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Résumé

Résumé

Escherichia coli producteurs de shiga-toxines (STEC), bactéries responsables d’infections
aux manifestations cliniques graves. Qui vont des diarrhées bénignes a la colite
hémorragique au syndrome hémolytique et urémique (SHU); principale cause
d’insuffisance rénale chez les enfants. Le choix, 1’optimisation des techniques pour
recherche/dénombrement des STEC dans les eaux, aliments est un sujet trop controverse.
Cependant; aucune des techniques, n’est différentielle entre les souches/ sérotypes
pathogenes des non pathogeénes. L’objectif de 1’étude est de réaliser une synthése des
connaissances par 1’analyse des données scientifiques relatives aux Escherichia coli
entérohémorragiques (ECEH), leurs propriétés, virulence, aliment vecteurs, techniques
d’application en Microbiologie Alimentaire, permettant leur détection/ dénombrement. Les
principaux modes de transmission des STEC a I’Homme sont la consommation d’aliments
d’origine animale, d’eaux contaminées, la transmission interhumaine et le contact avec des
animaux porteurs. Les STEC ne sont tous pathogenes mais certaines souches E. coli
entérohémorragiques sont potentiellement virulentes. Actuellement cing sérotypes: O157:
H7, 026 : H11, O103: H2, O111: H8 et O145: H28, reconnus responsables d’épidémies
humaines. Cependant; des données scientifiques affirment qu’il existe un nombre elevé,
d’autres souches/ sérotypes pathogénes, bien que rarement impliqués dans des épidémies.
De nombreuses méthodes normalisées/ accréditées (Bactériologiques, biochimiques,
immunologiques, sérologiques, génétiques) sont d’application pour la détection
/dénombrement des sérotype EHEC/ STEC dans les eaux et les denrées alimentaires.
A T’heure actuelles, les techniques génétiques, basées sur la recherche/ amplification des
geénes stx (stx1, stx2...) sont de référence. Le renforcement du control bactériologique des
zoonoses, aliments, abattoires, laiteries, fromageries, eaux potables, seul rempart contre ces

pathogenes.

Mots clés : Escherichia coli EHEC, STEC, sérotype O157: H7, Bactériologie, Techniques,
Aliments.



Abstract

Abstract

Shiga toxin producing Escherichia coli, procaryote species that form part of
humans and warm-blooded animals gut flora. Although most Escherichia coli considered
harmless, certain strains and serotypes can cause severe humans illness, Shiga toxin
producing Escherichia coli (STEC) are recognized as responssables of bloody diarrhoea,
haemolytic ureamic syndrome (HUS) which can be fatal in humans. Study aimed to
establish of a synthesis of current knowledge by critical analysis of data relating to
enterohemorrhagic Escherichia coli species (ECEH), their properties, virulence,
transmission, and application techniques in Food Microbiology, allowing their detection /
enumeration. The modes of transmission of STEC to humans are consumption of
contaminated food and water, human-to-human transmission and contact with carrier
animals. While not all STEC are pathogenic for humans, certain strains called
enterohemorrhagic E. coli (EHEC) are responsible for serious human infections. Currently
five serotypes, identified, dominate the group of Escherichia coli ECEH. These are:
0157: H7, 026: H11, 0103: H2, O111: H8 and O145: H28. However, scientific data claim
that there are a large number of other serotypes although rarely involved in epidemics are
potentially virulent. Many standardized / accredited methods (Bacteriological,
biochemical, immunological, serological, genetic) are applicable for control, detection /
enumeration of EHEC serotypes in water and foodstuffs. At the present time, genetic
techniques, in particular those based on research / amplification of stx DNA regions (stx1,
stx2, etc.) are standard. In Algeria, absence of legal texts, national standards, strict control

measures are urgently needed to reduce the contamination risk.

Keywords: Escherichia coli, Shiga toxin- STEC, Enterohemorrhagic- EHEC, Serotype
0157: H7, Bacteriology, Methods, Food.
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Introduction

Introduction

Les espéces Escherichia coli producteurs des Shiga-toxines (STEC), sont
considérées comme des potentiels pathogenes émergents, notamment en raison des faibles
doses infectieuses observées. Ces E. coli (STEC) ne sont pas tous pathogenes pour
I’homme, le terme d’EHEC, regroupant les STEC hautement pathogénes pour celui-ci
(AFSSA, 2003).

La souche bactérienne E. coli, principalement incriminée, lors de toxi-infections a
EHEC, est le sérotype O157: H7. Cependant, il existe plus de 300 sérotypes d’EHEC
répertoriés, ces EHEC appelées non-O157: H7, représentent 20 a 70% des infections a
EHEC chaque année. Les rapports européens émanant de I’EFSA (European Food Saftey
Authority) et Américains de 'USDA (United States Department of Agriculture), ont
identifiés 6 sérotypes d’EHEC non- 0157, les plus couramment isolés chez I’homme :
026, 045, 0103, 0111, 0121 et 0145 (EFSA and ECDPC, 2016).

La prise de conscience du danger des souches E. coli entérohémorragiques, est due
essentiellement, a leurs implications dans des cas mortels de syndrome hémolytique et
urémique (SHU), du purpura thrombotique thrombo-cytopénique (PTT) chez I’adulte; ou
les principaux vecteurs sont les aliments d’origine animales (Bouvet et al., 2003; Espié et
al., 2002).

II existe, néanmoins, d’autres modes de transmission des STEC a ’homme, comme
la transmission interhumaine, le contact avec des animaux porteurs, ou bien encore, le
contact avec des élements du milieu extérieur souillés par des feces (surfaces de traitent
en technologie alimentaires, eaux potable et de baignade, sols, environnement fermier...).

Le réservoir naturel des STEC, constitué principalement des animaux porteurs
sains, correspond plus particulierement au tube digestif des ruminants (Ferreira et al.,
2014), essentiellement les especes bovines (Chahed et al., 2006), mais aussi ovines et
caprines (Ferhat et al., 2018).

La contamination des aliments ainsi que des eaux est principalement liée a des
contaminations fécales (Odonkor et Ampofo, 2013; Djaouda et al., 2020). Elle peut avoir
lieu au niveau des abattoirs lorsque I’hygiéne n’est pas maitrisée.

Elle peut aussi étre liee a une mauvaise hygiene de la traite du lait (Farroukh et al., 2018).

Enfin, les végétaux et les fruits, peuvent étre contaminés par des effluents tels que
les substances d’épandages ou de ’eau contaminée par des déjections animales (AFSSA,

2003; Djaouda et al., 2020).
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Les épidémies liées aux STEC, avaient lieu, surtout, a cause des viandes hachées de

beeuf insuffisamment cuite (Nastasijevic et al., 2009), mais également des produits laitiers
(Coia et al., 2001; Vernozy-Rozand et al., 2002 ).
Les fromages fabriqués a base du lait cru, ont été impliqués dans des cas sporadiques et/ou
épidémiques (Coia et al., 2001). Cependant, le lait cru a rarement été associé a des
épidémies humaines (Fach et al., 2001). De nombreuses techniques bacteriologiques,
moleculaires, sont d’application pour la recherche et 1’évaluation de la prévalence des
STEC: O157 dans les denrées alimentaires, notamment celles d’origine animales.
Cependant, aucune de ces techniques n’est différentielle entre les souches pathogenes
et non pathogeénes.

Le choix et I'optimisation des techniques pour recherche et dénombrement des
STEC dans les eaux et denrées alimentaires est un sujet de grande controverse (Chui et al.,
2018). En Algérie, la recherche et le dénombrement des STEC notamment des sérotypes
0157: H7, n’est pas systématique pour le control de qualité des eaux et des aliments ou
pour la surveillance des agents zoonotiques. A ce titre, une absence des normes nationales
et un vide juridique sont constatés.(AFSSA, 2003)

La présente étude a fixé comme objectif, la réalisation d’une collecte et synthese
des connaissances actuelles, par analyse critique des données scientifiques relatives aux
especes Escherichia coli entérohémorragiques (EHEC), leurs propriétés, leur virulence,
leur transmission, les techniques d’application en Microbiologie alimentaire, permettant
leur détection/ dénombrement. Une attention particuliére sera réservée aux serotypes
pathogenes notamment le O157: H7.

Ce mémoire, est structuré en deux chapitres dont:

Un premier chapitre portera sur des caractéristiques concernant les Escherichia coli.
Un deuxieme chapitre traitant les différentes méthodes de détection et dénombrement
des Escherichia coli EHEC.



Chapitre 1 :

Generalités sur les
Escherichia coli




Chapitre 1/ Généralités sur les Escherichia coli

. Généralités sur les Escherichia coli

1.1 Définition et Taxonomie

Le nom Escherichia coli a été donné en hommage aux travaux du pédiatre allemand
Théodore Escherich qui décrit pour la premiere fois, en 1885, le bacille Bacterium coli dans
des selles de nourrisson. E. coli fait partie de la microflore bactérienne normale du tractus
digestif de I’homme ainsi que de celle de la plupart des animaux a sang chaud
(Escherich,1885).

L’espéce Escherichia coli appartient au genre Escherichia de la famille Enterobacteriacea,
qui a son tour fait partic de l'ordre des Entérobactéries, de I’embranchement des
protéobactéries y rattaché au régne des bactéries (Greatorex et Thorne., 1994)

E. coli, et plus globalement les coliformes, sont recherchés dans les aliments comme
indicateurs de contamination fécale ; leur présence fournissant une indication sur I’éventuelle
contamination de 1’aliment par des bactéries pathogénes d’origine digestive, notamment les
salmonelles (Laskin et Lechevalier, 1994).

La caractérisation bactériologique d’E. coli se définit par (Le Minor et al., 1990) :
- bacille a gram négatif (2 a 4 p de longueur 0.4 & 0.6y de large) ;
- immobiles ou mobiles gréace a des flagelles disposes de maniére péritriche ;
- poussent sur milieu ordinaire ;
- aérobies-anaérobies facultatifs ;
- réduisent le nitrate en nitrite ;
- ont une réaction d'oxydase négative ;
- utilise le glucose par voie fermentative

La plupart des souches d’E. coli sont commensales et banales mais certains a 1’origine
de pathologies intestinales et extra-intestinales. En 1945, Bray démontre que certaines
épidémies de diarrhées chez les enfants, non associées a Salmonella ou a Shigella, ont pour
origine des souches de E. coli. En 1974, les travaux de Kauffmann permettent de distinguer
les différentes souches de E. coli dont les pathogeénes responsables d’entérites grace a leurs
antigenes de surface.
I.2 Structure antigénique
1.2.1 L’antigéne O ou somatique
Cet antigéne est localisé au niveau de la paroi bactérienne de nature lipopolysaccharides, il est
en fait endotoxine bactérienne. A cet antigéne O correspond une agglutination O. Il existe

environ 180 antigenes O différent. (Fauchére et Avril,2002)
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1.2.2 L’antigéne K ou capsulaire

De nature polysaccharide, ils entourent I’antigéne O et se présentent sous deux types de
structure :

- La premiére, capsulaire lorsqu’ils constituent une capsule visible au microscope.

- La seconde, d’enveloppe quand ils ne sont pas visibles au microscope est masquent les
antigénes somatiques, si bien qu’ils inhibent 1’agglutinabilité O des bactéries par les sérums
de diagnostic de Escherichia coli préparé sur lapin. Environ 80 antigenes K ou d’antigéne
d’enveloppe différentes ont été reconnus. (Joly et Alain, 2003)

1.2.3 Antigene H ou flagellaire

Il n’existe que chez les bactéries mobiles, donc pourvus de flagelle. A cet antigene H
correspond une agglutination H faite d’agglutinants floconneux, lache et facilement dissociés
par agitation. Les bactéries sont agglutinées par leurs flagelles. On connait 56 types.

Les antigenes K, O, H sont a la base d’un schéma de diagnostic antigénique, notamment pour
le diagnostic différentiel, ils permettant d’établir le sérotype et de détecter les souches

d’Escherichia coli responsable du pathologies (Kauffmann, 1974).
Il. Les différents pathovars Escherichia coli

Tableau 01 présente les affections associées aux différents pathovars des Escherichia coli
responsables d’infections intestinales chez I’homme (Gouali et Weill, 2013).

(Voir annexe 01)

Tableau 01 : les affections associées aux difféerents pathovars des Escherichia coli

responsables d’infections intestinales chez I’homme (Gouali et Weill.,2013).

Pathotype Affection associées Caractéristiques des souches

EPEC,
Enteropathogenic E.

coli

Diarrhée aqueuse aigué

ou persistante

Adhésion localisée sur les entérocytes et
les cellules in vitro.

Adhésion « intime » aux entérocytes et
destruction des microvillosités (Iésion
d’attachement-effacement), présence du
locus d’effacement des entérocytes (LEE).
Pas de caractére invasif de type Shigella
sp.

Pas de production d’entérotoxines ou de

toxines Stx.
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ETEC, Enetrotoxigenic

Diarrhée aqueuse aigué

Adhésion aux entérocytes grace a des pili

E. coli spécifiques (CFAs, Css,..).
Production d’entérotoxines thermostables
(ST) et/ou hermolabiles (LT).

EHEC, Diarrhée aqueuse aigué ; | Production de Shiga-toxines (Stx) ou

Enterohemorragic E.
coli

colite hémorragique,
syndrome hémolytique et
urémique,
purpura  thrombotique

thrombocytopénique

vérotoxines.

Lésion d’attachement-effacement sur les
entérocytes et présence du locus
d’effacement des entérocytes (LEE).

Plasmide de virulence de 60 Mda.

EIEC, Enteroinvasive

Diarrhée aqueuse,

Génétiquement tres proche de Shigella sp.

E. coli Syndrome dysentérique Plasmide de virulence de 140 Mda
Invasion et prolifération dans les cellules
épitheliales in vitro et in vivo.

EAEC, E. coli Diarrhée persistante Adhésion typique en «briques empilées »

entéroagrégatif

sur cellules in vitro.

Facteurs de virulence hétérogenes
adhesines (AAFs), toxines
(EAST1,Pet),facteurs ntéroaggrégants

(aggR, aggA).

DAEC, E. coli a

adhérence diffuse

Diarrhée aqueuse aigué

Adhésion diffuse sur cellules in vitro.
Production d’adhésines afimbriales (afa).
Pas de production d’entérotoxines ou de

Stx.

11.1 Sérotype Escherichia coli O157 : H7

Escherichia coli 0157 : H7 produit des toxines de type Shiga et est classé dans les E.

coli entérohémorragique. Ce sérotype, fut le premier a étre identifie comme responsable de

diarrhées hémorragiques et du syndrome hémolytique et urémique (SHU) chez I’homme au

début des années 1980, de nombreuses autres souches d’E. coli ont été reconnues comme

induisant les mémes effets, mais E. coli reste la bactérie la plus étudiée et étant le sérotype le

plus souvent isolé lors de cas d’infections. (Grimont, 1987).
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11.2 Caractéres phénotypiques
Deux caractéristiques fondamentales différencient le sérotype O157 : H7 des autres

souches d’E. coli :

o Escherichia coli O157 : H7 ne fermente pas le sorbitol en 24h a I’inverse des autres
souches
o Chez Escherichia coli O157 : H7, I’enzyme B-glucuronidase n’est pas active.

Ces deux caractéristiques ont été utilisées pour mettre en place des techniques de détection
d’E coli 0157 : H7. Cependant des souches mutantes d’E coli 0157 : H7 fermentant le
sorbitol ont été isolées (Feng, 1995). (Tableau 02).

Tableau 02 : Principaux criteres différentiels des espéces du genre Escherichia (E. coli, E.

hermanii, E. vulneris, E. fergusonii). (Grimont, 1987).

Caractéristiques E. coli | E. coli | E. hermanii | E. vulneris | E. fergusonii
non 0157 :H7
0157 :H7
Indol + + + - +
Pigment jaune - - + (+) -
LDC (+) +) - + ¥
oDC +/- +/- + - +
3-xylosidase - - - + -
B3-glucuronidase | (+) - - - -
Sorbitol + - - - -
Malonate - - - +
Adonitol - - - - ¥

(+), positif avec la majorité des souches ; +/-, positif ou négatif selon les souches ; LDC, Lysine
Décarboxylase ; ODC, Ornithine Décarboxylase
11.3 Caracteres écologiques

Les STEC, comme la plupart des E. coli, sont capables de croitre a des températures
comprises entre 6°C et 46°C, avec un optimum a 37 °C (40°C pour E. coli 0157 : H7)
(ICMSF, 1996) (Tableau 02).
Leur capacité a se développer a des tempeératures inférieures a 15 °C a été récemment
attribuée a des mécanismes génétiques spécifiques a certaines souches pathogénes,
notamment 0157 (Vidovic et al., 2011).
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Le tableau 03 présente également les autres principales caractéristiques de croissance (pH,
Aw, teneur en sel) de la majeure partie des souches d’E. coli O157: H7, le sérotype le plus
étudié.

Par ailleurs, a ce jour, trés peu de données sont disponibles pour les souches non 0157 : H7,
qui pourraient présenter des valeurs cardinales différentes (AFSSA, 2003).

Tableau 03 : Caractéristiques de croissance d’E. coli O157 : H7 (Frank et al., 2011).

Facteur

environnementaux

Valeurs minimales

Valeurs optimales

Valeurs maximales

Température 6 40 45,5
pH 4,4 7 9

aw 0,95 0,995 -

Na CI (%) - 8,5

1. Réservoirs du germe

Les études d’épidémiologie analytique et les investigations d’épidémies ont permis
d’améliorer les connaissances sur les modes de transmission et les sources d’infections a
EHEC. Ainsi, il parait évident que E. coli O157 : H7, et plus généralement les STEC, peuvent
se transmettre par voie féco-orale et que la contamination se produit fréquemment par
l'ingestion d’aliment ou d’eau souillée, par le contact direct avec les animaux, les humains

porteurs, ou des objets contaminés. (Crump et al., 2002 ; Grant et al., 2008 ; Swerdlow et al.,
1992)

I11. 1 Les produits d’origine animale

I11.1.1 Viandes et produits carnés

Les ruminants, notamment les bovins, sont considérés comme le principal réservoir des
STEC 0157 : H7 et non- O157 (majoritairement O5, 026, 0103, 0111, 0118 et 0145)
(Duffy et McCabe, 2014). Plus de 120 sérogroupes de STEC ont été isolés du tube digestif du
bovin. (Auvray et al., 2012).
Dans le tractus gastro-intestinal du bovin, la présence des STEC est transitoire et le portage
est asymptomatique puisque les bovins ne possedent pas le récepteur Gb3 des Shiga-toxines a
la surface des cellules endothéliales intestinales et rénales (Hoey et al., 2002 ; Pruimboom-
Brees et al., 2000).

Les petits ruminants, tels que les ovins et les caprins, constituent également un réservoir
important de STEC 0157 (La Ragione et al., 2009). En Europe, en 2015, la prévalence de
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STEC chez les ovins et les caprins était de 18,5% et 4,3% pour les STEC 0157,
respectivement (EFSA & ECDC, 2016).

Des études ont montré que les feces et la viande de mouton constituaient un important
réservoir de souches STEC pathogénes pour ’Homme (Duffy & McCabe, 2014).
Les élans et les bisons sont considérés comme des réservoirs de STEC puisque de nombreuses
épidémies a E. coli O157 : H7 ont été associées a la consommation de viande de bison
contaminée ou de fruits contaminés par des feces d’élan (Persad et Le Jeune, 2014).

Les non ruminants ; Un portage de STEC ou de souches O157 a été observé chez les
porcs, les chiens, les chats, les chevaux et les oiseaux. Les porcs sont connus comme étant des
réservoirs de STEC et peuvent étre colonisés par des souches E. coli O157. (Booher et al.,
2002) (Tableau 04).

Tableau 04: Tableau de synthése Fréquences observées de viande contaminées par E. coli O157:
H7 (Vimont, 2007).

E.coli Pays Aliment N* Fréquence | Référence
0157: H7 (%)
Royaume-Uni | Beeuf cru 3216 1,1 Chapman et al.,
2000
Argentine Beeuf haché 160 3,8 Chinen et al., 2001
Beeuf haché 211 2,3 Fantelli et
Suisse stephane, 2001
France Beeuf haché 3500 0,1 Vernozy-Rozand et
al., 2002
Etats-Unis Beeuf haché 296 16,8 Samadpour et al.,
2002
Irlande Beeuf haché 1533 2,8 Cagney et al., 2004
Irlande Minerai 1351 0,07 et | Carney et al., 2006
1,85
Serbie Beeuf haché 48 6,2 Nastasijevic et al.,
2009
Saucisse  de | 48 2,1
beeuf

* Nombre de produits testés.
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I11.2. Les produits laitiers

Les produits laitiers & base de lait cru sont considérés comme des produits a risque. En
effet, le lait nécessaire a la fabrication peut étre contaminé lors de la traite. Sans étape de
destruction des bactéries comme une pasteurisation, ces bactéries peuvent se développer dans
le lait. Ainsi, lors de I’étape de coagulation du lait par I’action de la présure et/ou des bactéries
lactiques, la température ambiante avoisine les 37°C. A cette température, un grand nombre
de bactéries se développent y compris les bactéries pathogénes (Maher et al., 2001 ; D’Amico
et al., 2010). (Tableau 05).

I11.3. Filieres agro-alimentaires

La consommation de viande de beeuf ou de préparations a base de viande de beeuf, E.
coli O157 : H7 et les autres STEC sont introduits dans la chaine alimentaire par
I’intermédiaire de carcasses contaminées provenant elles-mémes d’animaux porteurs. La
contamination des carcasses peut avoir lieu principalement aux moments du deépouillement
des cuirs (potentiellement souillés par le pathogene) et de 1’éviscération (le pathogéne ayant
pour réservoir principal le tube digestif des bovins). D’autre part, une inter-contamination des
carcasses sur la chaine d’abattage peut également se produire via les outils utilisés par les
opérateurs. (Vimont, 2007).

La consommation de végétaux crus a été décrite comme étant un des modes de
contamination de I’homme par les STEC et en particulier par E. coli O157: H7, les causes de
contamination des cultures maraichéres mises en avant sont, le plus souvent, I’irrigation de
ces cultures par de I’eau elle-méme contaminée et I’épandage d’effluents d’¢élevage
contaminés par les STEC. (Vimont, 2007).

Tableau 05 : Fréquences observées de laits et fromages contaminés par des STEC. (Vimont.,
2007).

STEC Pays Aliment N* Fréque | Méthode | Référence
nce utilisée
(%)
France Lait cru 205 21 .5 PCR- (Fach et al., 2001)

Fromage au lait cru | 180 30,5 ELISA
Fromage au lait

pasteurisé 45 8,9

al., 2002)

France Fromage au lait cru | 1039 | 13 PCR (Vernozy-Rozand et
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Allemagne | Lait cru et lait | 273 3,9 et|VT- (Klie et al.,1997)
certifié 2,1 ELISA
Hollande | Lait cru 1011 | O IMS (Heuvelink et al.,
1998)
Angleterre | Lait cru 500 0 IMS (Coia et al., 2001)
Fromage ay laitcru | 739 |0
Italie Lait cru 100 0 EHEC- | Massaet al., 1999
ELISA
test

* Nombre de produits testés
V. Modes de transmission

Les trois voies principales d’infection sont :

(i)

I’ingestion d’aliments ou d’eau contamines, (ii) la transmission de personne a

personne et (iii) le contact direct avec les animaux et/ou I’environnement des fermes. (Figure

01).
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Figure 01 : Mode de transmission des EHEC a partir du réservoir animal.

V.1 Transmission alimentaire

La majorité des infections est due a I’ingestion d’aliments contaminés. La viande de

beeuf constitue la principale source de contamination suite a une cuisson insuffisante qui ne

10
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permet pas d’atteindre a cceur une température suffisante pour éliminer les bactéries
pathogénes (Samadpour et al., 2002).

Les résultats des enquétes ont montré que les viandes de beeuf crues ou insuffisamment
cuites, les viandes hachées (Paton et al., 1996), le lait non pasteurisé et les produits laitiers
(fromage au lait cru, fromage frais), les produits fermentés (saucisse séche fermentée), le
cidre, ’eau de boisson, la consommation d’eau contaminée (eaux de puit, eaux de source
privée, eaux de distribution non traitées) (Jones and Roworth,1996), les légumes crus comme
les germes de luzerne aux Etats-Unis (Breuer et al., 2001) sont des vecteurs des STEC.

IVV.2. Transmission interhumaine

La transmission inter-humaine dans la famille ou dans la collectivité est considérée
comme un facteur de risque de survenue des infections a STEC notamment chez les enfants
de moins de 15 ans. Des cas de transmission de personne a personne, par contact rapproché
avec une ou des personnes ayant eu de la diarrhée, ont été observes en milieu familial
(Vaillant et Espié, 2003). Cette transmission est d’autant plus importante que 1’hygiéne
générale et plus particulierement celle des mains est insuffisante et que les contacts sont
étroits. De ce fait, la contamination féco-orale est une réelle préoccupation dans les créches ou
les divers centres de soins (hdpitaux, maisons de retraites) (Belongia et al., 1993).

V.3 Transmission par contact avec animaux et environnement de ferme

La transmission de STEC a ’homme, par contact direct ou indirect avec des animaux
de ferme, porteurs de bactéries ou leur environnement contaminé (leurs déjections), a été a
I’origine d’infections humaines sporadiques (Heuvelink et al., 2002) et également
d’épidémies (Crump et al., 2002).
Le sol contaminé¢ par les déjections des animaux de ferme a également été a 1’origine
d’épidémies a EHEC. Les fermes pédagogiques, les parcs zoologiques et aires d’attraction,
abritant des animaux porteurs de STEC sont des facteurs de risque importants pour les
infections & STEC.

A cet effet, des guides et des recommandations sont préconisés pour prévenir les cas
d’infections dans ces pays (Center for disease control outbreaks of Escherichia coli O157 :
H7 2001).

V. Les facteurs de virulences

V.1 La lésion d’attachement—effacement

La colonisation du tube digestif par les EHEC est une étape majeure de la

physiopathologie et s’accompagne du développement de lésions spécifiques des entérocytes

11
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dites d’attachement-effacement (A/E), qui se limitent au cdlon et au caecum. Les lésions A/E,
d’abord décrites chez le pathovar E. coli entéropathogéne (EPEC), se caractérisent par un
effacement des microvillosités des cellules de 1’épithélium intestinal dans la zone de contact
entre la bactérie et la cellule cible (AFSSA., 2003 ; Donnenberg et Kaper., 1992). Un
piédestal, constitué d’actine cellulaire, sur lequel les bactéries peuvent s’enchasser de fagon
tres étroite, est alors constitué. (Voir annexe 02)

Le criblage d’une banque de mutants a permis de mettre en évidence in vitro les genes
impliqués dans ce phénomene (Donnenberg et al., 1989). Le premier géne identifié fut le géne
eae pour « E. coli attaching effacing ». 1l code pour une protéine de membrane externe de 94 a
97 kDa (selon les souches) appelée I’intimine pour son implication dans I’attachement intime
de la bactérie aux cellules épithéliales (Jerse et al., 1990). Tous ces génes sont regroupés au
sein d’un ilot de pathogénicité appelé LEE pour «Locus of Enterocyte Effacement» (Mc
Daniel et al., 1995). Un ilot de pathogenicité est un ensemble de génes regroupés en un
endroit précis du génome et qui sont impliqués dans la pathogénicité de la bacterie.

Locus d’effacement des entérocytes (LEE)

Les génes responsables des Iésions A/E sont portés par le locus chromosomique LEE,
codant un systéeme de sécrétion particulier, le systeme de type Il1, et trois classes de protéines
sécrétées par I’intermédiaire de celui-Ci :

Le géne eae (E. coli attaching and effacing) code une protéine de membrane externe de 94
Kda appelée intimine (Jerse et al., 1991). Plusieurs variants d’intimine ont été identifiés. Ces
différents variants seraient impliqués dans le tropisme cellulaire, la spécificité d’hote et donc
dans le pouvoir pathogéne des EHEC. Certains variants sont également retrouvés dans des
souches EPEC (AFSSA., 2003 ; Oswald et al., 2000).

o Le géne tir code le corécepteur spécifique de I’intimine, Tir (Translocated intimin
receptor), une protéine de 78 kDa injectée dans le cytoplasme de la cellule eucaryote grace a
un systéme de sécrétion de type III. Tir s’insére ensuite dans la membrane cytoplasmique de
I’entérocyte (AFSSA., 2003).

. Les génes esp (EPEC-secreted protein) codent pour une seringue moléculaire (espA,
espB, espD) impliquée dans la translocation des effecteurs dans la cellule héte (Tir, map,
espF, espG, espH...) (AFSSA., 2003).

. Le systéeme de sécrétion de type Il : les protéines Esp ne comportant pas de séquence
signal, leur sécrétion a été attribuée au systéme de type Il dont les génes sont également

portés par le LEE. Le mécanisme d’activation du systeme de sécrétion de type III reste mal

12
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connu, de méme que les transductions de signaux responsables du réarrangement du
cytosquelette des cellules hotes (AFSSA., 2003).
V.2 les shigatoxines

Les (Stx) sont considérées comme le principal facteur de virulence des EHEC. Les
toxines Stx sont également connues sous le nom de Vérotoxines en raison de leur cytotoxicité
sur les lignées cellulaires Vero.
La pathogénicité des EHEC dépend de la production des toxines Stx qui sont responsables des
effets cliniques, notamment les colites hémorragiques et le SHU. Les toxines Stx sont des
exotoxines présentant une parenté avec la toxine produite par Shigella dysenteriae de type I.
Elles ont été classées en deux groupes majeurs : Stx1 et Stx2 (Kruger & Lucchesi, 2015).
D’autres espéces bactériennes comme Acinobacter haemolyticus, Citrobacter freeundii et
Enterobacter cloacae produisent également les toxines Stx (Scheutz et al., 2012).
V.2.1 Les phages stx

Les genes codant Stx1 et Stx2 sont portés par des phages distincts ayant un processus
d’induction similaire (Mellies et al., 2014). Au stade lysogénique, le phage stx est intégré
dans le chromosome bactérien sous la forme d’un prophage et I’expression des génes stx est
inhibée. Dans le chromosome bactérien, les phages stx peuvent s’insérer au niveau d’un site
préférentiel unique ou d’autres sites d’intégration secondaires (Serra-Moreno et al., 2007).
Dans certaines conditions, le prophage est induit (stade lytique) et les genes portés par le
phage sont exprimés. (Wagner et al., 2001 ; 2002).

Les phages stx représentent des éléments génétiques mobiles et sont considérés comme
vecteurs des genes stx. La transmission des phages stx peut avoir lieu au cours du transit
intestinal mais aussi dans I’eau, les aliments, via les féces ou encore les biofilms (Imamovic et
al., 2009 ; Solheim et al.,2013).

V.2.2 Structure et mode d’action des Shiga-toxines

Les toxines Stx sont composées d’une sous-unité A liee de facon non covalente a 5 sous-
unités B identiques formant un pentamére (protéine de type AB5) (Figure 02). La sous-unité
A est composeée de deux parties, Al et A2, reliées entre elles par un pont disulfure. Le peptide
Al posséde I’activité enzymatique N- glycosidase alors que les sous-unités B permettent
Iinteraction de la toxine avec son récepteur, le globotriaosylcéramide Gb3 présent a la
surface des cellules endothéliales de I’intestin, du rein et du cerveau chez I’homme (Bauwens
et al., 2013). Pour exercer son activité N- glycosidase, le peptide Al doit étre libéré dans le

cytosol de la cellule cible.
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Figure 02 : Structure (A) et mode d’action des Shiga-toxines (B),
Adaptée de Bryan et al. (2015) ; Melton-Celsa (2014).

Bien que la protéine Stx2 ne présente que 60% d’homologie avec Stx1, les deux toxines
ont un mode d’action identique (Melton-Celsa, 2014 ; Sandvig et al., 2010). Au niveau du site
de colonisation intestinal des EHEC, les toxines Stx sont relarguées lors de la lyse bactérienne
et rejoignent la circulation sanguine par translocation des cellules épithéliales intestinales,
dépourvues de Gh3, du pdle apical vers le pdle basal sans activité cytotoxique. Les toxines
Stx atteignent les cellules endothéliales cibles du c6lon, du rein et du cerveau et se fixent sur
le récepteur Gb3 (O'Loughlin & Robins-Browne, 2001). Aprés fixation de la toxine au
récepteur Gb3, le complexe Stx/Gb3 est internalisé dans la cellule cible par un mécanisme
d’endocytose puis fusionne avec I’endosome (Figure 02). Le complexe rejoint I’appareil de
Golgi puis le réticulum endoplasmique (R.E) par un transport rétrograde (Sandvig et al.,
2010). Dans le RE, le pont disulfure entre les peptides Al et A2 est réduit et seul le peptide
Al est libéré et quitte le R.E pour atteindre I’enveloppe nucléaire puis les ribosomes cibles.
L’activité N- glycosidase du peptide Al retire un résidu adénine de I’ARN ribosomique 28S
du ribosome 60S, ce qui entraine la dissociation du ribosome avec le facteur d’élongation 1,
conduisant a ’inhibition de la synthése protéique (Spooner et al., 2012). 1l a également été

montré que les toxines Stx sont capables d’induire ’apoptose de différents types cellulaires

(Tesh, 2010).
V.3 L’entérohemolysine E-hlyA

Différentes entérohémolysines ont été retrouvées chez les EHEC dont E-hlyA, codée
par le géne ehxA, provoquant la lyse des érythrocytes. Homologue de 1'a-hémolysine d'E. coli
K12, E-hlyA s'insére dans la membrane cytoplasmique ou elle forme des pores ce qui

provoque la lyse osmotique des cellules. Le fer libere par les érythrocytes favoriserait la
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prolifération des EHEC. Mais tous les EHEC isolées de patients ne sont pas forcément
hémolytiques. (Pradel et al., 2008).
V.4 Autres facteurs de virulence

D’autres facteurs de virulence potentiels, codés par des genes présents sur le
chromosome ou sur des éléments génétiques mobiles (plasmides, phages ou flots de
pathogénicité) ont été décrits chez les souches EHEC (Gyles, 2007 ; Afssa., 2003 ; Croxen et
Finlay,2010). lls regroupent en particulier :

Des toxines, telles que I’entérohémolysine (Ehx), I’entérohémolysine thermostable
EASTL, la cytotoxine subtilase (SubAB), les cyclomodulines CDT (Cytolethal distending
factor) et Cif (Cycle inhibiting factor) ;

Des protéases, telles que la catalase péroxydase KatP, la métalloprotéase StcE ; la sérine
protease EspP qui est capable de cliver le facteur VV de coagulation humain contribuerait au
développement des colites hémorragiques observées chez les patients.

Des systemes de captation du fer, retrouvés chez les E. coli responsables d’infections
intestinale et extra-intestinales.

Des systémes de résistance a I’acidité gastrique. Cependant, le réle respectif de ces facteurs de
virulence potenticls dans la pathogénie des EHEC n’est pas encore démontré. (Croxen et
Finlay,2010).(Tableau 06)

Tableau 06 : Facteurs de virulence intervenant dans le pouvoir pathogene des Escherichia coli

entérohémorragiques. (Gouali et Weill., 2013).

Facteur  de | Support génétique Protéine/Gene | Mécanisme d’action
virulence

Facteurs Systeme de sécrétion | Génes Adhésion aux enterocytes
d’adhésion de type Il Gene eae

Locus d’effacement | Tir

des entérocytes | Esp
(LEE)

Shiga-toxines | Stx Fixation a la membrane
Stx1 cytoplasmique.
Stx2 Internalisation par un mécanisme
Stx2c/d d’endocytose.
Stx2e/f Activité N-glucosidase sur la sous-

unité 28S du ribosome.
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Blocage de la sous-unité 60S du

ribosome et arrét de la synthése

protéique.
Facteurs Géne ehxA Hémolysine Insertion dans la membrane.
plasmidiques HIyA Cytoplasmique, activité cytolytique
par formation de pores entrainant une
lyse osmotique des cellules et une
libération de fer des érythrocytes.
Autres Gene EsP. Sérine protéase | Clivage du facteur VV de coagulation
facteurs Pepsine A. responsable de la survenue de colites
plasmidiques | Catalase péroxydase hémorragiques.
périplasmique KatP
Toxine type
Clostridium difficile-
like.
Systeme de sécrétion
de type II.
Autres Gene AstA. Protéine Role dans I’induction de la phase.
facteurs Systeme  oxydatif, | EAST1 Initiale de la diarrhée aqueuse.
glutamate dépendant Résistance a I’acidité gastrique (pH <
Gene rpoS. 2,5).
Salinite.
Chaleur.
V1. Pathologies liées aux EHEC

Chez I’homme, aprés ingestion d’une dose infectieuse faible (inférieure & 100 unités

formant colonies) (Caprioli et al., 2005) ; et apres une incubation de 3 a 4 jours (pouvant aller

jusqu’a 10 jours), les infections & EHEC peuvent se manifester sous plusieurs aspects, allant

de la diarrhée bénigne a des colites hémorragiques (Caprioli et al., 2005).

Ces dernieres, se compliquent parfois au bout de quelques jours, chez I’enfant et le sujet agé

en particulier, par un syndrome hémolytique urémique (SHU) ou un purpura thrombotique

thrombocytopénique (PTT) chez I’adulte (Bouvet et al., 2003).
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V1.1 Colite hémorragique :

La colite hémorragique, est la principale manifestation clinique de I’infection par les
souches EHEC (Serra-Moreno et al., 2007). Elle survient généralement, aprés une période
d’incubation variant de 3 a 7 jours (Elliott et al., 2001). Elle se caractérise par de violentes
crampes abdominales, accompagnées d’une diarrhée aqueuse, devenant, dans 90% des cas,
sanglante aprés 24 a 72 h d’évolution (Ochoa et al.,, 2003). Le patient ne présente
généralement pas, ou peu d’hyperthermie (Wong et al., 2000). Des nausées, des
vomissements, des céphalées et des frissons ont également été rapportés, mais leur fréquence
est plus faible (Serra- Moreno et al., 2007). La diarrhée sanglante, est retrouvée dans 90% des
cas diagnostiqués. Mais I’infection par des EHEC peut étre plus discrete, et certains patients
développent des SHU sans avoir presente de diarrhée prodromique (Ochoa et al., 2003).

V1.2 Le Syndrome hémolytique et urémique (SHU) :

Le syndrome hémolytique et urémique (SHU) a éte décrit pour la premiere fois en
1955 par Gasser et al., (1955).
Le SHU causé par les Shiga-toxines est caractérise par la lésion histologique de
microangiopathie thrombotique correspondant a des lésions endothéliales conduisant a une
agrégation plaquettaire diffuse puis a I’occlusion des lumiéres artériolaires (Tarr et al., 2005).
Le SHU est une complication de la diarrhée sanglante, qui touche surtout I'enfant de
Moins de 3 ans et survient généralement aprés une diarrhée prodromique sanglante. Ce n’est
qu’en 1983 que Karmali et al., (1983) établissent la relation entre une infection intestinale a
STEC et la survenue d’'un SHU. L'apparition du SHU se fait en moyenne une semaine apres le
début des symptomes digestifs. Le SHU post-diarrhée représente environ 90 % des cas de
SHU de I'enfant et constitue la premiéere cause d'insuffisance rénale du nourrisson.
Une atteinte d’autres organes (pancréas, foie et systeme nerveux central) est également
possible (Siegler, 1995 ; Siegler & Oakes, 2005). L’atteinte du systéme nerveux central est
d’ailleurs actuellement la principale cause du déces (Decludt et al., 2000).(Figure03).
V1.3 Le Purpura thrombotique thrombocytopénique (PTT)

Le purpura thrombotique et thrombocytopénique (PTT) est une entité clinique décrite
pour la premiére fois en 1925. Comme pour le SHU, I’étiologie du PTT peut étre de diverses
origines (toxique, auto-immune.), et la relation entre 'infection par E. coli O157 : H7 et
’apparition de ce syndrome est récente (Kovacs et al., 1990).

Le PTT est rare et survient le plus souvent chez 1’adulte (pic de fréquence chez les

femmes autour de 40 ans). Il est exceptionnel chez I’enfant et la personne agée. Le PTT se
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caractérise par une anémie hémolytique micro-angiopathique, une thrombocytopénie, une
fievre, une atteinte neurologique predominante (modifications du comportement, paresthésie,
aphasie, troubles visuels, coma) et des anomalies rénales inconstantes (insuffisance rénale
présente dans environ la moitié des cas) (Tarr et al., 2005).

Le PTT dure habituellement de quelques jours a quelques semaines, mais il peut parfois
évoluer pendant des mois. Lorsque la maladie progresse et atteint le systéme nerveux central

et les reins, elle peut étre fatale (Bouvet et al., 2003; Nangaku et al., 2007).

Ingestion STEC

l 3- 4 jowrs
10545
Crampes abdominales, dimrrhée non sanglante — » Résolution

l 0%
0%

Diarrhée + sanglante ——————————* Rsésolution

7 jours l 1020

SHU
—~ S04 déces ‘M‘
— S%p IRC ~— 30%¢ Protéinurie — §60%0 Résolution
\ l / o

Complications tardives

Figure 03: Evolution clinique des infections & E. coli entérohémorragique (AFSSA., 2003).
EHEC: E. coli entérohémorragique; IRC: insuffisance rénale chronique;

SHU: Syndrome hémolytique et urémique.

VII. Traitement du syndrome hémolytique et urémique et du pur-

pura thrombotique Thrombocytopénique

Il n’existe pas de traitement spécifique en dehors de la mise en route d’une nutrition parenté-
rale qui permet, a la fois, de compenser les pertes hydriques dues a la diarrhée et de

soutenir la fonction rénale. L’administration d’antibiotiques est trés controversée car elle
augmenterait le risque de développement d’un SHU en favorisant la production et la libéra-
tion des toxines bactériennes. La plupart des patients oliguriques ou anuriques doivent étre
dialysés. Les transfusions plaquettaires sont indiquées en cas d’hémorragies. Le taux de mor-
talité en phase aigué de SHU est actuellement inférieur a 5 %. Malgré une guérison apparente,
la plupart des patients sont susceptibles de développer des complications tardives notamment
au niveau rénal. Ainsi, les patients ayant eu un SHU avec une anurie de plus d’une semaine

doivent faire ’objet d’une surveillance a trés long terme. (Gouali et Weill., 2013)
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Chapitre 2/ Methodes de détection des Escherichia coli EHEC

I. Méthodes de dénombrement des E. coli O157 : H7

I.1. Protocole de recherche de E. coli O157: H7 dans les aliments

Comme toute méthode classique d’isolement de bactéries pathogénes a partir d’un aliment, le
protocole inclut:
a) une ¢étape d’enrichissement en bouillon pour revivifier et multiplier les bactéries
stressées de I’aliment;
b) une étape d’enrichissement spécifique ou d’immuno-concentration pour sélectionner la
bactérie recherchée;
c) un étalement sur milieu sélectif et une confirmation biochimique ou immunologique des

colonies caractéristiques (figure 04).

Prise d'essai (x g ou x ml)
+ 9 xml mTSB + novobiocine
préchauff é a 41,5°C

v

Homogénéisation et incubation
6h puis 12 h a 18 h supplémentaires a 41,5°C

v

Concentration des E. coli 0157 par capture sur des billes immunomagn étiques
et lavage avec une solution de tampon de lavage stérile

Resuspension dans 0,1 ml de tampon de lavage stérile

'

Inoculer 50 ul de billes , lavées et mises unenouvelle fois en suspension,
sur le milieu sélectif afin d'obtenir des colonies isolées

v v

milieu CT -SMAC Second milieu d'isolement

Incubation a 37°C pendant 18 324 h Incubation a la température et au temps ad hoc

v !

Confirmation des colonies pures par formation d'indole ou par kits biochimiques disponibles
dans le commerce et par identification sérologique avec les anticorps contre E. coli 0157

Pour une identification approfondie , il convient d'envoyer les cultures & un laboratoire de référence

Figure 04: Schéma de la détection et de 1’identification de souches STEC O157 a partir d’aliments
(norme I1SO 16.154).(Vimont., 2007).

19



Chapitre 2/ Methodes de détection des Escherichia coli EHEC

|.1.1. Etape d’enrichissement

Comme la dose infecticuse est basse, de nombreux milieux d’enrichisssement ont été étudiés
pour permettre aux cellules bactériennes de se multiplier jusqu’a des niveaux détectables et
souvent de supprimer la croissance des bactéries Gram positif et en grande partie des Gram
négatif telles que Proteus spp et Aeromonas spp.
Parmi ceux utilisés pour la détection des STEC 0157, le Bouillon Trypticase Soja modifié
(mTSB) additionné de novobiocine ou d’acriflavine pour réduire le nombre de microorganismes
a Gram positif.(voir PANNEXE 06). Un autre milieu décrit est constitué¢ d’eau peptonnée
tamponnée additionnée de vancomycine, de cefsulodine et de cefixime pour inhiber la croissance
des bactéries & Gram positif et a Gram négatif comme Aeromonas spp. Et Proteus spp (Weagant
et Bound, 2001)
Beaucoup d’études entreprises, recommandent d’incuber le milieu d’enrichissement a une
température proche de 42°C (Ogden et al., 2001) pendant une courte durée (6 heures). Bolton et
al.,(1999). ont recommandé pour la détection des STEC O157 dans les viandes, le bouillon
mMTSB incubé a 42°C pendant 6 heures comme milieu d’enrichissement suivi d’une étape
d’enrichissement immunomagnétique et d’un isolement sur milieu CT- SMAC incubé a 42°C. Ce
dernier milieu a I’avantage d’inhiber la multiplication des autres bactéries sorbitol négatives
comme Hafnia alvei.
Cette derniére méthode a été reprise dans la norme 1SO16654 (1SO, 2001). (voir figure ANNEXE
03)
1.1.2. Etape de séparation-concentration

Dans le but de réduire la durée des analyses microbiologiques, des techniques de type
séparation /concentration ont été développées. Ces techniques sont représentées par la
centrifugation, la filtration, des systemes bio-absorbants a base de lectine augmentant la
sensibilité de la détection. La technique la plus efficace est la séparation immuno-magnétique qui
est techniquement simple a réaliser et spécifique pour I’isolement de STEC 0O:157 (Vernozy-
Rozand, 1999; Vernozy Rozand et al., 1997).
Aprés enrichissement, les billes sont généralement mises en culture sur des milieux sélectifs.
Bennet et collaborateurs (1996) ont prouvé que les systémes de séparation concentration
immunomagnétique (Dynabeads anti E.coli 0157, Dynal Ltd, UK) repris dans la norme
1SO16654 (1SO, 2001).
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1.1.3. Détection d’E. coli O157 sur milieux sélectifs

Aprées enrichissement, les billes magnétiques ou les bactéries du bouillon d’enrichissement

sont étalées et mises en culture sur des milieux sélectifs. Comme les STEC O157 ne fermentent
pas le sorbitol a ’opposé des autres E. coli, le milieu de base utilisé est le milieu Mac-Conkey au
sorbitol (SMAC).
Des modifications de la gélose SMAC (ajout de cefixime et de tellurite : milieu CT-SMAC) ont
été mises au point pour augmenter le caractere sélectif vis a vis des STEC 0157 (Zadik et al.,
1993). D’autres milieux d’isolement sélectif et sensible comme le “Rainbow agar O157” ont été
testés en combinaison avec des méthodes géenétiques (PCR) pour détecter les souches de STEC
0157 dans les échantillons de viandes (Radu et al., 2000).

De nombreux milieux chromogénes ont été mis au point, deux sont spéecifiques du sérotype
0O157:H7 (chromagar E. coli 0O157:H7 et O157:H7 ID), les EHEC O157 :H7 donnent des
colonies mauves sur le milieu chromagar E. coli O157:H7. (AFSSA, 2003). L’utilisation de ces
milieux pour la détection des E. coli 0157 fermentant le sorbitol est recommandé (De Boer et
Heuvelink, 2000).

I1. Méthodes immuno-biochimiques pour recherche des O157 : H7

Aprés isolement, différentes méthodes ont été developpées pour détecter les STEC
généralement et les STEC O157:H7 a partir de matrices plus ou moins complexes. Ces
différentes techniques peuvent étre classées en méthodes phénotypique ou biochimiques,
immunologiques et méthodes génétiques. Un accent particulier sera également mis sur les limites

de ces méthodes ainsi que sur I’émergence de méthodes nouvelles et originales. (Vimont, 2007)

11.1. Méthodes biochimiques de détection et d’isolement de E. coli O157:H7
I1.1.1. Utilisation des propriétés biochimiques de E. coli O157:H7

La plupart des réactions biochimiques de E. coli 0O157:H7 sont typiques des STEC et
répondent au test IMVIC (indole, rouge de méthyl; VVoges-Proskauer; citrate) a l'exception
toutefois de la fermentation du sorbitol et de l'activité pB-glucuronidase (Lingwood et al., 1987).
Environ 93 % des souches de E. coli d'origine humaine fermentent le sorbitol en 24 heures ; a
I'inverse, E. coli O157: H7 ne fermente pas le sorbitol (Neaves et al., 1994). Néanmoins, il a été
montré dans diverses études que des souches STEC du sérotype O157:H7 étaient capables de
fermenter le sorbitol en 24 heures (Morgan et al., 1993; Moxley et Francis, 1986; Wilson et al.,

1992). La prévalence de ces souches particuliéres est actuellement peu connue mais il apparait
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évident que de telles souches ne peuvent étre mises en évidence par les méthodes officielles de
contrdle des aliments, telles qu’elles seront décrites dans ce chapitre.

En outre, 93 % des E. coli sont B-glucuronidase positives, a l'inverse, la grande majorité des
STEC 0157 ne produisent pas de B-glucuronidase (Tesh et al., 1991).

Toutes ces caractéristiques biochimiques particuliéres ont été ré-utilisées dans la conception de
divers milieux sélectifs pour I’isolement du sérotype O157: H7.

L’absence de fermentation du sorbitol, par exemple, justifié l'utilisation de la gélose
MacConkey au sorbitol (SMAC) ont été mises au point dans l'objectif d'augmenter le caractére
sélectif vis-a-vis de O157: H7. Ainsi, Okrend et al., (1990), Tesh et al., (1991) ont montré que
I'addition de 5 bromo-4 chloro-indoxy-p-D-glucuronide (BCIG) ajouté a raison de 0,1 g/L a une
gélose SMAC favorise l'isolement de E. coli 0157 inoculé volontairement dans des échantillons
de viande de boeuf. En effet, le BCIG permet de différencier les colonies B-glucuronidase
positives de celles qui sont négatives. E. coli O157:H7 présente des colonies sorbitol négatives et
B-glucuronidase négatives ; ces colonies restent blanches alors que les colonies sorbitol négatives
et B-glucuronidases positives virent au vert ou au bleu. L'ajout du BCIG a la gélose SMAC réduit
par conséquent le nombre de faux positifs de 36 % par rapport a la simple utilisation du SMAC
sans BCIG. En effet, E. coli O157:H7 a pu étre isolé a partir de 11 des 12 échantillons de viande
inoculés utilisant le SMAC-BCIG contre 8 sur 12 avec la seule utilisation du SMAC sans BCIG.
Enfin, Zadik et al., (1993) ont décrit I’intérét d’ajouter du tellurite et de la céfixime a cette gélose
SMAC (CT- SMAC), étant donné des concentrations minimales inhibitrices (CMI) plus élevées
pour les STEC 0157 que pour les autres E. coli (Pour inhiber les autres E. coli + tellurite et
céfixine comme agents séléctifs) et les bactéries sorbitol négatives comme Aeromonas et
Plesiomonas. Néanmoins, des souches de E. coli O157: H7 sensibles a certaines concentrations
de tellurite ont été décrites par Karch et al., (1996) et I’utilisation de la gélose CT-SMAC dans ce
cas précis s’avere inadaptée.

De plus, Thomson et al. (1990) ont développé un test rapide fluorescent pour la détection de E.
coli O157.

Ce test utilise le 4-méthylumbelliféryl f-D-glucuronide (MUG) comme indicateur hydrolysé

en un compose fluorescent par lI'enzyme B-glucuronidase (Rippey et al., 1987). De nombreux

milieux chromogenes ont par ailleurs été mis au point comme par exemple les milieux
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CHROMagar E. coli 0157:H7 (chromagar) et O157:H7 ID (bio Mérieux) spécifiques du
sérotype O157:H7.

Les méthodes biochimiques sont intéressantes et fondamentales pour la détection de E. coli
0157:H7 mais restent inadaptées a la détection des souches « mutantes » du sérotype O157: H7
et surtout a la détection des STEC non-O157:H7, étant donné I’absence de propriété biochimique
commune a tous les STEC. (Okrend et al., 1990, Tesh et al., 1991)

11.1.2. Méthode de confirmation par agglutination phénotypique

Cette méthode consiste en un test d’agglutination latex réalisé directement sur la colonie
suspecte pour vérifier la présence de I’antigeéne somatique O157. L’identification de I’espece par
utilisation des galeries Api permet de vérifier qu’il s’agit de 1’espéce E. coli . Enfin, il faut
contrdler la présence du flagelle H7. Cette étape exige I’ensemencement de la souche étudiée sur
une gelose-mobilité (3 repiquages sont nécessaires) de maniére a favoriser la synthése du flagelle
avant son sérotypage a 1’aide d’anticorps anti H7. Ces étapes de confirmation prennent de 3 a 4
jours en fonction du délai de reprise de mobilité de la souche (AFSSA, 2003).
Cette méthode est simple d’utilisation mais longue et par conséquent peu conciliable avec les
exigences des industriels de I’agro-alimentaire.

11.2. Méthodes immunologiques de détection de E. coli O157:H7

Il existe actuellement sur le marché un grand nombre de tests permettant la détection de E.
coli O157: H7 dans les aliments et/ou dans les échantillons environnementaux. Ces systemes
comprennent des tests conventionnels ELISA en microplaques, des systéemes immunologiques en
une étape et des systemes completement automatises (ANNEXE 04). Ces tests sont nombreux,
mais compte-tenu de leur sensibilité, ils doivent étre précédés d’une phase d’enrichissement, le
fait que la dose infectieuse de E. coli soit considérée comme basse, a obligé les chercheurs a
développer de nombreux milieux d'enrichissement pour permettre aux cellules bactériennes de se
multiplier jusqu'a des niveaux détectables (Taylor, 1990; USDA, 1993; Weagant et al., 1994).
11.2.1. Systemes immuno-chromatographiques et systémes ELISA

Ces méthodes immunologiques donnent un résultat en 15 minutes (test "une étape”,
immuno-chromatographique) ou en 2 heures (systeme ELISA microplaques) apres une phase
d’enrichissement (le plus souvent d’une durée de 24 heures). La préparation de 1’échantillon et

les phases d’enrichissement varient d’un kit immunologique a autre.
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Les méthodes immunologiques en "une étape™ sont tres employées par les industriels du fait de
leur rapidité d’exécution et de leur simplicité. En effet, les étapes de lavage-ringage et d’addition
de plusieurs réactifs ne sont pas nécessaires avec ces Kits. Une grande partie de ces systemes est
basée sur le principe d’immuno-chromatographie. Le dispositif consiste en un support plastique
contenant une membrane imprégnée de particules d’or ou de latex recouverte d’anticorps
spécifiques de E. coli O157:H7 (i.e. O157 et éventuellement H7), un puits pour I’échantillon et
une fenétre de test et de contrdle. (AFSSA, 2003)

Une aliquote du bouillon d’enrichissement (généralement 100 pl) est placée dans le puits destiné
a I’échantillon alimentaire puis diffuse le long de la membrane jusqu’a la zone test contenant
I’anticorps anti-O157. L’apparition d’une ligne colorée dans la fenétre test, aprés 10 a 20
minutes, indique un résultat positif signant la présence probable de E. coli O157 dans I’aliment.
On peut citer en exemple le test validé AOAC « VIP EHEC » (BioControl, Montesson, France)
qui permet, aprés un enrichissement de 18h (8h pour la matrice steak haché), de visualiser (en 10
minutes) si un échantillon donné est contaminé ou non par E. coli 0157:H7 (figure 05).

Pour les systemes ELISA, les anticorps spécifiques de E. coli O157:H7 sont fixés au fond des
puits de microplaques. L’aliquote du bouillon d’enrichissement est déposée dans ces puits.

Apres incubation et une série de lavages, un anticorps "révélateur” anti-O157 est ajouté pour

détecter le couple anticorps-bactéries. Ce deuxieme anticorps est couplé a une enzyme qui permet

une révélation colorimétrique.(AFSSA, 2003)

Figure 05: VIP test, test immunologique en «1 étape».(Vimont, 2007)
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11.2.2. Systémes automatisés/ ELFA

L’éventail des méthodes immunologiques totalement automatisées est beaucoup plus

restreint (Annexe 04). Il a été choisi ici de présenter le systeme VIDAS E. coli 0157 (VIDAS
ECO) qui a été utilisé par la suite dans I’étude sur I’optimisation de la recherche des STEC O:
157 dans le steak haché. Le VIDAS ECO est un test immunoenzymatique permettant la détection
d’antigénes somatiques O157 par la méthode ELFA (Enzyme Linked Fluorescent Fluoresent
Assay) grace au systéeme automatisé VIDAS. Ce systeme permet de détecter E. coli O157 dans
les aliments aprés un double enrichissement de 30 heures (Figure 07). Ce kit est composé de 2
¢léments préts a ’emploi : un cone a usage unique, servant a la fois de phase solide et de systéme
de pipetage, dont la face interne est recouverte d’anticorps anti-O157, et une barrette contenant
les solutions de lavage et de révélation (Figure 06) .
Une aliquote de 500 pl de bouillon d’enrichissement placée dans la barrette subit des cycles
d’aspiration-refoulement. Les antigenes somatiques O157 potentiellement présents dans ce
bouillon sont alors captés par les anticorps du cbne. Les éléments restes libres sont ensuite
élimines grace a plusieurs lavages (Vimont, 2007).

En phase finale, des anticorps marqués a la phosphatase alcaline sont aspirés et refoulés
dans le cone et vont ensuite se fixer sur les antigénes 0157, eux-mémes fixes sur les anticorps de
la paroi du cone. De nouvelles étapes de lavage éliminent les conjugués non fixés. Lors de 1I’étape
finale de révélation, le substrat (4-Méthyle ombelliferyl phosphate) est aspiré puis refoulé dans le
cone ; I’enzyme du conjugué catalyse la réaction d’hydrolyse de ce substrat en un produit
(4-méthyl-ombelliferone) dont la fluorescence émise est mesurée a 450 nm.

Cet automate peut réaliser jusqu’a 30 analyses simultanément et permet de réaliser d’autres
recherches de pathogenes et/ou toxines (e.g. Salmonella, Listeria monocytogenes,
Campylobacter, entérotoxine staphylococcique) (Vimont, 2007).

L’ensemble des systemes décrits précédemment (systemes en microplaques, en une étape
OuU automatisés) permet aux industriels de l’agroalimentaire un contrdle "présomptif' de la
présence de E. coli O157:H7 dans les aliments analysés. En effet, les Kits décrits précédemment
ne recherchent que I’antigéne somatique O157 (parfois associ¢ a I’antigéne H7). Méme les
systemes qui affichent une spécificité totale pour E. coli O157: H7 donnent en fait des résultats
positifs pour des E. coli O157 non-H7. Un résultat positif de I’un de ces tests immunologiques

signe seulement la présence de ’antigéne cible (le plus souvent, il s’agit de ’antigéne somatique
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(O157). Une présentation des deux protocoles actuellement validés par ’AFNOR pour la
recherche de E. coli O157:H7 dans les aliments (détection et isolement des colonies suspectes)
fait I’objet du paragraphe suivant (Vimont, 2007).

Sandwich  Antihody conjugated

1o alkaling phosphatase
\ 4 !
) "I 'y /\ x"
=N
Antigen £-m
to betested  umbelifenyd

Fixed antibody phosphate

)

Figure 06 : Automate VIDAS avec des cones et Figure 07 : Principe du
des barettes (SAVOYE, 2011) VIDAS (SAVOYE, 2011)

11.2.3. Tests immunologiques validés AFNOR de détection des E. coli O157:H7

Pour la détection de E. coli O157:H7 dans les aliments, deux méthodes validées AFNOR
existantes, intégrent une phase d’immunoconcentration qui permet d’extraire et/ou de concentrer
la bactérie cible du bouillon d’enrichissement. En effet, un isolement direct sur une gélose a partir
du bouillon d’enrichissement donnerait des boites trop chargées pour lesquelles le repérage des
colonies suspectes serait difficile. (AFSSA, 2003)

Ce deux techniques ont pour but d’optimiser 1’étape d’isolement de la bactérie cible sur
une geélose spécifique en la séparant de la matrice alimentaire et du reste de la microflore.
Parmi ces méthodes d’immunoconcentration, on trouve I’immunoséparation magnétique (IMS)
et 'immunoconcentration automatique (ICE) permise par le VIDAS.
Les deux méthodes validées AFNOR de détection de E. coli O157:H7 dans I’aliment utilisent:
La technique de I’immunoséparation magnétique IMS (1ISO EN 16654). (Figure 09)
Le systtme VIDAS ECO pour la détection de I’antigéne somatique O157 (ISO EN 16140)
(Annexe 05). (AFSSA, 2003).

La technique de la séparation immuno-magnétique (IMS) reprise dans la norme 1SO EN

16654 est une méthode qui utilise des particules paramagnétiques couvertes danticorps
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specifiques de l'organisme cible, ajoutées a I'échantillon d'aliment a analyser. L'organisme cible
est capturé a la surface des particules magnétiques et I'ensemble est retiré de 1’échantillon par
application d'un aimant (figure 08). Les organismes cibles sont ensuite séparés par centrifugation
des debris alimentaires et des micro-organismes qui peuvent interférer avec les différents
systemes de détection. En rediluant les cellules cibles ainsi isolées dans un volume inférieur
a celui duquel elles proviennent, on obtient un effet de concentration des cellules bactériennes et
on augmente ainsi la sensibilité des systemes de détection. Apres enrichissement, les billes sont
généralement mises en culture sur des milieux sélectifs. Les colonies caractéristiques sont ensuite
confirmées a I’aide de tests biochimiques (galeries API 20E, bioMérieux) et immunologiques

(test d’agglutination latex O157, recherche des Shiga-toxines par ELISA) (Vimont, 2007).

D D 1) Sampling & Pre-enrichment » & hours, 37°C
ay #dd 25 g sample to 225 ml pre-enrichment
brath and incubate.
2
) Dynabeads®
Immunocapture y

I ml of the pre-enriched
sample and 20 pl of =
Dymabeads® anti-E.ccli OI57

are added to an

Eppendorf tube.

Incubate and mix for

30 minutes. Multiples
of up to
10 samples
can be

completed
per hour

ImmunoMagnetic Separation
Separate, concencrate and wash.

Reconstitution

Resuzpend the beads in PBS.
Transfer suspension onto i
agar plate. 18]

@

Y

3) Selective Agar Plating = 18 hours, 37°C
Soreak the bead-bacteria complexes onto selective agar and incubate
1o isclate suspect colanlas.

D I Examination and Confirmation

a.y Pick susp=ct colonles.
FPerform latex agglutination, serotyping or DMNA analysis for confirma=
tion.

Figure 08: La technique de la séparation immuno-magnétique (IMS).
Dynabeasds anti- E.coli O157.(DYNAL, A.S., 1997)

Pour la méthode VIDAS ECO, un double enrichissement de 1’échantillon alimentaire est
(comme évoqué précédemment) premierement réalisé dans du mTSB (modified Trypticase Soya
Broth) pendant 6h a 42°C puis dans du CT- MacConkey Broth pendant 24h a 37°C. Une aliquote
du bouillon d’enrichissement est ensuite analysée par le systeme VIDAS ECO. Lors d’une
réponse positive pour le systeme VIDAS-ECO, une immunoconcentration est réalisée avec le
systeme VIDAS ICE. Ce kit VIDAS ICE est composé des mémes composants que le kit VIDAS
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ECO (cone et barrette). Le cone est recouvert d’anticorps anti-O157 qui permettent de capturer
les bactéries cibles qui sont ensuite relarguées sous forme d’un immunoconcentrat et peuvent étre
isolées sur des géloses spécifiques. Les colonies suspectes font, la encore, I’objet de confirmation
(agglutination latex O157, identification de I’espéce, recherche de I’antigéne H7, production de
Shiga-toxines).

I11. Techniques de détection des toxines STEC

I11.1. Techniques de détection de la production des Shigatoxines (ELISA)

La détection de la production de shigatoxines se fait essentiellement par la mise en évidence
du pouvoir cytopathogéne des shigatoxines sur les lignées cellulaires Vero (Richardson et al.,
1988). Ainsi peuvent étre testés des échantillons fécaux, des cultures bactériennes et des aliments.
Les bactéries se multiplient en bouillon, les surnageants de cultures sont ajoutés a la lignée
cellulaire Vero. Ces dernieres prennent une forme ronde et se détachent du support en présence
de shigatoxines.

La croissance des STEC dans des milieux depourvus de fer permet d’augmenter la production des
toxines Stx1 mais pas des Stx2 (O’Brien et al., 1982).

Pour confirmer que I’effet cytopathogene exercé sur les cellules Vero est effectivement di
aux Shigatoxines, on peut réaliser des tests de neutralisation en utilisant des anticorps dirigés
contre les différents types de Shigatoxines (Strockbine et al., 1986).

Quelques techniques ELISA permettant la détection des shigatoxines ont été décrites. Les
systéemes permettant la fixation des shigatoxines utilisent des glycolipides mimant le récepteur
Gb3. Dans d’autres études des anticorps monoclonaux anti-shigatoxines ont €té utilisés. Des kits
ELISA (RIDASCREEN Verotoxin ELISA, Verotoxin Cypress Diagnostics) permettant la
détection des shigatoxines dans les matieres fécales sont commercialisés et peuvent étre utilisés
dans les laboratoires de diagnostic classique. De méme, les tests d’immunochromatographie
permettent la détection des toxines Stx1 et Stx2 (systeme Singlepath®, Merck).

I11.2. Méthodes génétiques pour la detection des STEC
111.2.1. Les systemes P.C.R (Polymérase Chain Reaction)

Ces méthodes sont, la plupart du temps, basées sur la recherche des génes stx par PCR
(Bouvet et Vernozy-Rozand, 2000) et les amorces conseillées ont €té décrites par Lin et al.
(1993). L’utilisation de la PCR pour détecter les STEC s’est développée au cours des 10

derniéres années mais le premier systéme a été mis au point dés 1989 par Karch et Meyer.
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Pour détecter tous les types de STEC isolés chez I’animal ou dans les aliments, Read et al. (1992)
ont développé une PCR avec une paire d’amorces ayant pour cible une séquence conservée des
génes stx1, stx2 et stxE. Plusieurs matrices (viande de boeuf, viande de porc, lait de chévre, féces
de boeuf et feces de porc) contenant différentes souches de STEC (233 souches), de E. coli non
verotoxinogenes (72 souches) et d’autres bactéries (76 souches) ont été testées. Toutes les
souches de STEC, appartenant a 50 sérotypes différents, ont pu étre détectées avec cette méthode
et Shigella dysenteriae type 1 était la seule autre bactérie détectée. La PCR peut étre réalisée a
partir de ’ADN d’une culture pure, de matrices alimentaires ou de matieres fécales. L application
peut étre effectuée directement apres enrichissement ou apres isolement des souches sur milieu
specifique (méthodes conventionnelles). La PCR est tres sensible et spécifique. Grace a cette
technique, ’ADN est amplifi¢ a un niveau suffisant méme lorsque le nombre de bactéries dans
I’échantillon est tres faible (Bouvet et Vernozy-Rozand, 2000).

D’autres techniques ont été développées ces dernieres années comme la PCR ELISA ou
PCR en temps réel (China et al., 2002 a). La PCR ELISA permet une détection du produit PCR
en utilisant un lecteur de microplaques utilisé pour les tests ELISA. Le produit PCR est
immobilisé dans les plagues multi-puits recouvertes de streptavidine qui a une affinité pour la
biotine.
Les cibles génétiques principales pour la detection du sérotype 0157 :H7 sont les genes stx1 et
stx2, le géne eae ainsi que le géne ehxA. Certains systéemes sont spécifiques des Escherichia coli
0157:H7. Les genes ciblés sont le gene rfbE codant pour ’antigéne 0157, le géne fliCH7 codant
pour I’antigéne H7 ou le géne uidA codant pour la B-glucuronidase dont la séquence (mutation du

géne a +93) est spécifique de ces souches (Yoshitomi et al., 2006).
IV.Les différents milieux d’isolement des STEC

Des milieux sélectifs et spécifiques du sérotype pour I’isolement des E. coli O157: H7 sont

disponibles. (Voir Annexe 06).
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Conclusion
Conclusion

Le choix et l'optimisation des techniques (d’application en microbiologie
alimentaire), pour recherche et dénombrement des STEC dans les eaux et aliments,
constitué un sujet de débat inter-laboratoire de grande controverse. Les données
scientifiques analysées, affirment que les aliments d’origine animale comme les viandes
(notamment d’origine bovine), certains produits laitiers crus et/ou fermentés, les eaux
potables et/ ou de plaisance, sont des vecteurs pour ces pathogenes.

Dans un deuxieme chapitre, une analyse critique des différentes méthodes pour la
recherche / dénombrement de ces pathogénes dans les aliments. IL s’avére qu’il n’y a pas
des techniques (optimales) différentielles entre les sérotype/ souches STEC pathogénes et
non pathogenes. Cependant, les techniques genetiques, notamment celles basées sur la
recherche/amplification des génes stx par PCR (stxl, stx2...) sont de référence, bien
qu’elles soient longues et couteuses.

En raison de la gravité des épidémies et du manque de données disponibles sur ces
procaryotes, I’instauration des mesures, visant a réduire les risques bactériologique a
différents niveaux s’impose:

Législatif, d’abord, par 1’établissement des lignes directrices, des recommandations, des
normes nationales par les autorités compétentes afin de garantir la sécurité des aliments
et des eaux.

La mise en place de laboratoire référence, doté des équipes qualifiées/ spécialisées, des
banques de souches. Et d’observatoire national chargé de de suivi, de vigilance et des

évolutions mondiales et/ou nationales des épidémies ou ces sérotype sont impliqués.
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Annexe 01
Les différents pathovars
1- E. coli entéropathogene (EPEC) :

Ces souches étaient responsables, dans les années 50, de diarrhées infantiles graves ou
toxicoses, survenant par épidémies dans des creches ou des maternités.

Ces souches encore appelées E. coli G.E.I (des gastro-entérites infantiles) sont plus rarement
rencontrées aujourd’hui, elles sont alors isolées de cas sporadiques. (Andrade et al., 1989 ; Jerse
et al., 1990).

Le mode de pathogenése est encore mal élucidé. Cependant, on sait maintenant que
certaines souches EPEC produisent des toxines, en particulier des vérotoxines (Cleary et al.,
1985), distinctes des entérotoxines ETEC (Cleary,1988 ; O'Brien et LaVeck,1983). En outre,
certaines souches EPEC envahissent les cellules épithéliales (Donnenberg et al.,1989; Milidis
et al.,1989).

2- E. coli Entérotoxigéne (ETEC) :

Provoquent une diarrhée aqueuse en adhérant a petites cellules épithéliales intestinales et
produisant une ou plusieurs entérotoxines appartenant soit a la famille thermolabile (LT-1, LT-
2) ou la famille stable a la chaleur (STa, STh). Ils sont principalement associées a la diarrhée
dans les pays en développement et sont le plus souvent associés a la diarrhée des voyageurs aux
Etats-Unis (Doyle et Padhye,1989 ).

3- Les E. coli entéroinvasifs (EIEC) :

Sont proches des shigelles, de point de vue génétique, biochimique et pathogénique
(Brenner et al., 1972). Elles provoquent des diarrhées agqueuses, évoluant rapidement en une
dysenterie (selles contenant du sang et du mucus). Leur principal réservoir est ’homme.

Les EIEC pénétrent les entérocytes du colon, provoquent la lyse de la vésicule d’endocytose et
se multiplient, provoquant la mort cellulaire. Elles sont capables de se mouvoir dans le
cytoplasme et de pénétrer ensuite dans la cellule adjacente par la polymérisation de I’actine
cellulaire a de leur pdle.

4- Les E. coli entérohémorragiques (EHEC) :

Provoquent des symptdmes allant de diarrhées peu sanglantes a des colites
hémorragiques (C. H), voir a un Syndrome Hémolytique et Urémique (S.H.U) chez ’enfant ou
(un Purpura Thrombotique Thrombocytopénique P.T.T) chez I’adulte, pouvant conduire parfois
a la mort (Riley et al., 1983). Les ruminants sont reconnus pour étre le principal réservoir. Un

grand nombre de sérotypes d’EHEC est capable de produire les 1ésions de type A/E* au niveau
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du colon. Néanmoins le point central de leur pouvoir pathogéne est la production de toxines Stx
1 et/ou Stx 2, codées par les génes stx, qui pénétrent dans la circulation sanguine et provoquent
des atteintes extra-intestinales potentiellement mortelles (Konowalchuk et al., 1977).
L’ensemble des souches d’E. coli, possédant au moins un géne stx représente le groupe
des Shigatoxin- producing E. coli (STEC) ou VTEC selon I’ancienne dénomination
internationale (pour verotoxin-producing E. coli). 1l est important de souligner que les STEC
ne sont néanmoins pas tous pathogeénes pour ’homme.
Selon la recommandation de I’AFSSA en date d’avril 2003 une souche STEC pathogéne doit
avoir les caractéristiques suivantes :
. Elle doit appartenir aux sérotypes : 0157 : H7, 026 : H11, 0103 : H2, 0111 : H8,
0145 : H28;
. Elle doit de surcroit posséder concomitamment, deux facteurs de virulence : un ou deux
genes stx codant pour les Shiga-toxines, et le facteur d’attachement et d’effacement eae, avec
les variants suivants : eae-gamma pour O157 et 0145, eae-beta pour O26, eae-epsilon pour
0103 et eae-theta pour O111. (Gouali et Weill.,2013).
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Annexe 02

a - Adhésion initiale d’une souche EHEC (représentée en rose) aux microvillosités Intestinales

(représentées en gris). (Donnenberg et al., 1989)

b- Dans un second temps, la bactérie injecte Les protéines effectrices du systeme de sécrétion
de type Ill (SSTT) dans le cytoplasme de la cellule épithéliale. Parmi celles-ci, notons la
Protéine Tir qui vient se localiser au niveau de la membrane plasmique de la cellule pour Servir
de récepteur a I’intimine. Il en résulte un attachement plus intime de la bactérie a la cellule
épithéliale. (Donnenberg et al., 1989)
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C- L’Adhésion intime de la bactéric a la cellule hote entraine une cascade biochimique
complexe dans le cytoplasme de la cellule épithéliale se traduisant par la destruction de I’actine
des microvillosités intestinales et leur effacement (Donnenberg.et Kaper., 1992).

Figure : a/b/c : Modélisation des trois principales étapes de I’interaction entre une souche EHEC
et aux entérocytes aboutissant a la formation d’une lésion d’attachement et d’effacement (A/E)

(Adrienne et al., 2004).
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Annexe 03

Préparation de I’échantillon

25 g d’échantillon + 225 ml de mTSB (préchauffé a 37°C)

Homogeénéisation et Incubation
6h a37°C +/-1°C

Concentration d’E. coli O157 par capture par les billes

Immunomagnétiques et lavage par une solution stérile

Resuspension dans 0,1 ml de solution tampon stérile

Ensemencement de 50 ul de particules sur CT-SMAC et

une seconde gélose sélective

l Incubation 18 a 24h a 37°C +/-1°C

e Sélection de 5 colonies caracteéristiques sur chaque milieu
e Confirmation des colonies par production d’indole ou les kits de diagnostic

e Disponibles dans le commerce et par agglutination avec le sérum anti E. coli 0157

Figure : Mode opératoire de I'IMS (ISO EN-16654).
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Annexe 04
Tableau : Kits immunologiques de détection de E. coli O157:H7 dans I’aliment (Vernozy -
Rozand et al., 2002)
Test Fabricant | Antigene(S) Systeme de FORMAT Validation
Cible(S) revelation
EHEK- Organon 0157 et H7 Colorimétrique Microplaque Health Canada
TekTM Teknika Method MRLP-91
TecraTM Bioenterprises 0157 Colorimétrique Microplaque
E.C. 0157 Pty Ltd
VIA
AssuranceTM | BioControl 0157 et H7 Colorimétrique Microplaque AOAC Official
EHEC EIA Systems Inc. Method 996.10
PATH-STIK | Celsis-Lumac 0157 Colorimétrique Dip-stick
E. coli O157
VIPTMEHEC | BioControl | O157 et H7 Colorimétrique 1 étape AOAC Official
Systems Inc Method 996.09
Transia card Diffchamb 0157 Colorimétrique 1 étape
E. coli O157
REVEALTM Neogen 0157 et H7 Colorimétrique 1 étape
E. coli
0157:H7
ImmunoCard Meridian 0157 et H7 Colorimétrique 1 étape AOAC
Statl E. coli Diagnostics Performance
0157:H7 Tested
Biocard ANI Biotech 0157 Colorimétrique 1 étape
EHEC oYy
SinglepathTM Merck Ltd 0157 et H7 Colorimétrique 1 étape
E. coli
0157:H7
VIDAS E. coli | BioMérieux 0157 Fluorescent Automatisé AFNOR 12/08-
0157 07/00
EiaFoss E. Foss Electric 0157 Fluorescent Automatisé
coli 0157 A/S
Difco EZ coli Becton 0157 Colorimétrique 1 étape
Dickinson
NOW EH. E. Binax, Inc 0157 et H7 Colorimétrique 1 étape
coli
E. coli O157- | Denka Seiken 0157 - -
CD
RapidChek SDI, Inc 0157 et H7 Colorimétrique 1 étape
for E.
coli O157:H7
EC Lite GEM 0157 Chemiluminescence 1 étape
Biomedical
Captivate IDG, Lab M 0157 - -
0157 Ltd.
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E. coli Kalix 0157 - -
Rapitest
Premier Meridian 0157 Colorimétrique 1 étape
EHEC Diagnostics
GeneQuence Neogen 0157 et H7 Colorimétrique Microplaque
BioGem Xenith 0157 Colorimétrique 1 étape

BioMed
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Annexe 05
Echantillon alimentaire de 25¢
Adjonction de milieu de pré-enrichissement:
225 ml de mTSB + novobiocine ou acriflavine pour produits laitiers
\l/ Incubation 6 h a 42°C
1 ml dans 9ml de CT-MCB
\l/ Incubation 18/24h a 37°C
VIDAS ECO
500ul de bouillon thermisé
/ v
Résultat Négatif Résultat Positif
STOP VIDAS ICE
500ul de bouillon
Etalement de 50ul sur CT-SMAC et 0157:H7 ID-bioMérieux
Incubation 18/24h a 37°C
Identification serotypique : Latex Oxoid
Tester 5 colonies sorbitol avec un antisérum 0157
Réaction d’agglutination + & TRéaction d’agglutination —

Tester 5 colonies sorbitol + avec un antisérum 0157

o ~

Réaction d’agglutination + Réaction d’agglutination —

Identification biochimique : galerie APl 20E ‘ — > Non E.coli ————> STOP

E.coli 0157
Q/ 3 repiquage successifs sur gélose mobilité + état frais (x100)

Recherche de I’agglutination avec un antisérum H7 (test Bafco E.coli H antisérum H7-Difco)

T

Réaction+ = E.coli O157:H7 Réaction- = E.coli O157 non H7

~ 7

Recherche de la production de toxines Stx1 et Stx2 ( Kit Verotox-F-Denka-Seiken)

Figure : Protocole de recherche de E. coli 0157 dans I’aliment : méthode VIDAS ECO.
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Annexe 06

Les différents milieux d’isolement des STEC

Le milieu BBL Chromagar 0157 commercialisé par la société becton dickinson sert aussi
a I’isolement, la différenciation et I’identification présumée d'E. coli O157: H7.
En raison de la présence de substrats chromogénes dans le milieu, les colonies d’E. coli O157:
H7 produisent un colorant de couleur mauve, ce qui permet leur identification présumée a partir
de la boite de Pétri (Bouvier Marion, 2011).
Isolement des E. coli 0157 : H7

Des milieux sélectifs et spécifiques du sérotype O157: H7 sont aussi disponibles comme
le milieu Mac Conkey Sorbitol (CT- SMAC) . Sur ce milieu, la microflore secondaire est
inhibée par ’association entre les sels biliaires, le cristal violet, le céfixime et le tellurite de
potassium. Apres 24 heures d’incubation a 37°C, E. coli O157: H7 forme des colonies lisses,
incolores, pouvant présentées un halo orangé d’alcalinisation. A titre d’information, ce milieu
est utilisé dans la norme 1SO 16654. (Bouvier Marion, 2011)

Un deuxieme milieu spécifique d’E. coli O157: H7 existe : le milieu Chrom-I1D O157: H7
(BioMe¢érieux).Cette gélose contient un mélange d’hydrates de carbone et deux substrats
chromogenes pour la détection de deux activités enzymatiques : la 3-D-galactosidase présente
chez toutes les souches d’E. coli quel que soit leur sérotype et la. B-D-glucuronidase spécifique

a toutes les souches d’E. coli non O157:H7. (Bouvier Marion, 2011)

Tableau : Milieux d’isloment (Joffin, C et Joffin, N, 2003)

Mac Conkey | Mac Fluorocult®
Au Sorbitol Conkey au | E. coli
sorbitol et | O157 : H7
au BCIG @ | Agar

(Mreck)
Molécules Peptone 20,09 20,09 20,0 g
organiques Extrait de viande 2,09¢g
azotées Extrait de levure 109
Glucides Sorbitol 10,0 ¢ 10,0 g 10,09
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Autres BCIGW 01g 01g
molécules MUG @
crabonées
Indicateur de | Ammonium Fer |11 0549
sulfure Citrate
Inhibiteurs Sels biliaire n°3 1,5¢g 159
Désoxycholate de sodium
Indicateurs de | Rouge neutre 30 mg 30 mg
pH Bleu de bromothymol 25 mg
PH final 7,1 7,1
lons minéraux | NaCl 509 500 500
ajoutés Na2S203 2,09
Agar 15,049 15,09 13,09
Eau qsp 1dmd 1dmd 1dm?

@ BCIG 5- bromo-4- chloro-3- indolyl-D-3- glucuronide

) MUG 4- méthyl- umbelliféryl-3- glucuronide
Tableau: Milieux d’enrichissement (Joffin, C et Joffin, N, 2003)

Bouillon TS a Bouillon EC a la
Iacriflavine ™ novobiocine @
(produits laitiers) | (viandes)
Molécules Peptone trypicase- soja 30,09 20,09
organiques azotées | Tryptone
Peptone de caséine
Glucides Lactose
Inhibiteurs Sels biliaires n°3 159 1,12 ¢
Acriflavine @ 10 mg -
Novobiocine @ 20 mg
lons minéraux NaCl - 500
KH2PO4 - 15¢g
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KoHPO4 - 4049
Na; HPO412 H, O 1,25¢g
Eau asp 1dmd 1dmd
D

Ajoutée extemporanément aprés autoclavage (ajouter dans 1 dm?, 2 cm® d’une solution

de chlorhydrate d’acriflavine a 5 mg. cm? stérilisée par filtration, ou ajouter 0,45 cm?® dans 225

cm? de milieu).

)

Ajoutée extemporanément aprés autoclavage (ajouter dns 1 dm®, 1 cm® d’une solution

de novobiocine & 20 mg. cm? stérilisés par filtration ou ajouter 0,225 cm® dans 225 cm?® de

milieu).
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