour augmenter sa sélectivité vis a vis des erdétéhies, le milieu chromIDTM O157:H7,
peut étre additionné du mélange Céfixime-Tellu{@T). Aprés incubation, les colonies

caractéristiques de. coliO157:H7 ont une coloration verte a vert-bleu.

Colonie vert: suspicion de
E.coliO157:H7

Figure 21 . Colonie dE. coliO157:H7 sur milieu ChromID O157:H7

Le milieu BBL CHROMagar 0157 commercialisé par ¢ziété Becton Dickinson sert aussi
a llisolement, la différenciation et I'identificatn présumée B. coliO157:H7 (Figure 22). En
raison de la présence de substrats chromogenesedanigeu, les colonies &. coliO157:H7
produisent un colorant de couleur mauve, ce qunpefeur identification présumée a partir

de la boite de Pétri.

N - . g Colonie bleu: suspicion de
T = E.coli 0157 :H7
¥ o
Figure 22 : Colonie dE. coliO157:H7 sur milieu BBL CHROMagap157
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Isolement des STEC non-O157:H7

En ce qui concerne la recherche des autres sodeh&3 EC, I'identification sur gélose est
beaucoup plus fastidieuse. En effet, comme now®i'a vu précédemment, les STEC non-
0157 n'ont pas de caractéristiques biochimiquesncones rendant possibles 'utilisation de
milieux d’isolements particuliers. Une solutioneaitative pour I'isolement de ces souches est
I'utilisation de la gélose "entérohémolysine". Laéthhode est fondée sur le fait qu’une
proportion importante des STEC a la propriété dmlpire une entérohémolysine décelable
sur gélose contenant des érythrocytes de moutess,ladditionnés d’ions Ca2+ (Beutn

al., 1989). Mais il y a des limites a cette méthoBeutin et al, 1996). D’autre part, une
proportion de STEC non-0157 et STEC 0157 fermenéasobrbitol, peuvent ne pas produire
'entérohémolysine et ne sont donc pas détectéegé&ose au sang (Bielaszewséial,
1998). Enfin la présence d’'un grand nombre de ssinbn STEC produisant une hémolysine
peut géner le repérage des colonies suspecteglssed@u sang.

B.Posseet al (2008) ont mis au point un protocole permettardadér et de détecter les quatre
autres sérogroupes (026, 0103, 0111, 0O145). Apresnrichissement approprié, les
colonies sont isolées sur des géloses contenanet autre des antibiotiques et un substrat (X-
gal). Ces différents composants permettent derdiff@er phénotypiquement les STEC non-
0157. Les souches utilisées pour la mise en calesiee protocole étaient issues de patient
malade. Il s’agit donc de souches ayant résisté aothbreux parametres comme le passage
dans I'estomac des patients, rendant certainenensauches plus résistantes. L’hypothese
gue des souches stressées peuvent avoir des lthici se développer sur un tel milieu
entrainant l'apparition de faux résultats négapfsut étre émise. De la méme facon,
I'utilisation d’antibiotiques peut entrainer I'apjieon de faux résultats négatifs. En effet,
certaines souches peuvent étre plus ou moins $efsibx antibiotiques et donc ne pas étre
détectées ensuite alors qu’elles étaient pourtéseptes.

Apres enrichissement de la matrice a analyserctigteimmunologique ou géenétique de la
bactérie cible puis isolement (grace a une immurentration) sur gélose des bactéries,
une derniére étape est encore nécessaire : larcheh#es facteurs de virulence de la bactérie
par PCR ou RT-PCR. En effet, rappelons que selaéfmition de 'AFSSA une souche
STEC est dite pathogéne si elle appartient a uncaep sérogroupes (026, 0103, 0111,
0145, 0157) et gu’elle possede les facteurs deevice eae et stx. Ces caractéristiques
géneétiques peuvent étre mise en évidence en utilisa amorces publiées par Peradte
al.(2004, 2005) concernant les serogroupes et lessgéxet par Nielsen et Andersen (2003)
concernant le géneae
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6. Les méthodes validées

En raison des besoins croissants de rapidité, decabilité et de fiabilité d’analyse, de
nombreux kits commerciaux sont utilisés sur le m@rde I'analyse microbiologique. Or les
utilisateurs de ces kits ont besoin de garantiemiga leurs performances. C’est pourquoi
AFNOR Certification a mis en place un systeme dalidation de ces méthodes
commerciales, qui assure, via une procédure tnésusé de certification, que les résultats
obtenus avec les kits commerciaux sont équivalamtsrésultats obtenus avec les méthodes

normalisées.

La marque AFNOR VALIDATION, largement reconnue erarce depuis les années 1990,
bénéficie aujourd’hui d’une notoriété importante rdueau européen et international. C'est
une certification européenne a part entiérec6té des systemes de Validation techniques
constitués par NordVal (Validation intergouvernetaén des 5 pays nordiques) et 'AOAC

(Validation technique nord-américaine).

6.1. PoulE. coliO157
Le premier protocole (Figure 23) a avoir été norséapour la recherche dés coli 0157
dans les aliments est celui de la norme NF EN [I$654 qui repose sur la technique

d'immunoséparation magnétique (IMS) décrite préng@dent (Chapitre 2, 4.a).

82



xg ou mi de produit
sl

Dilution au 1/10 en milieu m TSB supplémenté en novobiocine
préchauffé a 41 5°C,
en sac Stomacher a filire

&

Incubation 16 h & 24 h 4 41,5°C
+

Séparation immunomagnétique
e

Isolement de 50 pl sur gélose RAPID'E. coli O157:H7
sl
24h£2ha37°C
e
Lecture des géloses - colonies suspectes bleu nuit sans halo
dr

Isolement de 1 a 3 colonies suspectes sur TCS
e

Test latex avec I"antisérum 0157, ou avec les antisérums 0157 et HT,
si ces deux derniers sont disponibles.

Figure 23 : Protocole de recherche déscoli 0157 dans les aliments suivant la norme NF EN
ISO 16654.

D’autres méthodes ont ensuite vu le jour afin d'konér la praticabilité des analyses. Les
industriels de [I'agroalimentaire ont donc a leurspdisition de nombreux outils
immunologiques de détection &e coli 0157:H7 dans les aliments mais une préférence doit
toutefois étre accordée a des tests officiellerwatitiés (i.e. AFNOR, I1ISO, AOAC) afin de
prendre un risque minimum dans la gestion du deweniots considérés suspects.

En France, les méthodes validées AFNOR de détededa. coli O157:H7 dans I'aliment

sont répertoriées dans le tableau qui suit :

83



Tableau 8 :Méthodes validées AFNOR pour la détection Besoli 0157

Certifié AFNOR

Nom commercial Type de méthode o
Validation
_ PCR .
HQS E.coliO157:H7 o . ADNucleis
Détection de&. coli 0157
VIDAS UP E.coliO157 Tests immuno-enzymatiqu

=
BIOMERIEUX SA

including H7 Détection de€. coli 0157

_ _ Tests immuno-enzymatiques
Vidas E. coli 0157 (ECO) o _ BIOMERIEUX SA
Detection de€. coli 0157

_ Milieux de culture
RAPID' E.coliO157:H7 ) _ BIO-RAD
Détection de&. coli 0157
_ _ PCR
iIQ-Check E.coli O157:H7 ) _ BIO-RAD
Détection de£. coli 0157
_ PCR )
BAX® E. coliO157:H7 MP DuPont Qualicon

Détection de£. coli 0157

BAX® Real-Time PCR Assay |PCR
E.coli O157:H7 Détection de€. coliO157

DuPont Qualicon

PCR
GeneDiscE. coliO157:H7 _ . Pall GeneSystems
Détection de&. coli 0157

Aux Etats-Unis, on parlera des méthodes validées@@our la recherche dés coli 0157.

Elles sont répertoriées dans le tableau en anexexe 1).

6.2. Les autres
Concernant les autres sérogroupes, il n’existedpaméthodes. Les seules méthodes validées
AFNOR sont des méthodes permettant la recherchéow leskE. coli sans distinction

possible et sont essentiellement des milieux deir@u({tableau 9).
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Tableau 9 :Méthodes validées AFNOR pour la détection Besoli.

Nom commercial

Type de méthode

Certifié AFNOR
Validation

Test AM™ Petrifilm™ Select

E. Coli

Milieux de culture

Dénombrement dds. Coli

3M Health Care

REBECCA BASE

Milieux de culture

AES Chemunex

(REBECCA+EB) Dénombrement des. Coli
Milieux de culture

Gelose Coli-ID Dénombrement a 37°C deésColi |BIOMERIEUX SA
B-Glucuronidase positive
Milieux de culture

Gelose Coli-ID Dénombrement a 44°C desColi |BIOMERIEUX SA
B-Glucuronidase positive
Milieux de culture

Tempo EC BIOMERIEUX SA

Dénombrement dds. Coli

Rapid E. Coli 2 (E. Colia
37°C)

Milieux de culture
Dénombrement dds. Colia 37°C

BIO-RAD

Rapid E. Coli 2 (E. Colia
44°C)

Milieux de culture
Dénombrement dds. Colia 44 °C

BIO-RAD

Concernant les méthodes validées AOAC, il n'exigtee des

détection conjointe dds. coli et des Coliformes (Annexe 2).

méthodes permettant la
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Meémoire expérimental
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Comme il a été décrit préecédemment, la plupartrdégodes pour la recherche descoli
concernent le sérogroupe 0157.

Pour les autres sérogroupes, 026, 0103, O111 &,dldexiste a ce jour aucune méthode
de détection validée par les autorités. Bien évilgirla communauté scientifique utilise des
meéthodes telles que la PCR ou I'IMS afin de déteeted’isoler ces bactéries dans les
bouillons d’enrichissement de matrices alimentaif@spendant ces méthodes non validées
restent a améliorer et semblent difficiles a metre ceuvre par les industriels ou les
laboratoires de routine.

Pourtant I'avis de 'AFSSA du 15 juillet 2008, dug récemment celui du 11 janvier 2011
(2010-SA-0031) recommandent de rechercher lességnggroupes dans les aliments a risque
puisque tous ont été impliqués dans des épidémiee® cas sporadiques d’infection a STEC.
Il est donc urgent de mettre en place des méthdelektection destinées aux industriels des
filieres les plus pointées du doigt (viande et fag®) ainsi qu’aux laboratoires d’analyses de
routine.

L'ampleur de la tache étant considérable, I'obfedi& ce travail était donc d’optimiser
certaines étapes des protocoles de détection extidondes attentes et des impératifs des
industriels mais aussi des évenements récentqueltes épidémies et autres cas observes de

contamination liés aux STEC.
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CHAPITRE 1 : Matériel et méthodes
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1. Les souches

Des souches de diverses origines ont été utils@éesurs des études qui seront présentées par
la suite (Tableau 1). La plupart sont d’originerataire et ont été isolées au laboratoire dans
le cadre d’'autocontrbles demandés par des indisstties autres souches ont été retrouvées
dans des échantillons d’environnement, de fecebaléns ou encore chez des patients
malades.

Parmi ces souches, un grand nombre sonEdesli appartenant a I'un des cing sérogroupes
considérés comme pathogenes par 'AFSEAcoli 026, 0103, 0111, 0145 et 0157 (AVIS
N°2008-SA-0122).

- Pour I'étude développée dans le chapitre Il :igeVau point d’'un enrichissement pour la
recherche . coliO26 dans les fromages au lait cru », trois soudHescoli 026 provenant

de feces de bovins ont été utilisées. A I'heureelld, il n'existe pas de gélose permettant de
différencier les. coli O26 des autres STEC ; c’est pourquoi dans caitieétes souches ont
été marquées. Elles ont été éléctroporées par asmple (pGFPuv) portant un géne de
résistance a I'ampicilline ainsi qu’'un géne codant protéine fluorescente verte (Green
Fluorescent Protein). Par ailleurs, 0.25ug d’antipiei ont été ajoutés aux suspensions de
bactéries afin de ne conserver que les celluletenant le plasmide (pression de sélection).
Les bactéries transformées ont ensuite été étalgedes géloses LBA (Luria-Bertani Agar)
contenant 150pg/ml d’ampicilline. Aprés incubatiorl8 a 24h & 37°C, les colonies
caractéristiques étaient fluorescentes et vertes Ismniére ultra-violette.

Notons qu’'une étude préalable avait montré quedasformation des souches n’avait pas
d’'impact sur leur croissance (Fremabal 2006, et Vimonget al. 2007). En effet les souches
transformées et les souches parentales présenkasentémes cinétiques de croissance. Par
ailleurs, la méme étude avait montré la stabilité plasmide dans les souches dans des

conditions sélectives (apport d’antibiotique).

La figure ci-dessous présente le plasmide utiligésiaque les colonies transformées

visualisées sous lumiere ultra violette.
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Figure 24 : A gauche schéma du plasmide utilisé, a droite, imgpwe des colonies sur gélose PCA supplémentée

en ampicilline

- En ce qui concerne I'étude détaillé dans le Chaplll: « Evaluation des
performances du VIDAS ECPT UP », cinq souches a&ppant au sérotype . coli
0157:H7 ont été sélectionnées. Il s'agit de sosicbalées dans les différents réservoirs des
STEC. En effet, ces souches proviennent de I'altat&m, des féces, de I'environnement ou
encore de cas humains.

- Pour finir, lors de la troisiéme étude visant &tm@ au point une immuno-
concentration des cing sérogroupes majeurs de S{Ef@pitre 1V), un grand panel de
souches ont été utilisées. Dans un premier temipg} souches de chacun des cing
sérogroupes (026, 0103, 0111, 0145, O157) ont gedmitester la spécificité mais aussi la
sensibilité de la méthode. Des souches appartenalidutres sérogroupes ou encore des
bactéries noi. colicomme de€itrobacteront servis a évaluer la spécificité de la méthode.
Notons qu’un faible nombre de souches a été temté lp spécificité, une fois la méthode

mise au point, un plus grand nombre de souchesgiii@mhes sera expérimentée.
Dans un souci de clarté, le tableau 1 indique pesideux premieres études quelles souches

ont été utilisées. Le tableau précise aussi I'ndgles souches ainsi que leurs caractérisations

(sérogroupes, facteurs de virulence...).
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Tableau 10 :Souches utilisées lors des études 1 et 2

Souche origine Sérogroupe | Géne eae StC)%(eCr:)em Géne stx 1 | Géne stx 2
1 E9 Féces bovins 026:H11 + + + -
1 90,6 Féces bovins 026:H11 + + + -
1 5,9 Féces bovins 026:H11 + + + -
2 B177 Abattoir bovins | 0O157:H7 + + - +
2 A33-35 Féces bovins 0157:H7 + + - +
2 261 Aliment 0157:H7 + - - -
2 ENV 166 | Environnement | O157:H7 + + - +
2 LS 27 Aliment 0157:H7 + + + +

1: souches utilisées dans le chapitre Il : Misgaimt d’un enrichissement pour la recherchg.doli 0157 et
d’E.coli026
2 : souches utilisées dans le Chapitre Ill : Optatia du VIDAS ECPT UP

Concernant le chapitre IV (Mise au point d’'une inmatconcentration des cing sérogroupes),
un panel de souches plus important a été utiligst icomposé de :

- 10 souches dE. coli026

- 10 souches dE. coliO0103

- 4 souches dE. coliO111

- 7 souches dE. coliO145

- 10 souches dE. coliO157

- 9 souches dE. colin’appartenant pas a I'un des 5 sérogroupes prat®de

- 2 souches no#i- coli: un staphylocoque et @itrobacter.
Leurs caractéristiques sont décrites en annexexanh).

2. Les matrices alimentaires utilisées au cours détude

Les études épidémiologiques ont montré que lesealisnle plus souvent impliqués dans les
épidémies a STEC étaient la viande de bceuf insnfifisent cuite et les fromages au lait cru.
Ainsi, nous nous sommes donc attachés a optimasdétiection des STEC, particulierement

dans ces deux types de matrices

2.1. Les produits laitiers

Des produits laitiers a base de lait cru ont étls@&s pour permettre la mise au point et
I'évaluation d’un enrichissement pour la recherchig. coli O26. Une dizaine de produits

laitiers appartenant a différentes technologiem&geres ont été testés (tableau 11). Du lait
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de vache et de chéevre (matiére premiere des frashagegour de la traite (JO) et le méme lait

stocké 3 jours a 4°C (J+3) ont également été admlysobjectif de cette double analyse était

d’observer un éventuel impact du développementadenicroflore du lait a 4°C sur la

détection dE. coliO26 lors de I'enrichissement.

Tableau 11 : Technologies fromageres et matricesdmageres utilisées

2.2. Les produits carnés

Origine du
Technologie Fromageéres Matrices it
Pates fraiches Fromage blanc Vache
Pates fermes cuites Cantal Vache
Pates molles crodtes fleuries Camembert Vache
Pates pressées Saint nectaire Vache
Lait cru de vache Vache
Lait cru de chévre Chevre
Pates molles persillées Roquefort brebis
Pates pressées crodtes lavées Reblochon Vache
Pates fraiches avec affinage Crottin de chavignol héve
Pates fermes cuites crolte morgée Comté Vache

Une grande variété de produits carnés, et plugcphérement de viande de bceuf, a été testée

au cours de I'évaluation des performances du VIDESPT UP (Chapitre Ill) mais aussi

pendant la phase finale du projet sur la mise antpte I'immuno-concentration des 5

sérogroupes majeurs de STEC (Chapitre V).

Nous avons notamment choisi des viandes avec gdes tle conditionnement particuliers : la

viande hachée fraiche, sous vide, sous atmospladifiée mais aussi de la viande congelée.

2.3. Ensemencement expérimental des matrices

Pour réaliser les difféerentes études, les matralesentaires ont été expérimentalement

inoculées aux taux voulus avec différentes cultdeeSTEC. Des ensemencements faibles ont
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ete réalisés (1 a 10 UFC/ml) (UFC: Unité FormardloGie) afin de reproduire les
contaminations habituellement rencontrées dansdesstries alimentaires.

A partir de cryobilles stockée a -80°C, les soudtegériennes ont été mises en culture dans
de 'EPT (18/24h a 37°C). Afin de s’assurer de Uaepé des souches, un isolement du tube
EPT a été realisé sur gélose SMAC. Apres croissameecolonie a été inoculée dans un tube
EPT (18/24h a 37°C). Une série de dilution au Iti®a ensuite été effectuée dans des tubes
de TS. Cette gamme de dilution a été utilisée mpaumtaminer artificiellement les matrices
alimentaires aux taux voulus. Afin de connaitrguantité exacte de bactéries ensemencées,
pour chaque gamme de dilution, un dénombrementéarédlisé sur geéloses nutritives
(Trypticase Soja Agar (TSA)). Dans le but d’évitless biais de manipulation, les inoculations
artificielles ont été réalisées de maniére aléateiren triplicata (Figure 25).

Par ailleurs, chaque matrice ensemenceée a étéestack4°C toute une nuit afin de mimer ce

gue subissent les souches dans les entreprisesdiaggotaires.

Oy

Eepiquage

Incubation

Gamme de dilution

1 e 13 Ly 13 s 10' UFC/ml
Fh J

10F UFChml ? %

Dénombrement Inoculation de la matrnice
Imlde ladihation
10' UFCiml
€ .
25 de matrice
alimerd ame

Figure 25 : Protocole d’inoculation des matrices
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3. Les milieux sélectifs
Divers géloses ont été utilisées au cours des gtude

- la gélose PCA (Plate Count Agar) pour le dénombrerde la flore totale.

- la gélose Coli ID pour I'isolement d&s colitous sérogroupes confondus (Biblio.,
Chap. 2, 4b).

- la gélose Chrom ID O157 :H7 pour lisolement descoli 0157 :H7 (Biblio.,
Chap. 2, 4b).

- la gélose Bjorn Possé pour l'isolement d&scoli 026, 0103, O111 et 0145
(Figure 26).

Figure 26 : Colonies 026, 0103, 0111 et 0145 sur la géloseoBs&

4. Les différents kits VIDAS utilisés
Deux tests VIDAS ont été utilisés au cours de nfiérdntes études.
= Le VIDAS EES (E.E. coli Serogroup) permet la détecssimultanée . coli 0157
et dE. coliO26. Les cbnes de ce test sont tapissés par desrpatdirigés contre les
antigénes somatiques 0157 et O26.
= Le VIDAS ECPT UP permet la détectionEd’ coli O157. Il comporte des cbnes
tapissés de protéines de phages dirigées contteggbae somatique O157 (Figure 27).

Pour réaliser I'analyse, 1ml du bouillon denridement a été respectivement chauffé
chauffé 15 min a 95°C pour le VIDAS EES et 5 miupke VIDAS ECPT UP, puis 500 ml
de bouillon chauffés ont été introduits dans uneeti@ VIDAS selon les recommandations
de bioMérieux. Les barrettes et les cOnes ont engté introduits dans l'automate VIDAS

pour étre analysés. A la fin du cycle, une valeuR#V est donnée par le systeme analytique
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de l'automate. C’est elle qui permet de détermsiesui ou non le test est positif. Elle est
interprétée de la maniere suivante :

Valeur du test = RFV échantillon / RFV standard
Si la valeur du test est supérieure ou égale audsfini pour le parametre recherché, alors le
test est positif. Pour le VIDAS EES, cette valestrde 0,10 et pour le VIDAS ECPT UP de
0,04.

D Detection a Confirmation

ssesash 500 ul from the BPW
.
.
*
H
H
5 g of sample (raw beafy 5
H
*
225 ml o ERY € » H
(Buffered L4
Peptonad Water) || 4
| l . ] 2
.
J *
—_— g
H
6-24hsf F15CTHIC — .: VIDAS ICE
1-2m Rzsults i 40 mirutes
1 Lizirg & calbrted swab,
Hestlo allect the mmunoconcentrated solution of £ o C157
| i L . from the st well of the VIDAS 1E stip
|.
Streak oo sekedive media
500l ON57:H7 10vor CT-5MAC

- gl

Ry
Incubats at 3790 £ 1°C/ 18-24 hs

VIDAS ECPT
Resuhs in 50 mirutes
IDENTIRCATION OF SUSPECT COLONIES

Test (C< 004 st Pznos
NoEcoh Q1STH?  CONFIRMATION with VIDAS ICE
deterted

Figure 27 :Protocole d'utilisation du VIDAS ECPT.

5. La Real Time PCR (RT-PCR)

Cette technique a été utilisée pour les deux étdderites dans les chapitres Il et IV.
L’extraction d’ADN a été réalisée selon les recomdwions du kit Prepman commercialisé
par la société Applied Biosystems : 1 mL du bouiltBenrichissement a été prélevé dans un
microtube vissé puis une centrifugation de 2 mii3a000 rpm (centrifugeuse 5415 D,
eppendorf) a été effectuée. Aprés cette étapeyriemgeant a été éliminé et le culot mélangé
avec 200uL de solution PREPMAN par aspiration-rigfioment grace a une micro-pipette.
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Enfin, pour permettre a la solution PREPMAN d’agrmicrotube vissé a été chauffé 10 min
a 100 °C. Apres refroidissement (environ 2min rapgérature ambiante) le microtube a de
nouveau été centrifugé 2 min a 13 000 rpm (cempeifise 5415 D, eppendorf). Le surnageant

a pu alors étre analysé par RT-PCR.

La RT-PCR (Real Time Polymérase Chaine Reactidligad pour les différentes études a été

mise au point au sein du laboratoire, elle estiltigeci-dessous :

Le kit de RT-PCR utilisé est le Master Mix d'Appuli@iosystems (TagMan gene expression
Master Mix). La RT-PCR a été réalisée sur I'autam@tepOne d'Applied Biosystems. Le
volume d'échantillon ajouté au mix de RT-PCR déait3ul pour un volume final de 30ul de
Mix. Les concentrations et volumes des différemsgosants du mix sont répertoriés dans

les tableaux 12 a) et b).

Tableau 12: Composition du mix de RT-PCR
a) Pour la détection des gersts letstx 2(amorces a 1000nM et sondes a 200nM) :

Pour le stx 1 et 2
- Volumes en pL
nombre de tubes 1
Master Mix (2X) 15
MgCI2 (25mM) 3,6
H20 0,6
Amorces stx1-1 1 & 20pmol/uL 1,5
Amorces stx1-2 2 & 20pmol/uL 1,5
Sonde Stx1 (10uM) 0,6
Sonde Stx2 (10uM) 0,6
IPC DNA (50X) 0,6
ADN (par puits) 3
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b) Pour la détection des géernese (amorces a 600nM et sonde a 200nM), O111 (am@rces
1000nM et sonde a 200nM) et des genes codant peuaritigenes somatiques 026, 0103,
0145 et 0157 (amorces a 500nM et sonde a 200nM) :

eae - Volumes 0157, 026, 0103 0111 - Volumes
en L et 0145 - en L
Volumes en pL
Nombre de tubes: 1 1 1
Master Mix (2X) 15 15 15
H,O 4,2 4,8 1,8
Amorces x2 (10uM) 1,8 15 3
Sonde (10uM) 0,6 0,6 0,6
IPC DNA (50X) 0,6 0,6 0,6
ADN (par puits) 3 3 3

L’amplification est évaluée par I'augmentation ddluorescence du reporter (sonde) et ceci a
chaque cycle d’amplification. Au préalable, le paogme d’analyse du StepOne d'Applied
Biosystems calcul le bruit de fond du mix+ADN. Soycle d’amplification figure dans la
figure 28. Cette RT-PCR cible le gene codant peusynthese de l'antigene somatique
recherché. Les amorces utilisées sont celle recomées par 'AFSSA (Perrelle al. 2004)

et par Nielsen and Andersen (2003) (Tableau 13.résultats sont analysés en fonction du
Ct (Cycle Threshold Le Cr correspond au nombre de cycles d’amplificatiorligéa au

moment ou la courbe d’amplification dépasse latkrdie positivité (Threshold).
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Figure 28 . Cycles d’amplification de la RT-PCR : a) paaeet les sérogroupes ; b) paix let 2.

Step 1: 10 min a 95°C pui
lecture de fluorescence.

Step 2: 40 cycles de 10s a 95iC
suivie de 30s a 60°C avec une
lecture de fluorescence a chagpe

fin de cycle.

U7y

a)
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Tableau 13: Les séquences des amorces et des sondes utilmdrela [RT-PCR (Nielsen and Andersen, 2003 ;
Perelleet al, 2004)

Amorces de chez MWG, séquence de 5 a 3’ et Sondssit de MWG, soit d’Applied

Cible : _
Biosystems) :
RT - EAE 1 CATTGATCAGGATTTTTC TGG TGATA
RT - EAE 2 CTC ATG CGG AAATAG CCG TTA
eae
RT - Eae MGB
_ FAM - TCGCCAGTATTCGC- NFQMGB
(Applied)
RT - wbhdl (O111) 1 CGA GGC AAC ACATTATAT AGT GCTT
o111 RT - whdl (O111) 2 TTT TTG AAT AGT TAT GAA CAT CTIGTT TAG C
RT - wbdl (O111)de FAM - TTG AAT CTC CCA GAT GAT CAA CAT CGT GAA-
MWG) TAM
RT - wzx (026) 1 CGC GAC GGC AGA GAAAATT
096 RT - wzx (026) 2 AGC AGG CTT TTATAT TCT CCAACTTT
RT - wzx 026 MGB
_ NED - TCAATACTATTTCACGAGGTTG - NFQMGB
(Applied)
RT - ihpl (O145) 1 CGA TAA TAT TTA CCC CAC CAG TABG
0145 RT - ihpl (O145) 2 GCC GCC GCAATGCTT
RT - ihpl 0145 MGB
_ NED - ATTCAGAATGCACACAAT - NFQMGB
(Applied)
RT - wzx (O103) 1 CAA GGT GAT TAC GAA AAT GCATGT
0103 RT - wzx (0103) 2 GAA AAA AGC ACC CCC GTACTT AT
RT - wzx 0103 MGB
_ FAM- CATAGCCTGTTGTTTTAT-NFQMGB
(Applied)
RT- rfbE (O157) 1 TTT CAC ACT TAT TGG ATG GTC TCA
0157 RT- rfbE (O157) 2 CGA TGA GTT TAT CTG CAA GGT GAT
FAM- ATTCCTCTCTTTCCTCTGC-NFQMGB
RT- rfbE _ i )
(brin complémentaire)
RT - STX12 1 TTT GTY ACT GTS ACA GCW GAA GCY TTA CG
co RT - STX12 2 CCC CAG TTC ARW GTR AGR TCM ACR TC
X1 et
o0 RT - STX 2(Applied) FAM- TCGTCAGGCACTGTC-NFQMGB
S

RT- STX 1(Applied)

NED- AGAACGCCCACTGAGA-NFQMGB

(brin complémentaire)
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6. L'IMS

La méthode standardisée 1ISO EN 16654 utilisantriilno Séparation Magnétique (IMS) a
été réalisée a titre de comparaison avec les méshéehluées dans toutes les études menées.
Le protocole 1SO repose sur une dilution de laepritessai au 1/£0° dans le milieu
d’enrichissement du mTSB (bouillon trypticase smjadifi€é) contenant de la novobiocine a
une concentration de 20mg/L et enrichie pendant 241.5°C. Un aliquote de 1mL de
bouillon d’enrichissement est prélevé pour réaligmmuno-concentration.
L'immuno-concentration a été réalisée a l'aide déed magnétiques de type Dynabeads
(Invitrogen®) selon les recommandations de l'indaest(Figure 29). Puis les billes ont été
étalées sur des géloses plus ou moins spécifiqueebactérie ciblée. Aprés incubation des
géloses pendant 24 heures a 37°C, les coloniegedespisolées ont été analysées grace a
leurs caractéristiques biochimiques (galerie AFE ZioMérieux®) ainsi que des tests latex
ciblant I'antigene spécifique a la bactérie rechéec (Oxoid®) mais aussi en réalisant des

PCR sérogroupales sur un panel de colonies suspecte

Dynabeads®

Figure 29 : Schéma de la réaction d'immuno séparain magnétique.
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Résultats
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CHAPITRE 2: Optimisation de la phase
d’enrichissement pour la détection de<. coli
026 et O157 dans les fromages au lait cru

francais

1. Introduction
Les épidémies liees aux STEC ont surtout mis ersecale la viande hachée de boeuf
insuffisamment cuite, mais également des prodaitiets. Le lait cru a rarement été associé a
des épidémies humaines, cependant, les fromagkst auu ont, quant a eux, été impliqués
dans des cas sporadiques ou épidémiques (Casehale 1993 ; Deschenest al, 1996 ;
CDC 2000).

Le 25 novembre 2005, le service de réanimationgtégiue du centre hospitalier universitaire
de Caen a signalé a I'lnstitut de veille sanitdaesurvenue en une semaine de 3 cas de SHU
pédiatriques. Le méme service signalait 3 autreseodre le 29 novembre et le 3 décembre.
Ces 6 enfant, agées de 10 mois a 2 ans avaieenpsasme diarrhée glairo-sanglante entre le
10 et le 28 novembre, compliquée par un SHU emtré7 novembre et le*1décembre.
L’examen des selles des 6 enfants a permis d’igoteruches &. coliO26 et la présence de
Shiga-Toxine par PCR dans les selles de tous léntsn L'enquéte épidémiologique a
montré que ces enfants avaient consommé du camemberdait cru. Les analyses
bactériologiques des fromages incriminés ont migwdence la présence de souche&de
coli 026, suggérant que ces enfants avaient été cordampar les fromages.

Notons que quelques mois avant cette épidémiet ééaidentifié un cas groupé de SHU (2
enfants et 2 cas de diarrhées sanglantes) au &gia théme famille ayant consommeé du
fromage au lait cru de chevre contaminépacoli 0157 (Espiéet al. 2006).

En 2007, les Francais sont parmi les premiers comsdeurs au monde de fromages (24
kg/hab/an). Les fromages au lait cru sont des pt@duforte valeur ajoutée, ils ont ainsi une
importance économique non négligeable : leur pridiicreprésente environ 16% de la
production nationale de fromages affinés. La comsation annuelle francaise de fromage, y

compris les frais (fromages blancs, petits suisseffomages salés) s'éleve a 25,1 kilos par
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habitant, dont 16,9 kilos de fromages affinés diNess et 8,3 kilos de fromages frais
(fromages blancs, petits-suisses ou fromagesSedés).

La France occupe la deuxieme place au sein deoflUBiuropéenne, devancée par la Gréce.

Le risque de contamination des denrées d’origineae est fonction de l'importance du
portage animal, mais également du respect des quoes d’hygiene appliguées notamment
en abattoir, lors de la traite et dans les atelides transformation. Des études plus
particulierement menées sur les fromages au laitoat montré que certaines souches de
STEC sont capables de survivre, voire de se dépefogans certains types de fromages. Il
semble que la protection lactique de ces produgtssait pas suffisante pour inhiber ce
pathogene.

Le probléme majeur de ces matrices est qu’il expsie de leviers d’action destinés a limiter
le développement des STEC lors de la fabrication fdemages. En effet, les différentes
technologies appliquées permettent de garantigledités organoleptiques spécifiques de
chaque type de fromage. Cependant, I'étape de dagyudu lait nécessite une température
élevée (aux alentour de 37°C), autorisant non seié le développement des bactéries
lactiques, mais également celui des bactéries gattes qui sont éventuellement présentes.
La fin de la fabrication des fromages, notammeaifiiage permet souvent une diminution
du pathogéne, mais ne I'élimine pas toujours.

Des épidémies répétées pourraient mettre en petté diliere qui souffre déja et qui est
fortement décriée sur la scéne commerciale Euro@eenmondiale.

Ces différents éléments montrent I'importance @tgéence de la mise au point de protocoles
destinés a rechercher ce pathogéne notammentetafierhages au lait cru.

2. Résumé

L’objectif principal de cette étude était d’optirars'étape d’enrichissement de fromages au
lait cru en amont d’'une détection des soucheg&.deoli O26 avec une nouvelle méthode
immunologique automatisée, le VIDAS EES. Le Camernayant récemment été incriminé
dans une épidémieEa coli 026, et le Reblochon ayant été identifié par rogsscomme un
fromage issu d’'une technologie fromagéere compléxeresque, il a été décidé d’approfondir
la recherche d’'un enrichissement sur ces deux eeatrUne fois I'enrichissement sélectionné,
il a été évalué sur un nombre plus important denéges issus de difféerents procédés de

fabrication francais.
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Pour se faire, dix bouillons d’enrichissement dettéstés pour la détection de soudbesoli
026. Deux enrichissements sont apparus efficacestgtermis une croissance Becoli 026
suffisante pour que les bactéries soient détegaese test VIDAS dans ces deux types de
fromage. Ces deux enrichissement ont ensuite @i/ sur des fromages ayant subit des
process de fabrication différents, et donc ayamst alractéristiques biologiques et physico-
chimiques différentes. Finalement, c’est I'eau papt tamponnée supplémentée avec le
céfixime-tellurite et I'acriflavine qui est apparaemme le bouillon d’enrichissement le plus
approprié : Il a permis une croissance suffisa®Ed coli O26 pour gu’ils soient détectés
dans les fromages apres une incubation de 24 lgr&ah faible niveau d’inoculation de 1 a
10 UFC/25g, notre étude a montré que cet enriamiesepermettait d’atteindre 5.1C. coli
026 /mL aprées 24 heures d’enrichissement a 41.6&Geuil de détection du VIDAS EES
ayant été atteint 'automate a donc rendu destedsypositifs confirmant la présence de nos
de E. coli 026 pour I'ensemble des matrices testées aveerudthissement aprés 24 h
d’incubation.

L’optimisation de I'enrichissement dés coli O26 et I'existence d’'une méthode permettant
leur détection constitue une avancée dans I'ésdtient d’'une procédure qui pourrait étre

utilisée en routine pour détecter Eescoli 026 dans les fromages au lait cru.

3. Publication n°1

Cette étude a fait I'objet d’'un article soumis darsetters in Applied Microbiology » et d’'un
poster présenté a ’ASM (American Society for Mimalogy) en juin 2008 a Boston (annexe
4).
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products. Aims: Our main objective was to optimize the enrichment of Escherichia coli
026 in raw milk cheeses for their subsequent detection with a new automated
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Methods and Results: Ten enrichment broths were tested for the detection of
E. coli 026, Two categories of experimentally inoculated raw milk cheeses,
semi-hard uncooked cheese and ‘Camembert’ type cheese, were initially used to
investigate the relative efficacy of the different enrichments. The enrichments
that were considered optimal for the growth of E. coli 026 in these cheeses
were then challenged with other types of raw milk cheeses. Buffered peptone
water supplemented with cefixim-tellurite and acriflavin was shown to opti-
mize the growth of E coli 026 artificially inoculated in the cheeses tested.
Despite the low inoculum level (1-10 CFU per 25 g) in the cheeses, E. coli 026
counts reached at least 510" CFU ml™" after 24-h incubation at 41-5°C in this
medium,

Conclusions: All the experimentally inoculated cheeses were found positive by
the immunological method in the enrichment broth selected.

Significance and Impact of the Study: Optimized E coli 026 enrichment and
rapid detection constitute the first steps of a complete procedure that could be
used in routine to detect E coli 026 in raw milk cheeses.
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McMaster et al. 2001; Weber et al. 2002) and cases of

introduction HUS (Liptakova et al 2005; Sayers et al. 2006), In differ-

Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) are recog-
nized as important human foodborne pathogens (Black-
burn and McCarthy 2000). These bacteria are implicated
as the agent causing haemorrhagic colitis and are also
associated with haemolytic uraemic syndrome (HUS).

Escherichia coli 0157:H7 has monopolized the headlines
since the early 1980s (Riley et al. 1983; Morgan e al
1993; Upton and Coia 1994; Pritchard ef al 2000; Dob-
son 2006). This notoriety is justified as this serotype has
caused frequent outbreaks (Gillespie ef al 2005). How-
ever, other serotypes such as E, coli 026, E coli O103,
E. coli 0111 and E coli 0145 can also cause outbreaks
(Pearce er al 2006).

Indeed, STEC O26 has been increasingly associated
with diarrhoeal disease (Carroll et al. 2005) and has been
frequently linked to outbreaks (Hiruta eral 2001;

& 2011 The Authors
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ent countries, E. coli 026 has been detected in meat and
dairy products (Steele et al. 1997; Hussein and Sukuma
2005; Murphy et al 2005). In France, one outbreak linked
to unpasteurized cow’s milk ‘Camembert’ cheese contami-
nated by E. coli 026 occurred in December 2005 (Espie
et al. 2006). In October 2007, an outbreak of STEC (145
and 026 occurred among consumers of ice cream pro-
duced and sold at a farm in the province of Antwerp
(Belgium) (De Schrijver et al. 2008).

In France, dairy products and more particularly raw
milk cheeses represented 156% of the production of
French cheeses in 2005. Pathogenic bacteria that can be
transmitted by raw milk cheese are of great concern to
the dairy industry. Detailed investigations have demon-
strated that the sources of contamination in raw milk are
due to hygienic problems during milking or postprocess-
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ing contamination with organisms originally derived from
raw milk or from manufacturing environments (Little
et al. 2008).

Sensitive and rapid detection methods for E coli 026
are necessary for the food industry and more particularly
for French raw milk cheese manufacturers to ensure a safe
supply of foods. The development of optimized methods
for enrichment, detection, isolation and confirmation of
E coli O26 presents some challenges for the French raw
mulk cheese mdustry.

In raw milk cheeses, the presence of high levels of
background flora can influence the growth of STEC (Vi-
mont ef al 2007) and make difficult its subsequent detec-
tion. One must be aware that the combination of
ingredients, including the chemical composition of milk
and the nature of the starter cultures used, together with
the characteristics of fermentation and ripening contrib-
ute to the many physical, chemical and microbiological
differences in the different types of French cheeses (Mon-
tel 2004). All these technical parameters constitute a hur-
dle to establishing a single enrichment for this large range
of dairy products. Detection methods of non-0157 STEC
are still evolving. However, there is still no commercially
available automated method for E. coli 026 detection.

The main aims of this study were to optimize the
enrichment of E coli 026 in raw milk products and to
evaluate the performance of a new automated immuno-
logical method, VIDAS system (bioMeérieux, Marcy-I'Eto-
e, France), for the detection of E coli O26. The effect
of different enrichment broth formulations on the growth
of E coli 026 experimentally inoculated in a variety of
French raw milk cheeses was investigated prior to the
automated immunological detection.

Materials and methods

Escherichia coli 026 strains used

Three STEC strains from our collection, belonging to the
026 serogroup isolated from faeces of different French
dairy cattle, were used in this study. The genetic charac-
teristics of the strains were determined by RT-PCR
(Table 1), RT-PCR assay for the detection of wzx penes
that encode for O26 serogroup, stx T and stx 2 genes that
encode for Shiga toxins and eae gene that encodes for the
intimin adherence protein were wsed (Nielsen and Ander-
sen 2003; Perelle ef al 2004). All strains were maintained
and stored at —80°C.

Cheese samples

Two categories of raw milk cheeses, semi-hard uncooked
cheese and ‘Camembert” type cheese, were used in an initial

F. Savoye et al.

Table 1 Charactenstics of Escherichia calf 026 used

Virulence factors

Serogroup  eae syl st

Reference  Origins
Strain 1 E9 Faeces of 026 + + -
dairy cattle
Strain 2 906 Faeces of 026 + + -
dairy cattle
Sfrain 3 59 Faeces of 026 + + -
dairy cattle

study to preselect different factors that could enhance selec-
tivity of the enrichment media for E. coli 026.

Once the formulation was considered optimal, its
application to other types of raw milk cheeses was investi-
gated: soft cheese, blue mould cheese and uncooked hard
cheese, all of them manufactured in France,

Inoculation of samples

The three E. coli O26 strains were individually cultured in
buffered peptone water (BPW) (bioMérieux) at 37°C for
18-24 h and senially diluted in tryptone salt (bioMérieux).
The three strains were inoculated individually in cheeses
at a level of 1-10 CFU per 25 g in triplicate. To
determine the cell numbers in the initial inoculum,
100-pl aliquots from serial dilutions of 107, 10° and
107 CFU mI™" were plated on tryptic soy agar (bio-
Meérieux), incubated at 37°C for 24 h and counted. One
sample of each type of cheese was left uninoculated and
used as negative control After inoculation, the samples
were stored overnight at 4°C to cold-adapt the strains
and to simulate normal storage conditions of raw milk.

Enrichment protocol

A total of ten enrichment media were tested. Most of
them consisted of BPW with or without antibiotics.
Table 2 gives the list of the enrichment broths tested with
STEC 026 experimentally inoculated in ‘Camembert’ and
semi-hard uncooked cheese.

In the first part of this study, only two types of raw
milk cheeses were used to evaluate the ten enrichment
broths. More precisely, 225 ml of each test enrichment
broth was added to a stomacher bag containing 25 g of
artificially inoculated cheese, stomached for 1 min and
then incubated for 24 h at 41:5°C. A total of 180 experi-
mentations were performed in the first part of the study.

After choosing the optimal enrichment broth for the
growth of E coli 026 inoculated in the two types of
cheeses selected, 45 additional experiments were per-
formed using five different cheese types including soft

© 2011 The Authors
Letters in Applied Microbiology © 2011 The Socety for Appied Microbiology
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Table 2 Enrichment broths tested on
‘Camembert’ type and semi-hard uncooked
cheeses

Concentration of the antibiotics
added to the broth

BPW + cefidm {C)
BPW + tallurite (T)
BV + CT

BPW + wancomycin
BPW + acrifiavin

BPW + acrifiavin + CT
BPW + acrifiavin + tween + CT

Primary enrichment in mTSE + acrifiavin
and secondary enrichment in MacConkey

+ T

Primary enrichment in BPW + acriflavin and
secondary enfchment in MacConkey + CT

005 mg I"1 (NF EN 50 16654)

2.5 mg I (NF EN 50 16654)

0:05 mg I of cefodm and 25 mg I of
tllurite (NF EN 150 16654)

Emg I

1omg I

005 mg I"" of cefadm, 25 mg I"" of tellurite
{NF EN ISC 16654) and 10 mg 17! of acrifiavin

005 mg "' of cefiim, 25 mg 1" of tellurite
{NF EN 150 16654) and 10 mg 17! of acrifiavin
1 ml of primary enrichment poured into 9 ml of
secondary enrichment (NF EN 150 16654)

1 ml of primary enrichment poured into 3 ml of
secondary enrichment (NF EN 150 16654)

mTsE, modified tryptone soya broth (bioMériew); BPW, buffered peptone water.

cheese, uncooked hard cheese, blue mould cheese, 'Cam-

embert’ type cheese and semi-hard uncooked cheese.
Aliquots of each enrichment were sampled at 8 and

24 h and tested by both the VIDAS method and the plate

enumeration method.

Growth monitoring

To enumerate E coli O26 strains among the abundant
raw milk cheese background microflora, the strains were
labelled with a green fluorescent protein. These strains
were electroporated in the presence of a plasmid vector
pGFPuy  (ClonTech, Mountain View, USA) encoding
ampicillin resistance and a protein (GFP) that fluoresces
green when exposed to long-wave UV light, according to
the protocol described by Delazari et al. {(1998), More
precisely, the transformation was carried out by setting
the electroporation apparatus at 2:5 kV and 25 pF with
the pulse controller adjusted to 200 £2. An electrical pulse
of 47 ms was applied. Twenty-five nanograms of GFP
ampicillin resistance plasmid (pGFP) was added to the
microcentrifuge tubes containing the bacterial cells. The
plasmid and cells were mixed by pipetting and then trans-
ferred into an Invitrogen (+2-cm cuvette (Invitrogen,
Cergy Pontoise, France). With the cuvette in the sample
chamber, a pulse was applied using the indicated appara-
tus setting. An aliquot of 100 pl of the transformant sus-
pension was spread on brain heart infusion (31009;
bioMéreux) apar (M3012; Kalys, Bernin, France] (BA)
plates containing 150 pg ampicillin per ml (Ampicillin
Sodium Salt, euDd0d; Euromedex, Souffelweyersheim,
Prance) (BA-A). The resulting ampicillin-resistant trans-
formed colonies showed bright green fluorescent colour

& 2011 The Authors
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when viewed with a handheld UV light (Herolab,
Wiesloch, Germany),

After overnight incubation of test sample, the number of
viable E coli O26 strains was determined by plating 100 gl
of the appropriate dilutions onto PCA (Plate Count Agar}
with ampicillin (50 yg mI™"). Counts of background
microflora were determined by plating 50 ul of the appro-
priate dilutions of the samples onto plate count agar (with
a spiral plater WASP; AES Chemunex, Cranbury, USA).
Strains were enumerated under uvltraviolet illumination
after 24-h incubation at 37°C.

Detection

Escherichia coli 026 detection by the VIDAS system. The
VIDAS E coli 026 is an enzyme-linked fluorescent assay
(ELFA) for the detection of £ coli O26 antigens using the
automated VIDAS instrument. For analysis, 10 ml of
enrichment broth was transferred to a capped tube, boiled
for 5 min, cooled, and 500 ul was used to run the VIDAS
E. coli 026 assay according to the manufacturer’s instruc-
tions. The kit positive and negative controls were included
in the analysis of each type of cheese. Any sample that
exhibited relative fluorescence values of >150 was consid-
ered positive according to the manufacturer’s instructions.

Results

The presence of E. coli 026 strains could not be detected
in the two types of cheeses used in the initial experiments
after only 8§ h of enrichment. The different enumerations
and VIDAS results after 24-h enrichment are shown in
Table 3.
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‘Camembert’ cheese type

Semi hard uncooked cheese

Table 3 Escherichia colil 026 counts and
VIDAS E. colf 026 results with the ten

enfichment broths for the two types of

Count of VIDAS Count of VIDAS
Enichment  E cof 026  Standard  result  E cof 026  Standard  result  Cheeses tested after 24-h enrichment
broths CFU ml™! deviation (/=) CFU ml™! deviation (+4=)
BPW
Strain 1 17 460 2B 175 /M >G50 000 21
Strain 2 16773 28 746 340 >G50 000 27
Strain 3 16 667 28 B10 (3/0) >50 000 (3/0)
BPW + CT
Strain 1 14 5970 1466 3/0) 32703 725 {3/0)
Strain 2 23732 og7 340 36239 405 {30
Strain 3 36 304 531 3/0) 30 878 B76 (3701
BPW + cefixim
Strain 1 <100 0/3) >50 000 (3700
Strain 2 =100 0/3) >50 000 (2/0)
Strain 3 =100 0/3) >50 000 (3/0)
BPW + tellunte
Strain 1 12 420 2B B39 (172 737 1075 {0/3)
Strain 2 <100 (0/3) 33 733 18175 {3/0)
Strain 3 <100 0/3) 3 52 03
BPW + vancomyan
Strain 1 =50 000 3/0) 1523 2581 {0/3)
Strain 2 =50 000 3/0) 2 933 2621 (3700
Strain 3 783 1299 0/3) <100 {03
BPW + acrfiavin
Strain 1 150 000 202 320 340 15 500 2750 {30
Strain 2 12 451 11 606 (172 2483 1539 {1/2)
Strain 3 16 333 7767 (1/2) 897 1268 {1/2)
BPW + acnflavind CT
Strain 1 12418 2290 3/0) 50 000 (3700
Strain 2 10 203 B393 3/0) =50 000 (3700
Strain 3 8241 B171 3/0) >50 000 (3700
BPW + acrflavin + tween + CT
Strain 1 =100 (0/3) 14 000 0224 27
Strain 2 <100 /3 16 000 9536 (3/0)
Strain 3 <100 : /3 3000 1309 {0/3)
Mish + acriflavin. —» Mc Conkey + €T
Strain 1 50 23 (0/3) <100 {03
Strain 2 9250 2385 (3/0) <100 {03}
Strain 3 1850 1140 (03 <100 {0s3)
BPW + acriflavin — Mc Conkey + CT
Strain 1 <100 - (0/3) <100 {0./3)
Strain 2 =100 - (0./3) <100 {0/3)
Strain 3 <100 - (0/3) <100 (0/3)

= , transfermed, (3/0), 3 test results were positive/0 test result was negative; Count, average

for the triplicate samples; BPW, buffered peptone water,

The use of unsupplemented BPW did not allow E. coli
026 detection in 3 of 18 tests. E. coli 026 counts in these
samples were below the detection limit of the VIDAS test:
10" CEU ml™" of broth,

BPW complemented with cefixim allowed detection of
the three strains tested in semi-hard uncooked cheese but
not in "‘Camembert’ cheese type.

In BPW complemented with either tellurite, vancomy-
cin, acrflavin or acriflavin-tween-CT' {Cefixime Tellurite),

only one or two strains of E coli 026 was detected by the
VIDAS system after 24 h of enrichment in the two matrices.

Addition of cefixim—tellurite or cefixim—tellurite and
acriflavin allowed E. coli 026 detection by the VIDAS
system, with the counts of E coli O26 reaching more than
10" CFU ml™,

Two protocols using a primary and secondary enrich-
ment step were also tested: primary enrichment in modi-
fied tryptone soy broth (mTSB) plus acriflavin or BPW

© 2011 The Authors
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plus acriflavin and secondary enrichment in MacConkey
plus CT. The former allowed the detection of all
triplicates of one of the E coli 026 strains, but no other
positive VIDAS reactions were observed.

In the second part of the study, the chosen enrichment
protocol (BPW + CT + acriflavin) was applied in the
enrichment of O26 for a range of cheese types (Table 4).

Escherichia coli O26 counts increased between 8 and
24 h of incubation. After eight hours, all strain test sam-
ples were detected in two of five cheese types examined
In ‘Camembert’ cheese type, none of the strains were
detected, and in uncooked hard cheese and blue mould
cheese, two of three strains were detected.

After 24-h enrichment, all experimentally inoculated
strains were detected by the VIDAS assay except for
‘Camembert’ cheese type where the three strains tested
were not all detected in the three repetitions. The enrich-
ment applied allowed E, coli O26 numbers to reach level
above 10' CEU mI™", the VIDAS' limit of detection.

Discussion

Two types of cheeses were initially chosen ('Camembert’
type cheese and semi-hard uncooked cheese) to preselect

Table 4 Escherichia coli 026 counts and VIDAS E. coli 026 detection
results after 8 and 24 h of enrichment (BPW + CT + acriflavin) in vari-
ous cheese types

Incubation times Bh 24 h

Count of VIDAS Count of WVIDAS
Dilution E. coli 026 rasuft E. coli 026 result
CFU mi™ CFU ml™ {+/-) CFU mi™! {44-)
Soft cheese type
Strain 1 5000 (370 =50 000 {370}
Sirain 2 =5000 {370 =50 000 {370}
Strain 3 >5000 (370 =50 000 {3/0)
Uncooked hard cheese
Strain 1 3352 {2/1) =50 000 {3/0)
Strain 2 =5000 {3/0) =50 000 {30
Strain 3 >5000 {370 =50 00D {3700
Blue mould cheese
Strain 1 3350 {271 =50 000 {3/0)
Strain 2 5000 {370 33 667 {370}
Strain 3 >5000 (370 =50 000 {3/0)
‘Camembert’ cheese type
Sirain 1 <10 (0/3) 16 667 {271)
Strain 2 <10 (03 =50 000 {30
Strain 3 <10 {0/3) 33 333 {(2:1)
Semi-hard uncooked cheese
Strain 1 =5000 {3/0) 37 433 {30
Strain 2 =5000 {3/0) =50 000 {3/0)
Strain 3 >5000 (370 =50 000 {3/0)

(3/0), 3 test results weme positive/D test result was negative; Count,
average for the triplicate samples; BPW, buffered peptone water.

© 2011 The Authors
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an optimal enrichment protocel before the immunologi-
cal detection of E coli 026 by VIDAS. A total of ten sin-
gle enrichment media formulations and two other
protocols that included a secondary enrichment step were
used. The broths chesen were based on recommended
formulations for the analysis of dairy products in the
VIDAS E. coli Q157 detection methods. Catarame ef al.
(2003) found that optimum enrichment media for E. coli
026 was tryptone soya broth supplemented with cefixim,
vancomycin and potassium tellurite, whereas Hara-Kudo
ef al. (2000) found that modified E coli broth with novo-
biocin was the most effective. Drysdale ef al. (2004)
showed that BPW enrichments gave increased recoveries
of E coli 26 strains compared with tryptone soya and
EC (E coli) broths, This last study justifies the use of
BPW as the basal medium in the majority of the tested
broths used in this experimentation.

All enrichment broths were tested at an incubation
temperature of 41-5°C. This temperature has been shown
to give better detection of E coli 026 in foods (Hara-
Kudo et al 2000). Moreover, preliminary studies led in
our laboratory showed that this temperature was optimal
for the growth of E coli 026 and O157:H7 (data not
shown).

In previous studies carried out in our laboratory, no
difference in behaviour was noted between the trans-
formed E. coli O26 strains and their parental strains: the
same decline kinetics of the transformed and parental
strains was observed by using the MPN (Most Probable
Number) PCR stx method (Fremaux ef al 2006; Vimont
et al. 2007) in different matrices. Moreover, these last
authors also showed the stability of the GFP plasmid
under selective and nonselective conditions,

VIDAS results and E. coli O26 counts revealed that
BPW + CT and BPW + CT + acriflavin (Table 3) were the
two most appropriate enrichment broths for the growth of
the three E coli 026 strains wsed in this study. Indeed, in
these media, E coli 026 reached concentrations greater
than 10" CFU mI™" after 24 h of incubation despite the
presence of significant background microflora. However,
the addition of cefixim—tellurite and acriflavin seems to be
more adapted for this type of product in which the back-
ground microflora can be very important. Selective agents
commonly used for STEC detection in food include novo-
biocin against Gram-negative or acriflavin that inhibit the
growth of Gram-positive organisms and cefixim that sup-
press the growth of Aeromonas spp. and Proteus spp. (Wea-
ver ef gl. 1996). Moreover, our study showed that E coli
026 strains were resistant to tellurite and acriflavin, a prop-
erty that has been already described by Hiramatsu ef al.
(2002) who revealed that the great majority of STEC 026
strains (96-8% ) showed very high resistance to potassium
tellurite. Orth et al{2007) have shown that tellurite resis-
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tance in STEC O157:H7 is encoded by the ter gene cluster,
which consists of the seven genes terZ, terd, terB, terC, terD,
terE and terF and which is commonly present in clinical
STEC O157:H7 isolates. Several studies have investigated
the presence and expression of the fer genes in non-0157
STEC in a number of serogroups such as 026 and O111
(Orth et al. 2007). In the same way, Hiramatsu ¢ al, (2002)
described the suppression of the growth of Proteus spp. by
cefixim without any impact on the growth of STEC O26.

BPW broth supplemented with cefixim—tellurite and
acriflavin was chosen to study other types of raw milk
cheeses artificially inoculated with E. coli 026. The results
demonstrate that the enrichment broth (BPW + CT +
acriflavin) enabled the growth of E coli O26 to detection
levels by the ELFA assay in five experimentally inoculated
types of cheeses, although the detection was limited for
two of the test strains in one of the test cheeses. Escheri-
chia coli 026 counts reached at least 510" CFU mi™" after
24 h of incubation at 41:5°C in the majority of test sam-
ples for the varety of cheeses tested in this enrichment,
despite the low inoculum level (1-10 CFU per 25 g). The
broth supplemented with acriflavin was selected because
the addition of this component is recommended by
standard [50 16654 for E. coli 0157:H7 detection in dairy
products. Accordingly, this enrichment broth could be
used to detect both E coli O157:H7 and E. coli O26.

To manage the E cli 026 public health problem,
different control strategies can be implemented 1o assure
food safety. Thus, rapid, reliable and sensitive procedures
of detection must be available to test foods and more par-
ticularly French raw milk cheeses. Such procedures
include different steps: enrichment, detection, isolation
and confirmation. Our study highlighted the fact that
BPW + CT + acriflavin is an efficient enrichment broth
that allowed selective growth of E coli 026 to a detect-
able level even among the large background microflora of
French raw milk cheeses, What is more, our study has
shown that the detection step can be assured by the auto-
mated VIDAS system that is able to detect E coli 026 in
the enrichment applied.

The protocol developed to detect E. coli 026 in raw
milk cheeses is very efficient and easy to use in routine
diagnostic procedures with the added benefit that it could
be available to the cheese industry as a bivalent detection
approach permitting E. coli O26 and 0157 detection from
the same enrichment. Indeed, numerous studies have
shown that E. coli O157:H7 strains could grow on cehx-
im—tellurite-supplemented media (Vimont et al. 2007).
More precisely, a method approved by the ‘Association
Frangaise de Normalisation” AFNOR recommends a
mT'SB containing acriflavin and a Mc Conkey broth con-
taining cehxim and potassium tellurite for the enrichment
of E. coli 0157:H7 (bio 12:08-07/00).

F. Savoye et al.

At least, in France, the Agence Francaise de Sécurite
Sanitaire des Aliments (AFSSA) recommendations for
pathogenic STEC strains indicate that the presence of
three other serogroups is also to be investigated in foods.
Considerable further development is required to detect all
E. coli 0103, 0111 and Q145 in raw milk products. Spe-
cific research is still required to optimize enrichment of
these other serogroups before their routine detection can
be achieved.
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4. Conclusion

Les objectifs de cette étude étaient I'optimisatien’étape d’enrichissement déscoli 026
dans les produits laitiers et I'évaluation de lasseilité du VIDAS pour la détection dés

coli 0O26.

La premiére partie de I'étude a montré que deuxillbos d’enrichissements (EPT +
acriflavine et EPT + acriflavine + Céfixime-Tellte) avaient permis la détection descoli
026 expérimentalement ensemencées apres 24 h lohitien aussi bien dans le Camembert
gue dans le Reblochon. Ces deux bouillons ont aébés testés sur d’autres matrices
fromageres.

Le bouillon EPT + Ceéfixime-Tellurite + acriflavinest alors apparu comme le plus efficace:
Apres un enrichissement de 24 heuresElesoli 026 expérimentalement ensemencés avaient
atteint le taux de TOUFC/mL dans les bouillons. Il permettait ainstliétection des souches
cibles dans tous les fromages testés avec le I®AY EES. Il est important de souligner
egalement que les performances de ce test VIDAS igt#ressantes puisque nos matrices

avaient été ensemencées a un niveau bas (1-10 &dgHC/2

Cette étude a donc permis d’améliorer deux étapgsatocole de recherche descoli 026,
I'enrichissement des fromages au lait cru ainsuge’ détection automatisée du sérogroupe
026. Ces données pourraient ainsi étre utiliséeswime par les industriels du lait du fait de
sa simplicité de mise en ceuvre (un enrichissemen4 heures et un test de détection

automatiseée).

Toutefois, des études complémentaires pourraieet rétses en ceuvre sur un plus grand
nombre de matrices au lait cru afin d’évaluer et ddassurer de [l'efficacité de cet
enrichissement, mais aussi sur des matrices aypdateurisé. En effet, des analyses sur de
telles matrices pourraient étre réalisées pamigsstriels afin d’éliminer tout danger lié a une
contamination croisée de leurs produits. D’autresl@s pourraient également étre menées
afin de réduire la durée d’incubation de l'enrisieisient qui est a I'heure actuelle de 24
heures. Les produits au lait cru étant soumis wagitage de réglementations que les produits
a base de lait pasteurisé par exemple, les indlsstont trés demandeurs de méthodes fiables
et faciles a mettre en ceuvre leur permettant dadibleur lot tout en s’assurant que leurs
produits sont sains.

Enfin, il est indispensable de rappeler que le t¢HDAS EES permet de détecter
concomitammenE. coli 0157 et O26. Au cours de cette étude, seule,tkctién deE. coli
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026 a été évaluée. Par conséquent, il sera indiagbtn d’'une part de vérifier le
comportement deis. coli O157 dans I'enrichissement, et d’autre part dessieer que le seuil
de détection d&. coliO157 par le VIDAS EES est équivalent.

Notons également, qu'apres cette étape de déteddoderniere étape du protocole reste
encore a étre élaborée : il s’agit de la confiroragar isolement des souches. Sur ce point,
des études complémentaires doivent étre menéeslalamssure ou il n’existe pas a I'heure
actuelle de milieu gélosé spécifiquéacoli O26. Les laboratoires doivent donc réaliser des
PCR pouridentifier des colonies.Cependant, cesrarpatations nécessitent du temps, des

compétences particulieres et une certaine techBnicit
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CHAPITRE 3: Evaluation des performances
du VIDAS ECPT UP pour la recherche de<.

coli O157 dans la viande de boeuf

1. Introduction
E. coli O157 est le sérogroupe le plus impliqué dans dssdidnfections humaines graves a
STEC avec notamment l'apparition de SHU. De nonmdgmsuétudes ont montré que les
bovins, de par leur portage sain, constituent geméir le plus important de STEC. C’est
pourquoi les organismes officiels comme I'AFSSA I&FSA (European Food Safety
Authority) recommandent de le rechercher de marsgséématique dans les denrées a risque
telles que la viande de beoeuf (avis AFSSA du 11igarR010 et « the EFSA journal, adopted
on 18 October 2007 »).
De fait, les industriels de la filiére viande haeh®tamment mettent en ceuvre des analyses
sur les produits qu’ils fabriquent (viande hachedche, congelée, assaisonnée....). La mise
en ceuvre de ces analyses peut mettre de 9h aeRk# @ 48h selon le protocole de détection
employé et les modalités de travail des laboradogfectuant les analyses. Il est également
important de noter que lorsque I'analyse est présupositive, la confirmation du résultat et
la recherche des facteurs de virulence sont ré&afiaé leLaboratoire National de Référence.
L’acheminement des échantillons et ces analysegléonentaires prennent ainsi beaucoup
plus de temps. Les industriels possedent une nmdggeanceuvre lorsque les analyses sont
effectuées sur des produits dont les DLC (Datesitesnde Consommation) sont longues
comme pour la viande congelée : ils peuvent ateerels résultats des analyses avant de
libérer leur lot. Pour les autres produits comms Vgandes fraiches conservées sous-
atmosphere, sous-vide, mais surtout celles consesens atmosphére protectrice, la mise en
place de telles analyses devient une véritableseotwntre la montre. En effet, pour les steaks
hachés frais, les analyses sont souvent « lihézate : cela signifie que les lots fabriqués ne
sont libérés que lorsque le résultat de I'analysséyiologique est connu.
Il apparait donc absolument indispensable pouriridastriels de réduire le temps de ces
analyses et d’avoir a disposition des protocoledétection permettant d’obtenir des résultats
dans la journée afin de libérer leurs lots rapidengfrsque I'analyse est négative) tout en
s’assurant de I'absence de risque pour le consoeumatotons que dans certains cas, ce
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délai d’analyse oblige les industriels et les gemndnseignes a faire des retraits rappels de
produits contaminés ou potentiellement contamimg@nérant ainsi une mauvaise image

auprés des consommateurs.

Par ailleurs, les méthodes de détectionklesoli 0157 validées et appliquées en France, le
sont pour une prise d’essai de 25g. Cette prisgsdiesur un lot permet d’éliminer le risque
épidémique d'infection a STEC (30 analyses de 2bgetht étre positives pour représenter un
tel risque). Néanmoins, les quantités de viandaulgint sur le marché sont telles qu'il serait
intéressant que ces meéthodes permettent de tesgtepabls d’échantillons de 375g. Ainsi,
pour un colt d’analyse identique, I'industriel paitr évaluer une plus grosse partie de sa
production et ainsi limiter d’avantage le risquecds sporadiques d’infection.

2. Résumé
Escherichia coliO157 :H7 est un important agent pathogéne assodis infections le plus
souvent causées par la consommation de viande énatshdoeuf crue ou insuffisamment
cuite. La mise en place de méthodes de détectioretle bactérie, rapides et sensibles, est
donc essentielle pour les industriels de la filigoar qu’ils puissent assurer la qualité de leurs
produits.
Il existe différentes méthodes commercialisées digposition des industriels permettant la
détection des E. coli O157:H7: des méthodes immunologiques, génétiques
colorimétriques... Toutefois, certaines de ces mah@bnt longues, fastidieuses, colteuses.
Les sensibilités de trois de ces méthodes de d#tettE. coliO157 :H7 ont été comparées :
celle du VIDAS ECPT UP, celle d'une méthode non-oartiale de RT-PCR et celle de la
meéthode de référence (IMS) pour la rechercheEdeli 0157 :H7 dans la viande de boeuf
crue. La durée optimale d’enrichissement a égaler@gnévaluée ainsi que I'impact de la
taille de la prise d’essai avec des échantillon2%iet 375g (une prise d’essai de 25g étant
celle qui est recommandée dans la plupart des mieéshealidées). Nous nous sommes
€galement intéressés au ratio prise d’essai/voldenkouillon pour la prise d’essai de 3759
(dilution1/4 et 1/16™ afin d’évaluer I'impact de la microflore annexg $enrichissement et
la détection des souches expérimentalement enségger@Quatre types de viande de boeuf ont
été testés et ensemencés a faible niveau (1-5 BRELIZ759) : le minerai (matiere premiere
des préparations de viande de bceuf hachées) ndevieachée fraiche, la viande hachée sous-
vide, la viande hachée sous-atmosphére, ces troidesnde conditionnement étant les plus

répandus dans la filiere viande.
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Les résultats ont montré que pour un échantillo@5te un enrichissement de 6h est suffisant
pour détecteE. coli 0157 :H7 aussi bien avec la méthode VIDAS qu'aeeRT-PCR. En
revanche, pour un échantillon de 375¢g, un enriemsnt de 24h est nécessaire. Concernant
la méthode de référence, ces résultats sont selmblabceux obtenus avec les deux autres
meéthodes apres un enrichissement de 24h.

La méthode VIDAS apparait étre un outil rapideieipée d’utilisation pour la détection des
E. coli O157 :H7 présents initialement a un faible nivdae.plus, le VIDAS et la RT-PCR
permettent I'analyse d’échantillons composites d@&g3 ce qui représente un avantage
economique pour les industriels et leur permette diffuser plus rapidement leur

marchandise et donc d’améliorer la gestion du gguathogéne

3. Publication n°2
Cette étude a fait I'objet d’'un article publié dandournal of Food Protection » en Janvier
dernier et de quatre posters présentés a I'ASM (hiaue Society for Microbiology) en juin
2008 a Boston (annexe 5), a I'lAFP (Internationakdciation for Food Protection) en mai
2008 a Colombus (annexe 6 et 7) et au congres V(Me@ ToxinEscherichia Col en mai

2009 a Buenos aires (annexe 8).
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ABSTRACT

Enterohemorthagic Escherichia coli O157:H7 1s an important pathogen associated with infections caused by consumption of
undercooked raw meat. Sensitive and mapid detection methods for E. cofi Q157 H7 are essential for the meat industry to ensure a
safe meat supply. This study was conducted to compare the sensitivity of the VIDAS ultraperformance £. cofi test (ECPT UP)
with a noncommercial real-tme (RT) PCR method and the U.S. Department of Agnculure, Food Safety and Inspection Service
(USDA-FSIS) reference method for detecting E. coli O157:HT7 in raw ground beef. Optimal enrichment times and the efficacy of
testing different types of raw meat, either as individual samples (25 g) or as composites (375 g), were examined. For 25-g samples
of cach type of raw ground beef tested, 6 h of ennichment was sufficient for both the VIDAS ECPT UP and RT-PCR methods, bat
for 375-g samples, 24 h of enrichment was required. Both the VIDAS ECPT UP and RT-PCR methods produced results similar
to those obtained with the USDA-FSIS reference method after 18 1o 24 h of ennchment. The pnmer specificity of the RT-PCR
assay and the highly specific phage higand used in the VIDAS ECPT UP for target recogmition enabled the detection of low levels
of E. coli O157H7 in 25 g of various types of raw ground beef. The tests also allowed the detection of E. coli Q157:H7 in
compasite raw ground beef and tnmmings i samples of up to 375 g.

Enterohemorthagic Escherichia coli O157:H7 (EHEC)
is an important Shiga toxin—producing E. coli associated
with foodborne infections. E. coli Q157:H7 can cause
several disease syndromes, ranging from mild diarhea to
hemorrhagic colitis, which can result in severe complica-
tions such as hemolytic uremic syndrome or thrombotic
thrombocytopenic purpura (15).

Although other E. coli serotypes such as 026, O103,
0111, and 0145 also have been implicated in outbreaks
(26}, O157:H7 has remained as the prototypic EHEC strain
since the early 1980s (8, 19, 28, 30, 37, 40)) and continues to
account for most of the EHEC infections worldwide (/3.

Beef cattle are the primary reservoir of E. coli O157:H7
(33}, and infected cattle can carry the bacteria in their
gastrointestinal fract without any symptoms of disease (7,
17, 29). E. coli O15T:H7 is excreted in cattle feces;
therefore, feces and hides are considered to be the main
sources of O157:H7 contamination of carcasses during
slaughter and dressing, but primarily during the skinning
and the evisceration phase (2, 3, 10). E. coli O157:H7 is
especially prevalent in minced meat. During the mincing
process, where meat from multiple cows is mixed, one

* Author for correspondence. Tel; (0 33 4 78 87 26 85: Fax: 00 33 4 78 87
26 6% E-mail; fsmvoved@ vetagro-sup.fr

carcass fecally contaminated with E. coli O157:H7 may
result in contamination of the entire batch of minced meat.
E. coli O157:H7 also may be harbored in raw beef that is
used in the manufacture of other meat products (/2), and
contamination rates often increase throughout the process
(21).

Consumption of raw or undercooked contaminated
ground beef continues to be a significant public health risk.
Although good manufacturing practices are essential at
every stage of the food supply chain, specific and sensitive
E. coli O157:H7 detection methods also must be applied to
protect consumers (33),

Most detection systems for E. coli OQ157:H7 are
designed for use with a single 25-g sample in 250 ml total
volume of enrichment broth. However, this sample size
often is inadequate for the analysis of large quantities of
ground beef produced by wholesale meat suppliers unless
a large number of samples are tested. Several detection
methods for E. coli O157:H7 have been validated for use
with 25-g samples, including culture, immunological, and
genetic methods. Many of these methods are not automated
and require lengthy culture enrichment phases and so are not
suitable for routine screening procedures. As an example,
the U.S. Department of Agriculture, Food Safety and
Inspection Service (USDA-FSIS) reference method for the
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DETECTION OF E. COLI O157:H7 IN EAW GROUND BEEF 7

TABLE 1. Characteristics af E. coll Q157:H7 strains wsed in this study

Strain Origin uidA pene sty gens Stva gene eas pene ehy pane
A Bovine feces - - - + +
B Cattle slaughterhouse environment — = + + +
C Cattle slaughterhouse environment + = - + +
D Envronment — - + =+ T4
E Food + 4 i T +

detection of E. coli O157:H7 is specific and sensitive but
time-consuming, taking approximately 3 days to detect and
identify E. coli O157:H7 in ground beef (38). Several rapid
methods tor E. coli O157:H7 detection that have been
validated by the Association francaise de Normalisation
(AFNOR; La Plaine Saint-Denis, France) are less time-
consuming but also less specific. These assays are not very
effective for detecting small numbers of the target
microorganism in complex foods such as cheeses or raw
ground beef, which frequently contain a large and diverse
background of microorganisms {24).

Because of the limitations of these methods for the
detection of E. coli O157:H7 in ground beef, this study was
conducted (i) to examine the effects of testing single versus
composite samples, which will enable testing of larger
quantities of meat, (ii) to determine the optimal enrichment
time and sample-to-broth ratios the 25- and 375-g samples,
and (ili) to compare the sensitivity of the VIDAS
ultraperformance E. coli test (ECPT UP; bioMérieux, Marcy
I'Etoile, France), which uses a novel recombinant phage
ligand for target specificity, with a noncommercial real-time
(RT) PCR method and the USDA-FSIS reference method
{39), which uses immunomagnetic separation.

MATERIALS AND METHODS

Shiga toxin-producing E, coli strains. Five sirans of E. coli
O157:H7 from our collection were used in this study. These strains
(designated A through E) were isolated from various sources
during previous studies and characteriaed by PCR and RT-PCR
assays (Table 1). One PCR assay was used to test for the +93
uidA base mutation, which s specific for O157:H7 strins (6), and
for the 0157 rfb gene (27). One RT-PCR assay was used to test for
sivy and stra genes, which encode Shiga toxins (27), and another
RT-PCR assay was used to test for the eae gene, which encodes the

Incculation (1-8 GWZB’])={

60g Raw ground Deef

ﬂﬂ-!-

25g + 226ml
BRWY

l

[ incubation 4, &, 8, 10, 24h at 41.5°C

) l

RT- FCR VIDAS ECPT UP IMS

USDArFHS
et b

26g + 225ml mTSE +
novobliocine {12mgll)

Incubation 15-22h
at 37°C

FIGURE 1. Enrichment protocols used for a 25-g sample.

inimin adherence protein (23). All strains were maintined and
stared at —80°C.

Samples. Both 25- and 375-g samples of each of four types of
raw ground beefl were tested: fresh mw ground beef, mw ground
beef held under a modified amosphere., raw ground beef held
under vacuum, and beef rimmings. The proportion of fat in the
meat samples ranged from 5 to 15%.

Inoculation of samples, The five E. coli O15TH7 strains
were individually cultured in buffered pepone water (BPW:
bioMéneux) at 37°C for 18 to 24 h and then serially diluted in
tryptone salt broth (hioMérieux). To determine the cell numbers in
the initial moculum, 100-ul aliguots from 10°, 10%, and 107 serial
dilutions were plated on tryptic soy agar (RoMéneux) and
incubated at 37°C for 24 h, and resulting colonies were counted.
The five strains were noculated individually at low levels (1 10 5
CFU per 25- or 375-g sample) in meat samples in riplicate. One
sample of cach type of meat was not inoculated and was used as a
negative control. Sumples were homogenized m stomacher bags
and then stored overmight at 4°C to cold adapt the strains and to
simulate normal storage conditions.

Enrichment protocol. Ahguots of 25 g of inoculated meat
were added mto 225 ml of BPW preheated at 41.5°C to obtam a
sample-to-broth ratio of 1:10. Each sample was stomached for
2 min and incubated at 415 + 1°C for 4 to 24 h. For 375-g
samples, sample-o-broth ratios of 1:4 (1,125 ml) and 1:10
(3,375 ml) were tested. Each sample was prepared as deseribed
above and incubated at 41.5°C for 8 1o 24 hm BPW (not preheated
at 41.5°C) supplemented with 8 mgfiter vancomycin (Sigma,
Steinheim, Germany). Inoculated samples also werne prepared as
described i the USDA-FSIS reference method protocol for cach type
of meat. All ennichment protocols are described in Figures | and 2.

Analysis for optimal enrichment time. For 25-g samples,
aliguots of enrchment culture were removed at 4, 6,8, 10, and 24 h

Inoculation 1125g Raw ground beef
(1-& CFUI 3TEg) or frimming
USDA!FSIS
w ila 1/ 10 mathod
Ii'
375g+ 1125 ml || 376g + 3375 ml BPW 376g * 3376 ml
BPW + vancomycin + vancomycin ' mT58 + novohiocine
(Bmgil) (8mgil) (12mgf1)

| I

| incubation 8, 10, 24n at 41.5°C_|

Incubation 15-22h
at 37°C

l ! )

RT-PCR VIDAS ECPT UP M3

FIGURE 2. Enmrichment protocols used for a 375-g sample.
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and tested by both the VIDAS ECPT UP and RT-PCR assay. For
the composite 375-g samples, aliquots were taken at8, 10, and 24 h
and tested by both methods. For each analysis, 5 to 10 ml of
enrichment broth was removed, and 2.0 ml was used for the
VIDAS ECPT UP and RT-PCR assay. For the USDA-FSIS
method, samples were tested only at 24 h, as described in the
protocol.

Analytical methods. The VIDAS ECPT UP is an enzyme-
linked fluorescent assay that uses the antomated VIDAS or mini-
VIDAS instruments, except that this assay has been modified to
use a recombinant phage ligand to specifically capture E. coli
0157, For analysis, 1.0 ml of enfichment broth was transferred o a
capped tube, boiled for 5 mmn, and cooled, and 500 pl was used to
run the VIDAS ECPT UP according to the manufacturer’s
instructions. Positive and negative controls were included for
analysis of cach type of umnoculated raw meat. Samples that
exhibited nelative fluorescence wvalues (RFVs) of =150 were
considered positive according to the manufacturer’s instructions.

The noncommercial RT-PCR assay was specific for the ofb
gene that encodes for the 0157 antigen (27). Bactenal DNA was
extracted from | ml of each sample usmg the Prepman kit (Apphed
Biosystems, Carlsbad, CA) and stored at —20°C until use.

Amplification was performed i 25 pl of reaction mixtiure
containing 11,1 pl of Master Mix, 3 pl of template, 3.44 pl of
sterile water, 2.02 pl of IPC (imemal positive control) Mix, 1.25 pl
of each primer rfbEl (5-TTTCACACTTATTIGGATGGTCT-
CAA-3") and rfBE2 (5'-CGATGAGTTTATCTGCAAGGTGAT-
3" at 10 pmoljul 05 pl of the probe rfbE (0157) (FAM-
AGGACCGUCAGAGGAAAGAGAGGAATTAAGG-TAMRA)
(27), and (.44 pl of IPC DNA. All reagents were obtained from
Applied Biosystems, Amplification was performed according
to the conditions described by Perelle et al. (27). Amplifica-
tions were monitored by the increases in fluorescence of the
reporter dye at each PCR cycle. The normalized reporler
signal (ARn, reporter signal minus background) is adjusted by
the Applicd Biosystems software and then plotted against the
number of amplification cycles to determine the threshold
cycle (Ct) value. A Ct value is indicative of the PCR cycle
number at which fluorescence increased above a defined
threshold level, and in this case a Ct of <37 was considered
indicative of successful PCR amplification (20).

For comparison, the USDA-FSIS mference method (39),
which includes immunomagnetic separation with anti-Q157
beads to selectively capture the target, was used for each sample
size with a sample-o-broth mtio of 1:00. Each sample was
enriched in modified tryptone soya broth (mTSB) supplemented
with 12 mg/fliter novobiocin (Sigma) and meubated at 37 + 1°C
for 24 h. After mmunomagnetic separation, the beads were
plated on chromogenic medium (ChromlD O157; bioMérieux).
Presumptive-positive colomies were tested by latex agglutination
with anti-0157 (Oxoid, Basingstoke, UK) and anti-H7 reagents
(Remel Microbiology Products, Lenexa, KS).

All detection protocols are included in Figures 1 and 2.

RESULTS

Single samples (25 g). Studies were performed to
determine the shortest enrichment time that allowed
optimum E. coli O157:H7 detection by VIDAS ECPT UP
and RT-PCR assay. For 25-g samples, 4 h of enrichment
was insufficient; all results were negative with the two

methods (Table 2). Fresh mw ground beef inoculated with
strain A and sampled at 4 h had a Ctof 39.35 and an RFV of

J. Food Prot, Vol 74, No. 1

5, both negative results. However, 6 h of enrichment in
BPW at 41.5°C appeared sufficient for each type of raw
ground beef tested. Fresh raw ground beef inoculated with
strain D yielded a Ct of 30.91 and an RFY of 2,393 after
only 6 h of enrichment (Table 2). The USDA-FSIS
reference method gave similar results after enrichment in
mTSB with novobiocin for 24 h (Table 2).

Composite samples (375 g). For 375-g samples of
fresh raw ground beet with a sample-to-broth ratio of 1:4,
10 h of enrichment was sufficient to yield positive results
(Table 3). For example, samples inoculated with strain C
had ‘a Ct of 30.56 and an RFV of 3,959. However, for
samples with a sample-to-broth ratio of 1:10, 10 h of
enrichment was not sufficient, yielding a Ct of 40.00 and an
RFV of 23. Therefore, 24 h of enrichment was needed to
obtain all positive results (Table 3).

No effect of sample-to-broth ratio was found for beef
trimming (375-g samples only); all samples except those
inoculated with strain D yielded positive results after 10 h of
enrichment (Table 3). Strain D samples gave negative
results ar 10 h with a Ct of 37.25 and an RFV of 68 for
the 1:4 ratio and a Ct of 32.19 and an RFV of 48 forthe 1:10
ratio: 24 h of enrichment was required to obtain all positive
results for samples inoculated with this strain.

For raw ground beef held under modified atmosphere
(375-g samples), 10 h of enrichment was sufficient for both
methods to detect E. coli O157:H7 in all samples with a
sample-to-broth ratio of 1:10. However, at a sample-to-broth
ratio of 1:4, strain B was not detected after 10 h of
earichment, with a Ct of 3495 and an RFV of 132
(Table 3). Hence, strain B samples also needed 24 h of
enrichment for both methods to yield positive results
(Table 3).

In these analyses, regardless of sample type, sample-to-
broth ratio, or the strain used, both the VIDAS ECPT UP
and the RT-PCR methods produced positive results after
24 h of enrichment. These results are consistent with those
obtained with the USDA-F518 reference method, which was
conducted with samples enriched for 24 h in mTSB with
novobiocin at a sample-to-broth ratio of 1:10.

DISCUSSION

The presence of E. coli O157:H7 in ground beef and
cattle herds continues to present a significant health risk
f11). Ground beef is a highly perishable product, and the
sensitivity and speed of testing methods for £. coli O157:H7
are of great interest to the food industory and would benefit
consumers (/6). However, testing for E. coli O157:H7 in
ground beef is complex, and many parameters and vanables
must be considered. This study was designed to examine the
eftects of some of these variables: (i} testing of single (25 g)
versus composite (375 g) samples of ground beef, (ii)
optimal sample enrichment times and ratios of sample to
broth for the different sample sizes, and (iii) the use of the
VIDAS ECPT UP, RT-PCR assay, and USDA-FSIS
reference method (with immunomagnetic separation) in
each of these situations to determine their ability to detect
low levels of E. coli O157:H7 in samples after enrichment.
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Artificially contaminated raw ground beef samples
were used for these tests. However, because of the low
infective dose of E. coli O157:H7 and the low levels of
contamination naturally present in food, the raw ground beef
samples were inoculated at very low levels (1 to 10 CFU per
25 or 375 g) to simulate natural contamination conditions.
The enrichment medium and incubation temperature also
are critical variables in sample testing. For these smdies,
BPW was sclected because it has been reported to be
superior to five other enrichment media (mTSB, modified E.
cali broth, EHEC broth, and modified BPW} for enhancing
the growth of the strains tested and improving sensitivity of
detection methods (/8, 25). In other studies, the optimal
growth temperature for E. ceoli O157:H7 has been
determined at around 40°C (74, 23); hence, the incubation
temperature used in this study was 41.5°C.

The levels and type of background flora present in a
sample can have a major effect on assay efficiency. Vold et
al. (4I) found thai the presence of large numbers of
background bacteria in ground meat can inhibit the growth
of E. cofi O157:H7. The background flora in ground beef
usually consists of lactic acid bacteria, approximately 80%
of which are Lactobacillus sakei (41). Manufacturers use
different packaging processes such as vacuum or modified
atmospheres to limit growth of aerobic microflora for better
product conservation. However, different packaging pro-
cesses can result in differences in the microflom of the
packaged meat. For example, lactic acid bacteria in raw
ground beef packed under vacuum induces acidification,
which limits or prevents the growth of other bacteria (317).
However, in samples packaged under a meodified atmo-
sphere, after vacuum has been attained a gas that limits
bacterial growth is injected, which can affect the levels and
proportions of microflora. Other types of background
microflora can be present, and some researchers have
described antagonistic activity of background microflora
against E. coli O157:HT (9, 34, 35, 41). We examined four
types of ground beef samples and trimmings packed under
different conditions and found no effect due to differences
in background microflora. Kinetics studies performed
revealed that for 25-g samples and all four types of raw
ground beef tested, a 6-h enrichment period in prewarmed
BPW at 41.5"C was sufficient for detecting E. cali O157:H7
by VIDAS ECPT UP. These results suggest that the
enrichment broth and conditions used allowed growth of
E. coli O157: H7 despite heterogeneity of background
microflora in the different sample types.

Most food analysis methods are conducted with
standard 25-g samples. However, a composite sampling
plan, which combines randomly collected samples into one
large composite sample (e.g.. 375 g} and tests the entire
composite at one time, can provide an economic advantage
to the food industry (36). To better meet desired food safety
objectives and o allow a more statistically representative
sampling protocol, the rmesults obtained for a 375-g
composite sample were compared with those obtained for
a single 25-g sample.

For 375-g samples, three types of raw ground beet were
tested: fresh raw ground beef, raw ground beef under

1. Food Prot, Vol. 74, No. 1

modified atmosphere, and beef trimmings. Vimont et al.
{40) found that E. coli 0157 growth was inhibited when the
level of background microflora in the ennchment broth
reached 8.62 to 8.86 log CFU-ml™'. Because the amount of
background microflora would be expected to be higher in
375-g samples, vancomycin was added to the BPW 1o
suppress background microtlora. Ogden et al. (25) found
that BPW supplemented with vancomycin was the optimum
enrichment medium for the recovery of E. coli O157 in
minced beef. However, the use of vancomycin was not
sufficient to shorten the enrichment time; wvariations in
recovery among strains were observed after 10 h of
enrichment. These results are consistent with those of
Baylis (4), who found that the sensitivity of the enrichment
conditions can be strain related. As a result, 24 h of
enrichment was necessary to detect all the strains in the 375-
g samples of different ground beef rypes. Under these assay
conditions, VIDAS ECPT UP successfully detected E. coli
OQI57:H7 with high sensitivity, giving results that were
similar to those obtained with the RT-PCR assay.

The standard ratio of sample to enrichment broth used in
food analysis 1s 1:10. However, alteration of the 1:10 ratio to
1:4 would result in a significant cost savings in terms of
growth medium, would require less incubator space, and
would be less cumbersome. Cumently, only a few studies
have been conducted to examine the impact of the sample-to-
broth ratio; therefore, this study was designed to examine the
effects of using 1:10 and [:4 sample-to-broth ratios.
Detection results obtained after 10 or 24 h of ennchment
revealed no significant difference between the two rmatios
tested. This result was surprising; the 1:10 ratio was expected
to provide more reliable results by providing greater dilution
of background microflora, fat molecules, and other assay
inhibitors. However, our results confirmed the findings of
Bosilevac and Koohmaraie (5}, who found that the volume of
enrichment medium added to beef trim and ground beef did
not affect the culture isolation of E. coli O157:H7 from the
samples. However, enrichment broths were not preheated
because their volume was very important compared with the
capacity of the incubators. As a consequence, the optimal
temperature for E. coli growth was reached after a longer
time. Our results could be validated by analyzing samples
with preheated broth in larger incubators.

Both the VIDAS ECPT UP and the noncommercial RT-
PCR method produced results comparable to those obtained
with the reference USDA-F51S method for the detection of
E. coli O157:H7 in ground beef. The VIDAS ECPT UP uses
a novel bacteriophage-derived recombinant receptor to
selectively capture the target. Rozand and Feng (32) found
that the phage ligand was highly specific for E. coli O157
and offered some advantages for the detection of atypical
0157:H7 strains. This novel assay has been validated by
both AFNOR and the AOAC Research Institute (Gaithers-
burg, MD). The RT-PCR assay targets the ifbg 57 gene for
the 0157 antigen (27) and uses primers and TagMan probes
to enahle specific detection.

By comparing analysis times and sample handling
capacity of the assays, we found that for 25-g samples, the
times to results were 7 h, 7 h 50 min, and approximately 48 h
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for the VIDAS ECPT UP, the RT-PCR assay, and the
USDA-FSIS method, respectively. For 375-g samples, the
analysis times increased to 25 h for both the VIDAS ECPT
UP and the RT-PCR assay because of the longer enrichment
time. However, regardless of sample size, both the VIDAS
ECPT UP and RT-PCR assay can perform the analysis
automatically within 60 min after enrichment, with a
maximum capacity of 30 samples for the VIDAS ECPT
UP and 26 samples for the RT-PCR assay in one run. In
contrast, the USDA-FSIS reference method requires a 24-h
enrichment step and the concentration of 30 samples, which
takes about 100 min when using two magnetic particle
concentrators, each fitted to handle 6 samples at a time (1 ).
Aminul Islam et al. (/) found that the USDA-FSIS reference
method also has a potential risk for cross-contamination
during the performance of immunomagnetic separation.

Compared with the USDA-FSIS reference method,
both the VIDAS ECPT UP and the RT-PCR assay are less
time-consuming and are fully automated and thus less labor
intensive. However, the routine use of DNA amplification
methods for detecting pathogens in foods continues to
provide technical challenges for diagnostic laboratories,
including the high costs of reagents, the need for DNA
extraction, and the abundance of components in foods that
can interfere or inhibit amplification.

In conclusion, the use of VIDAS tests with rapid results
(especially for 25-g samples) will be of great benefit for
food companies and diagnostic laboratories. In addition,
instead of testing 15 individual 25-g samples, testing of a
single 375-g composite sample would be easier, would
provide an economic advantage to the industry, and would
allow a more mpid turnaround time for test results, allowing
inventory reduction and reduced warehousing costs for food
companies and providing fresher products to consumers.

ACKNOWLEDGMENT

We thank Pr. J. Guezzo for critically reading the manuscript and
making several useful remarks.
REFERENCES
1. Aminul Istam, M., A. E. Heuvelink, K. A. Talukder, and E. de Boer.

2006, Immunoconcentration of Shiga wxin-producing Escherichia

colf ©157 from animal faeces and raw meas by using Dynabesads

anti—£. colf O157 and the VIDAS system. Inr. J. Food Microbiol

109:151-156.

Aslan, M., F. Nattress, G. Greer, C. Yost, C. Gill, and L.. McMullen,

2003, Origin of contamination and genetic diversity of Escherichia

caoli in beef cattle, Appl. Environ. Microbiol, 6927943794,

3. Barkocy-Gallagher, G. A, T. M. Anhur, M. Rivera-Betmcourt, X,
Nou, 8, D. Shackelford, T. L. Wheeler, and M, Koohmarnie. 2003,
Seasonal prevalence of Shiga toxin-producing Escherichia coli,
including O1537:HT7 and non-0157 serotypes, and Salmonella in
commercial beel processing plants, J. Food Prof, 6619781980,

4. Baylis, C. L. 2008, Growth of pur culmres of verocytotoxin
producing Escherichia coli in a range of entichment media. J. Appl.
Microbiol, 105:1259- 1265,

5. Bosilevac, J. M., and M. M. Koohmaraie, 2008. Effects of using
reduced volumes of nonselective enrichment medium in methods for
the detection of Escherichia coli O157:H7 from raw beef. J. Food
Pror. 71:1768-1773.

6. Cebula, T. A. W. L. Payne, ond P. Feng. 1995, Simultmneous
identification of straing of Escherdchia coli serotype O157T:HT and

=

20,

21,

DETECTION OF E. COLf O157:H7 IN RAW GROUND BEEF 11

their Shiga-like toxin type by mismatch amplification mutation
assay-—multiplex PCR. J. Clin. Microbiol. 33:248-250.

Chapman, P. A, A, T. Cerdun Malo, M, Ellin, R. Ashton, and M. A
Harkin. 2001, Escherichia coli OL57;H7 in cafile and sheep o
slaughter, on beef and lamb corcasses and in row beef and lamb
products in South Yorkshive, UK. fir. J. Food Microbiol 64:139—
150.

Debson, R. 2006, Report on E. coli outbreak recommends a review of
guidanee. Br. Med. J. 332:72,

Duffy, G., R. C. Whiting, and J. 1. Sheridan. 1998, The effect of a
competitive microflora, pH and empermure on the growth kinetics of
Escherichia coli O157MHT. Food Microbiol. 16:299-307.

Elder, R. 0., L. E. Keen, G. R. Siragusa, G. A, Barkocy-Gallagher, M.
Koohmaraie, and W. W. Laegreid. 2000, Correlation of enterchemor-
rhagic Escherichia coli O157 prevalence in faeces, hides and
carcasses of beef canle during processing. Proc. Natl, Acad. Sci,
USA 97:2999-3003.

Feldsine, P. T., D, E Kerr, 5. C, Leung, A. H. Liensu, R. F. Moser,
and L. A, Mui 2002, Visual immunoprecipitite assay eight hour
inethod for detection of enterohe morthagic Escherdohia ¢oli O157:HTY
in raw ond cooked beef (modification of AQOAC official method
o604k collaborative study. J. AQAC Int. 85:5.

Flores, R, A, and T. E, Stewart. 2004, Empirical distribution models
for Escherichia coli O137TH7 in ground beef produced by a mid-size
comimercial grinder, S, Food Sci. 69(3):MI12 1-M126,

Gillespie, L A.. 5. J, O'Brien, G. K. Adak, T. Cheasty, and G. A
Willshaw. 20035. Foodbore peneral outbreaks of Shiga toxin-
producing Escherichia coli 0157 in England and Wales 1992
2002: where we the risks? Epidemiol. Infect, 133 803808,
Gonthier, A., V. Guérin-Faublée, B. Tilly, and M. L. Delignete-
Muller, 2001, Optimal growth tempemmre of 0157 and non-0157
Escherichia coli stmins. Lett. Appl. Microbiol. 33:352-356.
Gooding, C. M., and P. V., Choudary. 1997. Rapid and sensitive
immunomagnetic separation-polymerase chain reaction method for
the detection of Esche Hehia coli O157:HT in raw milk and ice-cream.
J. Dairy Res. 648793,

Guetini, M. N., T. M. Arthur, 5, D. Shackelford, and M. Koohmuraie,
2006, Evaluation of Excherichia coli O157:H7 growth media for use
in test-and-hold procedures for ground beef processing. J. Food Pror
69:1007-1011.

Hancock, D. D., T. E. Besser, D. H. Rice, E, D, Ebel, D. E. Hemiot,
and L. V. Carpenter, 1998, Multiple sources of Escherichia coli 0157
in feedlots and dairy forms in the northwestern USA. Prev. Vet Med.
35:11-1%,

Hussein, H. 8., snd L. M. Bollinger. 2008, Influence of selective
media on successful detection of Shiga toxin-producing Escherichia
coli in food, fecal, and environmental samples. Foodhorne Pathog.
Dig. 5:227-244.

Morgan, D., C. P. Newman. D. N. Hutchinson, A. M. Walker, B.
Rowe, and F. Majid. 1993, Verotoxin producing Escherichia coli
0157 infections mssociated with the consumption of voghurt
Epidemicl. Infect. 111:181-187.

Murphy, M., A. Camoll, C. Walsh, P, Whyte, M, O'Mahony, W.
Anderson, E. McNamara, and 8. Fanning, 2007. Development and
assessment of a mpid method to detect Escherichia colf 026, 0111
and O157 in retail minced beef, Tnr. J. Hyg. Environ. Health 210:
155-161.

Nastijevic, 1,, R, Mitrovic, and S, Buncic, 2009, The occurrence of
Escherichia colf 0157 infon faeces, carcasses and fresh meats from
cattle, Mear Sci, doi:10,101 6. meatsci, 2008.12.007,

Nauts, M. I, and J. Dufrenne. 1999, WVadabiliy in growth
characteristics of different £ coli O15T:HT isolates, and its
implications for predictive microbiology. Quant. Microbiel. 1:137-
153,

Mielsen, M. E. and M. T. Andersen. 2003. Detection and
characterization of verocytotoxin-producing Escherichia coli by
automated 5' nuclease PCR assay, J. Clin. Microbiol, 41: 3884 2893,
Oberst, R, D, M. P. Hays, L. K. Bohra, R. K. Phebus, C. T.
Yaimashiro, C. Paszko-Kolva, J. A. Flood, J. M, Sarpeant. and 1. R.
Gillespie. 1998. PCR-based DNA asmplification and presumptive

122



12

28,

3l

i

SAVOYE ET AL.

detection of Escherichia coli O157:H7 with sn internal fluorogenic
probe and the 5° nuclease (TagMan) assay. Appl. Emviron. Microbiol.
6433803306,

Ogden. L. D.. M. F. Hepburn, and M. McRae. 2001. The optimization
of solation media used i ImmunomMagnetic separation methods for
the detection of Escherichia coli Q157 in foods. J. Appl. Microbiol.
91:373-370.

Pearce, M. C.. J. Evans, L 1. McKendrick, A. W, Smith, H. L Knight,
D. 1. Mellor, M. E. J. Woolhouse, G. J. Gun, and J. C. Low. 2006,
Prevalence und virulence factors of Escherichia coli serogroup 026,
0103, O111 and 0145 shed by cattle in Scotland. Appl. Environ.
Microbiol. T2:653-659.

Perelle, 5., F. Dilasser. 1. Grout, and P. Fach. 2004, Detection by 5°-
nuclease PCR of Shiga-oxin producing Escherichia coli 026, O35,
091, 0103, 0111, O113, 0145 and O157:HT, associsted with the
world s most frequent clinical cases. Mol Cell. Probes 18:185-
192,

Pritchard, G. C.. G, A. Willshaw, J. R. Bailey, T. Carson, and T.
Cheasty. 2000. Verocyiotoxin-producing Eschericlia coli 0157 ona
farm open to the public: outheak mvestigation and longitudinal
study. Ver, Rec. 147:259 264,

Renter, D. G., J. M, Sargeant, R. D, Oberst, and M. Samadpour.
2003, Diversity, frequency and persistence of Excherichia coli 0157
straing from mnge cattle environments, Appl. Environ. Microbiol. 69:
542547,

Riley, L. W., R. 5. Remis, 5. D. Helgerson, H. B. McGee, 1. G.
Wells, B. R. Davis, R. J, Hebert, E. §. Olcott, L. M, Johnson, N, T.
Hargrett, P. A, Blake, snd M. L. Cohen. 1983. Hemorrhagic colitis
associsted with a rare Escherichia colf serotype. N Engl. J. Med. 308:
68 1-683.

Rosset, R., and P, Lameloise. 1989, Condifionnement sous vide
(viande, poisson, plats cuisings), Minisiére de I'sgriculture, Centre de
Documentation Internationale des Industries Utilisatrices de Produits
Agricoles, Association pour la Promotion des Industries Agricoles,
Paris.

Rozand. C.. snd P. C. H. Feng. 200%. Specificity analvsis of a novel
phage-derived ligand in an enzyme-linked fluorescent assay for the

33

3T,

38,

39,

40,

41

J. Food Prot,; Vol. 74, MNo. 1

detection of Escherichia coli O157:H7. J. Food Prot. T21078—
1081,

Sarimehmetoglu, B, M. H. Aksoy, N. D. Ayaz, Y. Ayaz, O, Kuplulu,
and Y. Z. Kaplan. 2009, Detection of Escherichia coli 01537:H7 in
ground beef using immunomagnetic separation and multiplex PCR.
Food Control 20:357-361.

Senne, M. M., and 8. E; Gilliland. 2003. Antagonistic action of cells
of Lactobacillus defbrueckii subsp. lactis against pathogenic and
spoilage mictoorganisms in fresh meat svstems, J. Food Prot, 66
414425,

Tamplin, M. L. 2002, Growth of Escherichia coli O157:HT in raw
ground beef stored at 10°C and the influence of competitive bacterial
flora, strain varintion, and fat level. J. Food Prot. 65:1535-1540.
Tsai, W-L., C. E. Miller, and E. R. Richter. 2000, Detznmination of
the sensitivity of arapid Esche richia coli O157:H7 assay for testing 375-
gram composite samples. Appl. Environ. Microbiol. 66:4149-4151.
Upton, P, and 1. E. Coia. 1994, Outhreak of Escherichia coli 0157
infection associated with pasteurised milk supply. Lancer 344:10135,
U.5. Depamment of Agricolure, Food Safety and Inspection Service.
1994, Microbiological testing program for E. coli O157:H7 in mw
ground beef. U.S. Department of Agriculture, Food Safety and
Inspection Service, Washington, DC.

U.S. Depanment of Agriculture, Food Safety md Inspection Service,
2000, Procedure for detection, isolation and identification of
Escherichia coli O15THT from mext products. chap. 5.04. In
Microbiclogy labomtory guidebook, U.S, Department of Agriculiure,
Food Safery Inspection Service, Washington, DC. Available at; hop:/f
www.fsis.usda pov/ScienceMicmbiological_Lab_Guidebook/ Ac-
cessed 15 November 2010,

Vimont, A, C. Vemozy-Rozand, M. P. Montet, C. Lazizzera, C.
Bavai, and M. L. Delignetie-Muller, 2006, Modeling und predicting
the simultaneous growth of Escherichia coli O157:HT and ground
beef background microflora for various enrichment protocols. Appl.
Environ, Microbiol. 72:261-268,

Vold, L., A. Holck, Y. Wasteson, and H. Nissen, 2000. High levels of
background flora inhibits growth of Escherichia coli O153T:HT in
ground beef. Int. Food Microbiol. 56:219-225.

123



4. Conclusion

La maitrise du risque lié au pathogdnecoli O157:H7 est un probléme de santé publique ;
plus particulierement dans le cas de la viande dadmaiche car il s’agit d'une denrée
périssable avec une durée de péremption trés cderterdre de quelques jours. Il apparait
donc important de fournir aux industriels de I'agiomentaire des outils performants et
rapides permettant la détectioredcoli O157:H7 dans la viande hachée et ceci afin d’assur
la sécurité du consommateur.

Le but de cette étude était donc I'évaluation dedogpmances de deux de ces outils, le
VIDAS ECPT UP et la RT-PCR, par rapport a la mééhdd référence (IMS).

L’analyse d’'une prise d’essai de 25¢g grace au VIDEEPT UP présente I'avantage d’étre
tres rapide. La cinétique effectuée a montré que f@s échantillons de 25¢g, quelque soit le
type de viande de boeuf testé, un enrichissemer@hden EPT préchauffé a 41.5°C est
suffisant pour détecter IS coliO157 :H7 avec le VIDAS ECPT UP. Ces résultats éugyg
gue malgré I'hétérogénéité de la microflore présemdns les différents échantillons, les
conditions d’enrichissement choisies ont permis wneissance suffisante dds. coli
0157 :H7 pour leur détection.

Concernant les échantillons de 375g, un enrichisaérde 24h en EPT supplémentée en
vancomycine a été nécessaire pour permettre |la&tidtedes souches de coli 0157 :H7
dans les différents types de viande. Les mémedtatsont été obtenus aussi bien avec le
VIDAS ECPT UP gu’avec la RT-PCR. Ces deux méthamigsmontré une bonne sensibilité
dans la mesure ou les échantillons avaient étérears=s a faible niveau. Pour des raisons
economiques et de praticabilité d’analyse, nousiav@valué un ratio échantillon/volume du
bouillon de 1/4 pour les analyses des échantiltn875g. Les résultats obtenus apres 10 ou
24 h d’enrichissement n‘ont pas mis en évidencedifi&rence entre ces deux ratios
contrairement a ce qu’on aurait pu imaginer. Epteffne dilution au 1/10 aurait pu donner de
meilleurs résultats puisque la flore annexe, ledéoubes de gras ainsi que les autres
inhibiteurs présents se trouvent alors plus dilués.

Notons également, que le temps d’enrichissemergitaprobablement pu étre diminué en
préchauffant nos bouillons dans des étuves. Mathusement, les volumes étaient tels que
nous n’'avions pas les équipements nécessaires Ipdaire. La température optimale de
croissance dek. coli a donc pris plus de temps pour étre atteinteenhis intéressant de

pouvoir réaliser de nouvelles expérimentations dahsit de confirmer cette supposition.

124



Cette étude a finalement montré que les deux méthédaluées : le VIDAS ECPT UP et la
PCR en temps réel ont donné des résultats comparabteux obtenus avec la méthode de
référence (IMS) apres 24 h d’enrichissement pouedherche deg. coli 0157 :H7 dans la
viande de beeuf. Toutefois, le VIDAS ECPT UP et e FIRCR requiérent moins de temps et
de main d’ceuvre puisqu’elles présentent I'avantd@ére automatisées. Précisons tout de
méme que malgré leur efficacité, ces automatesuortoup élevé. Concernant la méthode
PCR, elle nécessite en plus d'utiliser des techesgdiextraction d’ADN en amont et des
réactifs qui s’ajoutent au colt déja important ‘detbmate en lui-méme. Notons également
gue l'interprétation des résultats est plus diicLes laboratoires de diagnostic doivent donc
prendre en compte tous ces parameétres avant ddedégielles méthodes ils utiliseront pour

leurs analyses de routine.
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CHAPITRE 4: Mise au point dun test
permettant de concentrer les 5 sérogroupes de
E. coli majeurs selon 'AFSSA (VIDAS ESPT)

1. Introduction
Nous avons souligné que. coli O157 :H7 est identifié¢ comme le chef de file dGEGS
puisqu’il est a I'origine de nombreuses épidémieBFSA recommande donc aux industriels
de l'agro alimentaire d’axer principalement leunsalgses sur ce seérotype. Néanmoins,
d’autres épidémies ont été liées a la consommataiments contaminés par des souches de
E. coli appartenant & d’autres sérotypes. Ainsi, TAFSSAéfini 5 sérotypes considérés
comme pathogenes, et 'EFSA indique que la recleedds STEC pathogénes pourrait étre
étendue aux sérogroupes 026, 0103, 091, 0145 «t. 011
Un projet de norme du groupe de travail CEN TC27GBNa ainsi vu le jour. Il est
actuellement soumis a I'lSO pour évaluation. ligfa’'une méthode horizontale basée dans
un premier temps sur une PCR en temps réel desiiméehercher les facteurs de virulence
eaeetstxpuis les genes codant les antigénes somatiques sfgsgroupes 0157, 026, 0103,
0145 et O111 dans les bouillons d’enrichissemestrdatrices alimentaires. Cette étape est
suivie, si les PCR se révelent positives par ug@estde confirmation visant a isoler les
souches suspectées d’étre présentes. Cette étgpp@iecnme technique difficile a mettre en
ceuvre par les industriels ou laboratoires de reutifiMS. Cette technique qui est lourde,
fastidieuse et peut générer des contaminationséesine permet un isolement des STEC que
sérogroupe par sérogroupe.
La technique présentée ci-dessous est une méthadmatisée utilisant le VIDAS, et qui

permettrait de détecter et d’isoler par concernadies 5 sérogroupes en méme temps.

Une étude préalable a été nécessaire afin d’évaldariduellement les nouvelles protéines
de phage que BioMérieux souhaitait utiliser pounlae au point de son nouveau kit VIDAS.
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2. Etude préalable a I'élaboration des cénes 5 s@mupes

2.1. La technologie : des protéines de phage

Les fabrications de protéines de phage n’ont pagseéslisées au cours des travaux de cette
thése. Certaines étapes sont d'ailleurs restédideatielles. Cependant, il nous est apparu

intéressant de présenter de maniere succinteteetteologie.

Les bactériophages sont des virus trés spécifiquesfectent exclusivement les bactéries.
lls ont recours a des structures d’adhérence potixer a leurs bactéries hotes. Dans le cas
du VIDAS ESPT, des protéines de liaison spécialesgnant des bactériophages sont
utilisées pour la capture et la détection cibléesbdctéries présentes dans un échantillon
(Figure 30). Cette technologie offre une sens@iéit une spécificité de trés haut niveau par
rapport aux anticorps qui étaient utilisés auparava
Les bactériophages font partie des formes de \deplas abondantes du globe et sont
programmeés exclusivement pour infecter et idemtiés bactéries hotes. Les phages évoluent
avec les bactéries depuis plus d’'un milliard d’amét sont capables de survivre dans les
environnements les plus extrémes comme le sofldeBets d’origine animale ou les intestins.
Les travaux de recherche montrent que les phad@eshobtin certain nombre d’avantages par
rapport aux anticorps, comme une spécificité gbauvoir de fixation supérieurs, lors de leur
utilisation dans les systémes de tests microbiglogg. Il semblerait que les protéines de
phages fournissent des performances robustes dansomhbreuses applications, mémes
lorsqu’elles sont exposées aux matrices alimemstééeplus difficiles et les plus complexes.
Il faut savoir que les protéines de phage noustnfournies par une société allemande qui
travaille en partenariat avec bioMérieux et quibéla les protéines de phage de la facon
suivante :

= Dépistage et identification des phages spécifigdesl’agent pathogéne

d’intérét

= Seéquencage de la protéine

= Clonage

= Production et purification de la protéine recomhiea

= Etiquetage de la protéine recombinante.
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Figure 30: Les différentes parties d'un bactériophage

2.2. Détermination des concentrations nécessaines l¢ cone

- Fabrication des cones
L’élaboration du cone contenant les protéines degelctiblant les 5 sérogroupes Hecoli
s’est fait en plusieurs étapes.
Les performances des protéines de phage de chamgr@upe ont été évaluées par rapport a
celles des anticorps qui étaient précédemmentésili Pour se faire des coating ont été
réalisés : pour chaque sérogroupe, d'une part @éi@sssde cones contenant les protéines de
phage a différentes concentrations, et de I'autee série de cbne contenant I'anticorps a la
concentration que l'on connaissait comme optimaie &é fabriqguées. Précisons que les
cOnes étaient coatés avec un seul type de phagjamticorps pour cette premiere partie.
Un coating se déroule en trois étapes :

- jour 1 : sensibilisation des cones en BSA-biotiaylé

- jour 2 : sensibilisation des cOnes en streptavidiaes un premier temps puis en

anticorps ou protéines de phage.

- jour 3 : séchage et ensachage des cbnes
- Protocole d’évaluation des cbnes phage vs antiqs

Ces différents cénes ont ensuite été évalués psrsoms ainsi que ceux de la société
bioMérieux. Les travaux ont été réalisés sur dagllbas de souches pures a différentes
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concentrations : des souches spécifiques pour @viaisensibilité (Figure 31) et des souches
non spécifiques pour évaluer la spécificité (FigB2¢. Ces souches sont répertoriées dans le

tableau en annexe (annexe 3).

Gamme de dilution sur souches pures 107 a 102 UFC/ml

! |

Conirile de 1'inoculum: Cimnes Cines
Dénombrements phages anticorps
Immuno- Immuno-
conceniration conceniration

Figure 31 : Protocole d'évaluation de la sensibilé

Tests de souches (autres que celles recherchées)

1 colonie dans 9mL EPT-18/24h a37C

{ {

Cimes Cines
phages anticorps
I.m.m@nu Immaune-
conceniration conceniration

Figure 32 : Protocole d'évaluation de la spécifici

2.3. Performances des cOnes coatés avec les ppagegpport a ceux avec les

anticorps et choix des concentrations optimales.

Ces différentes études nous ont permis d’obtesirdsultats suivants :

Tableau 14 : Performances des protéines de phagexaconcentrations choisies.

Sérogroupes 026 | 0103 | 0111| O145| O157

[c] optimale choisie (pug/mL) 0.5 0.5 0.4 1.256 0.9

Sensibilité VIDAS (UFC/mL) avec les cones phagds ° 10 |10F |10 |10

Sensibilité VIDAS (UFC/mL) avec les cones anticorg®’® | 16¢ | 10° | 10° | 10°
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La comparaison des deux formats de cone a permmsetiee en évidence que les protéines de
phage ont une sensibilité meilleure ou égale & ckdk anticorps. De plus, les expériences ont
permis de déterminer les concentrations optimalaslisation en protéines de phage de
chaque sérogroupe : de 0.3 a 1.25 ug/ml. A ceseotrations, les limites de détection par
concentration des bactéries sont comprises del®OUFC/ml en fonction du sérogroupe
(Tableau 14).

Concernant la spécificité de ces protéines de plaligeest assez bonne puisque seulement le
Citrobacter en petite quantité est apparu sur les géloseseetdas souches d& coli non
spécifiques testées. Ces résultats se sont rgp@iésoutes les protéines de phage testées sauf
celles ciblant le€. coli O157. Ce phénomene peut s’expliquer par le fait ¢gs souches
étaient extrémement concentréed (* UFC/mL).

Une fois les concentrations optimales définiegetiésts de spécificité terminés, une nouvelle
série de cones coatés avec les 5 types de phagefabéquée et évaluée au cours de mes

travaux.

3. Evaluation du nouveau test de concentration

3.1. Résumé

Escherichia coliO26, 0103, 0111, 0145 et O157 sont les cing séupgs majeurs définis
par TAFSSA comme étant les plus souvent assocaigdrdections d’origine alimentaire. Les
contaminations par le€. coli entérohémorragiques (EHEC) sont la premiére cause
d’insuffisance rénale chez I'enfant. A I'originesdépidémies les plus connues, la viande de
bceuf hachée peu cuite est le plus souvent incremithést donc essentiel pour les industriels
de la filiere d’avoir a leur disposition un protéeale détection efficace des 5 sérogroupes de
E. colipointés du doigt.

L'objectif de cette étude était I'évaluation d’'umuveau test de concentration automatisé
(VIDAS ESPT). L'originalité de ce test repose sutilisation de protéines recombinantes de
phage.

Dans un premier temps, la spécificité du cone amdb 5 sérogroupes a été évaluée sur un
panel de 50 bouillons de cultures puresEdeoli 026, 0103, 0111, 0145, 0157, STEC et
non-STEC. La sensibilité des cones a égalemeréwtiéée sur des cultures pures ou non de

E. coli. Puis ce nouveau test a été employé sur des memtmle viandes bovines
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expérimentalement ensemencées avant ou aprés isgeitient. Durant cette étude, les
performances du VIDAS ESPT ont été comparées ascaé I'I|MS.

Les dénombrements des solutions concentrées obtaptes un VIDAS ESPT sont
comparables a ceux obtenus avec I'lMS. Cependesfyéloses obtenues avec le test VIDAS
présentent une concentration moins importantecga #nnexe par rapport a celles de I' IMS.
Le VIDAS ESPT semblerait avoir une meilleure sgéitd que I'lMS.

L’étude sur les gammes de dilution de cultures pdesE. coli spécifiques a mis en évidence
un seuil de sensibilité du test avoisinant-10° UFC/mL. Lorsque la méme étude a été faite
sur les dilutions deE. coli spécifiques réalisées dans des bouillons de sesucioa
spécifiques, le seuil de sensibilité est dedad UFC/mL selon les sérogroupes.
Concernant les évaluations réalisées sur matrigpérinentalement ensemencées, le test
s’est révelé étre assez sensible pour l'isolemeritas faibles niveaux de contamination (1 a
5 UFC/25q). Le VIDAS ESPT s’est de plus révéelé avgs performances semblables ou

meilleures a celle de I'IMS lors de I'étude sur fhestrices naturellement contaminées.

Le VIDAS ESPT semble étre un outil rapide et simgleatilisation pour la concentration
simultanée deg&. coli appartenant au « gang des 5 » présents initialeman faible niveau
dans les aliments. Utilisé pour la confirmationrdésultat de détection positif, il facilitera
grandement l'isolement et I'identification des shes suspectes. Notons que contrairement a
I'IMS, ce test présente I'avantage de pouvoir coireg les 5 sérogroupes en une fois. Il
permet ainsi d’améliorer la gestion du risque pgéime, ce qui représente un avantage évident

pour les industriels.

3.2. Publication n°3
Cette étude a fait I'objet d’'un article qui seransis prochainement dans « Journal of Food
Protection » et de deux posters présentés a I'lAlRRernational Association for Food
Protection) en aodt 2010 a Anaheim (Californig)ngxe 9) et au congrés Food Micro en

Aodt 2010 a Copenhague (Danemark) (annexe 10).
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ABSTRACT

Shiga toxin-producingscherichia col(STEC) that cause hemorrhagic diarrhoeal disease an
Haemolytic and Uremic Syndrome are associated waime predominant serotypes: 026,
0103, 0111, 0145 and O15IMhis study was designed to develop and optimizaeuaomated
immuno-concentration dE. coli 0157, 026, 0103, 0111 and 0145 with the use dfipe
recombinant phage proteins for capture. Immuno-eotation specificity was evaluated with
50 pure culture strainse( coli 0157, 026, 0103, 0111, 0145, STEC and non-STEC).
Sensitivity of the method was determined using npeatiucts enriched in buffered peptone
water (BPW) and experimentally inoculated with lowmber of STEC (10to 10 CFU/ml)
just prior to applying the immuno-concentration hoet. The method was then evaluated on
food samples artificially contaminated with streksells and enriched in BPW for 24 hours
at 41.5°C.The inclusivity and exclusivity study clearly shathat the method was highly
specific for the targeted strains. The immuno-cotraéion was shown to be sensitive enough
for isolation of very low levels of cold-adaptedasts (1 to 5 CFU/259) in artificially

contaminated foods after enrichment.

INTRODUCTION

STEC that cause hemorrhagic diarrhoeal diseasdHardolytic and Uremic Syndrome are
associated with some predominant serogroups suhl&g, 026, 0103, 0111 and O145.
These serogroups have been referred to as “the gafige” (Beutin, 2006). Their high
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virulence status means that absence of these pativdg) coli strains must be guaranteed to
ensure a safe release of foods. Altholghcoli O157:H7 has remained as the prototypic
EHEC strain since the early 1980s (Dobson, 2006gstoet al, 1993; Pritcharet al, 2000;
Riley et al, 1983; Upton and Coia, 1994; Vimeettal, 2006), otheE. coli serogroups such
as 026, 0103, O111 and 0145 have also been imgdicatoutbreaks (Pearet al, 2006).
Only a few food laboratories screen for these ndBOSTEC, mainly because of the absence
of a specific International Organisation for Stamisation (ISO) method (ISO 2001).
Moreover, non-0157 STEC strains are a heterogengroup which display a broad range of
both genotypic and phenotypic differences (Schreidal, 1999; Bettelheim 2000; 2003;
2007).

In the National Reference Laboratory, the deteatibnon-O157 STEC in foods is carried out
using a combination of PCR and DNA probe technidquoegetect Shiga toxin genes and other
specific base mutations (Willshaat al, 2001). These tests are not routinely available i
laboratories. However, an immuno magnetic separatethod using beads coated with
antibodies specific t&. coli 026, 0103, O111 and 0145 has been describeddasdtation

of these serogroups (Jenketsal, 2003).

This study was designed to develop and optimizeaatomated immuno-concentration
method on the VIDAS system fé&. coli 0157, 026, 0103, O111 and 0145 (VIDAS ESPT)
with the use of specific recombinant phage protéansapture. The aim of the method is to

facilitate the isolation of these specific STEGsts from enriched food products.

MATERIALS AND METHODS

This study was designed to demonstrate the fedgibil the immuno-concentration method
and to evaluate its sensitivity and specificity.e$@ various parameters were evaluated on
pure broth suspensions of the specific STEC straits on artificially inoculated raw beef

samples.

- STEC strains
The strains used (table 1) were isolated from warisources during previous studies and
characterized by PCR and RT-PCR. One PCR assaysesto test for the +Q3dA base
mutation which is specific for O157:H{Cebulaet al, 1995) and for the O15ib gene
(Perelleet al, 2004). For the others straingzx(026),wbdl (0111),ihpl (0145) (Perellest
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al., 2004) andvzx(0103) (Perellest al, 2005) were used to identify the specific serageo
All strains were maintained and stored at -80°C.

Table 1: Strain collection tested.
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Strains

reference origin
E. coli 026 64.36 "Roquefort” type cheese
191.2 "Roquefort” type cheese
BPO26 human
52.4 cream cheese
60.1 milk
84.3 cow
864-11-2-1 "Camembert" type cheese
261-11 milk
4198-6 ripening cheese
9003-2 "Camembert" type cheese
E. coli 0103 85.56.11 unknown
272.1. "Roquefort” type cheese
561.3 "Roquefort” type cheese
182.1 "Roquefort” type cheese
30/61 "Roquefort” type cheese
3925-C raw milk cheese
PIC1 human stool (HUS)
09340 "Laguiole” type cheese
11-1 burger (HUS Rouen)
5609-1 cake batter
E. coli O111 13042010 C08 interlaboratory study
interlaboratory study (BP)
0111-2007 unknown
54159 unknown
E. coli 0145 181.3 "Roquefort” type cheese
PH27 interlaboratory study (BP)
F95.320 cheese
13042010 C08 interlaboratory study
0145-2007 unknown
4811 unknown
18981-1 unknown
E. coli 0157 721.4 "Roquefort” type cheese
40.36.1 "Roquefort" type cheese
130/42 "Roquefort” type cheese
A33.35 bovine faeces
LS27 food (St Louis)
LS32 human (France)
071011-35238-1 raw ground beef
44*12-26 1 raw ground beef
76234 ECO O157H7 goat cheese
26EC9-2 frozen minced meat
E. coli 0113 V2 treatment clarifier
E. coli O76 V4 plant aerator
E. coli V11 pork faeces
E. coli V17 faeces
E. coli V18 faeces
E. coliO174 360A/1 raw milk cheese
E. coli V1 unknown
Staphylococcus STA unknown
Citrobacter C8 unknown
E. coli 484 unknown
E. coli V21 unknown
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Fourty-one strains dE. coli and eleven other strains were used for sensitanty specificity
studies).

For the specificity study, th&. coli strains were individually cultured in buffered BPW
(bioMérieux, Marcy-I'Etoile, France) at 37°C for 1& 24 hours.

For the sensitivity study, broth samples were #gridiluted in tryptone salt and used
individually or mixed with non specific bacteriaOFLCFU/mL non specific bacteria/i0
CFU/mL STEC).

- Samples
25 g samples of fresh raw ground beef artificiatigculated and uninoculated were tested.
The percent fat in the meat samples varied from Beo.

- Inoculation of samples
For pre-enrichment inoculation, the strains wepkudated individually in the beef sample at
a level of 1-5 CFU/25g sample. To determine théraainbers in the initial inoculum, 100 pl
aliquots from 18, 1, 100 CFU/ml serial dilutions were plated on Tryptic Ségar
(bioMérieux), incubated at 37°C for 24 hrs and d¢edn One sample of each type of beef
sample was left uninoculated and used as negatwerat. After homogenisation, the
stomacher bags were stored overnight at 4°C toadégt the strains.
For post-enrichment inoculation, the strains weaculated individually in enrichment broth
at a level of 10to 10 CFU/mL.

- Enrichment protocol
Two enrichment media were tested: BPW without aotiks and mTSB (modified Tryptone
Soya Broth) with novobiocine (12 mg/L) which is oeemended for the ISO method using
IMS for O157:H7.
More precisely, 225ml of each evaluated enrichnbeoth was added into the stomacher bag
containing 25g of beef sample. After homogenisatiba stomacher bags were incubated for
18-24 hours at 41.5°C for BPW and 37°C for mTSBwibvobiocine.

- Analytical methods

* VIDAS ESPT
VIDAS ESPT is an automated immuno-concentrationhae@tusing recombinant phage
proteins to specifically capture and concentiatecoli 026, 0103, 0111, 0145 and O157.
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For analysis, 800uL of enrichment broth is usedpé&form the VIDAS ESPT method
according to the manufacturer’s instructions.

The VIDAS ESPT kit includes two ready-to-use comgus: the Solid Phase Receptacle
(SPR) which is coated with specifie. coli 026, 0103, 0111, 0145 and O157 phage
proteins, and a strip which contains all the wasth r@lease solutions.

The concentration is fully automated and perfornmed0 minutes using the VIDAS or mini-
VIDAS instrument. The immunoconcentrated solutisnthen plated on specific isolation

media.

* Isolation media
After the VIDAS ESPT protocol, 100 pL of the immwoncentrated sample is plated on
specific media: ChromID O157 (BioMérieux, Marcy ttie, France) forE. coli 0157
isolation, Coli ID (BioMérieux, Marcy I'Etoile, Frece) and Bjorn Possé medium (Possé

al., 2008) for the other serogroups.

« IMS
After 24hours of mTSB + novobiocine enrichment, IMBing beads from Dynal®
(Invitrogen Dynal AS, Oslo, Norway) coated with aiype of specific antibodies against the
serotype of the strain used for inoculation of saenple was performed. IMS was carried out
for the five serotypes. IMS was performed accordonghanufacturer’s instructions. Resulting
IMS solutions were plated onto selective agar meldgiscribed above. The performance of

this manual method was compared to the automatbASIESPT.
RESULTS
- Sensitivity and specificity study on pure culture gains
The specificity study showed only two non specbacteria with VIDAS ESPT assay. All

results are detailed in table 2.

Table 2: Specificity results of VIDAS ESPT on brethf STEC and non-STEC strains.
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Number Detected after

Strains tested  VIDAS ESPT
E. coli 026 10 10
E. coli 0103 10 10
E. coli 0111 4 4
E. coli 0145 7 7
E. coli 0157 10 10

Others Citrobacter, E.

coli, Staphylococcus.) 11 2

The sensitivity study performed on the dilutiongafe cultures of STEC showed a threshold
of the VIDAS ESPT around #.0° CFU/mL. The same study made with dilutions of #jec
STEC strains mixed with non-specific bacteria, shdva sensitivity threshold of the test
between 1Hand 18 CFU/mL according to serogroups (Table 3).

Table 3: Threshold concentration for VIDAS ESPThooths of STEC and non-STEC strains.

Serogroup 026 0103 01110145 0157

ESPT sensitivity (CFU/mL) pure 16
broth suspension of STEC
ESPT sensitivity (CFU/mL) broth
suspension of STEC with another10® 1¢* 100 10 109
non-STEC bacteria

¢ 100 10 10

The threshold was determined as soon as spect#instwere isolated on plates

- Sensitivity study on artificially inoculated samples
The assay performed post-enrichment, on artificimbculated samples showed a sensitivity
threshold of the VIDAS ESPT fdt. coli026, 0103, 0111, 0145 and O157 research around
10°-10* CFU/mL according to the serogroups. With the IMSthod the results showed a
sensitivity threshold of 810° CFU/mL according to the serogroups (Table 4).

Table 4: Performance of two immuno-concentrationhmds: VIDAS ESPT and IMS, for the

isolation of “gang of five” in post enriched rawogind beef samples artificially inoculated.
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i Dilutions (CFU/mL
E. coli Methods ( )

strains 0 10* 10° 10°
026 V|DA”\S/| SESPT ++ : ++ -
0103 V|DA|\'\S./| SESPT ++ : ++ -
+ + - -

o111 VIDAl\'\SASESPT : : _ _
+ + - -

0145 V|DA|\I\S./I SESPT : _ _ _
+ + + -

0157 V|DA”\S/I SESPT : : _ _

+: all tested strains were found on the isolati@dm

- . at least one of the strains was not found erigblation media

The assay performed on artificially inoculated sk®p(l to 5 CFU/25g) followed by
enrichment showed high sensitivity for the isolataf STEC strains both the VIDAS ESPT
and IMS methods. Five strains of each serogroupeviested and all were isolated after
VIDAS ESPT and IMS methods. Compared to traditidv® plates, VIDAS ESPT method
gave less background flora. VIDAS ESPT automatethategreatly facilitated the recovery

of serogroups of interest.

DISCUSSION

Escherichia coli O157:H7 is the predominant and most virulent $getof STEC.
Nevertheless, other non-O157 serogroups, inclu@fg, 0103, 0111 and 0145 have been
associated with occasional outbreaks human dissasporadic cases. Sensitive and rapid
detection methods for these five serogroups amnéatfor the food industry to ensure a safe
food supply.

Diagnostic procedure for STEC has been developédapty for E. coli O157:H7. All
existing validated methods research this serogr@gpection of non-0157 STEC relies on
direct analysis of colonies on plates of limitedesgvity or by immunoblotting or DNA
probing. Immuno magnetic separation (IMS) is usgdselective concentration of serogroups
026, 0103, 0111, 0145 and 0157 from pre-enrichetpkss to assist in plate isolation.

The VIDAS ESPT is a new method, allowing immuno-wamtration of the “gang of five”
simultaneously using a new technology of phage mémoant protein. This specificity of
phage is the result of billions of years of evaloairy pressure between the phage and the host
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bacteria and the ability of producing recombinahtge proteins for specific capture of
bacteria must be considered as a tool with unedalproperties for bacterial detection
methods.

This novel phage immuno-concentration method waspawed to IMS. Nevertheless, with
IMS method, serogroups are immuno-concentrated raegha The IMS reagents are
serogroup specific while with the VIDAS ESPT immurmncentrates refine serogroups
simultaneously. One must be aware that this temt mutomated system.

This study was designed to compare the VIDAS ESRI IBMS method for their ability to
enrich the levels of STEC in samples after enriamm®ensitivity and specificity studies were
realised on pure cultures and on artificially inleted meat samples.

For the specificity study, the non-specific straimsre tested at high concentrations ®(10
CFU/mL). We could conjectured that the two straj@srobacter and “V21'E. coli) were
found positive with the VIDAS ESPT because of shagh concentration. In this context,
specificity of the VIDAS ESPT foE. coli 026, 0103, 0111 and 0145 could be enhanced by
the introduction of more selective media. More dmmated media are needed for the
detection ofE. coli 026, 0103, O111 and O145. Hiramatdual have shown that many
strains ofE. coli 026 do not ferment rhamnose. This finding suggestat MacConkey agar
containing rhamnose may be used to enhance thetidetef this serogroup from faecal and
food samples (Hiramatset al, 2002). Possét al (2008) described a new differential and
confirmation media for 026, 0103, 0111, 0145 an&Disolation from food or faeces.

Our study showed that both the VIDAS ESPT and IM&huods produced comparable results.
However with VIDAS ESPT, less background microflakas presented on the selective
plates. Sensitivity thresholds were around OFU/mL in pure culture mixed or not, and
approximativelyl® CFU/mL in artificially inoculated meat samples.

VIDAS ESPT showed some variability in the senstiyithreshold between serogroups both in
pure culture and in beef matrices tested. Multfptors might explain the difference in cell-
capture efficiency. For example, interference fraommponents of the ground beef (fat
molecules, background microflora...) might interadthmthe phage protein or the surface of
the bacteria, which may block the binding. The afaility in sensitivity between serogroups
could be explained by different affinity constabetween the phage protein and the specific

bacterial binding site.
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IMS sensitivity may also be affected by the beagiganism ratio used the enrichment broth,
and the problem of non-specific adsorption to thegnetic beads (which can be reduced by
the use of a low ionic strength solution in the I®cedure and washing).Other studies have
evaluated the efficiency of IMS: the 026 and Ol1WMSIbeads have been evaluated for the
detection of these STEC serogroups in vegetablefriova and Safarik, 2001) and 0103
IMS beads have been used to de®@t03 serogroup in sheep faecal samples (Urehl,
2002). Safarikova and Safarik (2001) found that IM&eased the isolation &. coli 026,
0103 and O111 in vegetables with 93-100% of sammbegive by IMS compared to 36-93%

using direct culture.

Our study showed that the VIDAS ESPT can perforne timmuno-concentration
automatically within 60 min for the five serogrougported, with a maximum capacity of 30
samples in one run. In contrast, for the IMS mettiwconcentration of 30 samples for one
serogroup takes about 100 min when using two magpatticle concentrators, each fitted to
handle 6 samples at a time (Aminul Islatmal, 2006). Aminul Islanet al (2006) found that
IMS method also has a potential risk for cross-aombation during the performance of
immunomagnetic separation. Compared with IMS metlioel VIDAS ESPT are less time-

consuming and are fully automated and thus less labensive.

This study has demonstrated that the VIDAS ESRIgsomising tool to isolate. coli 0157,
026, 0103, 0111 and 0145 from food in a single \gs$acilitates their subsequent

identification on selective agar plates.

This test could be used as a sample preparaticrder to establish pathogenic status of
enrichment broth with a PCR assay. It would redutiezl number of non-relevant PCR
positive results and so the number of confirmatidhis automated method will provide
technical and economic advantages to the food tnddisr routine testing by reducing the
number of false positive PCR screen samples thed me@ be run through the confirmation

process. Works are underway in order to validadsdldata.
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3.3. Conclusion

Escherichia coliO157 :H7 est le sérotype prédominant et le plusilemt des STEC.
Néanmoins, d’'autres sérogroupes comme 026, 01123,00145 ont été associées a des
épisodes occasionnels ou sporadiques de maladieaites. La mise au point de méthodes
de détection sensibles et rapides pour ces 5 stnogs est donc essentielle pour I'industrie
agro-alimentaire afin d’assurer aux consommateesspdoduits sains.

Le VIDAS ESPT est une nouvelle méthode, permettanbncentration du « gang des 5 » en
une seule fois et utilisant une nouvelle techn@odes protéines de phage. Les protéines de
phage ont montré dans de précédentes études dbomess performances notamment en
terme de spécificité et sensibilité du phage ciblansérogroupe 0157 (Rozand and Feng,
2009).
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Cette nouvelle méthode de concentration peut @meparce a celle de I'lMS parce qu’elle
repose sur le méme principe. Toutefois, 'IlMS n’iomm-concentre qu’un sérogroupe a la
fois alors que le VIDAS ESPT permet la concentraties 5 sérogroupes en méme temps.
Cette nouvelle technique présente également I'agand’étre automatisée.

Cette étude avait pour but de comparer les perfocesgmen termes de sensibilité et spécificité
du VIDAS ESPT et de I'IMS pour la recherche de liestniveaux de STEC dans les aliments.
Pour la spécificité, le VIDAS ESPT et I'IMS ont ntod des résultats semblables. Toutefois
aprées un VIDAS ESPT les géloses obtenues présentaieins de flore annexe que celle
réalisées apres un IMS. Néanmoins, notre étuderdarénque la spécificité de ces méthodes
pourrait étre améliorée par I'utilisation de gémskisolement plus sélectives et spécifiques.
Pourtant, a ce jour, il n'existe aucun milieu sfi§ae disponible pour les STEC non-0157.
La difficulté d’élaboration d’'un tel milieu résidgans le fait que ces sérogroupes ont des
caractéristiques biochimiques et des besoins diitér Possét al. (2008) a mis au point une
gélose permettant le développement et la difféatioei des sérogroupes 026, 0103, 0111,
0145 et 0157 a partir d’échantillons d’alimentsdeumatieres fécales.

Cette étude a également permis d’établir le semilkensibilité du VIDAS ESPT pour la
recherche des 5 sérogroupes de STEC. Celui-citeeaix environs de QFC/mL dans les
bouillons de souches pures ef LIFC/mL dans les échantillons de viandes de beeuf.

Une certaine variabilité des résultats a été olesemntre les sérogroupes. De multiples
facteurs pourraient expliquer ce phénoméne : d'pak, la composition des échantillons
(molécules de gras, flore annexe importante...) @auavoir un impact sur la liaison entre la
protéine de phage et la bactérie cible en la blogud’autre part, la liaison entre la protéine
de phage et la bactérie cible pourrait ne pas @wfGsamment forte pour résister aux
différentes étapes du protocole du VIDAS ESPT. #et,een dépit de la spécificité de ces
protéines de phage, il n'y a que peu ou pas d'm&ions concernant leur stabilité dans le
temps et leur résistance aux différents protoaglepeuvent leur étre appliqués.

De la méme facon, la sensibilité de I'MS pourrgiite affectée par le taux de dilution de
'enrichissement, mais aussi sa nature, et par pleblemes de spécificité des billes
magneétiques utilisées.

L’AFSSA préconise la recherche de 5 sérogroupesumaj 026, 0103, 0111, 0145 et
0157. Le VIDAS ESPT et I'IMS permettent toutes ddanrecherche de ces 5 sérogroupes.
Toutefois, le VIDAS ESPT permet de réaliser cett@lgse en une fois alors que I'IMS

nécessite 5 tests. De plus, l'utilisation d’une méie automatisée, type VIDAS, minimise les
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risques de contaminations croisées observéeséddes réalisation d’'un IMS (Aminul Islamt
al., 2006).

Cette étude a demontré que le VIDAS ESPT est uih pmaimetteur pour I'isolement dds.
coli 0157, 026, 0103, O11l1l et O145 dans les alimentsirerseul test, et pour leur
identification sur des géloses sélectives.

Ce test pourrait étre utilisé comme préparatiomitbétillon avant un test PCR pour établir le
statut pathogéne d’'un bouillon d’enrichissemerdaipsi s’inscrire dans le nouveau protocole
du CEN actuellement a I'étude. Il permettrait déuiée le nombre de résultats faux-positifs
de premiére intention et donc le nombre de confiomaDes travaux sont en cours afin de
valider la faisabilité de [l'utilisation de cet dutavant une PCR et d'en évaluer les
performances.

Cette méthode automatisée offre des avantagesigqeeisnet économiques pour les industriels

de l'agro-alimentaire et pourrait étre utilisée ptas analyses de routine.
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Discussion et perspectives
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Tout au long de ce mémoire, nous nous sommes éfode montrer I'importance de la

détection des STEC pathogénes dans les alimentdgmoindustriels désireux de mettre sur le
marché des produits sains, mais également pourgéssionnaires du risque. La forte

implication du sérotype O157:H7 dans les cas grastedes épidémies a conduit au

développement de méthodes validées pour facilgelétection et son isolement a partir de
matrices alimentaires. Pourtant, l'avis de 'AFSS& 11 janvier 2011 recommande la

recherche de quatre autres sérogroupes de STEMisdéimme pathogenes : 026, 0103,
0111 et O145. Les sérogroupes de STEC non-O157deoplus en plus impliqués dans les
cas humains. En l'absence de méthodes validée&ratifs types d’approches sont

généralement utilisés pour les détecter. La pluvestt employée consiste a rechercher les
souches porteuses des geeaset stx puis d'isoler les souches directement ou indireetet

(en passant par I'IMS) sur des geéloses plus ou srepécifiques.

Les travaux réalisés au cours de cette these avyaoein objectif I'optimisation du protocole
de recherche des cing sérogroupes majeurs de ST&@rotocole repose sur quatre grandes
étapes : la prise d’essai, I'enrichissement, |2a#&n et la confirmation. Le travail réalisé a
différents niveaux de ce protocole nous a permissal@ever certains points importants
comme par exemple la difficulté de mettre en ceuwdes enrichissements appropriés,
l'utilisation de la PCR en temps réel pour cribides échantillons alimentaires et les

problemes liés a I'isolement des souches non-Obdbi¥ gonfirmer les résultats.

L’enrichissement des STEC
Nous avons souligné I'importance de différents dact lors de I'étape d’enrichissement.
Ainsi, cette étape nécessite des bouillons apmsprdes températures favorisant le

développement des STEC et une durée minimale pemmbele réduire la durée de I'analyse.

* Les bouillons employeés :
De nombreuses études ont été menées sur 'EPT (Gxgdd, 2001; Drysdaleet al, 2004;
Hussein et Bollinger, 2008). Nous avons confirmécaurs de notre étude sur le VIDAS
ECPT UP que ce bouillon utilisé avec une prise sliesde I'échantillon de 25g ou
complémenté par de la vancomycine pour un échamtile 375g convenait parfaitement pour
la détection dek. coliO157 :H7 dans la viande de boeuf. Pourtant, la odétimormalisée de
référence pour l'isolement El' coli 0157 (ISO 16654) a partir de l'aliment préconise un

enrichissement en milieu mTSB additionné de nowtdb& D’autres milieux peuvent donc
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étre utilisés en fonction de la méthode de déteatiode I'aliment dans lequel la bactérie est
recherchée.

Les données bibliographiques sont beaucoup moiamifss pour les 4 autres sérotypes.
Plusieurs études ont été menées sur ces difféesgmtgroupes et divers milieux ont été
publiés. Pourk. coli 026 le mTSB avec ou sans novobiocine et le mECétdtévalués
(Kanki et al, 2009 ; Murphyet al, 2007). lls montrent des résultats variables rséés
matrices. Les investigations menées au cours te thétse sur un panel varié de fromages ont
mis en évidence qu'un enrichissement composé d'BPritavine+CT permettait la
détection deg. coli 026 apres 24 h d’incubation a 41,5°C. Il convidatnoter que cette
étude a été réalisée sur uniquement trois souahEs abli O26. Il serait donc intéressant de
confirmer les résultats obtenus et de valider ceickissement en utilisant un plus grand
nombre de souché&s coliO26 et ce, sur un plus grand nombre de fromagelaifgpasteurisé
notamment).

Par ailleurs, il sera important d’évaluer cet emgsement sur d’autres produits comme la
viande car le€. coli 026 ont également été a I'origine d’épidémiessli@gda consommation
de viande hachée notamment. Les flores bactérieraréents d’'un type d’aliment a l'autre,
'enrichissement ne sera pas forcément aussi effiches agents sélectifs utilisés pourraient
ne pas étre appropriés a la flore de la viande.

Il semble légitime de se demander également sielinmilieu conviendrait aux autres
sérogroupes de STEC dans la mesure ou les milesiplus fréquemment utilisés pour
I'enrichissement de ces bactéries sont le mTSB etilieu EC E. col) (Vimontet al, 2006).

Il a également été montré que le choix et le dosiegeagents sélectifs ajoutés au bouillon de
base doivent se faire avec soin en fonction deatzéoie recherchée et de I'aliment étudié.
Vimont et al (2006) ont montré que la novobiocine, bien quittéagent sélectif le plus
souvent utilisé dans les bouillons, entraine umnt@sement voire une inhibition de la
croissance de certaines souches de STEC pouvanriquep I'obtention de résultats
faussement négatifs. Cette méme étude aurait égatemontré une certaine sensibilité des
souches STEC a l'acriflavine alors que c’est péuent I'agent que I'on a choisi pour

permettre I'enrichissement dEs coli 026 dans les fromages au lait cru.

Concernank. coli 0145, Fratamicet al (2009) ont utilisé le bouillon mEC supplémenté en
novobiocine. Lesk. coli O111 ne semblent pas se développer dans du mTSBbiogine
(Murphy et al, 2007) mais croitre d’avantage dans du TSB+a@fivancomycine

(O’Hanlon et al, 2004). L'enrichissement dé&s coli O103 est encore moins étudié que les
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autres, mais Husseet al (2008) ont réussi a les détecter dans un bouBldhcomplémenté

par différents antibiotiques (novobiocine, vancomegg cefixime,...).

Toutes ces données suggéerent qu’il serait intémessatudier les effets d’autres agents
sélectifs sur la croissance de différents sérotylgeSTEC mais également sur la croissance
de diverses flores annexes (trés variables enitondes aliments analysés). En effet, Satlo

al. (1986) ont montré, par exemple, gu’'une concepntrdtop élevée en sels biliaires pouvait
inhiber la croissance des STEC. Les agents sd&ediitrainant potentiellement un
ralentissement ou une inhibition de la croissareeattaines souches de STEC seraient alors
clairement identifiés. L'éviction de ces agentsstis de la composition de certains milieux
d’enrichissement ou l'ajustement de leur conceiatnapourraient ainsi étre définitivement

arrétés.

Par ailleurs, il est important de rappeler que higie la viande hachée de boeuf et les

fromages au lait cru sont le plus souvent impliqigiss des épidémies ou des cas sporadiques
d’infection a STEC, les végétaux tels que les épmau la salade ont également été pointés

du doigt. Il semble dont nécessaire de mettre égale au point des bouillons

d’enrichissements pour les détecter dans de teligsces.

Enfin, par mesure de prévention, ou lorsque desédsnalimentaires sont contaminées par
des STEC pathogenes, les industriels ménent soadesntecherches de STEC en amont de
leurs fabrications. En effet, ces derniers peuv@né amenés a chercher l'origine des
contaminations dans les abattoirs ou chez les élevéa nature des échantillons testés est
alors bien différente des aliments (ensilagessfdices.....) et les bouillons d’enrichissement

usités lors de la détection des bactéries restétreanis au point.

» La température
Au cours de nos différentes études, l'incubatiomnds bouillons se faisait a 37°C lorsque
nous réalisions la méthode de référence et a 4JpbeCles autres méthodes. De nombreuses
études ont montré que lors de la détectionEdecoli 0157 :H7 dans de la viande, la
température d’enrichissement des bouillons étaitti&°C (Gonthieret al, 2001; Nielsen
and Andersen, 2003). Cette température semble eggante puisqu’elle inhibe le
développement de certaines flores potentiellemergemtes dans I'aliment testé. Néanmoins,

peu de recherches ont été menées sur la tempéaaap@iquer lors de la recherche du méme
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sérotype dans d’autres aliments. Par ailleursxigte peu de données sur la température
optimale de croissance des STEC non-O157 dan®iekams d’enrichissement, mais dans la
plupart des protocoles, la croissance des STEGéestralement effectuée a 37°C, ou a 41°C
(Vimontet al, 2006).

* La durée d’incubation
Nos travaux ont montré que la durée d’enrichisseémerviande pouvait varier en fonction de
la prise d’essai. En effet, lors de notre étudelsi/IDAS ECPT UP, une incubation de 6h
suffisait pour un échantillon de viande de 25g slgue 18-24h étaient nécessaires pour la
recherche dek. coli O157 dans un échantillon de 375g. En revanchs,derl’étude sur la
recherche deg. coli 026, 18 a 24h d’enrichissement étaient nécesspoas les détecter
dans des échantillons de 25g de fromages. Par qomseé il semble raisonnable de penser
gue la durée d’incubation dépend non seulementidedtrice a analyser mais aussi de la
bactérie et dans notre cas du sérogroupe recherché.
La durée d'incubation est également variable eatiimm du protocole, allant de 6 a 24 heures
(Verstraeteet al, 2010). Uyttendaelet al. (1998), ont étudié I'effet d'un stress par le froid
sur la durée d’'un enrichissement en eau peptoramégonnée (EPT) & 37°C pour la détection
de souches EHEC 026 et 0157 dans du boeuf hach&nys d’incubation de 6 heures était
suffisant pour détecter un inoculum de départ @1D UFC.g. Quand les bactéries étaient
exposées au froid (+4°C ou —-20°C), une période ritkissement de 24 heures était
recommandeée.
Plusieurs durées d’incubation peuvent égalemeet @mbinées comme dans la méthode
mise au point par Posgé al. (2008) qui comprend une phase de pré-enrichisseindgfC

pendant 6h et un enrichissement a 37°C pendane i@

Dans la mesure ou un grand nombre de facteurs entreompte pour I'élaboration d’un
enrichissement, nous pouvons donc nous demanden senrichissement commun aux
différents sérogroupes de STEC est réalisable. fiat, é8aylis (2008) a montré que la
sensibilité des STEC face aux différents paraméwagrant dans I'élaboration d'un
enrichissement, était variable en fonction desgéupes. Enfin, il serait intéressant pour les
industriels de I'agroalimentaire de mettre au pdies tests de détection des STEC pathogénes
couplés a d'autres bactéries pathogenes commaltesrelles. Le probleme majeur est que
de tels tests nécessiteraient un enrichissemenmncondifficile & mettre au point étant donné
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la diversité des STEC et les protocoles actuelléragployés pour les salmonelles (souvent

en plusieurs étapes).

La détection des STEC

Il existe différentes méthodes commercialiséesa adibposition des industriels ou des
laboratoires permettant la détection descoli 0157 :H7 : des méthodes immunologiques,
génétiques, colorimétriques...Une partie d’entresedient validées AFNOR mais la méthode
de référence recommandée par les autorités estSI'tii est une méthode longue et

fastidieuse.

» Méthodes immunologiques :
Une de nos études a porté sur I'optimisation deetdnerche dee. coli O157:H7 dans la
viande de boeuf par la méthode VIDAS ECPT UP. Cei¢hode présente I'avantage d’étre
facile d'utilisation et peut étre mise en ceuvresdan laboratoire d’analyses biologiques de
routine. Nous avons montré qu’il était possibleréiduire nettement le temps d’analyse avec
cette méthode puisqu’un enrichissement de 6h sitfisla détection dei. coli 0157 dans
un échantillon de 25g permettant I'obtention d'ésultat (présence/absence) en 7h contre
48h si I'on utilisait I'MS. De plus, cette méthod&st avérée applicable a des échantillons de
taille plus importante (375g), améliorant ainsi peobabilité de détecter le pathogéne
recherché, tout en prenant en compte, d’autre lgargontraintes des industriels de la viande
(i.e. rapidité et simplicité de I'analyse, faible(t des tests...). Notons également, que cette
meéthode permet la détection de faibles taux deapoiniation puisque nos échantillons ont été
ensemenceés a un faible niveau (1-5 UFC/25g).
Les résultats obtenus étant encourageants, ilt Seté@iessant d’évaluer les performances de
ce test sur d’autres denrées alimentaires comnadeiits laitiers par exemple. La détection
des bactéries dans les fromages peut étre plusildifa cause du fort taux de matieres
grasses, de la présence de caséine, de la prédeme flore naturelle trés importante
(bactéries lactiques, moisissures...). Il serait redgant d'évaluer l'impact de tous ces
facteurs sur ce test VIDAS.
Cependant de nombreuses autres méthodes existealies qui ne sont pas validées AFNOR
(type test de grossesse) ne sont pas toujourgsiaNiéanmoins, elles sont souvent préferées
par les industriels qui peuvent les appliquer pamdement et sans passer par un laboratoire
de routine. Certains industriels ayant des moyedas jmnportants ont donc opté pour une

méthode de détection automatisée, mais validée AFEB@nme le VIDAS.
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A ce jour, il N’y a aucune méthode validée pernmétta détection dek. coli autres que 0157
et les industriels ne disposent pas de méthodelesidiptilisation pour la détection de telles
bactéries. Etant donné les événements de ces yaignées (épidémies, résultats des plans
de surveillance) il devenait urgent pour les indekst du lait notamment d’avoir a disposition
un test destiné a détecter Eescoli 026 dans les fromages.

Le VIDAS EES mis au point par la société BioMérieaxété évalué. Ce test permet la
détection conjointe des. coli 0157 et 026 sans distinction. Les données obteauesurs

de nos travaux ont montré que le VIDAS EES autotsedétection deE. coli 026
ensemenceées a un faible niveau (1-10 UFC/25q) diffésents fromages. Précisons que nous
avions sélectionné des types de fromage et desndlglies fromagéres ayant des
caractéristiques pouvant avoir un impact sur l&ct&n. Toutefois, nous ne I'avons évalué
gue sur les fromages au lait cru et le lait. Parséquent il serait intéressant de I'évaluer
notamment sur des fromages au lait pasteurisé, égaiement sur d’autres matrices comme
la viande hachée.

Soulignons également qu’il n’existe pas d’autreshodes immunologiques de détection des
autres sérogroupes excepté I'lMS. L'IMS permet ktedtion et lisolement des cing
sérogroupes dé&. coli mais seules les billes magnétiques ciblantBescoli 0157 sont
validées. Les billes ciblant les autres sérogroupasété utilisées pour différentes études et
ont montré des performances variables en fonct®r’ehrichissement choisi et du type
d’aliment analysé (Safarikova et Safarik, 2001 dahiet al, 2002 ; O’Hanloret al, 2005).

» Méthodes génétiques

La méthode choisie par le projet de spécificatemhhique en cours d’évaluation a I''SO du
CEN TC275/WG6 est destinée a détecter des souchEE€ $jui peuvent étre hautement
pathogenes, c'est-a-dire présentant les caradgéest des souches «EHEC typiques
majeures» proposees et recommandées par I'EFSAnRguoire, cette méthode séquentielle
comprend :

-une premiére étape d’enrichissement

- une seconde étape de détection par technique deeRG&nps réel, a partir des acides
nucléiques extraits de ce bouillon d’enrichissemdet principaux marqueurs des souches
STEC hautement pathogenes (gesbs geneseae puis genes associés aux 5 principaux
sérogroupes d’EHEC). Cette étape de détectionégstestielle: ce n’est que si les geses
(stxlet/oustx? eteaesont présents simultanément que les génes spdsfitps 5 principaux

sérogroupes d’EHEC sont recherchés ;
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- une troisieme étape d’isolement des bactéries aniseeuvre uniquement si les résultats
obtenus précédemment sont positifs.

-une guatrieme étape de caractérisation phénotygiggénotypique des soucheg&deoli
isolées dans I'étape précédente.
Toutefois, l'utilisation de méthodes PCR directetngans les aliments peut, elle aussi, étre
problématique en raison de la présence d’inhiksteler’ADN polymérase (lipides, protéases,
agents chélateurs, etc...). Aussi, I'étape d’extomctdes ADN a partir des bouillons
d’enrichissement doit étre choisie avec soin afobténir des ADN de qualité. La détection
d’un contrdle interne d’amplification est consegllgfin de vérifier 'absence d’inhibition de la
PCR. De plus, de nombreuses techniques de PCRasdigposition et autant de réactifs
différents. Il est donc difficile pour les induglis de faire un choix dans la mesure ou les
seules techniques de PCR validées concernenthardte du sérogroupe O157. Aucune des
meéthodes concernant les autres sérogroupes niafgét d’'une normalisation a ce jour.
Il faut également noter que les techniques de P@R difficilement applicables dans les
laboratoires de contréle des industriels pour désons de co(lts, la nécessité d’avoir un
environnement de travail spécifique et contrélé smaussi du fait que I'exploitation des
résultats demande une certaine expertise quedsuahoratoires n’ont pas.
La recherche des facteurs de virulence en prermmézation risque également d’entrainer la
multiplication de résultats faux positifs que Iedustriels devront faire confirmer par le LNR,
ce qui pourra entrainer un surcodt au niveau dek/ses. En effet, des études ont montré la
présence des genasx dans les bouillons liés a la présence de bactéaggs dans les
aliments testés (la viande par exemple) (Creuzbtigchmidt, 2007) En effet, les gersts
des Escherichia colisont localisées dans des séquences de bactérigpleambdoides
intégrés dans le chromosome. Les EHEC auraient dorergé par conversion lysogénique
Les bactériophages jouent donc un réle dans le @opathogene des souches EHEC mais
aussi dans la dissémination de facteurs de viralencsein de la population dEs coli et
dans I'émergence de nouvelles souches EHEC. Ef pftsieurs études ont montré que les
genesstx pouvaient étre transmis horizontalement au seidadpopulation de<s. coli
L’induction du cycle lytigue des phages porteurs dgenesstx et la conversion de souches
d’E. coliont été démontrées vitro (Heroldet al, 2004 ; Muniesat al, 2000,2004; Watarai
et al, 1998) mais aussh vivo, dans le tractus gastro-intestinal de souris (8chet al,
1998) ou de ruminants (Corniek al, 2006).
Ces résultats faux positifs, peuvent avoir des @gmsnces economiques pour les industriels

dans la mesure ou ces derniers doivent « bloglerr>-marchandise en attendant les résultats
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de confirmation qui détermineront si oui ou nonréeproduits sont sains et aptes a étre mis

sur le marché sans danger pour le consommateur.

La confirmation de la présence de STEC

Au cours de nos travaux, nous avons mis au poirgysteme automatisé utilisant le systéme
VIDAS permettant I'isolement conjoint des cing gfnaupes majeurs de STEC. L'évaluation
des performances de ce systeme sur des échantiléomgnde hachée a donné des résultats
comparables ou meilleurs a ceux obtenus avec I'IM&ons que nous avons observé une
importante différence au niveau de la spécifici@. effet, la flore annexe était beaucoup
moins présente sur les géloses obtenues apresDASVESPT qu’aprés un IMS. L'utilisation
de protéines de phage comme élément accrocheiirdmma plus spécifique que les anticorps
des billes magnétiqgues de I'IMS. Ceci reste tousefo confirmer avec d’'autres matrices
comme les produits laitiers qui possédent une tiorgexe importante et variée.

D’autres méthodes de confirmation existent comme ga@mple, l'isolement direct qui
semble étre une technique extrémement difficileedtne en place dans les laboratoires pour
les analyses de routine étant donné qu’il n'exigts de gélose spécifique aux cing
sérogroupes de STEC.

Une autre méthode est a disposition des laboratoliMS. Elle est la seule méthode validée
pour l'isolement de€. coli O157 :H7. Des billes magnétiques existent égalémpeuar les
guatre autres sérogroupes mais elles n'ont pasdhjet d’'une normalisation. Néanmoins, a
ce jour, c’est la seule méthode employée pourléiment des STEC non O157. Des études
(Auvray et al.2007) ont montré que lors de l'utilisation de I'lMIi& flore annexe, en quantité
importante dans des viandes hachées peut génapd’étlisolement ou de&. coli
n‘appartenant pas aux serogroupes recherchés mordbreuses bactéries autreskjucoli
peuvent étre isoléebléfnia, Citrobacter, etc...) (Fitzmauricet al, 2004; Fuwet al, 2005).

Une explication supplémentaire pourrait étre agmorpar le manque de spécificité des
anticorps recouvrant les billes magnétiques et gizadt a des isolements non spécifiques. Ce
phénomene a été observé par Jeng&tra. (2003) dans une étude au cours de laquelle I'IMS
avait été utilisée pour isoler dé&s coli 026, 0103, 0111 et 0145 de feces de bovins. Une
meilleure spécificité de I'IMS pour la détectiorEd’coli O26 par rapport aux IMS ciblaft.

coli 0103 et 0145 avait été constatée. Les performate&€iVS sont donc remises en cause

par certains auteurs. D’autres études pourraiaet @ises en place afin d’expliquer ce
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phénomene mais il serait surtout important de tHavasur la mise au point de géloses a
utiliser pour I'isolement.

L’efficacité de ces méthodes de confirmation pdué&te améliorée par la mise au point et
I'utilisation de géloses spécifiques. A ce jous gloses les plus performantes, sont congues
pour l'isolement du sérogroupe O157. Les autresgséupes n’ont pas de gélose qui leur soit
réellement spécifique. Des progrés restent doadré@ $ur ce point.

Pourtant le milieu mis au point par Postéal. (2008) pourrait apporter un plus en terme de
spécificité a notre nouvelle méthode. Il permetdiement sur une méme gélose des cinq
sérogroupes de STEC avec des caractéristiques ologuues des colonies, spécifiques a
chacun d’eux. Nous avons constaté en revanche @gywéparation est complexe et rend
difficilement envisageable son utilisation pour dealyses de routine.

Une autre méthode d’isolement des souches de SDBM“57 est basée sur la détection de
la production d’entérohémolysine. Beugh al. (1989) ont mis en évidence une association
entre la production d’entérohemolysine et la préidncde Shiga-toxines dans 89% des
souches &E. coli appartenant a neuf sérotypes différents. L'actieitéérohémolytique peut
étre détectée aprés une nuit d'incubation sur g&assang contenant des globules rouges de
moutons lavés additionnés de calcium. Les colonisslées avec une activité
entérohémolytique doivent étre ensuite confirméesrpa présence des genes car
certaines souches non STEC produisant I'entérohginel peuvent également étre détectées.
Il est donc important d’approfondir les recherckbas ces milieux et de les retravailler pour
les rendre plus « accessibles ». De tels miliewmptraient d’améliorer cette étape de
confirmation qui est trés discutée, mais qui resdéspensable pour éliminer les faux résultats
positifs

Rappelons également que l'isolement d’'une coloamaatéristique du sérogroupe suspecte
nécessite encore une validation par des technoprame les tests latex, les galeries Api mais
également les analyses génétiques par PCR. Cesesaomplémentaires sont nécessaires
pour s’assurer que la bactérie trouvée est bide cetherchée et qu'elle posséde bien les

genes nécessaires a sa virulence.

Pour conclure...

Les travaux décrits dans ce mémoire ont permispdepr des améliorations au protocole de
détection des STEC grace a l'optimisation de ceemiétapes, notamment en élaborant un
enrichissement permettant la croissancelesoli O26 dans les fromages au lait cru en vue

de leur détection par une méthode immunologiquenaatisée : le VIDAS EES. Nous avons
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egalement optimisé les performances de la détediésit. coli O157 par le VIDAS ECPT
UP dans la viande de bceuf en montrant qu’il étaissiple de réduire le temps
d’enrichissement & 6h avec un échantillon de 25g¢s nga’il était également possible
d’analyser des prises d’essai plus conséquentégy3ace a cet outil. Enfin, nous avons
elaboré un nouvel outil pour I'étape de confirmatgui permet la recherche et l'isolement
spécifiqgue des 5 sérogroupes majeurs de STEC. Qecao test, le VIDAS ESPT, permet
d'immuno-concentrer en une seule fois les cinqg géupes de fagcon automatisée et les
premiéres études réalisées sur matrices ont pefévaluer une sensibilité du test &*10°
UFC/mL. L'optimisation de certains parametres et leutils développés au cours des
différentes études ont pour but de permettre unéeme distinction des souches de STEC,
contribuant ainsi a une meilleure définition ettges du risque lié a la présence de STEC
dans les aliments.

L’approche retenue pour la spécification techni@teN/ISO, basée sur la recherche des
géenesstx, du géneeae et des marqueurs des 5 sérogroupes, pourraitappkquée a la
détection de certains autres sérotypes émergeBtsEC comme par exemple 091, 0121,
045 et 0123. Toutefois, cette nouvelle approchesgmt® des limites avec le principal
inconvénient d’isoler de nombreuses souches n’a&@Emamt pas aux Sérogroupes associés aux
cas humains. Notons également qu'il existe de nendas techniques de PCR différentes
utilisant des amorces et autres réactifs vari&gri donc nécessaire de définir précisément ce
qui doit étre utilisé afin d’éviter les biais li@scette variabilité de I'offre.

La seule recherche par PCR des marqueurs génétapsesiés aux STEC semble plutot
insuffisante pour estimer le risque lié a leur pree dans les aliments. L'étape de
confirmation et donc d’isolement reste toujourseasislle pour confirmer les résultats PCR.
Il est donc urgent et important de travailler sette étape afin de développer des techniques
adaptables aux cing sérogroupes majeurs deéfinisAlBSA et répondant aux attentes des
industriels en terme de: codt, praticabilité digse, rapidité d’obtention des résultats.
Notons que la méthode mise au point au cours de éttide, le VIDAS ESPT pourrait tres
bien s’inscrire dans ce nouveau protocole en taet ¢gsample prep » afin de diminuer le
nombre de faux positifs. Des études sur ce point 8o cours, pour valider cette éventualité
et I'intérét réel qu’elle pourrait avoir.

Gardons enfin en mémoire que la définition elle-raée la pathogénicité des souches est
controversée. La France a opté pour une définietativement restrictive puisque certaines

études ont montré que des souches ne posséddetgmEseaeavaient été a l'origine de cas
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d’infection a STEC (Boerliret al, 1998; Patoret al, 1999). Les protocoles de détection a
mettre en place devront donc étre adaptables sbtéss venaient a étre modifiés.
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Annexe 1 Meéthodes validées AOAC pour la recherche #&e coli 0157 :H7

(http://www.aoac.org/testkits/testedmethods.html).

TECRA E. coli0157 Visual 3M TECRA raw ground beef, cooked ground
November 1

Immunoassay and TECRA. |INTERNATIONAL Pty 2000 E. coliO157| beef, raw ground chicken, cooked

coli 0157 Immunocapture Ltd. ground chicken
April 11,
2002
Pathatrix ULTRA/AutoE.coli | Matrix MicroScience ]
0157 Test Svst Lt E. coliO157 raw ground beef
estsystem =€ *Modified
October 19,
2009
BAX® System PCR Assay for Apple cider, orange juice, ground
) ) ) ) February 18 _
Screeninge. coliO157:H7 Kit | Dupont Qualicon, Inc. E. coli beef

2004
0157:H7

Singlepath®E. coli0157 Merck KGaA/ EMD May 19, |E. coliO157, Raw ground beef & pasteurized

Lateral Flow Assay Chemicals, Inc. 2004 (including milk
H7)
ADIAFOOD Rapid Pathogen
Detection System for AES Chemunex May 21, ) Ground beef
o ] E. coliO157
Escherichia coli0157 2004
ADIAFOOD Rapid Pathogen
Detection System for AES Chemunex May 21, E. coli Ground beef
Escherichia coliO157:H7 2004 0157:H7
) ) Verotoxin
Duopath® Verotoxin Lateral| EMD Chemicals, Inc.| July 23, )
producing Pure culture
Flow Assay 2004 .
E. coli
VIDAS® E. coliO157 (ECO) E. coli 0157
) o January 18| ]
Test with O157:H7 ID Agar: € bioMérieux, sa 2005 (including Raw ground beef
Hour and 24 Hour Methods H7)
June 1, 2005
BAX® System PCR Assay for DuPont Ouali | “Matrix E. coli Raw Ground Beef, Beef Trim
uPont Qualicon, Inc. . i
Screening=. coliO157:H7 MP Extension 6- O157:H7 Spinach & Lettuce
8-09
) ) SeptemberE .coliO157) Raw ground beef, unpasteurized
BBL€ CHROMaga® 0157 BD Diagnostics )
26, 2005 H7 apple cider
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DuPont Lateral Flow Systeis. ) January 23 ] Boneless beef, ground beef, apple
_ i DuPont Qualicon E. coliO157 )
coli 0157 Test Kit 2006 cider
) bioMérieux s.a. August 8, _ _
TEMPO® EC( E. coli) Test E. coli Variety of Foods
2006
BIOTECON Diagnostic

foodproof®E.coli 0157 GmbH
Detection Kit in combination

) _ November 1 ] ]
with foodproof® ShortPrep 11| Distributed by Merck 2006 E. coliO157 Variety of foods

KGaA/ EMD

Chemicals, Inc.

Kit or foodproof® StarPrep Orle
Kit

June 26, [E.coliO157

RAPID'E.coli O157:H7 Agar | _Bio-Rad Laboratories

007
iQ-CheckE. coliO157:H7 Real- | Feburary 6,
. ] Bio-Rad Laboratories
Time PCR Test Kit 2008
July 25,
2008
RapidChek® SELEC#® Strategic Diagnostics,
. -
E. coli 0157 Inc. Modified
October
22,2009
June 11,
2009
FoodChek™E.coliO157 FoodChek Syst Inc, .
oodChe coli 0odChek Systems Inc, Modified
June 28,
2010
VIDAS® UP E.coli 0157
(including H&) (ECPT) Test
) ) ) June 25,
with VIDAS Immuno bioMérieux, Inc.
) 2009
Concentration (ICE) & Chroml
0O157:H7 Agar
) ) October 05,
E.coliO157:H7 LT Test Kit | _ldaho Technology, Inc.
2009
BAX® System Real-Time PCIR ) March 09,
) DuPont Qualicon
Assay forE.coliO157:H7 2010
MicroSEQ®E.coli 0157:H7 ] . July 14 |
) ) Applied Biosystems
Detection Kit 2010

Raw ground beef and fresh spinach

H7
E. coli Ground beef, apple cider, fresh
0157:H7 spinach

Raw ground beef & Boneless beef

E. coliO157| trim, 375g raw ground beef & begef

trim samples

E.coli 375g Raw ground beef, 375¢g raw
0O157:H7 beef trim
Ground beef, beef trimmings (with
. sample sizes: 25¢,75g9 & 3759
E.coli )
composit & wet pooled samples
O157:H7
759 & 3759), bagged lettuce, fresh
spinach & irrigation water
E. coli

O157-H7 Raw ground beef, uncooked spiha
E.coli Lettuce & spinach / 375Beef trim

0157:H7 & 659 ground beef

375g Raw ground beef & raw beef

E.coli trim 259 ground beef & raw beef

0157:H7 | trim; spinach, organg juice, apple

juice
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Annexe 2: Méthodes validées AOAC pour la recherche Hesoli et autres coliformes.

(http://www.aoac.org/testkits/testedmethods.html)

Nissui ] Raw ground pork, raw pork,
) Coliforms & E.
Compact Dry EC Pharmaceutical i raw lamb, raw veal & raw
November coli
Co.,L.td 18 2004 ground beef
] Bio-Rad May 10, | E. coliand total .
RAPIDE. coli2 Agar ) . Variety of Foods
Laboratories 2006 coliforms

o | Tap water, well water, lake
Escherichia col|

CombinedE. coliand Tota|Pathogen Detectic January 7, d Total water, vegetable wash waterr,
and Tota
Coliform Test Systems, Inc. 2008 ) bottled water, sugdree lemotr
Coliforms ced t
iced tea

Manufactured by
Bio-Theta, Ltd.

DOX 60F/30F Coliforms & December E.coli& Total | Raw beef, raw ground beef,
E.coli Developed by | 30,2008 Coliforms chicken carcass rinses
Daikin Industries,
Ltd.
Chromocult® Coliform February | Coliforms & |Frankfurters, cooked chicken
Merck KGaA _ _ )
Agar 27, 2009 E.coli nonfat dried milk
Sanita-kurk.coli &
_ ) ) Raw beef, raw pork, frozen ri
Coliform Sheet Medium| | July 24, E.coliand
~ |Chisso Corporatio ) ground beef, frozen raw grou
and RIDA Count.coli 2009 Coliforms
. pork and ham
/Coliform
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Annexe 3 Souches utilisées au cours de I'étude concetaariDAS ESPT

génes de virulenc

U

référence origine ead stx ¢ stx]l stx|2
85.56.11 + +
272.1. roguefort -l -
561.3 roguefort -l -
182.1 roguefort -l o+
010 30/61 roguefort H o+
3925-C fromage au lait cru F
PIC1 Selles issues SHU adulfes |+ |+ |+
09340 Fromage Laguiole N
11-1 steak haché-SHU Rougn |- |-
5609-1 Pate a gateau cru + B
721.4 roguefort H o+ -] O+
40.36.1 roguefort H o+
130/42 roguefort H o+
A33.35 Fecés bovins T
0157 LS27 Aliments (St Louis) H o+
LS32 Humain (France) + A
071011-35238-1 viande hachée boeuf + |+ | + -
44*12-26 1 viande hachée baeuf + |+ - +
76234 ECO O157HY Fromage Chévre + |+ - |+
26EC9-2 viande hachée surgelge | + [+ [+ | +
Souches
spécifiques 181.3 roquefor,t H - - -
PH27 B.Possé 1 -
F95.320 fromage 4 -
0145 13042010 C08 étude interlabo +
0145-2007 ?
4811 ? +| -
18981-1 ? + -
64.36 roquefort H -
191.2 roquefort H - - -
B.Possé
52.4 Fromage blanc - A
60.1 Lait +| -
026 84.3 Vaches H -
864-11-2-1 Camembert lait cru +
261-11 lait maturé H - - -
4198-6 Fromage cours affinage |+ |
9003-2 camenbert -
13042010 C08 étude interlabo +
B.possé +H -
o] 0111-2007 ?
54159 ?
0113 V2 treatment clarifier +
Q76 V4 plant aerator +
07 V11 feces de porc + 1
0? V17 bouse 4 o+
Souches| O? V18 bouse H o+
non 0174 360A/1 fromage au lait cru - 1
spécifiques V1 -+
Staph -] -
Citro - -
484 -+
V21 - |+
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Annexe 4 Opt

026 detection. D.Thevenot, M.Bouvier, A.GleizalS&voye and C.Vernozy-Rozand.
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Annexe 5 Novel phage ligand based methode for same dagcti@t of E.coli 0157

composite sample of raw ground beef. D.ThevenoBduvier, A.Gleizal, F.Savoye and

C.Vernozy-Rozand.
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Annexe 8 Novel phage ligand based enzyme linked fluoresen@ssay for same day

detection ofE.coli 0157

Vernozy-Rozand, M. Bouvier, A. Gleizal, F. Savole, Thevenot.
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Annexe 7 Novel phage ligand based enzyme linked fluoresen@ssay for same day

t and feed samples. C. VenRazand, M.

In environmen

H7 i
Bouvier, A. Gleizal, F. Savoye, D. Thevenot.

detection ofE.coli O157
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Annexe 8 Evaluation of novel recombinant phage proteimrig assay foE.coli O157:H7
detection in raw ground beef and trimmings.F.SaydydRozand, M.Bouvier, A.Gleizal,
D.Thevenot.
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Annexe 9 Novel Phage Immuno concentration assay for igmlabf E.coli 026, 0103,

0111, 0145 et O157. F.Savoye, M.Bouvier, JL.Pitefguilhnon D.Thevenot.
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Annexe 10 Immuno concentration assay for isolation of STE@ins. F.Savoye, M.Bouvier,
JL.Pittet, C.Aguilhon D.Thevenot.

Ref: 141196 Immuno-Concentration Assay For Isolation Of STEC strains

w F. Savoye®", M. Bouvier®, J-L. Pittet®, C. Aguilhon® and D. Thevenot®.
@ Unité de Microbiologie Alimentaire et Prévisionnelle, VetAgro Sup Campus Vétérinaire de Lyon, 1 av Bourgelat, 69 280 Marcy L'Etoile. France.
A Tel: 3347882551, Fax: 33478872669, email: f.savoye@vetagro-sup.fr
A e . ) . BIOMERIEUX
VetAgro Sup BioMérieux, R&D Industrie, avenue Marcel Mérieux, 69280 Marcy L'Etoile. France. \
.Introduction. .Discussion / Conclusions.

Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) that cause hemorrhagic diar-
rhoeal disease and Haemolytic and Uremic Syndrome are associated with
some predominant serotypes. Escherichia coli 026, 0103, O111, 0145 and
0157 are the five major serogroups defined by ANSES (French agency for prior 1o establishing their pathogenic status with a PCR assay o to facilitate
food, environmental and occupational health safety) as being most often as- their identification on selective agar plates. This automated method will pro-

This study has demonstrated that the VIDAS phage ESPT is a promising tool
to isolate £ colf 026, 0103, O111, 0145 and 0157 from food in a single assay,

ion of ve-

evels of cold ted s (1 to U/25g) in arti cont ated foods. Abo ion of virulenc: in immuno-concentrate
samples, the limit of detection was found to be 10°-10* cells/mL both for the search of eae gene than for stx genes (Tabl.2). More experimentations have to be

performed in order to validate these results.

Table 1: Sensitivity of novel immuno-concentration Table 2: ‘ormances of RT-PCR assay for detection of virulence factor
tx1 and stx2) in i nt |
Serogroup 026 | 0103 | omt | 0145 | 0157
Serogroup 026 | 0103 | om1 | 0145 | 0157

Immuno-concentration sensitivity of pure]

culture strains( CFU/mL) eae gene detection sensitivity by RT-PCR
method in immuno-concentrate sample | 10° 10° 10° 10° 10*
(CFU/mL)
Immuno-concentration sensitivity in " 3 3 " 3
enrichment broth (CFU/mL) 10° 107 ] 107 |10 10 Stxl and stx2 gene detection sensitivity
by RT-PCR method in immuno-concentrate| 10* 10° 10° 10° 10°
sample(CFU/mL)
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