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LEE : Locus of Enterocyte Effacement
PCR : Polymerase Chain Reaction
PFGE : Electrophorése en champ pulsé
PTT : Purpura Thrombotique Thrombocytopénique
RD : Réduction Décimale
SHU : Syndrome Hémolytique et Urémique
STEC : Shiga-like toxin producing Escherichia coli (ancien nom : VTEC)
SYM Previus . Systéme de prévision du comportement des micro-organismes dans les
aliments / France
TIAC : Toxi infection alimentaire collective
ufc : unité formant colonie
Nomenclature

Convention d’écriture utilisée dans ce rapport (d’aprés Calderwood S. et al. (1996))

Géne Toxine
Shiga-toxine ou vérotoxine stx Stx
Shiga-toxine 1 ou vérotoxine 1, 2, 2, .... Stxy, Stxy, StXo, ... Stx1, Stx 2, Stx 2c, ...
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Introduction

1 Contexte et Justification du projet

Les Escherichia coli producteurs de Shiga-toxines sont considérés par la communauté scientifique
comme des pathogénes émergent importants en santé publique. lls ont été a l'origine en 1982 aux
Etats-Unis de deux épidémies de colite hémorragique sévere, nécessitant une hospitalisation de 70 %
des malades. Des hamburgers insuffisamment cuits provenant d’établissements d’'une méme chaine
de restauration rapide ont été impliqués avec mise en évidence une souche de E. coli d'un sérotype
particulier : 0157:H7.

Depuis 1982, de nombreux autres cas d’infections humaines consécutives a la consommation
d’aliments contaminés par des STEC ont été rapportés a travers le monde.

En France, une centaine de cas de SHU majoritairement liés a des STEC, sont recensés par an, chez
les enfants de moins de 15 ans depuis 1995. Les chiffres pour les adultes sont inconnus. Récemment,
deux toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) ont été détectées et investiguées : une premiere
en décembre 2000, liée a E. coli O157 et une seconde en juin 2002, liée & un STEC non O157
incriminant de la viande de mouton.

Ainsi les STEC et plus particulierement le sérotype O157:H7 représentent un danger pour la santé
publique, avec un impact important pour les industries agro-alimentaires. Ce contexte a justifié
pleinement de faire un bilan des connaissances scientifiques sur les STEC, de maniére a pouvoir
proposer des recommandations pertinentes de maitrise de ce danger, et d’identifier par la méme
occasion les champs de recherche.

C’est dans ce contexte général que le comité d’experts « Microbiologie » de I’Agence frangaise de
sécurité sanitaire des aliments, sous I'impulsion de Monsieur le Professeur Flandrois, président de ce
comité, a rédigé différentes fiches de description des pathogénes d’intérét en sécurité sanitaire des
aliments ; parmi elles, figurait la fiche « Escherichia coli O157 :H7 »'.

Le 12 juin 2001, 'Agence francaise de sécurité sanitaire des aliments a été saisie, par la Direction
générale de la concurrence, de la consommation et de la répression des fraudes, la Direction
générale de l'alimentation et la Direction générale de la santé, d'une demande d'avis relative aux
caractéristiques a retenir pour considérer qu'une souche de Escherichia coli vérocytotoxique est
potentiellement pathogéne pour I’'homme.

Sur le fondement de I'expertise scientifique menée par le Comité d’experts spécialisé «Microbiologie»,
I’Agence frangaise de sécurité sanitaire des aliments a émis 'avis suivant :

« 1. L’Agence estime que la maitrise du danger VTEC, en matiére de sécurité sanitaire
des aliments, ne peut s’appuyer sur :

- une recherche par PCR des génes stx dans les aliments qui est, dans I'état
actuel des connaissances et des moyens, non pertinente ;

- une recherche de certains caractéres phénotypiques qui s’avére impossible du
fait de l'absence de caractéristiques biochimiques communes aux différents
sérotypes formant les VTEC.

2. En revanche, ’Agence estime que la recherche spécifique de certains sérogroupes
majoritaires, parmi lesquels 0157, 0111, 026 et 0103, pourrait constituer un outil de
maitrise du danger VTEC.

3. L’Agence souligne également que des moyens de recherche devraient étre mis en
ceuvre pour mettre a la disposition des laboratoires de diagnostic des méthodes
d’identification des sérogroupes : 0111, 026, 0103 et O123.

Compte tenu des enjeux en terme d’évaluation et de maitrise des risques, I'’Agence
francaise de sécurité sanitaire des aliments a entrepris une réflexion sur les Escherichia

! Ces différentes fiches sont disponibles sur le site internet de 1’Agence frangaise de sécurité sanitaire des aliments :
www.afssa.fr (la lecture de ces fiches peut étre un préalable utile a la compréhension de ce rapport).
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coli VTEC dans le cadre d'un groupe de travail, qui devrait aboutir & un bilan actualisé
des connaissances sur ces pathogénes. »

Ce groupe de travail dénommé « Escherichia coli vérotoxique » a ainsi été constitué en octobre 2001.

2 Méthodologie

21 Groupe de travail

Le groupe de travail, nommé le 17 octobre 2001 et présidé par Madame le Docteur Christine Vernozy-
Rozand, comprend des experts du comité d’experts spécialisé (CES) « Microbiologie », et des experts
extérieurs a 'Agence. Il est composé de 14 scientifiques (voir liste en page 5).

Les avancées des travaux du groupe ont fait 'objet de plusieurs discussions au sein du comité
«Microbiologie » qui a validé le rapport le 14 février 2003. Par ailleurs, ce document a bénéficié d’une
relecture critique par le CES Santé Animale, en ce qui concerne les sections B et E, le 12 février
2003.

2.2 Méthodes de travail

Le groupe de travail a procédé a I'analyse des données actualisées de la littérature sur cette
thématique. L’ensemble des personnes qui a contribué a I'élaboration et/ou la validation de ce rapport
et les personnalités scientifiques qui ont été consultées figurent en début de ce document (voir liste en
page 6).

Avec I'accord du CES « Microbiologie », le groupe de travail a préparé une liste de questions dont les
réponses constituent le rapport final.

Toute la problématique est donc présentée sous forme de questions structurantes, I'ensemble des
questions donnant une articulation logique a la réflexion globale du groupe de travail. Parmi les
avantages de cette présentation, on retiendra le fait de pouvoir traiter chaque point individuellement,
comme une fin en soi et donc la possibilité d'un travail indépendant sur chaque point ainsi que la
possibilité pour le lecteur de ne pas avoir a considérer I'ensemble du travail pour comprendre un point
précis.

Cette liste de questions a été validée lors de la premiére réunion du groupe de travail. Par la suite un
regroupement des questions en grandes sections a été effectué.

> Remarques
Le groupe de travail souhaite que soient bien pris en compte les points suivants :

. Le groupe a souhaité limiter, au moins dans un premier temps, son travail a la réponse aux
questions sur la base des faits scientifiques, sans interprétation. Il s’agit essentiellement d’'un
travail bibliographique, conduisant a un état des lieux de la question.

. Toutefois, le groupe a di faire des choix dans la masse importante de la littérature publiée. Les
connaissances restant du domaine industriel n’ont pu étre intégrées.
. Le groupe de travail a cependant ouvert des pistes de réflexion et proposé des axes de

recherche. Il a considéré qu'aller au-dela nécessitait une réflexion ciblée pour laquelle il n'était
pas, dans sa configuration actuelle, totalement adapté.

. Il ne s'agit donc pas d'un travail sur l'estimation qualitative ou quantitative du risque sanitaire,
méme si les données explicitées sont toutes individuellement utilisables a cet effet. Le rapport ne
reprend pas, en particulier, le schéma proposé dans ce but par le Codex Alimentarius. Ce projet
pourrait d’ailleurs justifier la prolongation des travaux du groupe dans une configuration plus
adaptée a cet objectif.

. Ce travail a permis d'identifier les facteurs de risque sans pour autant les hiérarchiser sur les
bases scientifiques disponibles.
. La rédaction de « points a retenir » en début de section permettra aux lecteurs d’accéder

rapidement a I'essentiel des informations contenues dans chaque section.

Le document répond aux questions posées, vise a étre informatif, rigoureux (contrélable) et a s’ouvrir
vers l'aspect quantitatif (méme limité).
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2.3 Bilan et perspectives

Ce rapport est un document scientifique qui constitue une source d'informations pour les scientifiques,
les industriels et le public. Méme s'il apparait constituer une base documentaire importante sur les
E. coli vérotoxiques, cette connaissance ne doit pas étre considérée comme exhaustive, le groupe de
travail ayant d0 faire des choix dans l'abondante littérature existante. Par ailleurs quelques
observations n'ont pas fait I'objet de publication et reste du domaine de la connaissance industrielle et
de celle des laboratoires.

Les pistes de réflexion et les axes de recherche sont aisés a envisager a la lecture de ce rapport et
ont été listés en fin de chaque section.

Parmi ces points, trois axes ont été considérés comme majeurs par le groupe de travail :

1. Améliorer les connaissances et la prévention des infections a STEC chez 'homme en France
avec notamment une information du corps médical sur ce danger et une sensibilisation aux
diagnostic STEC chez des patients présentant des diarrhées sanglantes.

2. Disposer d’'une méthode, harmonisée au niveau national, de détection des STEC dans I'aliment
et dans I'environnement.

3. Démarrer une approche d’analyse quantitative du risque lié aux STEC dans certaines familles
d’aliments. Cette approche pourrait commencer par I'analyse des travaux existant a I'échelon
international permettra d’établir un bilan précis des données manquantes.

Ces deux derniers points feront I'objet des travaux ultérieurs du groupe de travail STEC, émanant du
CES « Microbiologie », placé aupres de I'Afssa.
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Section A : Historique et Définition des STEC

Responsable de section : C. Vernozy-Rozand
Rédacteurs : E. Espié - C. Vernozy-Rozand

POINTS A RETENIR

. La dénomination STEC (Shiga-toxin-Producing Escherichia coli) regroupe toutes les
souches de E. coli possédant les génes stx codant une toxine particuliere, appelée
Shiga-like toxine ou vérotoxine ;

. Les STEC sont qualifiés de pathogénes émergents, néanmoins, tous les STEC ne sont
pas pathogénes pour ’lhomme ;

. La dénomination EHEC (E. coli Entérohémorragiques) concerne les STEC pathogénes
pour ’homme ;

. Les STEC ont été impliqués dans de nombreuses épidémies alimentaires ;

. Les signes cliniques associés sont une diarrhée sanglante, un Syndrome Hémolytique

et Urémique (SHU) chez les enfants et un Purpura Thrombotique et
Thrombocytopénique (PTT) chez les adultes ;

. En France, une centaine de cas de SHU majoritairement liés a des STEC, est recensé
par an, chez les enfants de moins de 15 ans, depuis 1995. Les chiffres pour les adultes
sont inconnus.

Escherichia coli est considéré comme un héte normal de la microflore digestive de I’'homme et de
nombreuses espéces animales. A ce titre Escherichia coli, et plus largement les coliformes
thermotolérants, sont recherchés dans les aliments comme indicateurs de contamination fécale ; leur
présence fournissant une indication sur I'éventuelle contamination de l'aliment par des bactéries
pathogénes d’origine digestive, notamment les salmonelles. En outre certaines souches pathogénes
de Escherichia coli sont connues des médecins comme des agents responsables de gastro-entérite
infantile ou de la fameuse "diarrhée du voyageur", souvent d’origine hydrique. Les principaux
pathotypes intestinaux, décrits en fonction des signes cliniques engendrés et des facteurs de
pathogénicité exprimés, sont: les Escherichia coli entérotoxinogénes (ETEC), les Escherichia coli
entéropathogénes (EPEC), les Escherichia coli entéroagrégatifs (EAgg), les Escherichia coli
entérohémorragiques (EHEC) et les Escherichia coli entéroinvasifs (EIEC).

En 1982 aux Etats-Unis (dans I'Oregon puis trois mois plus tard dans le Michigan), deux épidémies de
colites hémorragiques sévéres, nécessitant une hospitalisation de 70 % des malades, apparurent
aprés la consommation de hamburgers insuffisamment cuits provenant d’établissements d’'une méme
chaine de restauration rapide. Les analyses mises en ceuvre, d’'une part sur les selles des patients et
d’autre part sur de la viande de bceuf hachée congelée d’'un méme lot dont provenaient les
hamburgers incriminés, mirent en évidence une souche de Escherichia coli d’'un sérotype particulier
0O157:H7. Peu de temps aprés, une étude menée sur les selles d’enfants atteints par un syndrome
hémolytique et urémique (SHU) montra la présence d'une toxine, cytotoxique pour les cultures
cellulaires Vero (cellule rénale du singe vert d’Afrique), d’'ou son nom de "vérotoxine", dénommée
également « Shiga-toxine » du fait de sa grande similitude avec une toxine produite par Shigella
dysenteriae (Karmali et al., 1983; Konowalchuk et al., 1977).

Escherichia coli O157:H7 est le principal sérotype de E. coli responsable de pathologie chez 'homme.
Les souches dites STEC (Shiga-toxin-Producing E. coli) sont toutes les souches de Escherichia coli
ayant les génes stx codant les Shiga-like toxines ou vérotoxines. La dénomination VTEC (verotoxin-
producing E. coli) a été couramment utilisée jusqu’alors ; aujourd’hui, la convention internationale de
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dénomination de ces pathogénes recommande le terme STEC. Les souches isolées chez les malades
sont appelées EHEC.

Depuis 1982, de nombreux autres cas d’infections humaines consécutives a la consommation
d’aliments contaminés par des STEC ont été rapportés a travers le monde. Notamment, des
épidémies importantes sont survenues : a Washington en 1993 (501 malades, 45 SHU et 3 déceés)
liée a la consommation de hamburgers, en Ecosse en 1996 (512 malades dont 17 décés) due a la
consommation de viande de bceuf et au Japon en 1996 (9451 malades et 12 décés) due a la
consommation de radis blanc (voir Section D-Tableau 2 et Tableau 3). Ces épidémies majeures étant
toutes dues a E. coli O157:H7, les chercheurs ont principalement ciblé leurs travaux sur ce seul
sérotype, d’ou la pauvreté des informations disponibles sur d’autres sérotypes pourtant importants si
on considére leur implication dans des SHU a I'’échelon international (026, 0111, 0103 et O145).

Il est habituel de qualifier ces pathogénes d’émergents alors méme que Escherichia coli a été une des
premiéres espéces bactériennes étudiées. L'émergence des STEC est a associer a la double
circonstance suivante : la description des SHU est assez récente (1950) de méme que celle des
épidémies liées a E. coli O157:H7 (1980). Les habitudes alimentaires de nos concitoyens ont évolué
vers une augmentation du nombre de repas pris hors foyer, notamment des habitudes alimentaires
nouvelles (moindre cuisson de certains aliments par exemple) et constituent certainement une
circonstance favorable a I'explosion des cas d’infections humaines liées aux STEC.

En France, la surveillance des infections a STEC est basée sur la surveillance des Syndromes
Hémolytiques et Urémiques (SHU) chez les enfants a4gés de moins de 15 ans. Cette surveillance
permet de connaitre les caractéristiques épidémiologiques de la maladie, de suivre ses tendances
évolutives et de détecter des phénomeénes épidémiques. En 2001, le taux d’incidence du SHU était de
0,7 pour 100 000 enfants agés de moins de 15 ans (soit 76 cas notifiés) et de 2,1 pour 100 000
enfants 4gés de moins de 2 ans (Haeghebaert et al.,, 2003). Cette incidence demeure globalement
stable depuis 1993. Récemment, deux toxi-infections alimentaires collectives (TIAC) ont été détectées
et ont fait 'objet d’'investigations : une premiére en décembre 2000, liée a E. coli 0157 (Haeghebaert
et al., 2002a) (10 cas) et une seconde en juin 2002, liée a E. coli O148:H8 , incriminant de la viande
de mouton (Espié et al., 2003) (voir Section D-Question n°18).
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Section B : Pathologie Humaine et Animale liée
aux STEC

Responsable de section : P. Mariani-Kurkdjian
Rédacteurs : J. Bouvet - V. Livrelli - P. Mariani-Kurkdjian - E. Oswald
Personnalités consultées : C. Loirat

POINTS A RETENIR

. L’ingestion de STEC (aliments contaminés ou ingestion accidentelle) peut se traduire
par une diarrhée évoluant dans 90 % des cas en diarrhée sanglante, se compliquant,
chez 10 % des sujets, d'un SHU. Le SHU, principale cause d'insuffisance rénale du
nourrisson, est responsable de séquelles rénales graves dans un tiers des cas. Il peut
entrainer la mort dans moins de 5 % des cas ;

. Les difféerentes manifestations cliniques sont liées a l'atteinte de I'endothélium
vasculaire (rein, intestin, systéme nerveux central...) ;

. Les personnes les plus sensibles sont les enfants de moins de 3 ans et les personnes
agées de plus de 65 ans ;

. Le traitement est symptomatique, I'utilisation des antibiotiques est trés controversée ;

. Chez les animaux, seul le porc peut développer une pathologie liée aux STEC (la
maladie de 'oedéme du porc) ;

. Les animaux, tout comme '’homme, peuvent étre porteurs sains de STEC.

QUESTION N°1: QUELLES SONT LES DIFFERENTES PATHOLOGIES HUMAINES A
STEC ?

L'infection a STEC peut revétir plusieurs aspects dont le plus fréquent est la colite hémorragique. Le
tableau clinique peut cependant se compliquer d'un syndrome hémolytique et urémique (SHU),
particulierement chez I'enfant et le sujet agé, ou d'un purpura thrombotique thrombocytopénique (PTT)
chez l'adulte (Griffin and Tauxe, 1991; Tarr, 1995). Ces différentes entités cliniques seront présentées
successivement sous I'angle symptomatologique, diagnostique, et thérapeutique.

Le SHU et le PTT sont considérés comme un ensemble de manifestations de microangiopathie
thrombotique. Ces affections ont en commun des Iésions des cellules endothéliales de la
microcirculation, suivies d'un gonflement cellulaire, d'adhérence plaquettaire et de thrombose. Les
manifestations sont déterminées par le lit vasculaire le plus atteint : celui des reins dans le SHU, celui
du cerveau dans le PTT. Ces deux affections sont caractérisées par une microangiopathie sévere,
ainsi que par une réduction marquée du taux des plaquettes et du taux d'hémoglobine.

Les évolutions cliniques aprés ingestion de STEC sont indiquées dans la Figure 1.

Le diagnostic microbiologique des infections a STEC est difficile, en particulier au moment du SHU ou
la diarrhée peut étre absente et il est alors nécessaire de pratiquer un écouvillonnage rectal. Le
diagnostic repose d'une part sur la mise en évidence dans les selles ou dans I'écouvillonnage rectal
de STEC et/ou des génes de virulence et d’autre part sur 'augmentation du titre sérique des anticorps
anti-lipopolysaccharide.
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1. Ingestion de STEC a partir d’un aliment contaminé

1 Colonisation du tube digestif

2. Diarrhée aqueuse

Altération tissulaire liée aux toxines

<=

3. Diarrhée sanglante

<=

Passage systémique des toxines (Stx, LPS)

4. Sécrétion de cytokines chez I’hote

Action des Stx et des cytokines sur les endothéliums

<=

5. Microangiopathie thrombotique (SHU, PTT)

(Andreoli et al., 2002)

Ingestion STEC

l 3- 4 jours

10%
Crampes abdominales, diarrhée non sanglante —, Résolution

l 90%
90%

Diarrhée + sanglante ——————> Résolution
7 jours l 10%
SHU

~5% décts M

~5%IRC ~30% Protéinurie ~ 60% Résolution
S~ | o

Complications tardives

(Heuvelink, 2000)
Figure 1 : Evolutions cliniques aprés ingestion de STEC

-30-



Afssa Bilan des connaissances relatives aux STEC — Section B

1 Colite hémorragique

Principale manifestation clinique de l'infection a Escherichia coli O157:H7 (Griffin and Tauxe, 1991;
Tarr, 1995), la colite hémorragique est caractérisée par des crampes abdominales, une diarrhée
initialement aqueuse puis sanglante chez un patient généralement apyrétique ou subfébrile (Griffin
and Tauxe, 1991). La diarrhée sanglante est retrouvée dans 90% des cas diagnostiqués (Tarr, 1995).

La période d'incubation de 2 & 10 jours, est plus longue que celle observée pour les autres diarrhées
infectieuses (Griffin and Tauxe, 1991; Sharp et al., 1994). L'évolution est généralement spontanément
favorable en quelques jours. Des nausées, des vomissements, des céphalées et des frissons ont
également été rapportés, mais leur fréquence est plus faible.

Les examens complémentaires sont normaux bien qu’une hyperleucocytose ait été rapportée (Su and
Brandt, 1995). Cependant, chez certains patients, on peut observer des signes de destruction
érythrocytaire intravasculaire, des signes de thrombopénie (plaquettes <150 000/uL) et de
néphropathie (protéinurie, hématurie et leucocyturie).

L’examen radiologique montre parfois des images de distension du colon ascendant et du caecum
(Su and Brandt, 1995). Dans certains cas, on peut observer des images d’cedéme sous muqueux
dans le célon ascendant et transverse (MacDonald et al., 1988). Des saignements a l'intérieur du
célon droit parfois étendus au cdlon transverse peuvent étre mis en évidence par scintigraphie.

Les principales modifications observées sont des cedémes, des ulcérations superficielles, des
exsudats de fibrine et des hémorragies au sein de la sous muqueuse. Les Iésions multifocales sont le
plus fréquemment retrouvées au niveau du caecum et du cblon ascendant (Griffin et al., 1990; Kelly et
al.,, 1990). Des lésions similaires a celles décrites dans les colites ischémiques (nécrose de
coagulation et inflammation aigué de la muqueuse avec préservation des cryptes) ou proches de
celles décrites dans les colites infectieuses (infiltration de la lamina propria et des cryptes par des
neutrophiles) ou bien des lésions identiques a celles trouvées lors de colites pseudomembraneuses a
Clostridium difficile ont également été décrites (Kelly et al., 1990).

Le taux d’hospitalisation au cours de la colite hémorragique varie de 3 a 82 % (Keene et al., 1995;
Morgan et al., 1988; Sharp et al., 1994; Waters et al., 1994).

Il n’existe pas de traitement spécifique. Le traitement est symptomatique (Su and Brandt, 1995).

Les STEC ne représentent pas les seuls micro-organismes potentiellement responsables de diarrhées
sanglantes. Des bactéries telles que Campylobacter sp., Shigella sp., Clostridium difficile, certains
virus et certains parasites (amibes) peuvent également étre incriminés dans I'étiologie des diarrhées
sanglantes.

2 Syndrome hémolytigue et urémique (SHU)

Décrit pour la premiére fois en 1955 par Gasser, le SHU typique touche surtout I'enfant de moins de
3 ans et survient brutalement aprés une diarrhée prodromique sanglante dans la majorité des cas. Ce
n'est qu’en 1983 que Karmali et al. 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 aprés le début des
symptdmes digestifs. Deux a 7 % des patients atteints d’une infection intestinale a E. coli O157:H7
développeront un SHU. Cette incidence est supérieure chez I'enfant et les personnes agées : 10 %
chez les enfants de moins de 10 ans et 10 & 20 % chez les sujets agés (Griffin and Tauxe, 1991).

Le SHU typique, ou SHU post-diarrhée, représente environ 90 % des cas de SHU de l'enfant et
représente la premiére cause d'insuffisance rénale du nourrisson. Il survient surtout I'été. Son début
est brutal. Le pronostic rénal est favorable dans environ les 2/3 des cas (Loirat et al., 1992). Il
correspond a des lésions de microangiopathie thrombotique glomérulaire ou de nécrose corticale. Il
est caractérisé par une triade de symptdémes associant une anémie hémolytique avec schizocytose,
une thrombopénie et une insuffisance rénale aigué (Fong et al., 1982).
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21 Aspects cliniques

Dans la plupart des cas, le tableau de SHU typique post-diarrhée est caractéristique et ne pose pas
de probléme de diagnostic (Loirat, 2001).

Aprés une phase prodromique caractérisée par un tableau de gastro-entérite aigué souvent fébrile,
avec des douleurs abdominales, des vomissements, de la diarrhée souvent sanglante, durant 1 a 15
jours, le début du SHU est brutal, caractérisé par I'association typique d’une anémie hémolytique (taux
d’hémoglobine inférieur a 80 g/L) avec des schizocgtes (le plus souvent 2 a 10 %), d'une
thrombopénie, le plus souvent autour de 40 a 50 000/mm"” et d’'une insuffisance rénale aigué avec des
taux élevés d'urée et de créatinine sanguine. Environ la moitié des enfants sont anuriques. Si la
diurése est conservée, une hématurie microscopique et une protéinurie sont constantes les premiers
jours. Le diagnostic d’anurie pouvant étre retardé chez des nourrissons atteints de diarrhée, une
hyponatrémie et une hypervolémie avec hypertension artérielle sont souvent présentes a I'admission
quand les apports d’eau ont été maintenus pour prévenir la déshydratation liée a la diarrhée. La
kaliémie, qui peut étre basse initialement en raison de la diarrhée, augmente rapidement, de méme
que les taux sanguins de phosphore et d’acide urique. Les taux sanguins de calcium et de
bicarbonates sont souvent bas. Une polynucléose est fréquente.

Une atteinte d’autres organes que le rein est possible (Loirat et al., 1992; Siegler, 1994) :

- Une colite hémorragique sévére est observée dans 10 a 20 % des cas, avec un méléna prolongé,
des douleurs abdominales, des vomissements, un état subocclusif ou un prolapsus rectal. Plus
rarement une invagination, une nécrose avec perforation de la paroi colique et sténose
secondaire peuvent survenir. L’intestin gréle peut également étre touché.

- Une pancréatite aigué est observée dans environ 20 % des cas, avec des taux sériques
d’amylase et de lipase élevés. Une pancréatite nécrosante et un diabéte sucré insulino-
dépendant, transitoire ou permanent, sont plus rares.

- Une atteinte du systéme nerveux central est observée dans environ 20 % des cas et peut
conditionner le pronostic vital. Les symptdmes les plus fréquents sont des convulsions focales ou
généralisées, une torpeur voire un coma. Une hémiparésie, une cécité corticale ou au maximum
une atteinte du tronc cérébral et une décérébration peuvent survenir. Ces complications sont
liges soit a de I',edéme, soit a des microthrombi vasculaires avec infarctus cérébral. Les
scanners cérebraux peuvent étre normaux initialement, ou montrer des zones hypodenses.
L'Imagerie par Résonance Magnétique est souvent plus sensible pour détecter des lésions
cérébrales. L’atteinte du systéme nerveux central est actuellement la principale cause de déceés.
Dans une enquéte frangaise, 4 des 286 enfants atteints de SHU entre 1993 et 1996 sont décédés
(1,4 %), tous d’'une atteinte du systéme nerveux central (Decludt et al., 2000). Beaucoup
d’enfants récupérent sans séquelle, certains gardent des séquelles neurologiques.

- Une atteinte hépatique, le plus souvent bénigne, est observée dans environ 40 % des cas ; elle
est simplement marquée par une hépatomégalie et une élévation des transaminases. Une
obstruction biliaire lié a I'némolyse peut survenir. Une obstruction biliaire lié a ’hémolyse peut
survenir.

- Une atteinte cardiaque (observée dans moins de 1% des cas) avec myocardite, choc
cardiogénique, cardiomyopathie, ou une atteinte pulmonaire (observée dans moins de 1 % des
cas).

2.2 Anatomo-pathologie

La lésion rénale la plus fréquente est la microangiopathie thrombotique glomérulaire (MAT) (Loirat et
al., 1992) caractérisée par un épaississement des parois des capillaires glomérulaires, avec un aspect
en double contour di a I'élargissement de I'espace sous endothélial, associé a un aspect fibrillaire de
la matrice mésangiale. Des modifications des artérioles préglomérulaires, caractérisées par un
élargissement de I'espace sous endothélial, sont associées aux lésions glomérulaires. Le pourcentage
de glomérules porteurs de lésions de MAT est variable, le plus souvent inférieur a 50 %. Les
glomérules 1ésés évoluent vers la sclérose.

Le deuxiéme type de Iésion rénale est la nécrose corticale, plus ou moins étendue.

Dans les formes les plus séveéres, les lésions des endothéliums vasculaires ne sont pas limitées aux
reins, et touchent d’autres organes tels que le systéeme nerveux central et le pancréas.
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2.3 Conduite a tenir

La mise en route précoce d'un traitement symptomatique rigoureux a une importance capitale et
permet que le taux de mortalité actuel demeure inférieur a 5 %. Les signes qui doivent faire penser au
diagnostic de SHU chez un enfant ayant une diarrhée sont I'apparition d’'une somnolence, d’'une
irritabilité, d’'une paleur, éventuellement avec un ictére discret di a 'hémolyse, parfois des pétéchies
dues a la thrombopénie, une diminution du volume d’urine, et I'apparition d’'oedémes. Il faut alors
prescrire une Numération Formule Sanguine avec recherche de schizocytes et compte des
plaquettes, un dosage de créatininémie et un ionogramme sanguin. Si I'enfant est oligurique ou
anurique, il doit étre transféré dans une unité ou la prise en charge d’enfants atteints d’insuffisance
rénale aigué et la réalisation d’'une épuration extra-rénale sont routiniéres (Loirat, 2001).

24 Traitement symptomatique

Les apports hydro-électrolytiques sont calculés de maniére a éviter une déshydratation si I'enfant a
encore de la diarrhée et des vomissements, et la surhydratation s’il est anurique. Les apports
nutritionnels et hydro-électrolytiques sont apportés par voie orale, éventuellement par voie entérale a
débit constant avec une sonde gastrique. Les apports caloriques et protidiques doivent correspondre
a 100 % des quantités recommandées. Si des vomissements, de la diarrhée et des symptdbmes de
colite persistent, une nutrition parentérale est nécessaire. Si 'enfant est anurique, une dialyse est
indiquée, pour pouvoir apporter une nutrition adéquate sans induire de surcharge volémique.

La plupart des enfants oliguriques ou anuriques devront étre dialysés par une technique de dialyse
péritonéale. Une hémodialyse ou une hémodiafiltration sont indiquées si une distension intestinale ou
une chirurgie abdominale récente contre-indiquent la dialyse péritonéale.

Des culots globulaires filtrés doivent étre transfusés si le taux d’hémoglobine est inférieur a 60-70 g/L.
Les transfusions plaquettaires ne sont indiquées, que si le taux de plaquettes est en dessous de
10 000 — 20 000/mm? avec des saignements ou si un geste chirurgical est nécessaire.

Il n’y a pas de traitement spécifique de la colite, en dehors de la suppression des apports alimentaires
et de la mise en route d’'une nutrition parentérale aussi longtemps que nécessaire. La chirurgie peut
étre indiquée en cas de perforation, d’'ischémie sévére ou de sténose secondaire de lintestin. En cas
de diabéte, un traitement insulinique est indiqué. Une pancréatite nécrosante sera traitée par les
mesures adéquates (aspiration gastrique, somatostatine, agent anti-H,, nutrition parentérale). Des
convulsions sont traitées par le diazepam intra-rectal ou intra-veineux, suivi si nécessaire par du
phénobarbital intramusculaire ou de la phénytoine intraveineuse. En cas d’état de mal convulsif, une
perfusion continue de phénobarbital et une ventilation artificielle sont nécessaires.

Il n'existe pas de traitement spécifique modifiant I'évolution du SHU. L’héparine, les agents
thrombolytiques et les perfusions de plasma frais congelé n’apportent pas de bénéfice significatif. Les
échanges plasmatiques ne paraissent pas efficaces, bien qu’ils soient généralement tentés chez les
patients qui ont une atteinte du systéme nerveux central.

2.5 Pronostic

Le taux de mortalité a la phase aigué est actuellement inférieur a 5 % (Decludt et al., 2000; Repetto,
1997). Le pronostic vital est en cause dans les cas présentant une atteinte multiviscérale incluant le
systeme nerveux central. Cinqg a 10 % des enfants évoluent vers une insuffisance rénale terminale,
rarement d’emblée, plus souvent aprés avoir retrouvé une certaine fonction rénale avec une
insuffisance rénale chronique pendant quelques années. Aprés 5 a 10 ans de recul, 40 a 65 % des
enfants n’‘ont pas de séquelles rénales évidentes (pas de protéinurie, pas d’hypertension, taux de
créatinine sanguine normal). Néanmoins, apres 15 années ou plus de recul, 20 a 40 % des patients
ont une protéinurie et/ou une hypertension artérielle, jusqu’a 20 % des patients ayant une insuffisance
rénale chronique ou terminale. Ces problémes peuvent apparaitre aprées plusieurs années de guérison
apparente (Gagnadoux et al., 1996; Huseman et al., 1999; Repetto, 1997). Il n’y a jamais de récidive
du SHU typique aprés transplantation rénale.

A la phase aigué, les éléments de mauvais pronostic rénal sont I'existence d'une atteinte colique
sévére avec prolapsus rectal, d’une atteinte sévére du systéme nerveux central et d’'une polynucléose
neutrophile supérieure a 20 000/mm®. Tout se passe comme si la sévérité¢ de latteinte de la
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microvascularisation au niveau intestinal et au niveau du systéme nerveux central reflétait la sévérité
de l'atteinte de la microvascularisation au niveau rénal (Repetto, 1997). Par ailleurs, des travaux
récents indiquent que le transport des Stx entre lintestin et les organes cibles, c’est-a-dire les
endothéliums de la microvascularisation rénale, est assurée par les polynucléaires neutrophiles
(Maroeska et al., 2000), ce qui, a priori, est en rapport avec la signification pronostique défavorable de
la polynucléose initiale.

Le pronostic rénal a long terme des SHU typiques de I'enfant est d’autant plus réservé que la durée
d’anurie initiale a été plus importante (Gagnadoux et al., 1996; Huseman et al., 1999; Loirat et al.,
1992; Repetto, 1997). Il avait été montré que les anuries de plus de 8 jours étaient associées a un
risque important d’insuffisance rénale séquellaire @ moyen et a long terme. Les biopsies rénales faites
a I'époque avaient montré que ces cas correspondaient le plus souvent a des lésions de nécrose
corticale ou a des lésions de microangiopathie thrombotique glomérulaire touchant plus de 50 % des
glomérules. On sait aussi que la persistance d'une protéinurie ou d’'une micro-albuminurie excessive a
distance de la phase aigué est un élément de mauvais pronostic. Actuellement, les biopsies rénales a
visée pronostique ne sont plus pratiquées, les données citées ci-dessus permettant de bien cerner le
pronostic.

Sur le plan pratique, il est conseillé de maintenir une surveillance (tension artérielle, protéinurie, micro-
albuminurie, créatininémie une fois par an) a trés long terme lorsqu’une anurie d’'une semaine ou plus
est survenue, puisqu’il est établi que ces patients peuvent avoir des |ésions histologiques importantes.
Ce type de surveillance est en revanche inutile chez les patients n’ayant jamais présenté d’anurie ou
lorsque celle-ci n'a duré que quelques jours, suivie d'une récupération rapide d’une filtration
glomérulaire normale sans hypertension artérielle, ni protéinurie, ni micro-albuminurie pendant les 3 a
5 années suivantes.

3 Purpura thrombotique et thrombocytopénique (PTT)

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

Le PTT touche surtout l'adulte. C’est un syndrome caractérisé par une anémie hémolytique
microangiopathique, une thrombocytopénie, une fieévre, des troubles neurologiques avec une
insuffisance rénale aigué. La diarrhée prodromique est généralement absente (Hofmann, 1993).

31 Manifestations cliniques

L'hémolyse est une manifestation caractéristique de cette maladie. L'anémie s'associe a une
schizocytose, a une érythroblastose circulante, a une hyperréticulocytose et a une thrombopénie
d'intensité variable. Un ictére discret peut étre observé, et il peut y avoir des pétéchies, mais
généralement a un degré moindre que dans le purpura thrombopénique idiopathique (PTI). Les tests
de coagulation sont habituellement normaux ou trés peu perturbés. La recherche d'anticorps
antinucléaires est positive dans 20 % des cas. Des hémorragies utérines, gastro-intestinales ou autres
surviennent chez quelques malades, mais les saignements graves sont rares.

Beaucoup de malades sont fébriles et beaucoup ont des symptédmes non spécifiques comme des
nausées, des douleurs abdominales ou des arthralgies. La rate et le foie ne sont habituellement pas
palpables.

La durée du PTT est habituellement de quelques jours a quelques semaines, mais il peut parfois se
prolonger pendant des mois. Quand la maladie progresse, elle peut toucher le systéme nerveux
central et les reins, et leur atteinte est, dans la plupart des cas, la cause principale de la mort. Des
signes neurologiques son observés dans 90 % des cas d'évolution fatale. |l s'agit initialement de
modifications du comportement avec confusion, délire et troubles de conscience. Les signes d'atteinte
focale associent crises d'épilepsie, hémiparésie, aphasie et anomalies du champ visuel. Ces
symptdmes neurologiques peuvent fluctuer et se terminer en coma. L'atteinte des vaisseaux
myocardiques peut étre a I'origine de mort subite chez certains malades.
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3.2 Pathogénie

Les manifestations peuvent étre expliquées par des thrombi plaquettaires et des dépdts de fibrine
localisés. Les artérioles sont remplies de matériel hyalin, vraisemblablement composé de plaquettes
et de fibrine. Ce méme matériel peut étre retrouvé au niveau sous-endothélial de vaisseaux par
ailleurs indemnes. Des études en immunofluorescence ont montré I'existence d'immunoglobulines et
de complément au niveau des artérioles. Celles-ci sont souvent le siége de microanévrismes. De
nombreuses controverses existent quant a la spécificité de ces anomalies, certains auteurs les
retrouvant dans le syndrome hémolytique et urémique (plus particulierement au niveau du rein) et
dans la coagulation intravasculaire disséminée. La plupart des cas de PTT de I'adulte sont associés a
un déficit en protéase du facteur von Willebrand (vwF) d0 a la présence d'anticorps anti-protéase du
vwF. Ce déficit explique la présence dans le plasma de multiméres de trés haut poids moléculaire du
vwF a l'origine d'une thrombopénie due a une hyper agrégation plaquettaire.

3.3 Diagnostic

L'association anémie hémolytique avec schizocytes, thrombopénie, fievre, troubles neurologiques et
atteinte de la fonction rénale est pratiquement pathognomonique du PTT.

3.4 Traitement et pronostic

Jusqu'a une époque récente, la maladie était presque toujours fatale. Un trés grand nombre de
modalités thérapeutiques ont été proposées avec des résultats variables. Le traitement du PTT aigu a
changé radicalement ces derniéres années. Les corticoides et I'héparine ou la splénectomie en
urgence ont été abandonnés et I'enthousiasme pour les traitements antiplaquettaires a diminué. Le
traitement s'est de plus en plus focalisé sur I'utilisation d'exsanguinotransfusions ou de
plasmaphéréses répétées associées a la perfusion de plasma frais congelé. Avec cette approche
thérapeutique, la mortalité globale a nettement diminué, I'évolution est favorable dans plus de la moitié
des cas. La plupart des malades qui passent le cap de la phase aigué guérissent complétement sans
séquelle rénale ou neurologique. Quelques malades présentent une forme chronique, récidivante et
nécessitent un traitement d'entretien par plasmaphéréses et perfusions de plasma. De rares malades
sont contrdlés uniquement par les corticoides.

4 Nouveaux aspects clinigues

Récemment, des auteurs ont décrit le développement de SHU au décours d’infections urinaires dues
a des souches de STEC (Miedouge et al., 2000; Starr et al., 1998), I'apparition de PTT isolé (Ludwig
et al., 1998), de SHU sans diarrhée prodromique associé a des critéres d’infection a STEC (c’était le
cas chez 9 patients sur 122, soit 7 % dans une enquéte francaise) (Decludt et al., 2000) et dont
I'évolution était celle d’'un SHU typique sans rechute.

5 Traitements des infections a STEC

Malgré la sensibilité & de nombreuses classes d’antibiotiques de la majorité des souches de E. coli
0O157:H7, I'utilisation d’antibiotiques est encore controversée : en ce qui concerne la durée de la
maladie, aucune différence significative n’est retrouvée dans les différentes études entre les patients
recevant des antibiotiques et ceux non traités. De plus, l'utilisation des antibiotiques conduit a
I'aggravation de linfection par destruction de la bactérie, induisant des concentrations en toxines
libres plus élevées et de ce fait plus disponibles a I'absorption systémique (Cimolai et al., 1990; Kim et
al., 1994; MacDonald et al., 1988; Tarr, 1995).

Une donnée récente importante est que, chez les sujets ayant une diarrhée a E. coli O157:H7,
I'administration d’antibiotiques (betalactamines, triméthoprime sulfaméthoxazole ou quinolones) ne
prévient pas la survenue du SHU, mais au contraire en augmente significativement le risque, en
favorisant la libération des Stx a partir des bactéries (Wong et al., 2000). Cela signifie que
'administration d’antibiotiques est contre-indiquée chez les sujets ayant une diarrhée a E. coli
0O157:H7 et chez les personnes de leur entourage, en particulier lorsque celles-ci ont une diarrhée, ou
en cas d’épidémie de diarrhée a E. coli O157:H7. Il est également trés probable que I'administration
de ralentisseurs du transit chez les sujets ayant une diarrhée a E. coli O157:H7 augmente le risque de
survenue du SHU (Cimolai et al., 1990; Vermeyen et al., 2000).
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Cela ne doit pas remettre en cause I'administration d’antibiotiques chez les enfants ayant une diarrhée
sanglante avec fievre. Cette prescription est justifiée par le fait que ces problémes peuvent étre dus a
une infection intestinale a Shigelles ou a Salmonelles, avec des hémocultures éventuellement
positives. Malheureusement, les techniques actuelles ne permettent pas d’établir suffisamment
rapidement ce diagnostic différentiel, mais il est probable que les techniques de diagnostic
moléculaire permettront, dans quelques années, une identification en quelques heures.

Idéalement, il faudrait disposer de techniques permettant d'impliquer rapidement la responsabilité d’un
E. coli O157:H7, ce qui contre-indiquerait 'administration d’antibiotiques.

Des stratégies thérapeutiques nouvelles sont en cours de développement, en particulier le Synsorb
Pk®, résine administrée par voie orale, composée de silice porteuse de récepteurs saccharidiques
fixant les Stx. Les essais réalisés au Canada et au Japon montrent que I'administration dans les 2
premiers jours suivant le début de la diarrhée diminue le risque de SHU, mais n’empéche pas les
formes graves avec atteinte du systéme nerveux central (Armstrong and Rowe, 1997; Igarashi, 2002).

Il n'existe pas a I'heure actuelle de vaccin disponible bien que de nombreuses approches vaccinales

aient été réalisées chez 'animal (Gyles, 1998; Nataro and Kaper, 1998). Deux stratégies vaccinales

semblent envisageables :

- une vaccination antitoxine, afin de prévenir les complications systémiques des toxines bien que
chez l'animal certains vaccins anti-Stx1 et anti-Stx2 se soient révélés inefficaces (Gyles, 1998;
Nataro and Kaper, 1998; Paton and Paton, 1998b) ;

- une vaccination permettant de prévenir la colonisation par les EHEC a I'aide de vaccins dirigés
contre les facteurs d’adhésion tel que l'intimine, ou contre le LPS de 0157 (Nataro and Kaper,
1998; Tauxe, 1998).

QUESTION N°2 : QUELLES SONT LES PATHOLOGIES ANIMALES A STEC ?

Les STEC sont responsables de diarrhées chez le veau (Hall et al., 1985; Moxley and Francis, 1986;
Schoonderwoerd et al., 1988; Wray et al., 1989) mais la production de toxines Stx ne semble pas
intervenir dans la pathologie due aux STEC chez les ruminants (Dean-Nystrom et al., 1997).
L'absence de récepteur pour les toxines Stx expliquerait que les ruminants ne développent pas de
toxémie ou de dommage vasculaire systémique (Pruimboom-Brees et al., 2000). En fait, peu
d'animaux sont naturellement sensibles a une toxémie due a la production de Stx. Seuls les porcs
développent une pathologie particuliére : la maladie de I'cedéme. Les animaux atteints ont des
ocedémes, en particulier des paupiéres, du larynx et du front ; ils titubent, semblent aveugles et, dans
les cas les plus avancés, sont couchés sur le coté et présentent des mouvements de pédalage. La
mort peut survenir moins de 24 heures aprés le début des signes cliniques (Martineau, 1997). Cette
maladie a été décrite pour la premiere fois par Shanks en 1938 (Shanks, 1938). Les souches de
E. coli responsables sont hémolytiques et de sérogroupes 0138, 0139 et O141. Ces E. coli
spécifiques du porc produisent Stx2e un variant des toxines qui reconnait Gb4 comme récepteur
glycolipidique a la surface des cellules. Stx2e est responsable des dommages vasculaires et des
cedemes ainsi que des foyers de dégénérescence dans le tronc cérébral (angiopathie cérébrospinale)
(Bertschinger and Pohlenz, 1983; Kausche et al., 1992; MacLeod et al., 1991; Smith and Halls, 1968).
Comme pour le SHU chez 'homme, la maladie de I'cedéme du porc est souvent précédée d'épisodes
diarrhéiques mais cette diarrhée est rarement hémorragique et est due a la production d'entérotoxines
thermostables : STa ou STb (Bertschinger and Pohlenz, 1983; Smith and Halls, 1968). Les souches
de E. coli responsables de la maladie de 'cedéme ne possédent pas le LEE qui code pour l'intimine
mais colonisent l'intestin gréle a I'aide d'adhésines fibriaires spécifiques : F18 (Imberechts et al., 1997;
Vogeli et al., 1996) (voir Section C-Question n°6).

QUESTION N°3 : QUE SAIT-ON DU PORTAGE HUMAIN A STEC ?

Le portage sain, ou asymptomatique, peut se définir par la présence temporaire ou durable d'une
bactérie pathogéne n'induisant aucune réaction chez I'h6te mais permettant la transmission de la
bactérie a un autre hote. Dans certains cas, ce portage sain ne se traduit pas par un développement
de I'agent pathogéne chez I'individu, mais par un simple transit.
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La fréquence du portage humain est a ce jour difficile a apprécier. En effet, il existe des cas
asymptomatiques qui par définition ne pourront étre diagnostiqués en raison de I'absence de
symptdome. Ce n’est qu’au décours d’enquétes épidémiologiques dans I'entourage de patients atteints
que des souches de STEC ou des anticorps antilipopolysaccharides ont pu étre mis en évidence chez
les personnes asymptomatiques.

Chez I'nomme, E. coli O157 peut étre retrouvé dans les selles plusieurs semaines aprés la résolution
des symptdmes. Les sujets ayant acquis une souche de E. coli O157:H7 au contact d'un patient
peuvent rester porteurs asymptomatiques pendant plusieurs jours ; ce portage apparait plus long chez
les jeunes enfants que chez les plus agés et que chez les adultes (Belongia et al., 1993; Griffin and
Tauxe, 1991).

En dehors du facteur age, le portage est différent en fonction de I'environnement. Chez le personnel
travaillant dans l'industrie de la viande en Suisse, Stefan et al. (2000) ont retrouvé une prévalence de
portage de STEC de 3,5 % : une PCR a été réalisée sur 5590 selles d'employés sains 47 souches de
STEC ont été isolées dont une seule appartenait au sérotype 0157 ; la majorité des souches était
Stx2 positives.

Lors d'une étude portant sur des familles vivant dans des fermes produisant du lait, Wilson et al.
(1998) ont retrouvé la présence de STEC dans les selles de 6,3 % des membres des différentes
familles (21 sur 335). Dans l'ensemble, 12 % des membres avaient des anticorps dirigés contre le
LPS de E. coli O157. Aucune maladie ne s'est déclarée chez les résidents de la ferme, ce qui pourrait
témoigner d'une protection induite par les anticorps.

Une étude réalisée a Clermont Ferrand (France) sur 403 enfants hospitalisés ne présentant pas de
diarrhée, a permis de mettre en évidence une prévalence de 2,7 % de STEC par une PCR directe sur
les selles (Pradel et al., 2000a).

Dans l'entourage de patients atteints de SHU, la prévalence du portage chez les sujets contacts
semble beaucoup plus importante comme le montre I'étude de Te Loo, et al. (2001) : en analysant la
liaison vérotoxines - polynucléaires, les auteurs retrouvent une prévalence de 82 % chez les sujets
contacts tandis que I'analyse des selles et/ou du sérum ne retrouve qu'une prévalence de 21 %. Les
méthodes classiques sous estiment ainsi le portage chez les sujets contacts de patients atteints de
SHU et, outre le portage, les facteurs de sensibilité individuelle de I'héte semblent jouer un réle
déterminant dans le déclenchement de la maladie (voir Section B-Question n°4).

QUESTION N°4 : EXISTE-T-IL DES FACTEURS DE SENSIBILITE AUX INFECTIONS A
STEC ?

L'analyse des grandes épidémies a E. coli O157:H7 a permis d'identifier certains facteurs de
sensibilité aux infections a STEC. En effet, parmi les personnes exposées au risque lors de ces
épidémies, certaines sont asymptomatiques et ne présentent aucun signe clinique, d'autres ne
développent que des formes modérées, d'autres enfin présentent des complications séveéres, voire
mortelles. L'identification des facteurs de sensibilité a un intérét clinique car elle pourrait permettre une
prise en charge spécifique précoce des patients a risque de complications rénales.

Parmi les facteurs de sensibilité identifiés figurent :

- l'age : les populations les plus a risque de développer des infections et des formes sévéres sont
les enfants de moins de 15 ans (la distribution des cas de SHU chez I'enfant montre l'incidence la
plus élevée chez I'enfant de moins de 3 ans), et les personnes agées de plus de 65 ans. Lors de
I'épidémie de 1996 en Ecosse, le risque de développer des complications (SHU/PTT) était 4 fois
plus élevé pour ces catégories, qu'entre 15 et 65 ans (Todd and Dundas, 2001).

- limmunité : les familles d’éleveurs seraient protégées par une exposition répétée a des STEC
(Wilson et al., 1996). Par ailleurs, des souris adultes primo-infectées sont résistantes a une
nouvelle colonisation intestinale par O157 : dans ce modéle expérimental, I'absence de
colonisation est corrélée a la présence d'immunoglobulines A dirigées contre O157 (Conlan and
Perry, 1998).

- les modifications du tractus gastro-intestinal (diminution de l'acidité gastrique, ralentissement du
transit, malnutrition) : il a été suggéré que de nombreux enfants atteints d'infection a O157:H7, au
Japon, présentaient un régime déséquilibré (Kurioka et al., 1998). Un modéle expérimental murin
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a permis de montrer une augmentation trés nette de la sensibilité des souris soumises a un
régime carencé, pauvre en protéines (75 % d'entre elles meurent, alors que toutes les souris
témoins survivent). Ce régime carenceé affecte considérablement le développement de I'épithélium
intestinal et des cellules immunitaires, et jouerait un réle sur la flore intestinale (Kurioka et al.,
1998).

- le groupe sanguin : certaines études avaient suggéré que les globules rouges puissent véhiculer
les toxines Stx jusqu'aux cellules cibles par l'intermédiaire des récepteurs Gb3 (voir Section C-
Question n°6-Point 1.3). La composition en Gb3 des érythrocytes de patients ayant développé un
SHU a été comparée a des témoins, et a montré une différence au niveau de la longueur des
chaines d'acides gras du récepteur (Jacewicz et al., 2000). Cette différence aurait pu influer sur
I'affinité de la toxine pour le récepteur, donc expliquer une sensibilité différente des patients.
Cependant, ce travail n'a pas été confirmé. Plus récemment, une étude concernant 186 patients
touchés lors de I'épidémie de 1996 en Ecosse, a permis de mettre en évidence une prédominance
du groupe sanguin O parmi les patients (63,4 %) (Blackwell et al., 2002). De plus, une absence de
réaction avec l'antisérum anti P est trés significativement associée aux formes séveres de la
maladie (40,7 % des controles, 61,5 % des patients, 83,3 % des patients atteints de SHU).
L'hypothése avancée est que l'antigene P, présent sur les érythrocytes, fixerait la toxine Stx,
empéchant celle-ci d'atteindre ses cibles.

- le nombre et la répartition des récepteurs des toxines Stx : les jeunes enfants auraient davantage
de récepteurs Gb3 au niveau rénal, ce qui expliquerait la fréquence des complications de type
SHU (Ray and Liu, 2001).

- certains paramétres biologiques tels qu'un nombre élevé de neutrophiles (>15x109 cellules/L), ou
une hypoalbuminémie (< 35g/L) sont associés a un risque élevé de développer un SHU (Dundas
et al., 2001).

- une période d'incubation courte est également associée a un risque de complications plus
important (Todd and Dundas, 2001). Ceci pourrait étre lié a la dose de bactéries ingérées : plus la
dose est massive, plus l'incubation est courte et plus la forme clinique est grave.

- un traitement antibiotique antérieur a l'infection semble étre un facteur de risque de complications
(Todd and Dundas, 2001). Ceci suggére un rdle possible de la flore intestinale, mais I'absence
d'arguments expérimentaux ne permet pas de confirmer cette hypothése. D'autre part, les
traitements antibiotiques "curatifs" favoriseraient I'évolution vers un SHU (Wong et al., 2000), (voir
Section B-Question n°1-Point 5).
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AXES DE REFLEXION ET DE RECHERCHE

= Développement de nouvelles techniques diagnostiques et thérapeutiques : développer
une méthode de PCR en temps réel sur les selles avec 3 objectifs :

- Rendu plus rapide des résultats pour la recherche de E. coli producteur de vérotoxines
permettant au clinicien une décision d'instaurer ou non une antibiothérapie a un enfant atteint
d’une diarrhée sanglante fébrile ;

- Une quantification du nombre de génes de vérotoxine présents dans les selles chez les
enfants hospitalisés pour SHU. Ce nombre de génes pourrait étre corrélé a la gravité des
symptémes et a I'évolution de la maladie ;

- L'utilisation de certains antibiotiques (fluoroquinolones) jouerait un réle dans la
mobilisation et la multiplication des bactériophages porteurs des génes de vérotoxines
aboutissant a l'infection d’autres E. coli et donc a I'extension du nombre de STEC. Cette
hypothése pourra étre confirmée par une étude in vitro de transfert de géne de souches
productrices a des souches initialement non productrices en présence de concentrations
sub-inhibitrices d’antibiotique. Une quantification par PCR en temps réel du nombre de
génes rapporté au nombre de bactéries avant et aprés contact avec I'antibiotique y sera
associée.

=>» Antibiotiques et infections a STEC : Réalisation d'études in vitro sur I'action de différents
antibiotiques sur les souches de STEC afin d’évaluer I'impact de la lyse bactérienne a la fois
sur la libération des endotoxines (Limulus test) et des vérotoxines (PCR quantitative) et donc
d’évaluer les facteurs de risque de développer un SHU en fonction de I'antibiotique utilisé

= Développement de la mise en évidence du transport des vérotoxines par les

polynucléaires neutrophiles directement dans le sang des patients arrivant aux urgences,
présentant une diarrhée sanglante.
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POINTS A RETENIR

Les souches STEC se caractérisent par la production de Shiga-toxines : Stx1 et/ou Stx2 ;
Stx2 étant une toxine plus puissante que Stx1 ;

Il existe de nombreux variants du géne codant Stx2 ;

Ces toxines se fixent sur le récepteur Gb3, présent principalement dans les cellules
endothéliales vasculaires, puis détruisent ces cellules expliquant ainsi les manifestations
cliniques (complications rénales ou neurologiques) ;

La plupart des souches pathogénes pour 'homme a la possibilité de provoquer des Iésions
d’attachement et d’effacement des microvillosités intestinales, dues a I'expression du géne
eae, entrainant des symptomes diarrhéiques. Cette particularité est partagée par les souches
EPEC;

Tous les facteurs impliqués dans la pathogénicité de ces souches chez 'homme, ne sont pas
encore identifiés ;

La majorité des facteurs de virulence a été acquise par des mécanismes d’échanges
génétiques par transfert horizontal, avec un réle important des bactériophages.

QUESTION N°5 : QUE SAIT-ON DE LA PHYSIOLOGIE DES INFECTIONS A STEC ?

L’essentiel des signes cliniques est lié a la production des toxines Stx. Cependant, le processus infectieux est
multifactoriel, et dépend a la fois de facteurs bactériens et de facteurs de I'héte (Paton and Paton, 1998b). Les
étapes essentielles de ce processus sont illustrées dans la Figure 2. Aprés ingestion, les STEC doivent
résister a I'acidité de I'estomac. Une étape de colonisation du tube digestif est probablement nécessaire : la
plupart des souches STEC (en particulier celles de sérotype O157:H7) sont capables de produire des lésions
d'attachement/effacement ; pour les autres, les mécanismes de colonisation sont encore mal connus. Les
toxines produites par les bactéries doivent ensuite traverser I'épithélium intestinal, avant de rejoindre le
systéme circulatoire et atteindre les récepteurs spécifiques localisés a la surface des cellules endothéliales,
principalement au niveau intestinal, rénal et cérébral. Les toxines Stx entrainent la mort des cellules cible par
arrét des synthéses protéiques. Un rble des bactéries et/ou des toxines sur l'activation du systeme
immunitaire est également suspecté (Heyderman et al., 2001).
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Figure 2 : Principales étapes du processus infectieux des STEC d’aprés M. Soriani (Heyderman et al.,
2001) adapté par V. Livrelli. Aprés ingestion des STEC, une étape de colonisation du tube digestif est
probable. Les toxines traversent I’épithélium intestinal par transcytose, avant de rejoindre le systéme
circulatoire. Elles peuvent alors atteindre les récepteurs spécifiques (Gb3) localisés a la surface des

cellules endothéliales, principalement au niveau intestinal, rénal et cérébral.
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QUESTION N°6 : QUELS SONT LES FACTEURS DE VIRULENCE DES STEC ?

1 Les Shiga-toxines

1.1 Structure des Shiga-toxines

Toutes les souches STEC se caractérisent par la production de Shiga-toxines (Stx). Ces toxines présentent
des homologies avec la toxine de Shigella dysenteriae de type 1 (O'Brien et al., 1982; Strockbine et al., 1988).
Ce sont des hétéropolyméres de 70 kDa constitués d’'une sous-unité A (pour Activité) de 33-kDa et de 5 sous-
unités B (pour Binding ou liaison) de 7,7-kDa. La sous-unité A présente une activité de type N-glycosidase sur
I'adénosine située en position 2348 de I'’ARN ribosomique 28S (Endo et al., 1988). Les deux sous-unités A et
B sont codées par un opéron d’environ 1230 pb généralement porté par un bactériophage de type A-like
(Figure 3). Cet opéron est constitué de deux cistrons, I'un proximal codant la sous-unité A, l'autre distal,
séparé du précédent par 12 a 15 nucléotides, codant la sous-unité B.

1.2 Mécanismes de sécrétion des Shiga-toxines

A I'neure actuelle, on ne connait pas les mécanismes par lesquels les Stx sont sécrétées. Plusieurs
hypothéses sont envisagées : les toxines pourraient étre sécrétées par la voie classique car les 2 sous-unités
A et B possedent une séquence-signal. Elles pourraient également étre relarguées aprés lyse de la bactérie
suite a l'induction des phages. Enfin, les vésicules membranaires pourraient jouer un role dans la sécétion
des toxines (cf infra).

1.3 Mécanisme d’action des Shiga-toxines au niveau des cellules cible

Dans une premiere étape, il y a fixation a la membrane cytoplasmique de la cellule cible (Figure 3) : les sous-
unités B, assemblées en anneau, se lient a un récepteur glycolipidique, le globotriosyl céramide Gb3
(galactose-a (1-4), galactose-B (1-4) glucosyl-céramide) (Lingwood et al., 1987). Une fois la toxine
internalisée par un mécanisme classique d’endocytose, elle subit un transport rétrograde a travers I'appareil
de Golgi, puis le réticulum endoplasmique. La sous unité A est alors scindée en deux parties A1 et A2 par
réduction d’un pont disulfure. La partie A1 ainsi activée est transloquée dans le cytoplasme, exerce son
activité N-glycosidase sur 'ARN ribosomique 28S, bloque la sous-unité 60S du ribosome (Lea et al., 1999).
Ceci conduit a un arrét des synthéses protéiques et a la mort cellulaire. L'effet cytotoxique des Stx peut
classiquement étre mis en évidence grace a un modeéle in vitro sur les cellules de type Vero ou Hela
(Konowalchuk et al., 1977). D'autre part, un effet apoptotique des toxines Stx a été montré sur différents types
cellulaires (Jones et al., 2000; Kiyokawa et al., 1998; Yoshida et al., 1999). Enfin la toxine (et en particulier les
sous unités B) pourrait induire la production de cytokines par les cellules épithéliales intestinales (Hurley et
al., 1999; Thorpe et al., 2001; Yamasaki et al., 1999).
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Figure 3 : Mécanisme d'action des Shiga-toxines (adapté de Pradel, 2001). Les STEC possedent sur leur
chromosome des bactériophages portant les genes stxA et B. La toxine comporte 1 sous-unité A et 5 sous-
unités B. Aprés fixation de la toxine sur le récepteur Gb3 a la surface des cellules eucaryotes, internalisation,
transport rétrograde et translocation, I'activité N- glycosidase de la sous-unité A1 sur 'ARN 28S entraine une
inhibition totale des synthése protéiques et donc la mort de la cellule.

1.4 Différents variants de Shiga-toxines identifiés

On considere deux grandes classes de Shiga-toxines : alors que les toxines Stx1 sont neutralisables par des
anticorps anti-Shiga-toxine de Shigella dysenteriae 1, les toxines Stx2 ne le sont pas (Calderwood et al.,
1996; Strockbine et al., 1986). Stx1 et Stx2 possédent respectivement 99 % et 56 % d’homologies au niveau
de la séquence en acides aminés avec la toxine de type 1 de Shigella dysenteriae (Strockbine et al., 1988).
Elles se distinguent par leurs propriétés immunologiques, mais leur mécanisme d’action et leurs propriétés
biochimiques sont similaires. Cependant, les toxines Stx1 et Stx2 ne semblent pas traverser de la méme
facon la barriére de I'épithélium intestinal (Hurley et al., 1999).
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Des études réalisées in vitro sur des cellules endothéliales rénales (Louise and Obrig, 1995), et in vivo sur
des modeles animaux (Lindgren et al., 1993; Wadolkowski et al., 1990b) indiquent que Stx2 est une toxine
plus puissante que Stx1. Ces résultats corroborent les données épidémiologiques indiquant que les souches
responsables des cas les plus séveres chez 'homme, comme les souches de sérotype O157:H7, produisent
Stx2 (Boerlin et al., 1999). Toutefois, de nombreux STEC non-O157:H7 classiquement impliqués dans les cas
de SHU, appartenant aux sérogroupes 026:H11, 0O103:H2, et O111:H", portent uniquement le géne stx.

Cinq variants, au moins, sont différenciés dans la classe des toxines Stx2 : Stx2, Stx2c, Stx2d, Stx2e, et
Stx2f. Ces sous-types présentent des différences d’activité biologique, de réactivité sérologique, ou de
spécificité de liaison aux récepteurs (Calderwood et al., 1996). D’autres variants ont été mis en évidence sur
la base de différences au niveau de la séquence nucléotidique des génes (Bastian et al., 1998; Bertin et al.,
2001; Nishikawa et al., 2000; Pierard et al., 1998). Certains variants semblent associés a des hbtes
spécifiques : Stx2e est retrouvé presque exclusivement dans les souches d'origine porcine, le variant Stx2d
semblant associé aux souches d'origine ovine (Cornick et al., 2000b; Ramachandran et al., 2001). Le variant
Stx2e, associé a "I'cedéme du porc”, et rarement trouvé dans les souches d’origine humaine, se lie a un
récepteur différent du Gbg3, le globotétraosyl céramide Gb4 (DeGrandis et al., 1989). D'autre part, le type de
variant Stx pourrait influencer directement la virulence des souches (Friedrich et al., 2002; Paton et al., 1995).
L’activation (clivage protéique) de Stx2d et Stx2c par le mucus intestinal humain et murin a été démontrée
(Melton-Celsa et al., 1996).

1.5 Mécanismes de traversée I’épithélium intestinal de Shiga-toxines

Les mécanismes par lesquels les toxines Stx traversent la barriere de I'épithélium intestinal restent mal
connus. Les toxines Stx1 et Stx2 ne semblent pas franchir cette barriere de la méme fagon (Hurley et al.,
1999) : Stx1 pourrait utiliser un mécanisme de translocation impliquant un récepteur cellulaire différent du
Gb3, sans endommager les cellules (Acheson et al., 1996) alors que la transmigration des neutrophiles a
travers I'épithélium intestinal permettrait le passage des toxines Stx2 par voie paracellulaire (Hurley et al.,
2001).

1.6 Role des toxines dans la physiopathologie

Aprés avoir traversé I'épithélium intestinal, les toxines seraient capables de diffuser par voie systémique, et
d’étre véhiculées jusqu’aux organes cibles par la circulation sanguine, soit via les globules rouges, soit par
l'intermédiaire des polynucléaires. Elles seraient responsables des thromboses observées au cours des
atteintes locales et systémiques par altération des cellules endothéliales (Louise and Obrig, 1995). En effet,
les cellules endothéliales vasculaires humaines, au niveau colique, au niveau du parenchyme rénal, et au
niveau du systéme nerveux central, sont particulierement riches en récepteurs Gb3, expliquant les
manifestations cliniques observées (diarrhée, insuffisance rénale, troubles neurologiques) (Paton and Paton,
1998b). Une action directe de Stx au niveau des microvillosités des cellules épithéliales intestinales a été
suggérée par des études sur des biopsies de cblon humain et sur des célons de rats (Fiorito et al., 2000). Ces
dommages causés directement aux microvillosités pourraient étre responsables de [inhibition de la
réabsorption d’eau au niveau colique.

Un rble synergique de Stx et des cytokines a été mis en évidence (Figure 4) : Stx induirait la production de
cytokines par les macrophages et les monocytes (TNF-a , IL-1B, IL-12...). Les cytokines induiraient alors la
production de Gb3 a la surface des cellules, les rendant plus sensibles a I'action de Stx (Foster et al., 2000;
Isogai et al., 1998; Kita et al., 2000; Tatewaki et al., 2000; Tesh, 1998). Plus récemment, I'induction d’IL-8 par
les cellules épithéliales intestinales en contact avec des STEC a été mise en évidence (Hurley et al., 1999;
Thorpe et al., 2001). En activant la réponse inflammatoire, cette induction permettrait le développement de
Iésions au niveau de la barriére intestinale, donc la dissémination systémique des toxines et favoriserait
I'évolution vers un SHU. Ces phénomeénes d'induction des cytokines pro-inflammatoires, qui pourraient jouer
un réle clé dans la physiopathologie, sont encore mal élucidés.
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Figure 4 : Role synergique des Shiga-toxines et des cytokines (d’aprés Tatewaki, 2000). Stx induirait la
production de cytokines par les macrophages et les monocytes (TNF-a , IL-183, IL-12...). Les cytokines
induiraient alors la production de Gb3 a la surface des cellules, les rendant plus sensibles a I’action
de Stx. L’induction d’IL-8 par les cellules épithéliales intestinales en contact avec des STEC
permettrait le développement de lésions au niveau de la barriére intestinale, le chimiotactisme des
polynucléaires neutrophiles et ainsi la dissémination systémique des toxines et favoriserait I'évolution
vers un SHU.

1.7 Modéles animaux expérimentaux ?

Les différents aspects de la pathologie liée a la production des toxines Stx par les EHEC peuvent étre
reproduit expérimentalement chez le babouin (Siegler et al., 2001), le lapereau (Pai et al., 1986), le lapin
sevré (Richardson et al., 1992; Sjogren et al., 1994), la souris axénique (Isogai et al., 1998), la souris traitée a
la streptomycine (Karpman et al., 1997; Kita et al., 2000; Lindgren et al., 1993; Wadolkowski et al., 1990a), et
le porcelet axénique (Francis et al., 1989; Tzipori et al., 1986). Ces différentes études ont confirmé le réle des
toxines Stx dans la pathologie des EHEC et ont permis de développer le concept que les Iésions tissulaires
observées étaient liées au niveau d'expression des récepteurs glycolipidiques des toxines qui agissent en
synergie avec la réponse inflammatoire induite par la présence de LPS. Par ailleurs, une activité directe sur
les entérocytes a été montrée chez le lapin (Ferreira et al., 1997). Cependant aucun de ces modéles ne
reproduit a lui seul I'ensemble de la physiopathologie de l'infection. Récemment le furet a été proposé comme
un modéle alternatif (Woods et al., 2002). Néanmoins, il convient de noter que dans la plupart de ces
modéles, il est trés difficile de reproduire les symptdmes de la maladie sans modifier la flore intestinale.
Souvent cette étape de colonisation est contournée en injectant directement la toxine par voie intraveineuse.

2 Les facteurs d’adhésion

2.1 Lésions d’attachement-effacement

La colonisation du tube digestif par certaines souches STEC s'accompagne du développement de lésions
spécifiques des entérocytes dites d’attachement-effacement (A/E), qui se limitent au célon et au caecum. Les
Iésions A/E, d’abord décrites chez un autre pathovar de E. coli responsable de diarrhées, les EPEC, se
caractérisent par un effacement des microvillosités des cellules de I'épithélium intestinal dans la zone de
contact entre la bactérie et la cellule cible (Donnenberg and Kaper, 1992; Knutton et al., 1987; Moon et al.,
1983). Un piédestal, constitué d'actine cellulaire, sur lequel les bactéries peuvent s’enchasser de fagon trés
étroite, est alors constitué (Figure 5). Les Iésions provoquées par le mécanisme de résorption des
microvillosités intestinales, en diminuant la surface d’absorption, pourraient entrainer les symptémes
diarrhéiques observés lors des infections.
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Les lésions A/E peuvent étre observées in vitro sur différentes lignées cellulaires, mais sont généralement
étudiées sur les cellules Hep-2 et HeLa (Knutton et al., 1989). Ce phénotype est plus difficilement observable
pour certaines souches STEC comme O157:H7. Ceci pourrait étre di a des différences au niveau de I'étape
initiale d’attachement, a des types différents d’intimines, ou encore a des mécanismes moléculaires différents
(absence de phosphorylation de Tir, mécanismes de régulation) (Abe et al., 2002; DeVinney et al., 2001). Le
phénotype A/E a été observé sur un modéle IVOC (in vivo organ cultures) de l'intestin humain (Frankel et al.,
1998; Hicks et al., 1998). Contrairement aux EPEC qui colonisent lintestin gréle, il a été montré que
I'adhésion des EHEC se limitait a I'épithélium folliculaire des plaques de Peyer (Hartland et al., 1999; Phillips
et al.,, 2000). Cette différence avait également été mise en évidence chez les porcelets gnotobiotiques
(Donnenberg et al., 1993; Tzipori et al., 1995).

Figure 5 : Les lésions d’attachement effacement (A/E). Observation par microscopie électronique des
lésions A/E de la souche EPEC de référence E2348/69 sur des entérocytes humains (Knutton et al.,
1987). Ces lésions sont caractérisées par un effacement des microvillosités, et par une accumulation
d’actine cellulaire sous-jacente a la bactérie, et formant un piédestal.

2.2 Locus d’effacement des entérocytes (LEE)

Les genes responsables des Iésions A/E sont portés par le locus chromosomique LEE, codant un systéme de
sécrétion particulier, le systéme de type lll, 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). La fonction "adhésion" de l'intimine est assurée par les 280 acides aminés
situés en C-terminal (Frankel et al., 1994). Cette région est constituée de 2 domaines "Ig-like" assurant la
reconnaissance du récepteur spécifique Tir présent a la surface de la cellule cible, ainsi que d’'un
récepteur eucaryote non clairement identifié.

- Le gene tir code le co-récepteur 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
Il (Kenny et al., 1997). Tir s'insére ensuite dans la membrane cytoplasmique de I'entérocyte (DeVinney
et al., 1999).

- Les génes esp (EPEC-secreted protein) codent pour une seringue moléculaire (espA, espB, espD)
impliquée dans la translocation des effecteurs dans la cellule hbte (Tir, map, espF, espG, espH ...).
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- Le systéme de sécrétion de type Il : les protéines Esp ne comportant pas de séquence signal, leur
sécrétion a été attribuée au systeme de type Ill dont les génes sont également portés par le LEE. Ce
systeme est codé par les génes sep (secretion of E. coli protein) et esc (E. coli secretion) (Jarvis and
Kaper, 1996). Le mécanisme d’activation du systéme de sécrétion de type lll reste un point obscur, de
méme que les transductions de signaux responsables du réarrangement du cytosquelette des cellules
hétes (Bain et al., 1998; Rosenshine, 1998).

23 Régulation de I’expression des génes du LEE

Plusieurs facteurs semblent intervenir dans la régulation de I'expression des génes du LEE. Le principal
régulateur identifié a I’heure actuelle correspond au produit du géne ler (LEE-encoded regulator), une protéine
de 13 kDa régulant plusieurs opérons du LEE (Mellies et al., 1999). Cependant, la régulation du LEE semble
un phénoméne complexe et parait faire intervenir d’autres facteurs tels que des facteurs environnementaux,
par l'intermédiaire du "quorum-sensing" (qui correspond a la régulation de I'expression des génes bactériens
en fonction de la densité de la population bactérienne) (Beltrametti et al., 1999; Elliott et al., 2000; Sperandio
et al., 2001; Sperandio et al., 2002).

2.4 Différences entre les EPEC et les EHEC

Des différences dans I'établissement des liaisons A/E des EPEC et des EHEC ont été mises en évidence a
plusieurs niveaux. Alors que le LEE des EPEC suffit seul a conférer a une souche de E. coli K12 la capacité
de former des lésions A/E (McDaniel and Kaper, 1997), le LEE des EHEC 0157 ne suffit pas (Elliott et al.,
1999). Des facteurs extérieurs au LEE semblent donc indispensables a leur établissement chez les EHEC.

D’autre part, un locus plasmidigue nommé per (plasmid-encoded regulator) a été associé a la régulation
positive de I'expression des génes du LEE chez les EPEC (Gomez-Duarte and Kaper, 1995; Mellies et al.,
1999). Cet opéron est localisé sur le plasmide EAF (EPEC adhesion factor) absent des souches EHEC, et de
la plupart des EPEC actuellement isolées.

Une autre différence majeure a été mise en évidence : chez les EPEC, 'activation de Tir passe par une étape
de phosphorylation du résidu Tyrs74 en C-terminal, alors que cette phosphorylation n'a pas été mise en
évidence chez les EHEC (DeVinney et al., 1999; DeVinney et al., 2001; Ismaili et al., 1995; Kenny, 1999,
2001).

Cing variants majeurs de I'intimine ont été identifiés (Oswald et al., 2000). L'intimine a est retrouvée chez les
EPEC isolés chez 'homme. Lintimine B a été mise en évidence chez des EPEC et EHEC de sérotype
026:H11 et O111:H isolées chez 'homme et les animaux, ainsi que chez Citrobacter rodentium (Higgins et
al., 1999). L'intimine y a été mise en évidence chez des EPEC et EHEC de sérotype O157:H7 isolés chez
’lhomme et les bovins. L'intimine & a été mise en évidence de fagon plus anecdotique, et I'intimine ¢ est
retrouvée chez les EHEC de sérotype O103:H2 isolés chez 'homme et les bovins. Depuis cette étude, de
nouveaux variants ont été décrits (Zhang et al., 2002b). Plusieurs variants ont également été décrits pour les
géenes fir, espA et espB (China et al., 1999; Paton et al., 1998). La partie C-terminale de lintimine,
responsable de la reconnaissance spécifique de la cellule cible, est la plus divergente. Elle pourrait étre
responsable de la différence de tropisme tissulaire observée entre les EPEC (au niveau de l'intestin gréle) et
les EHEC (au niveau du caecum et du célon) le long du tube digestif (Phillips and Frankel, 2000).

2.5 Autres facteurs d’adhésion décrits

Chez les STEC, différents phénotypes d’adhésion ont été observés, mais ils différent selon la lignée cellulaire
et le protocole expérimental utilisé, rendant la comparaison des résultats souvent hasardeuse (lzumikawa et
al., 1998; McKee and O'Brien, 1995; Morabito et al., 1998; Nataro and Kaper, 1998; Nicholls et al., 2000;
Winsor et al., 1992). Cependant, des études réalisées sur le modéle cellulaire Henle 407 ont montré que les
souches isolées de patients atteints de SHU semblaient avoir des capacités d’adhésion supérieures a celles
isolées des aliments (Paton et al, 1997; Paton and Paton, 1999a). Des facteurs d’adhésion ont été
partiellement caractérisés chez certaines souches, d’autres sont encore sujets a discussion :

-48 -



Afssa Bilan des connaissances relatives aux STEC — Section C

- Iha (Iron-homologue adhesin) est une protéine de membrane externe de 67 kDa, identifiée chez
certains STEC. Elle confére un phénotype d’adhésion diffuse sur cellules HeLa aux E. coli O157:H7 et
a certains STEC eae-négatifs tels que les souches de sérotype O113:H21 (Tarr et al., 2000). Cette
protéine présente une homologie de 40 % avec la protéine IrgA de Vibrio cholerae. Elle est localisée au
niveau du locus chromosomique TAI (tellurite resistance- and adherence-conferring island), qui confére
également aux souches une résistance au tellurite. Cependant, le rble de cette protéine dans I'adhésion
aux cellules d’origine intestinale reste a étabilir.

- Deux protéines de membrane externe de 94 kDa et 8 kDa ont été impliquées dans I'adhésion de
souches 0157:H7 et O26:H11 aux cellules Henle 407 et au caecum de poulet (Sherman et al., 1991;
Zhao et al., 1996).

- Une adhésine auto-agglutinante codée par le géne saa a été décrite chez des souches STEC LEE-
negatives (Paton et al., 2001).

- Le géne efaf coderait un facteur d’adhésion potentiel chez les EHEC LEE-positifs (Nicholls et al.,
2000).

- L’opéron Ipf, apparenté aux long polar fimbriae de Salmonella enterica serovar Typhimurium, semble
impliqué dans I'adhésion des souches O157:H7 (Torres et al., 2002) mais aussi non-0157 (Doughty et
al., 2002).

2.6 Role du lipopolysaccharide (LPS) dans I’adhésion

Les premiéres observations suspectaient le réle de I'antigéne O157 dans les mécanismes d’adhésion, mais il
a ensuite été montré que, au contraire, les chaines latérales antigéniques de 0157 (et O111) masquaient les
protéines de membrane externe véritablement impliquées dans I'adhésion (Bilge et al., 1996; Cockerill et al.,
1996). Cependant, une étude réalisée en 1999 a montré que I'expression du LPS O113 par une souche de
E. coli K12 augmentait de fagon significative I'adhésion in vitro de la bactérie aux cellules Hep-2 et Henle 407
(Paton and Paton, 1999a). Cette étude suggére un role du LPS O113 dans I'étape de colonisation des STEC
appartenant a ce sérogroupe.

2.7 Implication des plasmides de haut poids moléculaire dans I’adhésion

L’association entre la possession d’'un plasmide de haut poids moléculaire et la capacité a adhérer aux
cellules épithéliales avait été rapportée chez les STEC (Karch et al., 1987; Toth et al., 1990). Cependant, les
études réalisées in vivo sur plusieurs modéles animaux montrent que le plasmide ne joue pas de role dans ce
mécanisme (Tzipori et al., 1987; Wadolkowski et al., 1990a). D'autres facteurs de virulence potentiels ont été
décrits sur le plasmide pO157 de 60 MDa chez les STEC de sérotype O157:H7. Cependant, leur implication
dans la pathogénicité reste encore a démontrer.

3 L’entérohémolysine

3.1 Structure et mécanisme d’action de I’entérohémolysine (E-hlyA)

Un nouveau phénotype hémolytique di a I'entérohémolysine E-hlyA a été mis en évidence chez les STEC en
1988 (Beutin et al., 1988). La protéine E-hlyA est codée par le géne ehxA de I'opéron plasmidique ehxCABD
(Schmidt et al., 1995). Le géne ehxA code le précurseur de la protéine de structure E-hlyA. Il présente une
homologie de 61 % avec le géene hlyA codant I'a-hémolysine de E. coli. E-hlyC assure I'acylation post-
traductionnelle de E-hlyA. E-hlyB et E-hlyD sont impliquées dans le transport et la sécrétion de E-hlyA. C’est
une hémolysine appartenant a la famille des toxines RTX (Repeats in Toxin), son mécanisme d’action est
comparable a celui de l'a-hémolysine. L’activité cytolytique de la toxine E-hlyA est liée a sa capacité
d’insertion dans la membrane cytoplasmique et a sa capacité a former des pores, engendrant ainsi une lyse
osmotique des cellules (Soloaga et al., 1999). Cependant, I'activité de E-hlyA est moins puissante que celle
de l'a-hémolysine : le phénotype hémolytique des STEC se caractérise par une lyse des érythrocytes de
mouton sur gélose au sang plus discréte et plus lente (Beutin ef al., 1989; Schmidt et al., 1995).

3.2 Role de I'entérohémolysine dans la pathogénicité des STEC
Le role de E-hlyA dans la virulence a été suspecté a la suite de la mise en évidence d’anticorps anti-E-hlyA

chez des patients (Schmidt et al., 1995). Son mécanisme d’action serait lié a la libération de fer engendrée
par les hématies lysées, ce qui permettrait un meilleur développement des bactéries. Le géne ehxA a été

- 49 -



Afssa Bilan des connaissances relatives aux STEC — Section C

localisé sur les plasmides de haut poids moléculaire de 18 % a 48 % de STEC appartenant a des sérotypes
différents, d’origine humaine ou animale (Barrett et al., 1992; Pradel et al., 2001; Schmidt and Karch, 1996).
Cependant, les souches isolées chez le malade ne possédent pas toujours ce géne, et sa présence n'est pas
statistiquement corrélée a la pathogénicité ; le réle de I'entérohémolysine dans la pathogénicité est donc
encore discuté.

3.3 Autres facteurs plasmidiques jouant un role dans la pathogénicité des STEC

Une sérine protéase EspP capable de cliver le facteur V de coagulation humain et la pepsine A est suspectée
de jouer un role dans la pathogénicité (Brunder et al., 1997). Cette protéine appartient a une sous-classe de la
famille des IgA protéases. La dégradation du facteur V contribuerait au développement des colites
hémorragiques observées chez les patients. D’autres facteurs plasmidiques pourraient jouer un réle dans la
virulence : la catalase peroxydase périplasmique KatP de 82 kDa, des toxines de type Clostridium difficile-like,
ainsi qu'un systéme de sécrétion de type Il (Brunder et al., 1996; Burland et al., 1998).

3.4 Role de I'entérotoxine EAST1 dans la pathogénicité des STEC

Décrite chez les E. coli entéroagrégatifs, I'entérotoxine thermostable EAST1 semble agir sur les cellules
intestinales au niveau des mécanismes de sécrétion (Nataro and Kaper, 1998). Le géne astA codant cette
toxine a été mis en évidence chez des souches de sérotype O157:H7 ainsi que dans des isolats O111:H2 de
patients atteints de SHU en France, et dans une souche de sérotype O86:H au Japon (lyoda et al., 2000;
Morabito et al., 1998; Savarino et al., 1996; Schmidt and Karch, 1996). Elle pourrait jouer un rdle dans
linduction de la phase initiale de diarrhée aqueuse observée lors des infections a EHEC. Cependant, la
présence du géne astA n'est pas statistiquement associée a la pathogénicité des souches STEC (Bertin et al.,
2001 ; Livrelli et Pradel, résultats non publiés).

3.5 Implication des mécanismes de captation du fer dans la pathogénicité des STEC

La synthése des sidérophores et de leurs récepteurs membranaires est surtout observée pour les souches
responsables d’infections extra-intestinales, pour lesquelles le milieu est limitant en fer. Deux systémes
principaux ont été décrits chez les entérobactéries : I'entérochéline, codée par le chromosome, et
I'aerobactine, dont 'opéron peut étre plasmidique ou chromosomique, et qui n’est pas présent chez toutes les
entérobactéries. Chez certains STEC non-O157:H7, un ilot de pathogénicité nommé HPI (high-pathogenicity
island) a été mis en évidence (Karch et al., 1999). |l est présent chez les espéces pathogénes de Yersinia et
code le systéeme sidérophore appelé yersiniabactine. Cet ilot semble contribuer davantage a I'adaptation des
souches a certaines niches écologiques plutét qu’a un mécanisme de virulence proprement dit. Le rble des
mécanismes de captation du fer chez les STEC reste donc a définir.

3.6 Role éventuel de la résistance a I’acidité dans le processus infectieux

La capacité des STEC a résister aux conditions acides rencontrées notamment lors de leur passage dans
I'estomac pourrait expliquer la faible dose infectieuse. Pourtant, les rares études réalisées sur les STEC
appartenant a des sérotypes non-O157:H7 semblent indiquer des propriétés similaires a la flore coliforme
classique (voir Section G).

3.7 Role éventuel de I'uréase dans la pathogénicité des STEC

L’analyse génomique de la souche O157:H7 EDL933 a révélé la présence de deux loci portant les génes
codant l'uréase (Heimer et al., 2002). Cependant ceux-ci ne semblent pas fonctionnels, et la trés grande
majorité des souches O157:H7 ne montre pas d’'activité uréase. Les opérons seraient régulés négativement
par le systeme Fur (Heimer et al., 2002). Il a été suggéré que le locus uréase puisse étre un marqueur des
souches EHEC; cependant, le faible nombre de souches et de sérogroupes testés ne permet pas de I'affirmer
(Nakano et al., 2001). Le rdle éventuel de I'uréase dans la pathogénicité des souches STEC reste donc a
démontrer.
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QUESTION N°7 : QUELS SONT LES ELEMENTS MOBILES DU GENOME DES STEC ET LEUR
MODE D’ACTION ?

La taille du génome des souches pathogénes de E. coli est supérieure de plusieurs centaines de kilobases
(kb) a celle de souches non pathogénes : environ 5500 kb pour les souches 0157, contre 4600 kb pour une
souche banale de laboratoire (Blattner et al., 1997; Hayashi et al., 2001; Perna et al., 2001). Dans certains
cas, ces régions supplémentaires correspondent a I'unité génomique fonctionnelle d’'un bactériophage ; elles
peuvent également constituer des Tlots de pathogénicité ou correspondre a des plasmides. Les génes codant
les facteurs de virulence sont portés par des éléments mobiles du génome (Figure 6). L'acquisition de la
majorité des facteurs de virulence pourrait donc étre due a des mécanismes d’échange génétique par
transfert horizontal. D'autre part, ces éléments mobiles peuvent intervenir dans la régulation de I'expression
des facteurs de virulence.

flot de pathogénicité LEE
. " Bactériophage

espP

katP O Chromosome

STEC

Figure 6 : Les génes codant les principaux facteurs de virulence connus sont portés par les éléments
mobiles du génome (d’aprés P. Mariani et V. Livrelli) : les génes codant les toxines Stx (stxA, stxB) par
des bactériophages, les génes codant les fonctions d’attachement/effacement par [I'illot de
pathogénicité LEE ; les génes espP, katP, ehxA sont plasmidiques

1 Les bactériophages

11 Phages codant les toxines Stx

Plusieurs phages lysogénes codant les toxines Stx ont été identifiés : le phage H-19B codant la toxine Stx1 a
été caractérisé chez la souche H19 de sérotype 0O26:H11, et le phage 933W codant Stx2 a été mis en
évidence chez la souche EDL933 de sérotype O157:H7 (Smith et al., 1983; Strockbine et al., 1986). H-19B
semble morphologiquement proche du phage Lambda (A), alors que 933W est plus proche du phage P22
(Figure 7). Le séquencgage récent du génome de la souche de référence EDL933 a permis de localiser un
phage, CP-933V, porteur du gene stx; (Perna et al., 2001). Celui-ci parait cryptique, alors que 933W est
capable de produire des particules virales. Tous les phages "stx" décrits conservent la méme organisation
génique : une région impliquée dans la morphogénése du phage, une zone permettant les mécanismes de
recombinaison, puis de régulation, réplication, et enfin une région impliquée dans I'étape de lyse. C’est dans
cette derniére qu’est localisé I'opéron stx.
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Figure 7 : Morphologie des deux bactériophages, support des génes codants les Shiga-toxines Stx 1
et Stx 2 (d’aprés Ackermann and Dubow, 1987).

1.2 Phages dans la régulation de I’expression des toxines Stx

Les bactériophages joueraient un réle sur I'expression des toxines Stx, d’une part avec 'augmentation du
nombre de copies de I'opéron stx au moment de la réplication du phage, d’autre part grace a I'action de deux
promoteurs de transcription (Figure 8) (Wagner et al., 2001; Waldor, 1998). L’'un des promoteurs est localisé
immédiatement en amont de I'opéron stx et permet I'expression de la toxine a un niveau de base, pendant le
cycle lysogénique. Le second correspond au promoteur tardif du phage A, activé au moment du cycle lytique
par I'expression de I'anti-terminateur de transcription Q, localisé en amont de I'opéron stx chez les phages
933W et H-19B (Neely and Friedman, 1998). Le séquengage du génome de 933W a montré que les génes
stx faisaient partie des transcrits de régulation tardive (Plunkett et al., 1999). D'autre part, les séquences
adjacentes aux génes stx semblent influencer le taux de production des toxines (Wagner et al., 1999) et
pourraient donc jouer un réle sur le pouvoir pathogéne des STEC. Enfin, la régulation de I'expression des
toxines semble différente selon les variants étudiés. Il semblerait que, lors de carence en fer ferrique, la
région amont de I'opéron stx; permette une régulation positive de I'expression de la toxine, grace au systéme
fur (Calderwood and Mekalanos, 1987). Une telle régulation par le fer n’a pas été mise en évidence pour
I'expression de stxo.
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Figure 8 : Représentation schématique de | ’organisation génomique des phages A (a) et H-19B (b) (V.
Livrelli, N. Pradel, d’aprés Waldor, 1998 ). Les génes codant Stx1 (stx;,, stx;g) sont localisés en aval
d’un géne homologue a celui de I'anti-terminateur de transcription Q de A, suivi du promoteur tardif
PR’ et du terminateur de transcription tR’. Le promoteur localisé immédiatement en amont des génes
stx est également représenté. Les génes S, R et Rz correspondent aux génes de lyse. Les transcrits
en présence et en absence de I'anti-terminateur Q sont représentés par des fleches situées en bas de
la figure

1.3 Transduction des génes stx

Plusieurs études réalisées in vitro ont montré I'induction du cycle lytique des phages porteurs des génes stx et
la conversion de souches de E. coli (c'est a dire le passage des phages d'une souche a une autre) (lyoda et
al., 2000; Muniesa and Jofre, 2000; Schmidt et al., 1999a). La conversion de souches in vivo dans le milieu
intestinal des bovins ou chez 'homme est donc probable. Acheson et al. (1998) ont montré qu'un phage
codant Stx1 pouvait étre transféré a une souche de E. coli K-12 dans le tractus gastrointestinal murin. De tels
événements expliqueraient également la production de Stx par Citrobacter freundii et Enterobacter cloacae,
associés a des cas de SHU (dans ces espéces, les génes stx sont trés instables) (Paton and Paton, 1998b).
Enfin, en pathologie humaine, la coinfection par des souches de sérotypes différents a été rapportée. Cette
co-infection pourrait étre due au transfert horizontal des génes stx, d'une souche a d’autres souches de la
flore intestinale du patient. Il pourrait donc y avoir "coopération" de plusieurs souches lors du développement
de la pathologie.

2 Les ilots de pathogénicité

L’évolution des bactéries pathogénes semble avoir été marquée par I'acquisition d’flots de pathogénicité
(PAI). Les PAI constituent de véritables cassettes de virulence insérées dans le chromosome (Hacker et al.,
1997). lls sont définis par plusieurs caractéristiques :

- ils sont généralement absents des bactéries non pathogénes appartenant a la méme espéce ;

- ils sont constitués d’'un groupe de génes de virulence, dont des génes codant des toxines, des
adhésines, des invasines, des systémes chélateurs du fer, et des systémes d’export de facteurs de
virulence ;

- leur pourcentage de G+C est différent de celui du reste du chromosome ;

- ils occupent généralement une région chromosomique de plus de 30 kb, mais leur taille peut varier de
5a200kb;

- ils se situent a proximité de loci codant les ARNt, et au niveau de séquences d’insertion ;
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- ils portent des intégrases d'origine phagique, des transposases, et des origines de réplication
plasmidiques, souvent cryptiques. La présence de ces séquences suggére un meécanisme
d’intégration de I'ADN étranger par I'intermédiaire de transposons, intégrons, phages ou plasmides.
Certains auteurs ont ainsi avancé I'idée que les bactériophages ou les plasmides pourraient étre les
précurseurs des PAI (Hacker et al., 1997).

21 PAI décrits chez les STEC

- Le LEE (Locus of Enterocyte Effacement), qui est composé de 5 opérons impliqués dans la
formation des Iésions A/E chez les EPEC et les STEC (McDaniel et al., 1995; Sperandio et al., 1998). Sa
taille est de 35 kb (41 cadres de lecture ouverts) chez les EPEC et de 43,4 kb (54 cadres de lecture
ouverts) chez les STEC. Les 13 cadres de lecture supplémentaires des STEC de sérotype O157:H7 sont
regroupés dans la région 5’ du LEE, et correspondent a la séquence d’un prophage de la famille P4 appelé
933L (Perna et al., 1998). Chez les souches de référence EPEC E2348/69 et EHEC EDL933, il est situé a
82 minutes sur le chromosome, immédiatement en aval du locus sel/C (Hacker et al., 1997; McDaniel et al.,
1995). Le LEE a également été localisé au niveau des sites pheU et pheV chez certaines souches STEC,
et il semblerait que d’autres sites d’insertion existent (Jores et al., 2001; Sperandio et al., 1998).

- Le HPI (high pathogenicity island) est un ilot de pathogénicité de 45 kb, récemment mis en
évidence chez les STEC (Karch et al., 1999). Il avait d’abord été décrit chez les espéces pathogénes de
Yersinia. Cet flot code un systéme chélateur du fer qui permettrait 'adaptation des bactéries a certaines
niches écologiques. Il a été mis en évidence chez des STEC de sérotypes divers dont O26:H11 et
0128:H2, mais pas chez les souches O157:H7.

- Deux ilots de résistance au tellurite, qui paraissent correspondre a la définition d’ilots de
pathogénicité, ont été décrits chez O157:H7 (Perna et al., 2001). Récemment, le facteur d’adhésion lha a
été mis en évidence sur I'un des locus, appelé tellurite resistance- and adherence-conferring island (TAl)
(Tarr et al., 2000).

2.2 Role des PAI dans la régulation

Les PAI, méme s’ils constituent des unités génétiques compactes et distinctes du reste du chromosome,
peuvent jouer un réle sur la régulation d’autres génes. Cette fonction régulatrice peut étre directe si le PAI
code des génes de régulation : c'est le cas par exemple de Ler (LEE encoded regulator) chez les EPEC et les
EHEC (Elliott et al., 2000). La régulation peut étre indirecte par inactivation des ARNt adjacents (Ritter et al.,
1995). D’autre part, l'insertion d’'un PAI au niveau du site se/C diminue la croissance des bactéries en
anaérobiose. L’instabilité des ilots peut donc étre a l'origine de mutations et modifier I'expression d’autres
facteurs (Hacker et al., 1997).

3 Les plasmides

3.1 Plasmide pO157

La plupart des souches STEC de sérotype O157:H7 posséde un plasmide de 92 kb appelé pO157 (Karch et
al., 1987). Les plasmides pO157 de deux souches de référence, EDL933 isolée aux Etats-Unis en 1982, et
0O157Sakai isolée au Japon en 1996, ont été entierement séquencés (Burland et al., 1998; Makino et al.,
1998) : pO157 est de nature mosaique et comporte des éléments IS. Une centaine de cadres de lecture
ouverts ont été mis en évidence, parmi lesquels une vingtaine semble correspondre a des génes de virulence
potentiels.

Des plasmides de petite taille (3 a 6 kb) ont également été décrits chez les STEC de sérotype O157:H7, et
synthétisent des colicines.

3.2 Plasmides de STEC de sérotypes non-O157:H7

En 1992, Barrett et al. ont mis en évidence la présence de plasmides de taille variable, porteurs du géne
ehxA, chez des STEC d’origine bovine (Barrett et al.,, 1992). Au cours d’autres études, leur présence a été
détectée dans 18 a 30 % des STEC isolés chez les bovins. La comparaison des plasmides de haut poids
moléculaire de STEC de divers sérotypes a permis de souligner une hétérogénéité dans leur composition. La
recherche des génes espP, katP et ehxA a donné toutes les combinaisons possibles ; certains plasmides ne
portaient aucun des 3 genes recherchés (Brunder et al., 1999; Pradel et al., 2001).
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4 Les vésicules membranaires

Plusieurs études ont permis d’émettre I'hypothése d’'un mécanisme de transfert de génes de virulence par des
vésicules membranaires (MV) chez différentes bactéries entériques (Beveridge, 1999). Ces vésicules peuvent
contenir différents types de molécules telles que des toxines bactériennes, ainsi que des fragments d’ADN
chromosomique, plasmidique, et phagique. Le transfert de génes stx par ce mécanisme a été démontré chez
E. coli O157:H7 (Kolling and Matthews, 1999; Yaron et al., 2000). La production de toxines Stx1 et Stx2 chez
des bactéries réceptrices de ces vésicules a également été mise en évidence (Yokoyama et al., 2000).
Cependant, le rble véritable de ces vésicules dans I'environnement et chez I'héte est encore a démontrer.

QUESTION N°8 : QUELS SONT LES ELEMENTS DE PHYLOGENIE DES STEC ?

1 Origine de I’espéce E. coli

Des études phylogénétiques basées sur le séquencage des génes codant 'ARN ribosomal 16S ont montré
que E. coli et Salmonella auraient divergé a partir d'un ancétre commun il y a 120 a 160 millions d’années, au
début des mammiféres. Les Shigella auraient émergé des E. coli au moment des premiers primates il y a
environ 80 millions d’années. Par hybridations ADN-ADN, Brenner et al. (1972) ont montré que Shigella et
E. coli partageaient plus de 75 % d’homologie ce qui justifierait 'appartenance des Shigella a I'espéce
Escherichia coli.

De plus la position des Shigella et des E. coli a été clarifiée par analyse en MLEE (Multilocus Enzyme
Electrophoresis) : Pupo et al. (1997) ont montré que les E. coli entéroinvasifs, entéropathogénes et
entérotoxinogénes étaient répartis en plusieurs lignées a l'intérieur des groupes phylogénétiques A et B1. Le
groupe B2 était relié aux souches responsables d’infections du tractus urinaire, bactériémies et méningites
néonatales mais pas aux souches diarrhéiques. Les EIEC, EPEC, ETEC et les shigelles ont d{ évoluer de
facon indépendante en différentes lignées en plusieurs étapes, probablement avec I'acquisition horizontale de
facteurs de virulence (Johnson, 2000).

2 Origine des EHEC

L’analyse moléculaire et la comparaison de la distribution des génes spécifiques de virulence ont montré que
les EHEC auraient probablement acquis récemment la plupart de leurs facteurs de virulence par transfert
horizontal de matériel génétique. L’explication logique de I'émergence des EHEC comme un agent pathogéne
majeur serait la présence de ces genes sur des éléments mobiles, comme les génes stx; et stx, (Shiga-
toxines 1 et 2) situés sur des prophages, le géne eae (intimine) sur un ilot de pathogénicité LEE et le géne
ehxA et katP (entérohémolysine-EHEC, KatP) sur le plasmide EHEC (pO157), qui auraient été transmis
horizontalement en différentes étapes.

Différentes hypothéses ont été développées concernant l'origine des EHEC, sachant que les relations
clonales entre les EPEC et les EHEC sont assez complexes, et que de nombreuses souches appartiennent a
des sérotypes communs aux deux pathovars.

Les EHEC seraient un groupe de clones dérivant des E. coli entéropathogenes (EPEC) (Whittam et al.,
1993) : ceci s’expliquerait par le fait que des genes comme le géne d’attachement et d’effacement (eae)
auraient été transférés d'une souche pathogéne a une souche de E. coli commensale qui serait devenue
pathogéne. Pupo et al. (1997) confirment cette hypothése en suggérant que les souches pathogénes de
E. coli seraient apparues de plusieurs ancétres en plusieurs étapes. De plus l'instabilité génomique est un
phénoméne qui est devenu actuellement d’un grand d’intérét (Reid et al., 2000).

L’acquisition de génes stx par deux clones EPEC aurait conduit a I'émergence de deux lignées majeures de
EHEC : EHEC-1, constituée de souches 0157, et EHEC-2, constituée de souches 026 et O111 (Sperandio et
al., 1998; Wieler et al., 1997). En effet, I'analyse des sites d’insertion du LEE et des variants du géne eae
chez les EPEC et les EHEC montre que le LEE aurait été acquis au niveau du site se/C chez le clone EPEC a
I'origine du groupe EHEC-1 (y-intimine), et au niveau du site pheU chez le clone a l'origine de EHEC-2 (B-
intimine) (Agin and Wolf, 1997). Plus récemment, deux autres lignées ont été proposées sur la base des
profils MLEE et sur la comparaison des séquences de 7 génes conservés : I'une, appelée STEC 1 regroupe
les souches possédant I'antigéne flagellaire H21; I'autre, nommée STEC 2, comprend les souches O103:H2
et O45:H2 (Reid et al., 2000), http:// www.shigatox.net/stec/clonal.html.
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3 Origine du clone 0157

Un modéle concernant 'émergence du clone O157:H7 a été proposé par Feng et al. (1998) basé sur des
événements qui seraient intervenus a partir d’'un ancétre génétiquement le plus proche des EHEC O157:H7,
le sérotype EPEC 0O55:H7 (B-glucuronidase positive et fermentant le sorbitol) (Figure 9). Ces deux lignées
auraient émergé a partir d’'un ancétre commun possédant I'llot de pathogénicité LEE, il y a au moins trente
mille ans. Selon ce modéle, la premiére étape a l'origine de la séparation des deux lignées aurait été
I'acquisition du géne stx, (Shiga-toxine 2) vraisemblablement par transduction avec des phages, il en résulte
I'’émergence d’'un clone O55:H7 stx,-positif puis plus tard I'acquisition d’'un plasmide codant des hémolysines
et la région rfb (nécessaire a la synthése de I'antigéne O157), modifiant I'antigéne O55 en 0157, et plus
récemment un géne de Shiga-toxine 1 (stxy). Ce clone aurait perdu plus récemment encore la capacité a
fermenter le sorbitol et a produire une activité B-glucuronidase fonctionnelle par une mutation T->G en
position 92 du géne uidA (Park et al., 2001). Ce clone aurait également acquis le plasmide de virulence
pO157 et aurait donné naissance au clone O157:H7 "sorbitol —" de répartition mondiale (Feng et al., 1998;
Reid et al., 2000).

Par la suite, cette lignée aurait perdu la mobilité et donné naissance au clone O157:H- fermentant le sorbitol,
isolé en Allemagne.

Souches EPEC
GUD + SOR +

l

Phage stx2 Région rfb

E.coli O55:H7
GUD+ SOR+

E.coli 0157:H7
GUD+ SOR+

E.coli 0O55:H7

—

GUD+ SOR+

stx2 stx2

Phage stx1 = Perte .de la fermentation
du sorbitol

E.coli 0157:H7
GUD+ SOR-
stx2 stxl

Uid A l = Perte de I’activité
B-glucuronidasique

E.coli 0157:H7
GUD- SOR-
stx2 stxl

Figure 9 : Modéle hypothétique de I'émergence de E. coli O157:H7 basé sur les mutations dans le géne uidA,
la production de vérotoxine et les phénotypes : acidification du sorbitol et production de B-glucuronidase
(Feng et al., 1998)
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31 Relations clonales entre les souches O157:H7

Les études de clonalité réalisées sur les souches de sérotype O157:H7 suggérent la répartition mondiale d'un
seul clone, trés conservé (Allison et al., 2000; Heuvelink et al., 1995). Il existe cependant des "sous-
populations" qui difféerent en fonction de I'origine géographique des souches 0157 (Kim et al., 2001). D'autre
part, Baker et al. suggérent I'existence de deux clones O157:H7 aux Etats-Unis, 'un associé au réservoir
bovin, l'autre retrouvé en situation pathogéne chez ’homme : le clone isolé de bovins semble moins virulent
sur un modele de porcelets gnotobiotiques (Baker et al., 1997). Cette hypothése a été confirmée par Kim et
al. sur la base des profils des souches obtenus par la méthode OBGS (Octamer-based genome scanning) :
bien que toutes les souches O157:H7 étudiées possédent les mémes facteurs de virulence, certains clones
(fréquents chez les bovins mais jamais isolés de cas de SHU chez I'homme) seraient soit moins efficacement
transmis a I’homme, soit moins pathogenes (Kim et al., 1999).

3.2 Relations clonales entre les STEC de sérotypes non-0O157:H7

Concernant les STEC non-O157:H7, plusieurs études ont montré que les souches pathogenes de méme
sérotype, isolées dans différents pays, a plusieurs années d’intervalle, sont génétiquement proches et
appartiennent & un méme clone.

A titre d'exemple, les souches de sérotype O103:H2 isolées de patients atteints de SHU en France et en
Allemagne semblent avoir une origine clonale commune, mais ne correspondent pas au méme clone que les
souches EPEC 0103:H2 responsables de diarrhées chez les lapins (Mariani-Kurkdjian et al., 1993). De
méme, I'analyse des relations entre des souches STEC 026:H11 ou H-, O103:H2 et O111:H par la technique
RAPD a montré une relation étroite entre les souches pathogénes de méme sérotype (Schmidt et al., 1999b).
Par contre, une relation clonale plus distante a été mise en évidence entre les sérotypes, ainsi qu’avec les
souches O157:H7. Il semble donc que les STEC 026, O103:H2, O111:H- et O157:H7 appartiennent a des
lignées évolutives différentes, qui auraient émergé indépendamment les unes des autres. Certaines de ces
lignées pourraient étre particulierement aptes a subir des événements de transferts horizontaux, comme cela
a été montré pour O91:H21 (Pradel et al., 2002).

Les souches pathogénes isolées chez 'homme appartiendraient donc a un nombre limité de clones.
Cependant, la conversion de souches par des phages porteurs des génes stx est facilement réalisable in vitro
(Schmidt et al., 1999a), et la possibilité de voir émerger de nouveaux clones pathogénes est donc tout a fait
plausible.

4 Evolution des génes de pathogénicité des STEC

La comparaison des séquences des Shiga-toxines a montré que le géne stx; est trés conservé et est
pratiquement identique a celui de Shigella dysenteriae, mais par contre stx, est beaucoup moins conservé ce
qui a conduit a distinguer plusieurs sous-types de stx,, suggérant que stx, est entré dans E. coli avant stx;.
Différents auteurs ont montré qu'il existerait 4 grandes lignées a l'intérieur du géne stx,: la premiére
regroupant stx, et les variants stxo, Stxone, €t Stxayn, dans laquelle on rencontre le plus souvent les formes
sévéres, la deuxiéme regroupant le variant stxyq, la troisieme le variant stx,e, et la quatriéme le variant stx,e,.

Plusieurs phages tempérés portant stx peuvent étre présents simultanément sur le chromosome des STEC
(stxy et stx,, ou phages différents stx,). Il a été observé que des recombinaisons peuvent intervenir entre les
phages stx. Il existe une corrélation mais qui n'est pas totale entre stx; ou stx; et les sérotypes STEC ce qui
peut expliquer une certaine stabilité des phages stx dans les souches STEC. La présence des phages dans le
milieu environnemental explique leur dispersion ce qui facilite la lysogénisation des souches de E. coli par ces
phages stx, en donnant des générations de nouvelles souches STEC (Boerlin, 1999).

Le LEE (Locus d’Effacement de I'Entérocyte) a été découvert d’'abord chez les EPEC puis chez les STEC. Le
gene eae codant I'intimine a été étudié par Boerlin et al.. (1998) qui distinguent deux groupes, le premier
contenant l'intimine des sérotypes O157:H7, et H-, O145:H-, O111:H8 et H-, le deuxiéme les sérotypes
026:H11, et H-, et 0O103:H2. Ces résultats sont en accord avec ceux de Kaper et al. (1998) qui suggérent que
les souches ayant les génes eae identiques partagent également des génes esp identiques. Ceci est en
désaccord avec les résultats de la phylogénie des O111:H8 et de O26:H11 qui sont trés proches, mais qui ont
un site d’insertion du LEE identique et des génes eae de lignée différente. Perna et al. (1998) confirme que la
distribution des mutations n’est pas homogéne a l'intérieur du LEE.
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Il N’y a pas d’évidence pour une récente mobilité des génes eae ou de I'llot de pathogénicité LEE. Bien que le
LEE soit rare (moins de 10 %) chez les E. coli de I'environnement, il semblerait qu’il aurait été acquis en
plusieurs fois. On peut noter que les séquences des intimines a, B, et y divergent beaucoup (plus de 15 %)
par rapport a des structures alléles en mosaique suggérant que le LEE s’est diversifié par mutation et
recombinaison. L’analyse phylogénique suggére que, par gain et perte d’éléments mobiles intervenant
plusieurs fois, il y aurait eu insertion dans le chromosome de I'llot de pathogénicité LEE. Pour 2 lignées
EHEC, le procédé aurait coincidé avec le gain des génes stx. Au contraire, les lignées EPEC auraient gagné
le plasmide EAF (Reid et al., 2000).

Le plasmide de I'entérohémolysine des EHEC est non-conjugatif, mais relativement constant a l'intérieur du
sérotype. Celui des souches de sérotype 0157:H7 (ou pO157), qui a été séquencé, présente une structure en
mosaique qui est issue de multiples recombinaisons avec de I'ADN étranger. Burland et al. (1998)
soutiennent I’hypothése de I'intégration de fragments d’origine différente dans le plasmide F-like pour donner
I'actuel pO157. Malheureusement, nous n’avons pas de séquence compléte valable de I'entérohémolysine
pour les autres STEC.

Par ailleurs, il existerait une relation entre le plasmide de I'hémolysine-EHEC et le LEE des STEC. Deux
groupes distincts de plasmides de I'entérohémolysine peuvent étre observés pour ehxA : le groupe | associé
aux sérotypes ayant le géne eae, le groupe Il associé aux sérotypes sans géne eae. Une évolution clonale et
parallele du plasmide et du LEE dans les souches STEC pourrait expliquer cette corrélation. Ceci est en
accord avec I'hypothése de Whittam (1993) qui suggére que le plasmide pO157 a di étre acquis trés t6t dans
I'évolution des O55:H7 en O157:H7. D’autres hypothéses suggérent que le LEE a été transmis
horizontalement en une seule fois & une souche de E. coli et changé ultérieurement sa localisation au niveau
du chromosome en plusieurs occasions sans transfert horizontal supplémentaire (Boerlin, 1999).

5 Analyse comparative du génome des souches EHEC EDL 933 et Sakai

Le génome de deux souches de référence de sérotype O157:H7 (EDL933 aux Etats-Unis et Sakai au Japon)
a été entierement séquencé (Hayashi et al., 2001; Perna et al., 2001). Ces génomes ont été comparés a celui
de la souche de laboratoire E. coli K12 : le génome des souches O157:H7 est 20 % plus grand que celui de la
souche K12. Les deux souches auraient divergé il y a environ 4,5 millions d’années (Reid et al., 2000).
L’analyse des séquences a permis de mettre en évidence 177 ilots génomiques spécifiques de EDL933
variant de 50 pb a 88 kb : ces flots représentent au total 1,34 Mb de séquence spécifique, et portent environ
26 % des genes de EDL933. Parmi les 177 ilots décrits, 9 de taille supérieure a 15 kb sont susceptibles de
coder des facteurs de virulence potentiels, 59 ne contiennent aucun géne dont la fonction soit connue.
Quelques flots de taille moins importante pourraient également étre impliqués dans la virulence, ils codent par
exemple des systémes de synthése de fimbriae. Dix-huit flots semblent dériver de bactériophages, mais parmi
eux, seul BP-933W, qui code le gene stx,, parait capable d’étre induit pour produire des particules
infectieuses, les autres correspondraient a des phages cryptiques. Leur taille varie de 7,5 kb (CP-933L) a
61,6 kb (BP-933W) et ils semblent constitués d’'une mosaique de segments correspondant a des
bactériophages différents.

Seul le génome de la souche Sakai est complet et correctement annoté. Nous proposons donc d'utiliser la
souche Sakai comme souche de référence (http://genome.gen-info.osaka-u.ac.jp/bacteria/o157/).

Les deux génomes O157 sont presque identiques a I'exception d’'une inversion d’un segment de 420 kb,
d’une duplication d’'un élément phagique de 86 kb et de I'absence d’un phage Mu-like. lIs difféerent également
de plus de 16 régions importantes incluant 2 séquences d’insertion et la région interne du génome de 10
prophages lambda-like.

Les résultats de cette comparaison ont montré que les évenements de transfert horizontal étaient beaucoup
plus nombreux qu’on ne l'avait d’abord supposé. L’analyse de Ohnishi et al. (2001) révele un surprenant
grand nombre de prophages dans 0157, la plupart étant des phages lambda-like trés proches et montre que
ces bactéries peuvent fonctionner comme une machine a phages libérant des phages dans I'environnement.
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AXES DE REFLEXION ET DE RECHERCHE

=2  Améliorer la connaisance de la spécificité des souches STEC pathogénes pour ’lhomme, afin
de mieux déterminer sur quels criteres une souche isolée de I'animal ou d'un aliment est
potentiellement pathogéne pour I’homme :

-Mieux connaitre les facteurs permettant la colonisation du tube digestif de 'homme (réle
des facteurs d’adhésion, de la flore intestinale, de la réponse inflammatoire...) ;

-Mieux connaitre la régulation de I'expression des facteurs de virulence chez les souches
STEC pathogénes pour ’'homme ;

-Mieux connaitre le réle des phages dans I'émergence des clones pathogénes et dans
I'expression in vivo de la toxine ;

-Développer la génomique comparative des STEC pathogénes pour I'homme:
programme de séquengage des génomes 091, 026, O103,0111 ..., développement de
puces a ADN, analyses phylogéniques ...

> Déterminer les facteurs de sensibilité de I'hote.
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Section D : Epidémiologie Humaine des STEC

Responsable de section : E. Espié
Rédacteurs : E. Espié — V. Leclerc
Personnalités consultées : H. de Valk — S. Haeghebaert — V. Vaillant

POINTS A RETENIR

+ En France, les infections a STEC ne figurent pas sur la liste des maladies a déclaration
obligatoire. La surveillance des infections a STEC est basée sur la surveillance des syndromes
hémolytiques et urémiques (SHU) chez les enfants de moins de 15 ans. Elle repose sur un
réseau hospitalier de néphrologues pédiatres volontaires et est coordonnée par I'Institut de
Veille Sanitaire.

+ L’incidence annuelle du SHU pédiatrique en France est inférieure a 1 cas pour 100 000 enfants
de moins de 15 ans ; elle est du méme ordre de grandeur que celles observées dans d’autres
pays europeens.

+ En France, la détection de cas groupés de SHU liés a une infection a STEC donne lieu a la
mise en ceuvre d’'une enquéte épidémiologique, alimentaire et environnementale pour identifier
I'origine et la source de contamination et proposer des mesures de contrdle et de prévention.

+ Depuis 1996, aucune épidémie de grande ampleur n’a été rapportée en France, contrairement a
ce qui a pu étre décrit au Royaume-Uni, aux Etats-Unis et au Japon.

+ Dans le monde, les principaux aliments mis en cause lors d’épidémies d’infections a STEC
sont : viande hachée de beceuf insuffisamment cuite, produits laitiers non pasteurisés, produits
végétaux crus ou non pasteurisés (salade, radis blancs, jus de pommes), eau de distribution.

+ La transmission de personne a personne et par contact avec des animaux de ferme ou leur
environnement ont également été incriminés dans la survenue d’infections a STEC ou de SHU.

QUESTION N°9 : QUEL EST LE SYSTEME DE SURVEILLANCE DES INFECTIONS A STEC EN
FRANCE ?

En France, la recherche de STEC dans les selles n’étant pas effectuée en routine dans les laboratoires
d’analyses médicales (De Valk and Decludt, 1997), la surveillance des infections a STEC est basée sur la
surveillance des Syndromes Hémolytiques et Urémiques (SHU), chez les enfants de moins de 15 ans.

Cette surveillance a été mise en place en 1996, par le Réseau National de Santé Publique (devenu Institut de
Veille Sanitaire (InVS)), a la suite d’'une étude rétrospective concernant les années 1995 a 1996, qui a montré
que 86 % des SHU pédiatriques en France survenaient suite a une infection a STEC (Decludt, 1998). Elle
repose sur un réseau de néphrologues pédiatres de 30 services de pédiatrie de centres hospitaliers
universitaires et généraux, répartis sur 'ensemble du territoire métropolitain, qui participent volontairement
(Decludt, 1998; Decludt et al., 2000).

Les objectifs de cette surveillance sont de suivre les tendances spatio-temporelles du SHU chez les enfants
agés de moins de 15 ans, de connaitre les caractéristiques épidémiologiques des cas et de détecter des
phénomeénes épidémiques.
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Un cas de SHU est défini comme un enfant de moins de 15 ans, pour lequel un diagnostic clinique de SHU
(début brutal d'une anémie hémolytique avec insuffisance rénale) a été posé selon les critéres biologiques
suivants : anémie hémolytique micro-angiopathique (hémoglobine <10 g/100 mL et schizocytose >2 %) et
insuffisance rénale (créatininémie >60 umol/L si dge <2 ans, >70 ymol/L si &ge >2 ans).

Un cas d’infection a STEC est confirmé par l'isolement de souches de STEC ou la détection par PCR des
génes codant pour les Shiga-toxines directement dans les selles, ou par une réponse anticorps (IgA, IgM)
positive dirigée contre le lipopolysaccharide (LPS) d’'un des 26 sérogroupes actuellement testés (01, 02, O4,
05, 09, 025, 026, 029, 055, 0100, 0103, 0104, 0105, 0111, O112, 0113, 0115, 0118, 0127, 0128,
0136, 0145, 0153, 0157, 0163, 0164).

Pour chaque cas, une fiche de renseignements, comportant des informations socio-démographiques (age,
sexe...), cliniques (diarrhée prodromique sanglante...), biologiques (hématologie, biochimie, coproculture et
sérologie) et épidémiologiques (notion d’autres cas de diarrhée ou de SHU dans 'entourage, exposition a des
facteurs de risque connus : consommation de lait ou de fromage non pasteurisé, consommation de steak
haché peu cuit, contact avec des animaux de ferme, notion de baignade) est adressée a I'InVS.

Pour chaque cas, deux prélevements de sérum réalisés a 15 jours d’intervalle sont adressés a I'Unité de
Biodiversité des Bactéries Pathogénes Emergentes & I'Institut Pasteur de Paris, pour recherche d’anticorps
dirigés contre le LPS des 26 sérogroupes de STEC. Les données collectées font ensuite I'objet d’'une
synthése annuelle (Haeghebaert ef al., 2002b).

L’exhaustivité des notifications de SHU a I'InVS n’a pas été évaluée, mais il est probable qu’elle soit trés
bonne du fait de la rareté et de la gravité de la maladie (nécessité d’une hospitalisation dans un service
spécialisé), de la participation volontaire des néphrologues pédiatres et du suivi régulier des notifications,
réalisé a partir des demandes de sérodiagnostic a I'Institut Pasteur de Paris (Haeghebaert et al., 2002b).

En 2002, un Centre National de Référence (CNR) des Escherichia coli et Shigella (Unité Biodiversité des
Bactéries pathogénes émergentes, Institut Pasteur-Paris) et un laboratoire associé (Service de microbiologie,
Hopital Robert Debré-Paris) ont été créés, conformément a I'arrété ministériel du 29 juin 2001, pour contribuer
a la surveillance des infections & STEC en France.

QUESTION N°10: QUELS SONT LES PRINCIPAUX SEROGROUPES DE STEC
RESPONSABLES D’INFECTIONS CHEZ L’HOMME ?

Le sérotype de STEC le plus fréquemment mis en cause lors d’infections sporadiques ou d’épidémies est
E. coli O157:H7. D’autres sérogroupes non-O157 (026, 0103, 0111, O121, 0145, 0153, etc) sont aussi
impliqués dans la survenue d’infections a STEC et de SHU (Caprioli et al., 1994; Gerber et al., 2002; Paton et
al., 1996; Tarr, 1995), mais leur fréquence réelle est difficile a estimer du fait le plus souvent de méthodes de
détection inadaptées ou d’absence de recherche (Griffin et al., 2000). En effet, la recherche de STEC est
souvent limitée a E. coli 0157, plus facilement détectable (voir Section F) et seul sérogroupe actuellement
réglementé par la Iégislation européenne (voir Section J-Question n°46).

Par ailleurs, certains patients atteints de SHU peuvent étre co-infectés par un STEC non-O157 et E. coli
0157:H7 (Tarr, 1995).

1 En France

Du fait de I'absence de surveillance épidémiologique des infections gastro-intestinales a STEC, la répartition
des sérogroupes n’est connue que dans le cas des syndromes hémolytiques et urémiques (SHU).

De 1995 a 2001, la moitié des cas de SHU, pour lesquels une sérologie a été réalisée, était associée a une
sérologie positive a STEC (55 %), avec une forte proportion du sérogroupe 0157 (86%) (Haeghebaert et al.,
2003), ce qui est du méme ordre de grandeur que dans les autres pays européens.
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Une réponse anticorps positive a été retrouvée pour 14 autres sérogroupes, pour les SHU notifiés depuis
1993. Ces sérogroupes, isolés ou associés a d’autres sérogroupes, étaient les suivants : 0103 (9 cas), O9
(2 cas), 026 (2 cas), 0105 (1 cas), O111 (1 cas), O113 (1 cas), O115 (1 cas), 0145 (1 cas), O153 (2 cas),
0163 (1 cas), 0157+0103 (18 cas), O157+04 (2 cas), O157+0145 (2 cas), 0157+0153 (2 cas), O157+0113
(1 cas), O157+05 (1 cas), O157+0164 (1 cas), O157+0115 (1 cas), O103+02 (1 cas), O103+0128 (1 cas),
0104+01 (1cas), 0O157+0128+0103 (1cas), 0103+0O111+0157 (1 cas), 09+02+0164 (1 cas)
(Haeghebaert et al., 2003).

2 En Europe

E. coli O157:H7 reste le principal sérotype incriminé dans la survenue de SHU en Europe (Bitzan et al., 1993;
Siegler, 1995). Ainsi, 42 % des SHU étaient liés a E. coli O157 en Italie de 1988 a 2000 (Tozzi et al., 2001),
56 %, au Danemark de 1997 a 2000 (Scheutz et al., 2001), 57% en Allemagne et Autriche de 1997 a 2000
(Gerber et al., 2002). Cependant, ces derniéres années, la proportion des SHU due a des sérogroupes non-
0157 (026, 0111, O103) est en augmentation, notamment en ltalie (Caprioli et al., 1994), en Allemagne et
Autriche (Beutin et al., 1998; Gerber et al., 2002).

3 Dans les autres pays

Aux Etats-Unis, la fréquence estimée des infections liées aux STEC non-O157 est quasi identique a celles
dues au sérogroupe 0157 (Acheson et al., 2000 ; Griffin et al., 2000; Phan et al., 2002).

Au Brésil, ce sont les sérogroupes non-O157 qui sont majoritairement isolés chez les patients présentant une
diarrhée (Guth et al., 2000; Irino et al., 2000).

En Australie, le sérotype O157:H7 est rare ; ce sont les STEC non-O157, et principalement le sérogroupe
0111 : H-, qui sont a I'origine d’infections sévéres et d’épidémies (Elliott et al., 2001).

QUESTION N°11 : QUELLE EST LA REPARTITION DES DIFFERENTES FORMES CLINIQUES
DES INFECTIONS A STEC ?

E. coli O157:H7 est a l'origine de tableaux cliniques variés : diarrhée non sanglante, colite hémorragique,
syndrome hémolytique et urémique (SHU) surtout chez I'enfant ou un purpura thrombotique thrombopénique
(PTT) chez I'adulte (Tarr, 1995).

Peu de données sur les autres sérogroupes de STEC que O157 sont disponibles dans la littérature, méme s'il
semble que les STEC non-O157 soient a I'origine des mémes signes cliniques que ceux causés par E. coli
0157 : diarrhées non sanglantes (Beutin et al., 1998), colites hémorragiques (Nataro and Kaper, 1998;
Scheutz et al., 2001) et SHU (Beutin et al., 1998; Caprioli et al., 1994; Scheutz et al., 2001).

Les données de surveillance, issues d’études prospectives, ont montré qu’en Europe, les diarrhées
sanglantes représentaient 41 % des infections @ STEC au Danemark (Scheutz et al., 2001) et 47 % en Irlande
(Derval, 2001). Les SHU, quant a eux, représentaient 4,5 % des infections @ STEC en Allemagne (Beutin et
al., 1998), 7 % en Irlande (Derval, 2001) et 10 % en Ecosse (MacDonald et al., 1996).

Entre 85 et 99 % des SHU sont précédés d’'une diarrhée (96 % en France), et entre 34 et 59 %, d'une
diarrhée sanglante (59 % en France) (Elliott ef al., 2001; Gerber et al., 2002; Haeghebaert et al., 2003; Tozzi
et al., 2001).

La létalité consécutive a un SHU varie de moins de 1 a 6 % dans les séries de cas sporadiques ou lors
d’épidémies. En France, depuis 1993, les données du réseau de surveillance montre une létalité inférieure a
1 % (0,72 %) (Haeghebaert et al., 2002b). En Europe, la |étalité varie de 1,4 % en ltalie a 3 % en Allemagne
et Autriche (Gerber et al., 2002; Tozzi et al., 2001) et peut atteindre 6 % chez les enfants de moins de 5 ans
aux Etats-Unis (Griffin et al., 2001).

Des infections asymptomatiques ont aussi été observées, mais leur fréquence reste encore mal connue (Tarr,
1995). Cependant, des données de surveillance des infections & STEC ont montré que 7 % des infections a
STEC non-O157 en Allemagne (Beutin et al., 1998) et 8 % des infections a E. coli 0157 en Irlande (Derval,
2001) étaient asymptomatiques.
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QUESTION N°12 : QUE SAIT-ON DES FLUCTUATIONS SAISONNIERES DES INFECTIONS A
STEC ?

En France, depuis la mise en place de la surveillance des SHU en 1996, on observe surtout des cas
sporadiques de SHU avec une recrudescence saisonniére pendant la période estivale (juin-septembre)
(Haeghebaert et al., 2002b).

Cette augmentation estivale est aussi observée dans d’autres pays européens : Angleterre et Pays de Galles
(Bolton et al., 2000; Smith et al., 2001b), Irlande (Derval, 2001), Ecosse (MacDonald et al., 1996), Danemark
(Scheutz et al., 2001), Belgique, Pays-bas et Allemagne (Van de Kar et al., 1996), et en Amérique du Nord
(Michel et al., 1999).

QUESTION N°13 : QUELLES SONT LES MODES DE TRANSMISSION DES STEC A L’HOMME ?

Les principaux modes de transmission des infections a STEC a 'homme sont la consommation d’aliments
contaminés, la transmission de personne a personne, l'ingestion d’eau contaminée et le contact avec des
animaux (notamment les bovins). Aux Etats-Unis, ces différents modes de transmission représentent
respectivement 66 %, 20 %, 12 % et 2 % (Griffin et al., 2000).

1 Transmission alimentaire :

Le principal mode de transmission est la consommation d’aliments contaminés : (se référer également
auxTableau 2 et Tableau 3)

- produits carnés : principalement de la viande de bceuf (Chapman et al., 1993b; Cowden, 1997;
MacDonald et al., 1988; Rodrigue et al., 1995; Vaillant and Espié, 2002; Willshaw et al., 1993), mais
aussi des produits transformés a base de porc (Paton ef al., 1996; Tilden et al., 1996) ou de la viande
de cerf (Keene et al., 1997; Rabatsky-Ehr et al., 2002) ;

- lait et produits laitiers non pasteurisés (Allerberger et al., 2001; Casenave et al., 1993; Morgan et al.,
1993) ;

- légumes crus (salade, radis, etc) (Ackers et al., 1998; Breuer et al., 2001; Hilborn et al., 1999;
Infectious Agents Surveillance Center, 1996; Michino et al., 1999; Morgan et al., 1988) ;

- cidre et jus de pommes non pasteurisés (Besser et al., 1993; Cody et al., 1999; Hilborn et al., 2000;
Steele et al., 1982).

La consommation d’aliments contaminés de maniére croisée a partir de viande de bceuf hachée crue,
notamment lorsque le personnel de cuisine ne se lavait pas les mains aprés avoir touché la viande, a aussi
été décrite (Nataro and Kaper, 1998).

2 Transmission hydrique

La consommation d’eau de puits, d’eau de source privée et d’eau de distribution non traitées a été a 'origine
de cas isolés (Jackson et al., 1998) et d’épidémies a E. coli 0157 (Akashi et al., 1994; Dev et al., 1991; Jones
and Roworth, 1996; Licence et al., 2001; Olsen et al., 2002; Swerdlow et al., 1992). L’ingestion accidentelle
d’eau lors de baignade dans un lac ou autre étendue d’eau (Ackman et al., 1997; CDC, 1996; Cransberg et
al., 1996; Keene et al., 1994; Paunio et al., 1999) ou dans une piscine (Brewster ef al., 1994; Friedman et al.,
1999; Hildebrand et al., 1996), a elle aussi été incriminée.

3 Transmission inter-humaine

Une transmission de personne a personne, par contact rapproché avec une ou des personnes ayant eu de la
diarrhée, a été observée en milieu familial (CDSC, 2000b; Heuvelink et al., 1999; Ludwig et al., 1997; Vaillant
and Espié, 2002) ou dans des collectivités : créches (Al-Jader et al., 1999; Allaby and Mayon-White, 1995;
Belongia et al., 1993; Boudailliez et al., 1997; Swerdlow and Griffin, 1997), maisons de retraite ou institutions
médico-sociales (Carter et al., 1987; Griffin and Tauxe, 1991; Kohli et al., 1994; Rowe et al., 1993; Ryan et al.,
1986).
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4 Contact avec des animaux de ferme et leur environnment

La transmission d’infections a E. coli O157 a 'homme, par contact direct ou indirect avec des animaux de
ferme ou leurs déjections, a été décrite lors d’investigations de cas isolés (Heuvelink et al., 2002; Synge et al.,
1993), d’études de cas sporadiques (Beutin et al., 2000; Coia, 1998; Kassenborgh et al., 1998; O'Brien et al.,
2001a; Parry and Salmon, 1998; Renwick et al., 1994; Trevena et al., 1999) et lors d’épidémies (Crump et al.,
2002; Louie et al., 1999; Milne et al., 1999; Shukla et al., 1994).

5 Contamination de laboratoire

Des cas de contamination de laboratoire ont été décrits dans la littérature (Booth and Rowe, 1993; Burnens et
al., 1993).

QUESTION N°14 : QUE SAIT-ON DE L’INCIDENCE DES INFECTIONS A STEC EN FRANCE ?
DE SON EVOLUTION AU COURS DE CES DERNIERES ANNEES ?

En France, aucune donnée sur I'incidence des infections a STEC n’est disponible. Cependant, I'incidence des
SHU peut étre utilisée comme indicateur des infections @ STEC cohérent dans le temps (WHO, 1997) et si on
admet que la proportion des personnes infectées par des STEC qui développent un SHU, est constante (5-
10%), les données sur le nombre de cas de SHU peuvent permettre I'estimation du nombre réel d’infections a
STEC (Ammon, 1997).

En 2001 en France, le taux d’incidence du SHU autochtone était de 0,67 pour 100 000 enfants de moins de
15 ans (soit 76 cas notifiés) et de 2,1 pour 100 000 enfants de moins de 2 ans. Ce taux d’'incidence est resté
stable depuis 1996 (< 1 pour 100 000). Les taux d’incidence les plus élevés ont été observés dans les régions
francaises suivantes : Champagne-Ardennes (2,2/10°), Bretagne (1,5/10°), Midi-Pyrénées (1,4/10°), et Alsace
(1,2/10°) (Haeghebaert et al., 2003). Par ailleurs, depuis 1997, une recrudescence du nombre de cas de SHU
a été observée dans le Finistere. Elle est caractérisée par une incidence départementale supérieure a
l'incidence nationale, un regroupement temporo-spatial des cas dans le Nord-Ouest du département et une
proportion de SHU liés a une infection a E. coli O157:H7 plus élevée dans le département que dans le reste
de la France (Haeghebaert et al., 2001).

QUESTION N°15: QUE SAIT-ON DE L’INCIDENCE DES INFECTIONS A STEC DANS LES
AUTRES PAYS ? DE SON EVOLUTION AU COURS DES DERNIERES ANNEES ?

Selon les pays, les infections a STEC sont surveillées soit directement, soit indirectement par la surveillance
des SHU. Chaque pays posséde un systéme de surveillance qui lui est propre (déclaration obligatoire de la
maladie, réseau sentinelle de laboratoires, hopitaux ou médecins) (Tableau 1) et qui dépend fortement des
pratiques et critéres de recherche des STEC ainsi que de I'exhaustivité du systéme de surveillance mis en
place. Les incidences observées dans chaque pays ne sont donc pas comparables entre elles, sauf si les
systémes de surveillance sont similaires.
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Tableau 1 : Systémes de surveillance ou sources de données sur les infections & STEC ou des SHU dans les
pays européens (année de mise en place) (Ammon, 1997; WHO, 1997).

Déclaratio eme : Déclaration  Systéme Autres
obligatoire : elle s obligatoire sentinelle sources
Allemagne x (1998) x (1998)
Angleterre X (1996) X (1997)
Autriche X (1996) X x (1994)
Belgique x (1994) X
Danemark X X
Ecosse x (1984) X (1997) X
Espagne X X
Finlande X (1994) x (1996) X
France X (1996)
Gréce X
Irlande X x (1997)
Irlande du Nord x (1988) X (1997)
Italie X (1991) X X (1988)
Norvege x (1995)
Pays-Bas X (1996) X X
Pays de Galles x (1987) X (1997)
Portugal
Suede X (1996)
Suisse X x (1997)
Etats-Unis x (1992) X (1997)

1 Incidence des infections a STEC et du SHU en Europe

Les données de surveillance des infections a STEC (0157 et non-O157) de 10 pays européens ont montré
qu’en 1996, l'incidence par million d’habitants variait entre 0,1 en Espagne et 20,3 au Royaume Uni (Ammon,
1997).

L’incidence des infections a STEC, en Europe continentale, est faible (< 1/105) (Tozzi and Fisher, 1999). En
2000, lincidence des infections a STEC observée dans les pags nordiques était faible : Danemark 1,1 pour
10° habitants ; Finlande 0,4 pour 10° ; Suéde 0,73 pour 10 (cas autochtones); Norvége 0,2 pour 10°
(Anonyme, 2002a), alors que celles observées en Angleterre, Pays de Galles, Ecosse et Irlande du Nord,
étaient plus élevées, respectivement 1,7, 4,1 et 2,4 pour 10° habitants (Anonyme, 2001).

L’incidence annuelle du SHU pédiatrique, observée en Europe continentale, est de 1,9/10° (Tozzi and Fisher,
1999). Cette incidence varie selon les pays, mais reste du méme ordre de grandeur que celle observée en
France : ltalie (1988-2000) 0,26/10° enfants de moins de 15 ans (Tozzi et al., 2001) ; Danemark (1997-2000)
0,67/10° enfants de moins de 5 ans (Scheutz et al., 2001), Allemagne et Autriche (1997-2000) respectivement
0,71/10° et 0,36/10° enfants de moins de 15 ans (Gerber et al., 2002).

2 Incidence des infections a STEC et du SHU dans les autres pays

Aux Etats-Unis en 1996, I'ncidence annuelle des infections & STEC était de 0,29/10° et variait de 0,6 a
5,5/10° selon les Etats participant a la surveillance (Hedberg et al., 1997). De 1997 a 1999, lincidence
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annuelle des SHU était de 1,4/105 chez les enfants de moins de 5 ans et de 0,7/105 chez les moins de 15 ans
(Griffin et al., 2001).

Au Canada, I'incidence des infections & STEC était de 3,0/10° habitants en 1993 (WHO, 1997).

En Argentine, en 1999, l'incidence des SHU était de 9,2/10° chez les enfants de moins de 5 ans (Miliwebsky
et al., 2000).

En Australie (1994-98), I'incidence annuelle des SHU était de 0,64/10° chez les enfants de moins de 15 ans et
de 1,35/10° chez ceux de moins de 5 ans (Elliott et al., 2001).

QUESTION N°16 : QU’EST CE QU’UNE EPIDEMIE D’INFECTIONS A STEC ? POURQUOI LES
DETECTER ET REALISER DES INVESTIGATIONS ?

En France, une épidémie d’infections a STEC est suspectée en cas d’agrégat temporo-spatial de syndromes
hémolytiques et urémiques, de diarrhées sanglantes ou de cas de diarrhée autour d’'un cas de SHU. La
détection d’épidémies repose sur la surveillance du SHU mise en place en 1996, avec les néphrologues
pédiatres et sur la surveillance des Toxi-Infections Alimentaires Collectives, qui figurent dans la liste des
maladies a déclaration obligatoire (décret n°86-770 du 10 juin 1986)°.

Une épidémie doit étre détectée et soumise a investigation pour en mesurer I'importance, identifier I'origine, la
source et le véhicule, et proposer des mesures de contréle et de prévention adaptées. Vu la gravité des
complications des infections a STEC, il est important de mettre en ceuvre rapidement des mesures de gestion
du risque et de limiter la survenue de nouveaux cas.

Un réseau de surveillance européen des salmonelloses humaines et des infections a STEC, « Enternet », a
été mis en place en 1994. Il regroupe des microbiologistes des laboratoires de référence nationaux et des
épidémiologistes des institutions nationales de santé publique de 15 pays de I'Union Européenne, auxquels
s’ajoutent I'Australie, le Canada, la Norvége, le Japon, I'Afrique du Sud et la Suisse. Ce réseau de
surveillance permet, par mise en commun de données nationales sur les STEC, de détecter 'émergence de
phénomeénes nouveaux et d’'investiguer des épidémies affectant plusieurs pays (Reilly et al., 2000).

QUESTION N°17 : QUEL EST LE SCHEMA ACTUEL D’UNE INVESTIGATION D’EPIDEMIE EN
FRANCE ?

Lors de la survenue de plusieurs cas de SHU ou de plusieurs cas de diarrhées autour d’un cas de SHU, une
alerte est déclenchée par l'Institut de Veille Sanitaire (InVS). Une investigation est immédiatement mise en
ceuvre (Figure 10).

Une évaluation préliminaire ou enquéte exploratoire, ayant pour but de confirmer I'excés de cas (confirmation
du diagnostic du/des cas, confirmation de I'épidémie) est réalisée. Une recherche active des cas de SHU et
de diarrhée sanglante est ensuite effectuée, par les Directions Départementales des Affaires Sanitaires et
Sociales (DDASS) et I'InVS, auprés des pédiatres, médecins généralistes, laboratoires d’analyses
biomédicales et hépitaux. Un recueil de données socio-démographiques, cliniques et épidémiologiques
(expositions a risque) est réalisé auprés des cas identifiés a l'aide d’'un questionnaire standardisé. Les
informations ainsi collectées sont analysées afin d’identifier des éléments communs.

Lorsqu’'une source est suspectée (aliment ou eau contaminés, lien avec une ferme...), une enquéte
vétérinaire est effectuée par les agents des Directions Départementales des Services Vétérinaires (DDSV)
afin de réaliser des prélévements alimentaires, animaux ou environnementaux.

2 TIAC : Maladie & déclaration obligatoire (décret n°86-770 du 10 juin 1986) une toxi-infection collective alimentaire est
définie par I'apparition d'au moins deux cas groupés similaires d'une symptomatologie, en général gastro-intestinale, dont
on peut rapporter la cause a une méme origine alimentaire.
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Ces prélévements sont transmis au Laboratoire d’Etudes et de Recherches en Hygiéne et Qualité des
Aliments (LERHQA) de I'Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Aliments (Afssa) ou dans un des
laboratoires des Ecoles Nationales Vétérinaires d’Alfort ou de Lyon, pour recherche de STEC (isolement et
caractérisation des souches avec recherche de facteurs de virulence : Shiga-toxines, entérohémolysine et
facteur d’attachement-effacement).

Si des souches de STEC sont isolées des prélévements d’origine humaine et des prélévements d’origine
alimentaire ou environnementale, elles sont comparées entre elles par électrophorése en champ pulsé
(PFGE) réalisé au CNR des Escherichia coli et Shigella (Unité Biodiversité des Bactéries pathogénes
émergentes, Institut Pasteur-Paris).

Services de néphrologie pédiatriques de centres hospitaliers

Sérum

Fiche de surveillance du

Centre National de Références SHU
des Escherichia coli et des
Shigella et laboratoires associés l
au CNR

1-Surveillance

Institut de veille sanitaire

2-Alerte Cas groupés / \ 3-Alerte Alimentaire

Direction Générale de Direction générale de I’ Alimentation
la Santé I
DDASS DDSV

S Aan \
| Enquéte épidémiologique | <=>| Enquéte alimentaire et environnementale |

/ Aliments, féces, eau...

Médecins Laboratoires d’analyses
Généralistes hospitaliers et privés

\ AFSSA /ENVA /ENVL

Centre National de Référence des Escherichia coli
et des Shigella et laboratoires associés au CNR

Hopitaux  Pédiatres

Figure 10 : Schéma actuel d’'une investigation lors de cas groupés de SHU en France

QUESTION N°18 : QUELS SONT LES ALIMENTS MIS EN CAUSE LORS DES PRINCIPALES
EPIDEMIES DECRITES?

Les aliments mis en cause lors d’épidémies ont des caractéristiques communes : aliments susceptibles d’étre
contaminés par des STEC, possédant des caractéristiques physico-chimiques permettant la survie des STEC
et consommés sans avoir été suffisamment chauffés pour détruire les E. coli. Les aliments plus
particulierement a risque sont les denrées d’origine animale, qui sont directement liés au réservoir animal de
STEC (voir Section E) et les produits qui peuvent étre en contact direct ou indirect avec des féces animales et
consommeés crus ou peu cuits.
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1 En France

Les investigations de deux séries de cas groupés de SHU, en 1992-93 (4 cas sur 14 mois dans le Cher) et en
1994 (4 cas sur 6 mois dans I'’Ardéche), avaient permis de suspecter respectivement du fromage frais au lait
de chévre et de vache (Casenave et al., 1993) et du fromage de chévre frais (Decludt, 1995). Récemment,
deux épisodes de Toxi-Infection Alimentaire Collective (TIAC) liée a des STEC ont été détectés et soumis a
investigation :

- Une premiére TIAC liee a E. coli O157, a été détectée en décembre 2000. C’est I'enquéte réalisée
autour d’un cas de SHU notifié par le réseau de surveillance, qui a permis d’identifier 10 autres cas de
diarrhées sanglantes chez des personnes présentes au méme banquet. L'aliment suspecté a été le
couscous servi lors du repas, et plus particulierement des merguez peu cuites. Cette TIAC a E. coli
0157 était la premiére TIAC liée a ce pathogéne détectée en France (Haeghebaert et al., 2002a).

- La deuxieme TIAC liée a E. coli de sérotype O148:H8 est survenue en 2002, suite a un repas de
mariage. Deux cas de SHU adultes et 9 cas de diarrhées (dont 4 cas de diarrhées sanglantes) ont été
identifiés. L’origine de la contamination a été attribuée a la viande de mouton provenant d’un élevage
familial (Espié and Vaillant, 2003).

Depuis la mise en place du systéme de surveillance en 1996, aucune épidémie communautaire n'a été
détectée en France.

2 En Europe et Amérique du Nord

Les STEC ont une distribution mondiale, mais les épidémies liées a des infections a STEC ont surtout été
rapportées dans les pays industrialisés de I'hémisphére Nord et de I'hémisphére Sud (Nataro and Kaper,
1998) (Figure 11)

Lors de ces principales épidémies survenues en Europe ou en Amérique du Nord, des produits carnés ou de
charcuterie ont tout d’abord été mis en cause (21 fois), puis plus récemment des produits végétaux (11 fois) et
des produits laitiers (11 fois) (Tableau 2).

La consommation d’eau de distribution contaminée a aussi été a 'origine d’épidémies (12 fois) (Tableau 3 et
Section E-Question n°23).
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Canada
Royaume-Uni

; Espagne
Etats-Unis pas

Australie

. o

Afrique du Sud

@ Viandes O Légumes crus / jus de pomme [ Contact animaux

O Lait non pasteurisé % Eau de boisson A Baignade X Personne a personne

Figure 11 : Répartition géographique des épidémies d’infections a STEC dans le monde (avec les modes de transmissions identifiés)
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Tableau 2 : Epidémies d’infections a STEC liées a la consommation d’aliments contaminés et recensées depuis 1982, classés en fonction des

types d’aliment (produits carnés, produits laitiers, végétaux)

Pays

Sérogroupe

de STEC

Nombre de
malades

(nbre de cas de SHU

+ nbre de décés

Aliments
suspectés ou confirmés

Sandwich avec viande

Critéres permettant
de suspecter ou de
confirmer I'aliment

ED*

Références

1982 Oregon-Michigan USA | 0157 : H7 46 de boeuf hachée EA (Riley et al., 1983)
1984 Nebraska USA 0157 : H7 34 (4 deces) Hamburger EA (Ryan et al., 1986)
1986 Washington USA 0157 : H7 37 Viande de beeuf hachée EA (Ostroff et al., 1990)
1987 Utah USA 0157 : H7 51 (8 SHU et 4 decés) | Viande de beeuf hachée EA (Pavia et al., 1990)
1988 Wisconsin USA 0157 : H7 61 (0 SHU et 0 decés) | Réti de boeuf M (Rodrigue et al., 1995)
1988 Minnesota USA 0157 : H7 32 (0 SHU) Paté de viande (en crodte) EA (Belongia et al., 1991)
1990 Nord Dakota USA 0157 : HY 70 (2 SHU) Réti de boeuf ED (CDC, 1991)
. 152 (22 SHU et|Viande de caribou et de
1991 Canada 0157 : H7 2 decés) boeuf hachée M (Orr et al., 1994)
1992-93 | Washington USA 0157 : H7 gg;cés()% SHU et| | amburger M (Bell ot al., 1994)
1992-93 | 4 états USA 0157 : H7 583 (41 SHU et| | mburger M (CDC, 1993)
4 decés)
1993 ggﬂfte”e et Pays de |57 17 Hamburger M (Willshaw et al., 1994)
1994 | [jashinglon-Californie 5157 7 23 (2 SHU) Salami sec oA (Tilden et al., 1996)
1995 Australie 0111 : H- 23 SHU (1 deceés) Saucisse séche fermentée M (Paton et al., 1996)
Plats préparés, a base de (Stevenson and
1995 Angleterre 0157 14 (2 SHY) viande crue (boeuf, porc) EA Hanson, 1996)
1995 Oregon USA 0157 : H7 11 Viande de cerf M (Keene et al., 1997)
. ) 512 (34 SHU et|,,
1996 Ecosse 0157 : H7 17 deces) Viande de boeuf (Cowden et al., 2001)
1997 Colorado USA 0157 : H7 15 (0 SHU et 0 decés) | Hamburger + boeuf haché (CDC, 1997)

*SHU : Syndrome hémolytique et urémique
ED (Epidémiologie Descriptive) : suspicion de I'aliment sur la base d’'une description de la consommation alimentaire des malades

EA (Epidémiologie Analytique) : association statistiquement significative entre la consommation de I'aliment suspecté et le fait d’étre malade

M (Microbiologique) : identification d’'un STEC du méme type chez les malades et dans I'aliment suspecté, détection de Shiga-toxines ou de génes codant pour les Shiga-toxines dans I'aliment
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Nombre de

Critéres permettant

Sérogroupe malades Aliments gz
de STEC (nbre de cas de SHU |suspectés ou confirmés i sft_;specr,erl_ou 20 e
+ nbre de décés confirmer I'aliment
*
1998 Ontario Canada 0157 : H7 39 Salami Elcl‘ (Williams et al., 2000)
1999 | Manitoba Canada 0157 : H7 10 Viande de boeuf hachée M %'88‘;0”3“ et al,
2000 Espagne 0157 : H7 181 (6 SHU) Saucisse ED (Martinez et al., 2001)
55 cas (4 SHU)
. . AT . ) EA (Proctor et al, 2002;
2000 Minnesota USA 0157 ; H7 3 _ épidémies | Viande de bceuf hachée M Smith et al., 2002)
successives
2001 France 0157 10 (1 SHU et 0 decés) | Couscous (avec merguez) ED (ZIS?);%I;ebaert et al,
2002 France STEC 0148:H8 | 11 (2 SHU et 0 decés) | Viande de mouton E,\E (2%%%';* and  Vaillant,
2002 Colorado USA O157H7 18 (2 SHU et 0 decés) | Viande de boeuf Ii? (CDC, 2002)
1991 Angleterre 0157 : H7 16 (5 SHU) Yaourt de production locale EA (Morgan et al., 1993)
1992-93 | France ? 4 SHU Fromage au lait cru de vache EA (Casenave et al., 1993)
et de chévre M
. (Chapman et al.,
1993 Angleterre 0157 7 Lait cru M 1993b)
1994 Montana USA 0104 : H21 18 Lait EA (CDC, 1995)
1994 | Angleterre 0157 : H7 70 (9 SHU et 1 PTT) @'g@asmu”se de production oA (Upton and Coia, 1994)
1997 Ecosse 0157 : H- 37 Gateau a la  créme EA (O'Brien et al., 2001b)
(préparation maison)
1998 Wisconsin USA 0157 ;: H7 55 Fromage frais caillé M (CDC, 2000)
1998 Angleterre 0157 7 Créme non pasteurisée de ED (CDSC, 1998)
production locale
1999 Pays de Galles 0157 28 Fromag_e a base de lait non M (CDSC, 1999)
Angleterre pasteurisé

*SHU : Syndrome hémolytique et urémique

ED (Epidémiologie Descriptive) : suspicion de I'aliment sur la base d’une description de la consommation alimentaire des malades

EA (Epidémiologie Analytique) : association statistiquement significative entre la consommation de I'aliment suspecté et le fait d’étre malade

M (Microbiologique) : identification d’'un STEC du méme type chez les malades et dans I'aliment suspecté, détection de Shiga-toxines ou de genes codant pour les Shiga-toxines dans I'aliment
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. Nombre de . Critéres permettant
Sérogroupe malades Aliments de suspecter ou de
de STEC (nbre de cas de SHU |suspectés ou confirmés fi P Pali
+ nbre de décés confirmer I’aliment
2000 Angleterre 0157 6 (1 SHU) Lait non pasteurisé M* (CDSC, 2000a)
2001 82:‘]’;;2'6 Britannique | 4157 . 17 5 (2 SHU) hi'r: gi;gﬁ‘r’i;eé M (Mclntyre et al., 2002)
. Légumes : carotte, . EA.
1985 Angleterre 0157 : H7 24 (10 Pomme de terre préparation des (Morgan et al., 1988)
légumes
1995 Ontario Canada 0157 : H7 21 (0 SHU) Salade EA (Preston et al., 1997)
1995 Montana USA 0157 : H7 >70 (1 SHU) Laitue EA (Ackers et al., 1998)
. 9 451 (12 deces) . ED _
1996 Japon 0157 : H7 (16 foyers de > 10 cas) Radis blanc EA (Michino et al., 1999)
1996 Connecticut-lllinois USA | 0157 : H7 61 Laitue EA (Hilborn et al., 1999)
- o i 108 (4 SHU et
1997 Michigan-Virginie USA | 0157 : H7 0 decés) Germes de luzerne EA (Breuer et al., 2001)
Angleterre, Finlande,
1997 Suéde, Pays de Galle, | 0157 14 (3 SHU) Légumes crus EA (Pebody et al., 1999)
Danemark
1998 Californie USA 0157 8 (0 decés) Graines germées EA (Zh(/)l(o):ll)e-Boetanl et al,
1980 Canada 5'1?5)3,1812 14 SHU (1 deces) Jus de pomme frais ED (Steele et al., 1982)
1991 Massachusetts USA 0157 : H7 23 (5 SHU et 0 deces) |Jus de pomme EA (Besser et al., 1993)
1996 Canada 0157 : H7 70 (14 SHU etjJus de  pomme  non M (Cody et al., 1999)
1 decés) pasteurisé
1996 Connecticut USA 0157 : H7 14 (3 SHU) ggzteﬂfis pomme frais, non EA (Hilborn et al., 2000)
1998 Ontario Canada 0157 : H7 10 (0 SHU et 0 decés) g:zteurids‘z pomme  non oD (Tamblyn et al., 1999)

*SHU : Syndrome hémolytique et urémique

ED (Epidémiologie Descriptive) : suspicion de I'aliment sur la base d’une description de la consommation alimentaire des malades

EA (Epidémiologie Analytique) : association statistiquement significative entre la consommation de I'aliment suspecté et le fait d’étre malade

M (Microbiologique) : identification d'un STEC du méme type chez les malades et dans I'aliment suspecté, détection de Shiga-toxines ou de genes codant pour les Shiga-toxines dans I'aliment

-73 -



Afssa Bilan des connaissances relatives aux STEC — Section D

Tableau 3 : Epidémies d’infections & STEC liées a la consommation d’eau de distribution contaminée et recensées depuis 1989

< Nombre de malades . _—_— Criteres permettant
p s
Pays %g%& (nbre de cas de SHU + z:?:‘cr:ﬁsst::c::)tee ERiceRiigs de suspecter ou de | Références
nbre de déceés) confirmer I’aliment
1989 |Missouri USA | O157:H7 243 (2 SHU et 4 deces) | C2Y du reseau de distribution EA* (Swerdiow et al,
(ruptures des canalisations) 1992)
. R Eau du robinet et du réseau ED .
1990 |Japon 0157:H7 42 (14 SHU et 0 deces) (origine de la contamination inconnue) M (Akashi et al., 1994)
. ) Eau du réseau de distribution ED
1990 Royaulme Uni 0157: H7 4 (contamination par du lisier bovin) M (Dev et al., 1991)
Eau du réseau
. . (contamination eaux de surfaces par ED
1992 Swaziland 0157:NM > 2500 des bovins ot précipitations M (Effler et al., 2001)
importantes)
1998 | Wyoming USA | O157:H7 157 (4 SHU) Zf)‘;fcz ‘i'sgt'gfrg‘l’r:‘e?‘;ﬁ"t’r'gﬁfe ) EA (Olsen et al., 2002)
1999 New-York USA | O157:H7 116 (11 SHU et 2 decés) | Eau de puits profond Ii;lb‘ (CDC, 1999)
) Eau de source privée, non traitée ED
1999 Ecosse O157:H7 6 (présence de patures de moutons et M (Licence et al., 2001)
cerfs)
. Eau du réseau de distribution
1999 | Texas USA O157:H7 22 (déficience du traitement de chloration) ED (Lee et al., 2002b)
Eau d’'une crique
2000 Californie USA 0O157:H7 5 (contamination fécale d’origine ED (Lee et al., 2002b)
humaine et animale)
. . Eau de surface (origine inconnue)
2000 Ohio USA 0157:H7 29 (déficience du réseau de distribution) ED (Lee et al., 2002b)
Eau du réseau d’aqueduc municipal
2000 Ontario Canada | 0157 : H7 > 2009 (26 SHU et (précipitations abondantes et EA (Anonyme, 2000)
14 deceés) M
contamination sols et eaux de surface)

* SHU : Syndrome hémolytique et Urémique

ED (Epidémiologie Descriptive) : suspicion de I'aliment sur la base d’'une description de la consommation alimentaire des malades

EA (Epidémiologie Analytique) : association statistiquement significative entre le consommation de I'aliment suspecté et le fait d’étre malade

M (Microbiologique) : identification d’'un STEC du méme type chez les malades et dans I'aliment suspecté, détection de Shiga-toxines ou de genes codant pour les Shiga-toxines dans I'aliment
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QUESTION N°19 : QUELLES ONT ETE LES CIRCONSTANCES D’APPARITION ET
D’EVOLUTION DES QUATRE EPIDEMIES MAJEURES AYANT INFLUENCE
L’EPIDEMIOLOGIE DES INFECTIONS A STEC ?

1 Premiéres épidémies d’infections a E. coli O157:H7, Etats-Unis, 1982

Aux Etats-Unis, en 1982, deux épidémies de colites hémorragiques ont été rapportées dans 2 Etats
distincts (Oregon et Michigan), a 3 mois d’intervalle. Les investigations épidémiologiques et
microbiologiques mises en ceuvre ont permis de recenser au moins 47 malades (26 dans I'Oregon et
21 dans le Michigan) et d’isoler une bactérie de sérotype rare, E. coli O157:H7. Parmi les malades, 35
(73 %) ont été hospitalisés, aucune complication, séquelle ou déces n’a été rapporté. L'’enquéte cas-
témoins réalisée a montré que la survenue de la maladie était trés fortement associée au fait d’avoir
mangé dans un des restaurants appartenant a une chaine de restauration rapide et d’avoir consommé
au moins un des sandwiches contenant de la viande hachée de beoeuf, des oignons et des cornichons.
Des souches de E. coli O157:H7 ont été isolées chez des malades (9 cas/20) et sur un prélévement
de steak haché cru provenant d’un lot suspecté d’avoir été utilisé pour la préparation de hamburgers
dans les restaurants incriminés. Le faible taux d’attaque observé lors de ces 2 épidémies suggérait un
faible taux de contamination de la viande crue, une diminution de la contamination par la cuisson de la
viande ou des facteurs de sensibilité d’hdtes encore inconnus. En 1982, ont donc été décrites, pour la
premiére fois, des épidémies de colites hémorragiques dues a E. coli O157:H7 (Wells et al., 1983) et
associées a la consommation de sandwiches a base de viande hachée de beceuf (Riley et al., 1983).

2 Epidémie d’infections a E. coli O157:H7 liée a de la viande de beceuf,
Ecosse, 1996

En Ecosse, durant les mois de novembre et décembre 1996, une épidémie d'infections a E. coli
0O157:H7 a été détectée dans le centre du pays, principalement dans le Lanarkshire. Au total, 512
malades ont été identifiés, parmi lesquels 337 confirmés par un isolement de E. coli O157:H7 dans les
selles. Trente-quatre cas ont développé un syndrome hémolytique et urémique. Au moins 49
personnes ont été hospitalisées et 17 sont décédées. Les investigations épidémiologiques (3 études
de cohorte et 1 étude cas-témoins) et 'enquéte de tracabilité sur l'origine des denrées alimentaires
consommeées par les malades, ont permis d’incriminer, comme source de I'épidémie, de la viande de
beoeuf et d’autres produits a base de viande provenant d'une méme boucherie. Les souches de E. coli
0O157:H7 isolées chez les malades et celles isolées des prélévements alimentaires présentaient les
mémes caractéristiques moléculaires (lysotype 2, Shiga-toxines de type 1 et 2) et n’étaient pas
différenciables par électrophorése en champ pulsé. Les mesures de contrdle prises a I'encontre de
cette boucherie (retrait des denrées, fermeture de I'établissement) ont permis de faire décroitre le
nombre de cas et d’enrayer rapidement I'épidémie. Cette épidémie d’infections a STEC est la plus
importante jamais rapportée au Royaume-Uni et le plus sérieux probléme d’intoxication alimentaire
survenu en Ecosse depuis une épidémie de typhoide due & des conserves de corned beef, en 1964
(Cowden and Christie, 1997; Cowden et al., 2001; Dundas et al., 2001; Liddell, 1997; Wood et al.,
2001).

3 Epidémies d’infections a E. coli 0157:H7, liée a des végétaux, Japon,
1996

Au Japon, entre mai et décembre 1996, une épidémie d’infections a E. coli O157:H7 a été rapportée
(16 foyers de cas groupés), impliquant plus de 7000 personnes. Au total, 9451 cas ont été identifiés,
dont au moins 129 confirmés. Douze décés ont été observés. Ces épidémies ont affecté plusieurs
écoles élémentaires et créches (9 épisodes ; 7 470 cas), des maisons de retraite (3 épisodes ; 123
cas), une société industrielle (1 épisode ; 47 cas) et un établissement de préparation de repas pré-
emballés (1 épisode ; 191 cas). Les repas servis dans les écoles étaient les mémes pour toutes les
écoles et étaient préparés dans une seule et méme cuisine centrale. L’étude de cohorte réalisée sur
47 000 enfants et 'enquéte de tracgabilité sur I'origine des denrées alimentaires consommées ont
montré que l'infection était liée a la consommation de germes de radis blancs contaminés, peu cuits.
Ces germes de radis blancs provenaient d’'un seul producteur, mais aucune souche de E. coli
0O157:H7 n’a été mise en évidence parmi tous les prélevements environnementaux réalisés chez
celui-ci (eaux d’arrosage, engrais, graines et germes de radis). L'origine de la contamination des
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germes de radis n’a donc pas été déterminée. Cette épidémie d’infections a STEC est la 1°" gpidémie
soumise a investigation au Japon, liée a la consommation de germes de végétaux (Mermin and

Griffin, 1999; Michino et al., 1999).

4 Epidémie d’infections a E. coli O157:H7, liée a de I'’eau de boisson,
Canada, 2000

Au Canada, en mai 2000, une épidémie d’infections a E. coli O157:H7 a été décrite dans la ville de
Walkerton (Ontario), située en zone d’élevage intensif de bovins. Plus de 2000 cas ont été identifiés
parmi les 4600 habitants. Soixante-cinq patients ont été hospitalisés, 27 ont développé un SHU et 7
sont décédés. Les investigations épidémiologiques suggeéraient que I'eau du réseau de distribution
(réseau d’aqueduc municipal) était a l'origine de la survenue de [linfection. Les analyses
microbiologiques des prélevements d’eau de I'aqueduc et des 3 puits approvisionnant la ville ont
montré une forte contamination bactérienne et la présence de E. coli O157:H7 dans I'aqueduc et I'un
des puits. La contamination du puits était liée a I'épandage de fumier de bovins sur les terres d’une
ferme située a proximité du puits incriminé. Les prélévements réalisés dans cette ferme ont montré
I'existence de souches de E.coli O157:H7 qui présentaient les mémes caractéristiques en
électrophorése en champ pulsé que les souches d’origine humaine. L'ampleur de [I'épidémie
s’expliquait par un ensemble de circonstances inhabituelles incluant des pluies torrentielles qui ont
entrainé des inondations et une contamination des sols et des eaux de surface par E. coli 0157. Cette
épidémie est la 1°° épidémie a E. coli 0157 de grande ampleur, liée a la consommation d’eau de
boisson contaminée, documentée au Canada. Elle remet en question la slreté des sources d’eau
souterraine qui peuvent étre contaminées par les eaux de surface, particulierement en période
d’inondation (Anonyme, 2000; McQuigge et al., 2000; O'Connor, 2002).

QUESTION N°20 : QUELS SONT LES ALIMENTS MIS EN CAUSE PAR L’ETUDE SUR LES
FACTEURS DE RISQUE DES INFECTIONS A STEC SPORADIQUES ?

1 En France

Une étude sur les facteurs de risque de survenue des SHU chez les enfants agés de moins de 15 ans
a été conduite en France en 2000 et 2001 (Tableau 4). Cette étude a montré que la survenue de SHU
liee a une infection a STEC était associée a la consommation de steak haché de beeuf peu cuit, avec
un risque (Odd Ratio-OR) de 5,5 (Intervalle de confiance a 95 % = 1,4-21,8). Ce risque était plus
élevé chez les enfants agés de moins d’'un an (OR = 8,7 ; IC95 % = 1,3-58,3) (Vaillant and Espié,
2002).

Une étude complémentaire a cette étude sur les facteurs de risque de survenue des SHU, est
actuellement en cours, jusqu’en 2005. Elle est réalisée en collaboration entre I'InVS, I'Institut Pasteur,
La Direction générale de I'alimentation, I'’Agence francaise de sécurité sanitaire des aliments et I'Ecole
nationale vétérinaire d’'Alfort. Elle concerne les cas de SHU pour lesquels une exposition a une ferme
a été retrouvée (vie sur une exploitation agricole ou visite d’'une ferme, contact direct avec des
animaux de ferme, consommation de produits fermiers ou laitiers non pasteurisés). L’objectif de cette
étude complémentaire est de quantifier 'importance de la source animale (et son environnement)
dans la survenue de cas de SHU sporadiques et de mieux connaitre les facteurs de risque spécifiques
a I'élevage (Vaillant and Espié, 2002).

2 En Europe et Amérique du Nord

Des études sur les facteurs de risque des infections a STEC ont été conduites aux Etats-Unis
(Kennedy et al., 2002; MacDonald et al., 1988; Slutsker et al., 1998), au Canada (Le Saux et al.,
1993), en Angleterre et Pays de Galles (Parry et al., 1998) et en Belgique (Pierard et al., 1999)
(Tableau 4).

Une étude sur les facteurs de risque de survenue des SHU a aussi été conduite au Canada (Rowe et
al., 1993).
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Tableau 4 : Facteurs de risque mis en évidence par les études de type « cas-témoins » sur la
survenue d’infections a STEC, 1985-2001

Nombre de cas/

Facteurs de risque

Sérotype . e
Pays de STEC Nombre de associés avec une Référence
€ témoins infection a STEC
Etats- * Consommation de viande | (MacDonald et al.,
Unis 0157 |1985-86 | 247/ 48 de beeuf hachée crue 1088)
* Consommation de viande [(Le Saux et al.,
Canada |O157 11990 11107/220 de boeuf hachée peu cuite | 1993)
Etats- * Consommation de [ (Slutsker et al.,
Unis 0157 1990-92 1737 /142 hamburger et de hot-dog 1998)
Rovaume Consommation de viande
Uniy 0157 1994-96 | 85* / 142 de beceuf: hamburger ou | (Parry et al., 1998)
crue en tranche
Etats- ) * Consommation de viande | (Kassenborgh et
Unis 0157 |1997-98 | 2007/ 380 de beeuf hachée crue al., 1998)
. o157 + . : . (Pierard et al.,
Belgique non 0157 1995-96 | 37*/ 69 Consommation de poisson 1990)
Etats- 1999- " Consommation de viande | (Kennedy et al.,
Unis 0157 o000  [3267/591 de beauf peu cuit 2002)
o157 + - Consommation de Steak [ (Vaillant and
France |, on 0157 | 2000-01 | 1057/196 haché de beeuf peu cuit | Espié, 2002)
*Diarrhées

* SHU associés a des infections a STEC

QUESTION N°21 : QUELS SONT LES AUTRES FACTEURS DE RISQUE CONNUS DES
INFECTIONS A STEC?

D’autres facteurs de risque ont été mis en évidence lors d’études analytiques (Tableau 5), lors
d’études descriptives de cas sporadiques ou d’investigation d’épidémies (Tableau 6).

Les principaux facteurs de risque identifiés étaient la transmission inter-humaine et le contact avec
des animaux de ferme, et plus particulierement avec des bovins, réservoir connu de STEC (voir
Section E).

En France, I'étude sur les facteurs de risque de survenue des SHU chez les enfants 4gés de moins de
15 ans a montré que la survenue de SHU lié a une infection & STEC était associée a I'existence de
cas de diarrhée dans la collectivité fréquentée par I'enfant (OR = 5,7; 1C95 % = 1,0-32,5) et a
I'existence de cas de diarrhée dans la famille (OR = 3,7; 1C95 %= 1,1-12,4) dans les 7 jours
précédant ou suivant la date de survenue de la diarrhée de I'enfant (Vaillant and Espié, 2002).
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Tableau 5 : Facteurs de risque associés a des infections a STEC (autres que alimentaires), mis en cause par des études analytiques, 1990-2001

, Nombre de cas (nombre so s
Sérogroupe de de SHU) / Facteurs associés a

Réfé
STEC une infection a STEC ou un SHU eierence

Nombre de témoins

Canada 1990 0157 34 SHU/102 Transmission de personne a personne (Rowe et al., 1993)
Etats-Unis 1990-92 0157 73/142 Transmission de personne a personne (Slutsker et al., 1998)
France 1992-93 o111 26 (10 SHU)/62 Transmission de personne a personne (Boudailliez et al.,

1997)

Contact avec des animaux de f
Royaume Uni | 1994-96 0157 85/142 orac avee ces animanx fe ferme (Parry et al., 1998)
Transmission de personne a personne

Angleterre 1996-97 0157 369/511 Contact avec une exploitation agricole (O'Brien et al., 2001a)

, Contact avec des animaux de f
Ecosse 1996-99 0157 183/545 ontact avec des animaux de ferme (Locking et al., 2001)
ou leurs féces

(Kassenborgh et al,

Etats-Unis 1996-97 0157 200/380 Vie a la ferme ou visite d’'une ferme 1998)

Contact avec des animaux de ferme
Etats-Unis 1999-2000 0157 326/591 N imaux (Kennedy et al., 2002)
ou leurs féces

Etats-Unis 2000 0157 51 (8 SHU)/92 Contact avec des animaux de ferme (CDC, 2001)

0157 + non 105 SHU/ 196 Existence de cas de diarrhée dans la famille ou | (Vaillant and Espié,

France 2000-01 0157 dans la collectivité 2002)
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Tableau 6 : Facteurs de risques associés a des infections a STEC (autres que alimentaires), mis en cause par des études de cas sporadiques ou
des investigations d’épidémies*, 1989-2000

Sérogroupe Nombre de cas (nombre | Facteurs associés a
P Référence
m de STEC de SHU) une infection 3 STEC ou un SHU

Contact avec des animaux de ferme
Angleterre 1997 0157 (3 SHU) chévre etvvache) Imaix (Milne et al., 1999)

(Trevena et al,

Angleterre 1994-97 0157 69 (4 SHU) Contact avec des bovins 1999)
Etats-Unis 1994 0157 7 (4 SHU) Contact avec des animaux de ferme g%g:l;la et al,
Ecosse 1992-93 0157 138 Contact avec des animaux de ferme ou leurs produits | (Coia et al., 1998)

Environnement rural

- 118 17 (2 SHU Beutin et al., 2000
Allemagne 1996-98 0] ( ) Contact avec des bovins (Beutin et al., )
Canada 1986-94 0157 24 Contact direct avec des bovins (Louie et al., 1999)
Canada* 1991 0157 152 (22 SHU) Transmission personne a personne (Orr et al., 1994)
. . . (Allaby and Mayon-
Angleterre 1992 0157 15 (3 SHU) Transmission personne a personne White, 1995)
Etats-Unis* 2000 0157 51 (8 SHU) Contact avec des veaux (Crump et al,

2002)
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AXES DE REFLEXION ET DE RECHERCHE

Propositions pour 'amélioration des connaissances et la prévention des infections a STEC
chez ’'homme, en France :

= Améliorer les connaissances sur l'incidence des diarrhées dues a des STEC, et en
particulier celles des diarrhées sanglantes, en :

-informant et sensibilisant les médecins généralistes, pédiatres, cliniciens a l'intérét
d’'un diagnostic des STEC, lors de diarrhées sanglantes ou non ;

-développant la capacité diagnostique des laboratoires d’analyses biologiques et
médicales (publics et privés) par mise a disposition de techniques de diagnostic
appropriées ;

-améliorant le diagnostic de E. coli O157:H7 et développant des méthodes de
diagnostic pour les STEC non 0157 ;

- développant des outils d’expertise (méthodes directes, sérologie).
=» Caractériser la virulence des souches de STEC pathogénes pour ’lhomme.

= Evaluer un schéma de prise en charge thérapeutique des infections a STEC afin de
limiter leur évolution vers un SHU.

= Développer des relations de partenariat entre les différentes structures pouvant étre
impliquées dans l'investigation de cas groupés d’infections a STEC par :

-la création d’un réseau d’experts ;

-une collaboration entre les laboratoires de recherche susceptibles de réaliser les
analyses microbiologiques sur des préléevements d'origine alimentaire, animale ou
environnementale et le CNR (échanges de souches, standardisation des méthodes de
recherche de STEC) ;

-des échanges et une mise en commun de données sur la surveillance des STEC
chez ’lhomme, chez les animaux, dans I'environnement et dans les aliments ;

-un développement de méthodes de comparaisons des souches de STEC
d’origine humaine et celles d’origine alimentaire, animale ou environnementale.

= Développer une surveillance de E. coli O157 et des STEC tout au long des filieres de
production animale (de I'élevage a la filiere de distribution).

= Améliorer les connaissances de I'éco-épidémiologie des STEC (0157 et non-O157).

= Développer et améliorer I'information du public (et surtout des personnes a risque) sur les
facteurs de risques de survenue des infections a STEC par :

-une information du consommateur et du personnel de restauration, en matiére de
préparation et de consommation des aliments (surtout ceux issus de la filiere bovine) ;

-une information sur les mesures d’hygiéne a mettre en ceuvre lors de contacts
avec des animaux de ferme ou leur environnement (vie sur une exploitation, visite de fermes
pédagogiques, « classes vertes »).
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Section E : Epidémiologie Environnementale et
Alimentaire des STEC

Responsable de section : H. Brugere
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Rozand
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POINTS A RETENIR

. Parmi les animaux, les bovins et les ovins sont les réservoirs principaux mais d’autres
animaux d’élevage ou des animaux sauvages peuvent également étre porteurs de
STEC et ainsi participer a la contamination de I'environnement.

. Les études réalisées chez les bovins montrent que 20 a 80 % d’entre eux peuvent étre
porteurs de STEC (recherche des génes stx dans les matiéres fécales), cependant
E. coli O157:H7 n’est isolé que chez peu d’animaux (0 a 3 %) dans ces études.

. La persistance de souches de STEC dans les cheptels est due, d’'une part, au portage
intestinal par les animaux, et d’autre part, a la contamination des sols et des eaux a
partir des déjections animales pouvant étre a l'origine d’'une contamination des
aliments et de I'eau d’abreuvement des animaux.

. Les STEC semblent pouvoir survivre et rester infectieux pendant plusieurs semaines
dans l'environnement de la ferme (sédiments d’abreuvoir, féces ou fumier sur le
sol, ...).

. Des contaminations d'eau de surface, d’eau profonde et deau de réseau de

distribution par E. coli O157:H7 ont été décrites lors d’épidémies. E. coli O157:H7 peut
survivre dans I'eau pendant plusieurs jours a des températures inférieures a 8°C.

. Le risque de contamination des denrées d’origine animale est fonction de I'importance
du portage animal, mais également du respect des procédures d'hygiéne appliquées
notamment en abattoir et dans les ateliers de transformation.

. D’une maniere générale, la contamination des denrées alimentaires par les STEC est
toujours plus importante que la contamination par le seul sérotype O157:H7 (dans les
études réalisées, moins de 5 % des viandes hachées de boeuf sont contaminées par
E. coli O157:H7 alors que jusqu’a 30 % des préléevements étudiés peuvent étre positifs
pour la recherche des génes stx).

En 1982, deux épidémies de colites hémorragiques dues a une infection a E. coli O157:H7 étaient
rapportées pour la premiére fois, aux Etats-Unis (Riley et al., 1983). Ces épidémies étaient associées
a la consommation de hamburgers, d’'ou le nhom populaire de « maladie du hamburger » repris a
I’époque par la presse américaine.

Ces vingt derniéres années, les connaissances sur la complexité de I'épidémiologie et de I'écologie de
ce pathogéne ont évolué. 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
STEC. Ainsi, il parait évident que E. coli O157:H7, et plus généralement les STEC, peuvent se
transmettre du réservoir animal a 'homme via les denrées alimentaires, I'eau, I'environnement et les
contacts directs avec les animaux (Figure 12).

-81-




Afssa Bilan des connaissances relatives aux STEC — Section E

Si le mode de transmission des infections a STEC reste principalement la transmission alimentaire,
avec une diversité d’aliments identifiés comme véhicules (viande de beeuf, lait non pasteurisé...), plus
récemment, des études d’épidémiologie analytique (O'Brien et al., 2001a; Valcour et al., 2002) et des
investigations d’épidémies combinant des études microbiologiques et environnementales (Beutin et
al.,, 2000; Crump et al., 2002; Lahti et al., 2002; Louie et al., 1999) ont permis de décrire la
transmission directe des STEC, des animaux et/ou de leur environnement a 'homme, offrant
I'opportunité d’identifier des facteurs de risques spécifiques de linfection (voir Section D-Question
n°20 et 21).

Ces données ont été complétées par des études de prévalence de E. coli O157:H7 dans le réservoir
animal, et plus particulierement chez les ruminants, et par des études environnementales sur la
présence et la survie prolongée de E. coli O157:H7 dans les fumiers, sols, eaux ...
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contact direct
Animaux
d’é]evage industries de transformation —_— aliments d’origine animale
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eaux usées eaux usées végétaux - eau de boisson
- baignade
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irrigation 1
effluents effluents
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traitement des effluents

déjections épandage / fertilisation

> effluents d’élevage > sol
ruissellement
consommation ve’ge’taux ~ irrigation
abreuvement D
-_— flux potentiel de STEC

Figure 12 : Flux potentiels de STEC (H.Brugere-ENV de Toulouse).- Les fleches indiquent les flux potentiels de STEC entre le réservoir animal que peuvent

représenter les animaux d’élevage et ’homme. La transmission des STEC est possible :

- soit par contact direct,

- soit par la contamination d’aliments d’origine animale au cours de leur récolte ou de leur transformation,

- soit a la suite d’'une dissémination environnementale (lors de I'épandade de divers sous-produits ou déchets pour fertiliser les sols, lors du rejet d’effluents
ou d’eaux usées dans le milieu extérieur)

La présence et la survie des STEC dans I'environnement peut permettre la contamination de divers aliments de ’'Homme ou des animaux, mais aussi de I'eau
de boisson ou d’abreuvement.
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QUESTION N°22 : QUE SAIT-ON DE LA PRESENCE DES STEC CHEZ LES ANIMAUX ?

1 Portage et excrétion de STEC par les ruminants d’élevage

1.1 Prévalence et excrétion de STEC par les ruminants d’élevage

Les données disponibles varient selon les auteurs et selon que I'on s’intéresse aux STEC dans leur ensemble
ou a des sérotypes particuliers comme O157:H7.

En ce qui concerne les STEC, leur présence chez les ruminants est reconnue dans le monde entier et ne
semble pas associée a des manifestations cliniques.

» Chezles bovins

Pour les bovins, cette présence est avérée par exemple sur les continents américains, aussi bien sur les
animaux des filieres viande (Cerqueira et al., 1999; Schurman et al., 2000; Thran et al., 2001a) que sur les
cheptels laitiers (Cerqueira et al., 1999). Ainsi, des souches des sérogroupes 0157, 06, 039 et O113 ont pu
étre bactériologiquement identifiées a partir de prélévements fécaux de bovins a I’herbe aux Etats-Unis (Thran
et al., 2001b), avec des taux de prévalence variant de 4 % en été a 15 % en hiver. Au Brésil (Cerqueira et al.,
1999), la présence de génes stx a été estimée dans une étude a 71 % des bovins testés (82 % chez les
vaches laitiéres et 53 % en filiére viande) avec isolement de E. coli O157:H7 pour 1,5 % des animaux.

En Australie, aprés analyse en PCR, 16,7 % des féces de vaches laitieres ont été trouvés porteurs de génes
stx (Cobbold and Desmarchelier, 2001; Cockerill et al., 1996), avec mise en évidence des sérotypes 026:H11
et O157:H7 (1,7 % et 1,9 % des prélevements respectivement), représentant 7,8 % et 9,4 % de I'ensemble
des STEC mis en évidence.

Au Japon, une étude utilisant le screening stx-PCR (Kobayashi et al., 2001) a montré une prévalence de 46 %
pour les veaux, de 66% pour les génisses et de 69 % pour les vaches. Dans cette étude, 92 souches de
E. coli isolées possédaient les génes stx. Les sérogroupes mis en évidence ont été principalement 08, 026,
084, 0113 et 0116, deux souches appartenaient au sérogroupe O111 et une au sérogroupe O157. Les
sérogroupes le plus fréquemment impliqués en pathologie humaine (026, 0111 et O157) ont été isolés dans
11,5 % des élevages (9 élevages sur 78 étudiés). Une autre étude utilisant la méme méthodologie
(Shinagawa et al., 2000) a montré la présence de génes stx sur les feces de 39,4 % des veaux de moins de 2
mois, 78,9 % des jeunes bovins de 2 & 8 mois et 40,8 % des bovins adultes, mais une présence rare des
sérogroupes impliqués en pathologie humaine.

En Inde, des travaux réalisés sur des bovins en milieu semi-urbain (Pal et al., 1999) ont permis I'isolement de
souches de STEC a partir de 10,5 % des animaux testés, tandis que 18 % de prélévements fécaux et 50 %
de prélevements de viandes s’avéraient positifs pour la recherche de STEC (PCR sur stx; et stx,) a I'abattoir
(Khan et al., 2002).

En Afrigue (Ouganda), 45 prélévements sur 159, provenant de matiéres fécales de zébus ont montré la
présence de STEC de 16 sérogroupes O différents, sans toutefois mettre en évidence de sérotypes EHEC.
Une seule souche possédait le géne eae (Kaddu-Mulindw et al., 2001).

En Allemagne, des études ont été publiées dés 1993 concernant différentes espéces animales (Beutin et al.,
1993). Parmi les bovins testés, 21 % se sont avérés porteurs de STEC de différents sérogroupes non O157.
Certaines des souches isolées a partir des bovins possédaient des genes de virulence (stx, ehxA...). A
I'occasion d’'une autre étude s’étant étalée sur 6 mois en 1997, c'est 63,2 % des bovins testés qui étaient
porteurs de STEC correspondant a 11 sérotypes (0O116:H21 prédominant) et huit profii PGFE différents
(Beutin et al., 1997). La plupart des souches de STEC isolées étaient porteuses de stx, ou stxsC.

Sur 122 souches de STEC eae+ isolées de veaux atteints de diarrhée en Allemagne et en Belgique (Wieler et
al., 1996), 87,7 % portaient le géne stxq, 10,7 % le géne stx, et 1,6 % a la fois les génes stx, et stx,. Les
principaux sérogroupes isolés étaient 05, 026, 0111, 0118, 0145 et O157. Le sérogroupe O118 était le
sérogroupe dominant avec 36 souches isolées. Toujours en Allemagne, au cours d’autres études, le
sérogroupe 0118 semble le groupe dominant parmi les STEC isolés chez des veaux présentant de la
diarrhée ; la trés grande majorité des souches O118 étudiées (41 souches sur 42) avaient un fort potentiel
pathogéne avec la présence des génes stx, hly et du LEE (Wieler et al., 1998). La transmission zoonotique de
souches du sérogroupe 0118 des bovins a ’'homme a été mise en évidence (Beutin et al., 2000). Au cours
d'une étude dans 4 troupeaux de bovins en Allemagne, des souches de STEC du sérotype O26:H11
possédant I'ensemble des génes de virulence stx; et/ou stx,, eae, ehxA, katP, espP, ont été isolées
d’animaux sains (Geue et al., 2002).
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En Espagne, en 1994, sur une période de 6 mois, des STEC étaient présents dans 84 % des troupeaux de
bovins étudiés, avec une proportion d’animaux excréteurs par troupeau allant de 0 a 63 % (Blanco et al.,
1996). Des souches de STEC ont pu étre isolées chez 20 % (52 sur 257) des vaches et 23 % (10 sur 71) des
veaux étudiés. 7 sérogoupes dominants ont été identifiés, représentant au total 46 % des souches isolées :
08, 020, 022, 077, 0113, 0126 et O162. Une souche du sérotype 026 :H11 et une du sérotype O157:H7
ont été isolées au cours de cette étude. La plupart des souches isolées chez les bovins ne possédaient pas le
géne eae.

En France, une étude menée sur un an, a montré la présence des génes stx sur 330 (70 %) de 471
prélevements fécaux, 47 (11 %) parmi 411 prélévements de muscle et 60 (10 %) parmi 603 prélévements de
fromages (Pradel et al., 2000b). 34 % des prélévements fécaux ont en outre permis I'isolement de souches de
STEC, ainsi que 4 % et 1% des prélevements de muscle et de fromages respectivement. Sur les 210
souches STEC isolées, 9 (5 %) possédaient le géne eae. Les sérogroupes les plus fréquents étaient O174
(anciennement OX3), 0113, 022, 091, 0172 et O6. Une seule souche, isolée d’un bovin, appartenait au
sérotype O157:H7.

Des études portent spécifiquement sur le sérotype O157:H7. Citons les rares résultats disponibles en France,
pour lesquels les génes stx sont présents sur 18 % des matiéres fécales et 10,7 % des carcasses de bovins
étudiées, avec isolement de souches STEC sur 7,9 % des féces et 1,9 % des carcasses (Rogerie et al.,
2001). Dans ce cadre, les rares souches de E. coli O157 isolées ne possédaient pas les genes stx.
Cependant, une enquéte préliminaire réalisée sur des bovins en abattoir (Andral et al., 1999a; Andral et al.,
1999b; Andral et al., 2000) a partir de prélévements auriculaires, a démontré la présence du sérogroupe
O 157 et en particulier du sérotype O157:H7. Parmi les souches 0157, 15 % appartenaient au sérotype
0157:H7 chez les bovins adultes étudiés : sur 85 bovins adultes testés grace aux prélevements d’oreilles, 21
étaient porteurs de E. coli 0157, les souches de E. coli O157 possédant I'antigéne flagellaire H7 étaient au
nombre de 3 ; en ce qui concerne les veaux, le nombre de souches de E. coli O157 isolées était plus faible (4
souches sur 75 prélevements), et une seule d’entre-elles possédant I'antigéne flagellaire H7. Ces derniéres
souches étaient porteuses de génes de virulence, stx,, eae, ehxA. Leur sensibilité aux antibiotiques était
beaucoup plus grande que celle de colibacilles isolés de cas de pathologies bovines (Tardy et al., 2000). Aux
Etats-Unis (Schroeder et al., 2002), la sensibilité a différents antibiotiques a été étudiée pour 361 souches de
E. coli 0157 isolées entre 1985 et 2000 a partir de sources diverses : humains (131 souches), bovins (133
souches), porcins (70 souches), différents aliments (27 souches). 220 souches (61 %) du sérogroupe 0157
étaient sensibles a tous les antibiotiques étudiés, mais 99 (27%) étaient résistantes a la tétracycline, 93
(26 %) au sulfaméthoxazole, 61 (17 %) a la céphalothine et 17 (24 %) a I'ampicilline. Le pourcentage de
souches antibiorésistantes était plus important pour les souches O157 isolées chez le porc avec plus de 70 %
de ces dernieres résistantes au sulfaméthoxazole ou a la tétracycline. Cependant, seules 210 (58 %) des
souches du sérogroupe O157 étudiées possédaient les génes stx, la résistance de ces derniéres aux
antibiotiques est plus faible avec 21 souches (10 % des STEC) résistantes au sulfaméthoxazole et 19 (9 %) a
la tétracycline. De méme, 191 (53 %) des souches étudiées appartenaient au sérotype O157:H7, elles étaient
toutes sensibles aux céphalosporines, a I'acide nalidixique et a la gentamicine et seules 19 souches (10% des
E. coli 0157 :H7) étaient résistantes au sulfaméthoxazole et 16 (8 %) a la tétracycline.

Aux Etats-Unis, 0,28 % de 3570 prélévements fécaux de vaches laitieres, étaient porteurs de ce sérotype
représentant 8,3 % des troupeaux laitiers étudiés, contre 0,71 % de féces provenant de bovins a
I'engraissement pour 16 % des troupeaux correspondants (Hancock et al., 1994).

Meyer-Broseta et al. (2001) ont réalisé la synthése de 26 études épidémiologiques réalisées aux Etats-Unis et
en Europe. Pour les Etats-Unis, la prévalence des troupeaux positifs oscillait de 0-2 % jusqu’a 22 %, avec une
moyenne de 7 a 8 % pour les troupeaux laitiers. Pour I'une des études realisée sur des allotements
d’animaux, avec un trés grand nombre de prélévements, une forte valeur de cette prévalence a été observée
(61 %). Une seule enquéte concernait des troupeaux a viande dans laquelle 4 des 25 cheptels étudiés se sont
révélés positifs.

Deux études ont été réalisées sur un petit nombre de troupeaux, mais avec de nombreuses répétitions sur un
an ; pour la premiere, 4 des 8 troupeaux étudiés se sont avérés porteurs, alors que pour la seconde,
I'ensemble des 6 cheptels laitiers étudiés et des 6 allotements correspondants étaient positifs également
(Hancock et al., 1997b; Hancock et al., 1998).

En Europe, et toujours dans le cadre de la synthése de Meyer-Broseta et al. (2001), les valeurs notées pour la
prévalence de E. coli O157:H7 sont beaucoup plus faibles, entre 0 et 3 %.
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» Chez les ovins et les caprins

Le portage fécal en STEC, des moutons et des chévres, a fait 'objet de nhombreux travaux. Zschock et al.
(2000) ont montré que respectivement 32,1 % des moutons et 75,3 % des chévres étaient porteurs sains.
Beutin et al. (1993) et Randall et al. (1997) confirment ces chiffres élevés : respectivement 66,6 % des
moutons et 56,1 % des chévres puis 63 % des moutons et 45 % des chévres sont montrés excréteurs de
STEC. Fegan et Desmarchelier (1999) montrent quant a eux que 45 % des moutons sont excréteurs de
STEC : des féces d'ovins provenant de 14 exploitations se sont avérés positifs pour la recherche de STEC a
45 %, contre 36 % des feces d’agneaux prélevées en abattoir ; 64 % des isolats contenaient les génes stx; et
Stx;

D’une maniére générale, lors de ces études, le sérotype O157:H7 est rarement détecté. Selon Kudva et al.
(1997a), le sérotype dominant serait O91:NM. Djordjevic et al. (2001) confirment ces résultats. Pour Zhang et
al. (2002a), les sérotypes dominants seraient également O128:H2 et 0146:H21.

La prévalence des souches eae+ est faible (Kudva et al., 1997a; Zschock et al., 2000). La majeure partie des
souches est stx;+, le géne stx, est rarement détectée (Beutin et al., 1995; Zhang et al., 2002a). Zhang et al.
(2002a) considérent qu’'un nouveau variant stx;; (anciennement nommeé stx10x3 par Paton et al. (1995))
serait associé a 'origine ovine en raison de sa trés grande fréquence dans cette espéce animale. Le pouvoir
pathogéne de ces souches STEC stx;+ et eae- doit étre considéré comme mineur, chez 'homme, selon ces
auteurs.

En 2001, une étude portant ainsi sur 1623 féces d’ovins, a révélé la présence de STEC porteurs de facteurs
de virulence sur 85 % des agneaux et 95 % des moutons testés (Djordjevic et al., 2001). Parmi les souches
isolées, 47,5 % des STEC comportaient stx;, stx, et ehxA . Parmi les six sérotypes cités dans ce travail, deux
souches O157:H- ont été identifiées (2,2 % des isolats), mais les sérotypes prédominants de cette étude sont
également ceux reconnus comme associés a des cas humains cliniques. Concernant les sous-types de stxs,
les ovins australiens semblent particulierement souvent porteurs du sous-type stx,q, proposé comme
marqueur épidémiologique pour identifier 'origine des cas cliniques humains (Ramachandran et al., 2001).

En Allemagne, un troupeau ovin de 25 tétes, a fait I'objet d’investigations, sur une période de 6 mois (Beutin
et al., 1997). 88 % des ovins excrétaient des STEC correspondant a 17 sérotypes et 12 profils PGFE
différents. La encore, la plupart des souches isolées ont révélé la présence des toxines Stx1 et Stx2.

Notons, que contrairement a ca qui a été décrit chez d’autres agents patgogenes (Salmonella sp.,
Streptococus sp..), les STEC isolés chez I'animal ne montrent pas de résistance particuliére aux antibiotiques
(Schroeder et al., 2002).

1.2 Persistance du portage et quantité de STEC excrétée par les ruminants d’élevage

Une étude américaine a consisté en linoculation de différents pathotypes de E. coli (dont des STEC de
sérotype O157:H7 ) a des ovins afin d’évaluer la persistance de la colonisation (Cornick et al., 2000a). Le
résultat tend a montrer que les souches de STEC sont capables de persister plus longtemps post inoculation
(2 mois et 2 semaines) que les autres pathotypes. Les auteurs concluent a une certaine adaptation des STEC
pour persister dans le tractus digestif des ovins.

Aux Etats-Unis encore, la surveillance du portage de STEC dans un troupeau de bovins de races a viande,
engraissés sur des patures irriguées, a montré la présence de ces bactéries a différentes saisons, avec des
taux de prévalence de 4 % au printemps et de 15 % en hiver (Thran et al., 2001a).

Au Japon, lors d’infections naturelles, I'étude des sérotypes de STEC isolés animal par animal a montré la
capacité de ceux-ci a réapparaitre sur le méme ovin a 4 mois d’intervalle (Asakura et al., 1998).

Concernant E. coli O157:H7, la synthése de Meyer-Broseta et al. (2001) montre qu'aux Etats-Unis, la
prévalence est de moins de 1,5 % sur des bovins de moins de 8 semaines, &ge du sevrage (USDA-APHIS,
1994; Zhao et al., 1995). Entre 8 semaines et 4 mois, elle augmente de 1,8 a 5 % (Faith et al., 1996; Zhao et
al., 1995). Ensuite, la prévalence décroit avec I'age, comme cela a été montré par exemple par une étude sur
des génisses agées de 4 a 24 mois grace a des prélévements mensuels montrant une prévalence moyenne
de 2,3 % (Hancock et al., 1998). Les bovins adultes laitiers ou a viande excrétent E. coli O157:H7 avec une
plus faible fréquence, inférieure a 0,7 %. Le taux de E. coli O157:H7 excrété varie entre 10° et 10° ufc/g de
féces de veaux (Zhao et al., 1995).
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En Europe, la synthése de Meyer-Broseta et al. (2001) reléve des observations comparables, avec une plus
grande prévalence de E. coli O157:H7 sur les jeunes. Par ailleurs, elle souligne I'é¢tude de Heuvelink et al.
(1998c) aux Pays Bas qui montre une prévalence élevée (12 %) sur des troupeaux correspondant a des
prélevements positifs en abattoir, et beaucoup plus faible (1 %) sur des troupeaux dont les animaux n'ont
jamais été trouvés porteurs en abattoir, soulignant ainsi, comme Andral et al. (1999a) en France, l'intérét des
prélévements répétitifs sur la chaine d'abattage.

Lors d’'une étude de I'excrétion fécale de souches de E. coli O157:H7 chez les bovins réalisée aux Etats-Unis,
des niveaux d’excrétion faibles sont décrits dans de nombreux troupeaux, mais des variations brutales du
taux d’excrétion sont possibles (Besser et al., 1997). Il semble y avoir des variations saisonniéres avec un
taux d’excrétion plus important en été qu’en hiver. D’'une maniére générale I'excrétion chez les animaux est
transitoire et voisine d’'un mois.

Chez le mouton, au contraire, I'excrétion semble plus faible pour la période allant de juin a octobre (Chapman
et al., 1996).

Une étude de I'excrétion fécale de souches de E. coli O157:H7 chez des génisses, dans un élevage en ltalie,
entre 1996 et 1997, montre que la bactérie est retrouvée dans les litieres, dans le lisier et dans les abreuvoirs
(Conedera et al., 2001).

Certaines souches peuvent persister pendant plusieurs années dans un méme troupeau, ce qui pourrait étre
en faveur du réle de réservoir joué par les bovins. Cependant, I'introduction réguliére des bactéries dans le
cheptel, par les aliments et I'eau de boisson des animaux ne peut pas étre complétement écartée (Hancock et
al., 2001).

Une étude menée entre 1995 et 1996 dans 4 élevages laitiers du Wisconsin (Etats-Unis) a permis le suivi de
I'excrétion de souches de E. coli O157:H7 chez des bovins (Shere et al., 1998). Chez un méme animal
excréteur elle peut durer pendant 4 mois I'hiver et seulement 1 mois I'été. La quantité de E. coli O157:H7
dans les féces varie alors entre 2.10° et 8,7.10* ufc/g de matiére fécale. E. coli O157:H7 est retrouvé chez
d’autres animaux, des mouches, un pigeon, mais aussi dans des prélévements de nourriture et dans I'eau de
boisson des animaux a une concentration allant de moins de 1 a 23 ufc/mL. L’étude des profils de restriction
par électrophorése en champ pulsé montre qu'une méme souche peut persister dans I'environnement d’'un
troupeau pendant plus de 2 ans.

Une étude réalisée en Alberta (Canada) sur des bovins a I'engraissement, a permis d’isoler des souches de
E. coli 0157 dans 0,8 % des prélevements de feces, 1,7 % des prélévements réalisés dans les mangeoires et
4.5 % des préléevements d’eau d’abreuvement des animaux (Van Donkersgoed et al., 2001). Une corrélation
positive est notée entre la température extérieure, la pluviométrie et la présence de E. coli O157. De méme il
y a une corrélation positive entre le nombre de coliformes ou de E coli dans les prélévements et la présence
de E. coli 0157.

Une enquéte réalisée sur des jeunes bovins a I'engraissement, dans I'Ouest des Etats-Unis, en 1999 montre
I'excrétion de E. coli O157:H7 chez 23 % des animaux testés, avec une excrétion plus importante quand les
conditions d’hébergement des animaux ne sont pas satisfaisantes avec en particulier un sol humide et une
accumulation de boue et de bouses (Smith et al., 2001a).

Une étude menée en Suéde dans un élevage de bovins laitiers impliqué dans la survenue d’'un cas humain
d’infection a STEC a montré que chez les veaux porteurs et excréteurs de E. coli O157:H7 au printemps,
seuls ceux gardés a I'étable pendant I'été excrétaient encore la bactérie sur une période d’étude de 4 mois,
alors que E. coli O157:H7 n’était jamais retrouvé dans les matiéres fécales des animaux au pré sur cette
méme période (Jonsson et al., 2001). Il faut noter que les animaux gardés a I'étable étaient plus jeunes que
ceux mis au pré, et d’autres auteurs ont montré une prévalence plus importante de E. coli O157:H7 dans les
féces des animaux jeunes (Cray and Moon, 1995; Heuvelink et al., 1998c; Mechie et al., 1997; Wilson et al.,
1992). Parmi les hypothéses avancées pour expliquer la persistance de I'excrétion chez les veaux gardés a
I’étable, une réinfection réguliére des veaux par transmission entre animaux est suggérée.

Garber et al. (1999) montrent I'influence de la méthode de nettoyage des aires de stabulation et d’attente des
animaux : par exemple, l'utilisation du jet d’eau pour leur lavage est associée a une prévalence plus
importante de E. coli 0157 dans le troupeau, par rapport a leur raclage a sec.
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1.3 Influence du mode d’abreuvement des animaux ou de leur alimentation sur le
portage et I’excrétion

Les études concernant l'influence de I'alimentation animale sur la présence des STEC en élevage concernent
essentiellement les bovins.

> Abreuvement

Les abreuvoirs destinés au bétail sont une source potentielle de contamination et de re-contamination des
animaux (Faith et al., 1996; Hancock et al., 1998; Shere et al., 1998; Van Donkersgoed et al., 2001).

Des essais ont été réalisés pour mimer la survie des E. coli O157 dans le microcosme sédimenteux d'un
réservoir d’eau pour animaux (Hancock et al., 2001; Ledeune et al., 2001a). Les E. coli O157:H7 présents a
9.10° ufc/g dans un mélange « sédiments et féces » ont survécu pendant au moins 245 jours. Ces essais
présentent 'avantage d’avoir été réalisés a partir d’'une souche retrouvée dans les féces et utilisée dans un
microcosme aqueux non traité (présence d’'une flore annexe) et non stagnant utilisé en conditions réelles (en
extérieur d’avril a décembre). Ces auteurs ont également pu montrer que les souches de E. coli O157 ayant
pu survivre plus de 6 mois étaient toujours infectieuses pour des veaux agés de 10 semaines qui par la suite
excrétaient eux-méme des E. coli O157. De plus, tous les isolats ont été caractérisés (PGFE) et les profils
retrouvés étaient trés semblables voire identiques a celui de la souche de départ. Cette absence de variation
importante dans les profils retrouvés démontre la persistance de la souche initiale pendant au moins 8 mois.

Une autre étude évoque la possibilité de prolifération bactérienne dans les sédiments des abreuvoirs
(Ledeune et al., 2001b) a une température de 20°C. De plus, les abreuvoirs pour lesquels le plus fort taux de
E. coli est dénombré semblent présenter le plus de risque d’isoler E. coli O157. Le lien est montré entre la
présence et l'activité phagocytaire des protozoaires dans le milieu et les résultats de dénombrements de
E. coli : 'addition d’un inhibiteur des protozoaires, le cycloheximide, dans le milieu permet de dénombrer des
taux plus importants de E. coli.

Une étude montre que, dans des conditions d’infection naturelle de veaux, la contamination d’animal a animal
est possible et que I'eau de boisson peut étre un vecteur de E. coli O157:H7 (Shere et al., 2002). Le
déplacement d’abreuvoir entre la loge d’'un veau excréteur de la bactérie et celle d’'un de ses congénéres
semble a I'origine de la contamination de ce dernier et de I'excrétion de E. coli O157:H7, et ce, bien qu'il n’ait
pas été possible de mettre en évidence la présence de la bactérie dans un prélévement de 100 mL de I'eau
de l'abreuvoir déplacé. Dans des conditions d’infection expérimentale, la consommation d’eau de boisson
contaminée par E. coli O157:H7 a raison de 10° ufc/mL permet I'excrétion de la bactérie dans les matiéres
fécales des veaux.

> Alimentation et ensilage

Les différentes études menées ne permettent pas de metire en évidence une relation univoque entre
I'alimentation des animaux et I'excrétion de STEC.

Aux Etats-Unis, les conclusions semblent aller dans le sens d'une plus grande acido-résistance des E. coli
excrétés dans les féces chez les bovins nourris avec des céréales, par opposition a ceux ayant une
alimentation fourragére (Couzin, 1998; Diez-Gonzalez et al., 1998).

Cependant, des variations ont été notées en Australie sur des lots en engraissement avec une diminution de
la prévalence des STEC lors du passage de [lalimentation en prairie aux céréales (Midgley and
Desmarchelier, 2001).

En Australie encore, les travaux réalisés présentent des résultats parfois contradictoires avec les précédents.
Dans certains cas (Cobbold and Desmarchelier, 2000), les veaux au sevrage sont décrits comme étant les
principaux réservoirs de STEC dans les exploitations laitieres, alors que pour des animaux a I'engrais, les
fluctuations observées concernant I'excrétion de ces bactéries ne semblent pas liées aux changements
alimentaires (Midgley et al., 1999).

D’autre part, dans une étude menée en Suéde (Jonsson et al., 2001) deux groupes de veaux porteurs et
excréteurs de E. coli O157:H7 avaient une alimentation différente : alors que la bactérie n’était plus retrouvée
dans les matiéres fécales des veaux mis au pré et consommant de I'herbe, ceux gardés a I'étable pendant
I'été et consommant un aliment concentré a base de céréales ont continué a excréter la bactérie.
L’alimentation a base de céréales, entrainant une acidification du contenu digestif, pourrait favoriser
I'excrétion de E. coli O157:H7. Cette hypothése est proposée par d’autres auteurs (Diez-Gonzalez et al.,
1998), mais, au contraire, Hancock et al. (1994) ne montrent pas de différence dans I'excrétion de E. coli
0157:H7 entre des bovins nourris avec du foin ou avec des céréales.
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Des travaux concernant I'évaluation du régime alimentaire ont également été réalisés sur des brebis d’'un an
artificiellement inoculées (Kudva et al., 1997b). Dans ces conditions, il est observé que lorsque les brebis sont
nourries avec du foin (pauvre en protéines, faiblement énergétique et riche en fibres), la concentration de
E. coli O157:H7 excrétés est plus importante que lorsque les brebis sont nourries avec un mélange de blé et
de luzerne (riche en protéines, énergétique et pauvre en fibres). Quant a la durée d’excrétion, elle est deux
fois plus longue pour le régime a base de foin.

L’ensilage peut également jouer un role important en terme de survie des E. coli O157. Des travaux suggérent
que la contamination de I'herbe par des féces d’animaux couplée a de mauvaises conditions d’ensilage
peuvent favoriser la persistance des E. coli O157 chez les ruminants. Une étude réalisée sur des ensilages
artificiellement contaminés & un niveau de 10° ufc/g a permis de mettre en avant la croissance des E. coli
0157 dans de mauvaises conditions de stockage (Fenlon and Wilson, 2000). Les échantillons analysés ont
été préparés dans des sacs plastiques et incubés a 20°C. En conditions d’aérobiose et en 1 semaine, le
nombre de E. coli O157 est passé de 10° a 10" ufc/g. Cette tendance a I'augmentation du nombre de
pathogénes, similaire pour les échantillons faiblement fermentés, s’inverse légérement au fur et a mesure que
le pH s’abaisse.

La présence de E. coli O157 (contamination artificielle a environ 3.10° ufc/g) sur de I'herbe ensilée dans des
conditions qui permettent une dégradation aérobie et incubée a 20°C peut favoriser la multiplication de ces
E. coli 0157 jusqu’a des valeurs de I'ordre de 10° ufc/g (Fenlon et al., 2000).

Une autre étude montre que I'inoculation d’'une souche permettant la production de lactate et la diminution du
pH durant I'ensilage semble accélérer I'élimination des E. coli 0157 (Bach et al., 2002). Dans les conditions
testées, les E. coli O157:H7 ne sont plus détectables aprés 7 jours. Dans des conditions identiques mais en
absence de ces souches productrices de lactate, les E. coli O157:H7 ont été détectés jusqu’a une période de
15 jours.

2 Portage et excrétion par les autres animaux d’élevage et les animaux
familiers

Les bovins et les ovins sont les principaux réservoirs mais d’autres animaux d’élevage ou des animaux
sauvages peuvent également étre porteurs de E. coli O157 et ainsi participer a la contamination de
I’environnement.

Les porcs, les chiens et les chats —avec pour ces animaux des questions concernant I'éventualité d’'une
pathologie associée (Beutin, 1999)- sont cités comme étant susceptibles d’héberger des STEC (Beutin et al.,
1993) ainsi que les chevaux (Chapman et al., 2000a; Chart, 1998).

Dans une étude concernant 12 fermes américaines, des E. coli 0157 ont été retrouvés dans 1,1 % (n=90) des
feces de chevaux, dans 3,1 % (n=65) des féces de chiens, dans 0,5 % (n=200) des oiseaux et dans 3,3 %
(n=60) des mouches. Au contraire, aucun E. coli O157 n’a été retrouvé chez les rongeurs (n=300), chez les
chats (n=33) ou chez divers animaux sauvages (n=34) (Hancock et al., 1998).

Chez le porc, dans I'ensemble des études menées sur le portage fécal, la prévalence de O157:H7 était nulle
(Chapman et al., 1997; Parma et al., 2000) ou inférieure a 2 % (Heuvelink et al., 1999b; Nakazawa and Akiba,
1999). Cependant, malgré une prévalence trés faible, les souches isolées pourraient étre pathogénes pour
I’lhomme au vu de leurs facteurs de virulence (stx+, stx,+, eae+, ehxA+). De plus, au Japon, la prévalence de
1,4 % trouvée chez le porc était identique a celle observée chez le bétail. Au Chili, Rios et al. (1999) ont
constaté que certaines souches isolées chez des malades et chez le porc étaient identiques : le porc pourrait
représenter un réservoir important de E. coli O157:H7 pathogénes pour I'homme dans ce pays. En France, la
seule étude menée sur le portage fécal en O157:H7 n’a pas permis la détection de ce sérotype parmi les 182
échantillons testés (Bouvet et al., 2002a).

La prévalence des autres STEC dans les féeces varie de 0 % a 10 % selon les pays et les méthodes de
détection (PCR, hybridation ou détection de I'effet cytotoxique des vérotoxines) (Beutin et al., 1993; Caprioli et
al., 1993; Leung et al., 2001; Parma et al., 2000; Suthienkul et al., 1990).

Deux études ont donné des résultats supérieurs : 21 % pour 129 porcs en Australie (Sidjabat-Tambunan and
Bensink, 1997) et 31 % pour 182 porcs en France (Bouvet et al., 2002a) ; cependant, les auteurs n’ont pas
toujours pu isoler de souches a partir des échantillons détectés positifs par PCR (0 % pour I'Australie et 34 %
pour la France).

-89 -



Afssa Bilan des connaissances relatives aux STEC — Section E

Concernant la présence de STEC dans les élevages de volailles, il existe trés peu d’enquétes permettant de
préciser la prévalence de ce pathogéne. On sait, d’'aprés Beery et al. (1985) que E. coli O157:H7 peut
coloniser le caecum des poulets et s’y développer. L'inoculation artificielle entraine une large colonisation du
caecum et une excrétion importante. Les auteurs concluent que la volaille peut étre un réservoir du
pathogéne.

Beutin et al. (1993), dans le cadre d’'une enquéte portant sur plus de 700 prélévements réalisés sur des
animaux en bonne santé de différentes espéces, n’a pas montré de contamination des poulets par des STEC.

Aux Pays-Bas, des examens de matieres fécales fraiches prélevées en élevage de poulets et de dindes ont
été réalisés pour la recherche de E. coli O157 vérotoxiques (Heuvelink et al., 1999b). L’ensemble des 500
prélevements de poulets s’est révélé négatif. En revanche, 1,3 % des 459 prélévements réalisés chez les
dindes a montré la présence de E. coli O157.

Enfin, en Slovaquie, Pilipcinec et al. (1999) ont montré un taux de contamination plus important: 9,6 %
(n=216) des prélévements fécaux sur des volailles ont révélé la présence de E. coli 0157, et 19 des souches
produisaient les toxines Stx1 et Stx2.

Des équipes européennes ont décrit la présence de STEC, possédant le géne stx,, sur des pigeons (Morabito
et al., 2001; Schmidt et al., 2000).

3 Portage et excrétion de STEC par les animaux sauvages

Une étude menée au sud des Etats-Unis entre 1997 et 1998, montre que le portage est rare chez le cerf de
Virginie et que, quand il est décrit, ce ne sont pas les mémes souches de E. coli O157:H7 que chez les bovins
(Fischer et al., 2001).

Des cervidés sauvages ont été étudiés au Japon grace a I'analyse de leurs matiéres fécales (Asakura et al.,
1998). Des souches de STEC isolées se sont avérées porteuses des genes stx,, eae et ehxA, ainsi que d’'un
plasmide trés comparable au plasmide de virulence de 90 kilobases de O157:H7. Une autre étude a
également permis de mettre en évidence la présence de E. coli O157:H7 chez un raton laveur et un pigeon
(Shere et al., 1998).

Entre 1997 et 1998, une étude a été réalisée sur des prélévements de matiéres fécales d’animaux sauvages
des régions arctiques ou antarctiques (Wasteson et al., 1999), sans contact avec le bétail, et ce pour estimer
le portage de souches de E. coli O157 ou de souches de E. coli vérotoxinogénes par ces animaux (39
orignaux, 17 rennes, 14 ours polaires, 3 ours bruns, 5 éléphants de mer et 3 pingouins). Tous les
prélévements ont donné des résultats négatifs a part un résultat douteux pour la présence d’une souche de
E. coli vérotoxinogéne sur un prélévement de féces d'orignal dont les possibilités de contact avec des
animaux d’élevage ne pouvaient pas étre entierement exclues.

Au Japon, des souches de STEC présentant stx; pour O136:H16 et stx, pour O153:H- ont été isolées a partir
d’oiseaux de mer (Makino et al., 2000a). L’analyse des séquences stx a montré une parenté étroite avec les
séquences des bactéries d’origine humaine.

QUESTION N°23 : QUE SAIT-ON DE LA PRESENCE ET DE LA SURVIE DES STEC DANS
L’ENVIRONNEMENT ?

La contamination fécale est la principale source de contamination de I'environnement et I'apport régulier de
STEC a travers les féeces des animaux est en partie responsable de la persistance de ces pathogénes dans
I'environnement. Ces pathogénes peuvent ensuite a travers les sols, les cultures, les eaux et les sédiments
présenter un risque potentiel de contamination de I’'homme ou de I'animal.

Ce risque nécessite de prendre en compte le comportement des STEC dans I'environnement. En effet les
doses infectieuses, pour 'homme, étant faibles (voir Section 1), toute survie ou croissance dans le milieu
environnemental peut avoir des conséquences importantes en terme de santé humaine.
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1 Dans les féces

Les essais de survie réalisés concernent des féces artificiellement contaminées par divers sérogroupes, a
différents niveaux et dans des conditions expérimentales variées. Il est donc difficile de comparer les résultats
entre eux. Cependant, certains éléments peuvent étre retenus en ce qui concerne les conditions de la survie
des STEC.

En général, le nombre de STEC ensemencé expérimentalement dans les matleres fecales tient compte des
données de la littérature concernant le taux d’excrétion chez les animaux : de 10> & 10’ ufc/g de matieres
fécales (Shere et al., 1998; Zhao et al., 1995)

Dans le cas de féces de bovins artificiellement contaminées entre 10" et 10° ufc/g (0157, 026 et 0111), les
E. coli ont été retrouvés jusqu’a 126 jours de stockage a +15°C (Fukushlma et al., 1999). D’autres essais
réalisés a partir de feces de bovins artificiellement contamlnees (7.10" ufc/g) et incubées & +18°C ont montré
que le nombre de E. coli 0157:H7 était encore de 3,8.10° ufc/g aprés 54 jours (Maule, 2000).

D’autres auteurs ont contaminé des féces de bovins a 10° ufc/g a partir d’'une souche non toxinogéne de
E. coli O157:H7 et stocké ces échantillons dans des conditions variables de température et de type de
support. Pour les échantillons conservés dans un sac stérile en laboratoire (+10°C) ou en extérieur (-6,5 a
+19,6°C), le nombre de E. coli O157:H7 a subi 4,5 a 5,5 RD en 99 jours. En revanche, pour I'échantillon
déposé sur une parcelle de sol herbeux (conditions de température identique a 'essai précédent), le nombre
de E. coli a diminué de fagon beaucoup plus importante : 4 3 5 RD en 50 jours. Cependant, les E. coli étaient
encore détectables dans 70 % des échantillons de sol aprés 85 jours et dans 20% des échantillons aprés 99
jours (Bolton et al., 1999).

La température de stockage, I'activité de I'eau (a,,) et le niveau de contamination initial des féces influent sur
la survie des E. coli O157:H7. Dans des féces artificiellement contaminées par un mélange de 5 souches et
conservées dans des sacs stériles non fermés (Wang et al., 1996), la survie est plus longue pour une
température de stockage de +5°C que pour +22° ou +37°C (respectivement 70 jours, 56 jours et 49 jours pour
une contamination initiale des féces de 10° ufc/g). Les auteurs soulignent 'influence de I a,, sur la survie des
bactéries, en effet pour des températures de +22°C ou +37°C, I a,, des féces en fin de stockage est inférieure
a 0,5, alors qu’elle reste voisine de 0,98-0,99 pour un stockage a +5°C.

Dans des conditions expérimentales différentes (sacs fermés), d’autres auteurs montrent que les E. coli 0157
mais aussi les 026 et O111 survivent plus longtemps a +15°C qu’'a +5°C ou +25°C (Fukushima et al., 1999) :

a une température de +25 C, les bactéries peuvent étre isolées dans les féces 12 semaines aprés une
contamination initiale de 10° ou 10° ufc/g de matiére fécale ; a +15°C, les E. coli sont retrouvés 8 semalnes
aprés une contamination initiale de 10 ufc/g et jusqu’a 18 semaines pour une contamination initiale de 10°
ufc/g ; a une temperature de +5°C, les E. coli sont retrouvés entre 2 et 14 semaines pour une contamination
initiale de 10° ufc/g.

Les souches isolées des féces de bovins aprés plusieurs jours de stockage peuvent conserver leur capacité
de virulence. Sur 24 isolats de E. coli O157:H7 testés, tous ont gardé la capacité de produire les toxines Stx1
et Stx2 aprés survie dans des féces de bovins : 49 jours a +37°C, 56 jours +22°C et 70 jours a +5°C (Wang et
al., 1996).

2 Dans les fumiers et les lisiers

L’épandage sur le sol afin de fertiliser les cultures est un bon moyen de recycler I'azote et le phosphore
contenu dans les déjections. Toutefois celles-ci peuvent également contenir des STEC (Fenlon et al., 2000;
Pell, 1997). En 1992, dans le Maine, aux Etats-Unis, une infection par E. coli O157:H7 est décrite chez un
patient au régime alimentaire végétarien, consommant les produits de son jardin (Cieslak et al., 1993). Ce
dernier était fertilisé avec du fumier de bovins présentant une sérologie positive pour E. coli O157:H7. Ce cas
montre les capacités de résistance de la bactérie dans le fumier, sur le sol et les végétaux. D’autres auteurs
relatent des cas d'infections a E. coli O157 liés a la consommation de pommes de terre fertilisées a partir de
fumier de bovins (Chapman et al., 1997) (voir Section D-Tableau 2).

Aux Etats-Unis, une étude montre que des actions menées au stade des pratiques d’élevage et de la gestion
des fumiers (Hancock et al., 1997a) peuvent permettre de réduire les risques d’exposition des personnes vis-
a-vis du risque représenté par les E. coli O157:H7.
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E. coli O157:H7 peut se multiplier dans du fumier de bovin humide maintenu a 37°C ; aprés inoculation a un
niveau de 7,84 + 0,1 logsoufc/g, la quantité de bactéries dénombrées aprés 3 jours est de 6,52 + 0,32
logo ufc/g, et de 8,25 + 0,05 logqo ufc/g aprés 5 jours (Delazari et al., 1998).

Une étude dans des conditions de laboratoire évalue le temps de réduction décimale pour une population de
E. coli O157:H7 inoculée dans du fumier ou du lisier de bovin maintenu a température constante
(Himathongkham et al., 1999). Pour le fumier, les dénombrements sont effectués a partir de prélévements en
surface et en profondeur. A 4°C, le temps de réduction décimale est évalué pour le fumier a 9 jours en
surface et a 18,5 jours en profondeur et pour le lisier a 38,8 jours. A 20°C, les valeurs évaluées sont
respectivement de 21,6 jours, 13,5 jours et 7,67 jours; a 37°C, elles sont de 8,9 jours, 3,58 jours et 2,25
jours. Les conditions de laboratoire sont toutefois assez éloignées des conditions de terrain, notamment pour
le fumier ou I'élévation de température consécutive a la dégradation aérobie de la matiére organique joue un
réle important dans l'inactivation des bactéries pathogénes présentes.

Pour d’autres auteurs (Kudva et al., 1998), les E. coli O157:H7 ont survécu pendant plus d’un an (jusqu’a 21
mois pour un échantillon) dans du fumier obtenu a partir de féces d’ovins infectées expérimentalement et
conservées dans des conditions environnementales réelles et en anaérobiose. Dans des conditions
expérimentales similaires mais en aérobiose, E. coli O157 a survécu 4 mois (féces d’ovins) et 47 jours (féces
de bovins). Enfin, des contaminations artificielles de féces a différentes températures (-20°C, +4°C, +23°C,
+45°C et +70°C) ont montré que la survie était meilleure pour des températures inférieures a +23°C et des
échantillons conservés en anaérobiose. La bactérie a également survécu 100 jours dans du fumier de bovins
congelé a —20°C ou dans du fumier d’ovins incubé a +4°C ou +10°C.

Aprés 50 jours d’incubation d’'une souche de E. coli O157 dans des féces de bovins, les pathogénes étaient
facilement détectables, en revanche, dans le lisier, les E. coli 0157 ensemencés a la concentration de 10°
ufc/mL n’étaient plus détectables apres 10 jours (Maule, 2000).

Lung et al. (2001) ont étudié les effets du compostage sur le devenir des E. coli O157 dans le fumier ; quand
une température de 45°C est atteinte, les bactéries ne sont plus isolées dans le compost au bout de 3 a 4
jours. Cependant, au Royaume-Uni, en ao(t 1997, lors de la survenue d’un événement, épidémique chez des
enfants, aprés un séjour dans une ferme pédagogique, la méme souche de E. coli O157:H7 a été retrouvée
chez les enfants malades et dans des prélevements de compost préparé depuis 3 mois (Chapman et al.,
2000a).

3 Suroudans le sol

Des facteurs tels que la température, le degré d’humidité, la flore de compétition ou le ratio sol/fumure
semblent jouer un rdle dans la survie de E. coli O157:H7. Ainsi, aprés contamination artificielle d’'un sol
autoclavé et additionné de fumure, des auteurs ont retrouvé des E. coli O157:H7 (humidité constante) jusqu’a
77 jours (+5°C), 226 jours (+15°C) et 231 jours (+21°C). Dans les mémes conditions, la population de
pathogénes était fortement diminuée lorsque I'échantillon de sol n’était pas stérilisé au préalable (56, 152 et
193 jours respectivement). En ce qui concerne le ratio fumure/sol, les E. coli ont été retrouvés pendant plus
longtemps lorsque des traces de fumure (ratio 1:25 a 1:100) sont ajoutées au sol que lorsque ce ratio est de
1:10 (essais a +15°C et +21°C) (Jiang et al., 2002).

La survie des E. coli 0157 a également été étudiée en conditions réelles a partir de 3 types de sols (Fenlon et
al., 2000). Le sol sablonneux est celui qui permet la moins bonne survie des E. coli (perte de cultivabilité sur
gélose CT SMAC des 10° E. coli 0157 en 8 semaines). Pour les parcelles de sols argileux ou de terreau, la
survie des E. coli 0157 est beaucoup plus longue (perte de cultivabilité aprés environ 25 semaines).

La survie des E. coli 0157 semble meilleure dans des microcosmes formés de particules de sol et d’herbe
(Maule, 2000). Ainsi, aprés 130 jours d’incubation & une température de 18°C, 1.10° a 1.10" ufc/g ont été
retrouvés dans un sol inoculé & 1.10° ufc/g.

Dans d’autres essais, des E. coli O157:H7 ont servi a contaminer artificiellement des féces de bovins a un
taux d’environ 10° ufc/g (Bolton et al., 1999). Un des échantillons a été déposé a la surface d’'un pré. Le
nombre de E. coli O157:H7 a diminué de 4 a 5 RD au bout de 50 jours mais ces bactéries étaient encore
détectables dans le sol aprés 99 jours.

Des essais de laboratoire sur des échantillons de sol montrent la possibilité de multiplication de la souche
E. coli O157:H7 (Gagliardi and Karns, 2000).

-92-



Afssa Bilan des connaissances relatives aux STEC — Section E

Un essai de modélisation (Ogden et al., 2002; Strachan et al., 2001) a été réalisé a partir de I'’étude d’un foyer
d’infection par E. coli O157 :H7, chez des scouts, lors d'un campement dans un pré ou des moutons avaient
paturé, pendant 6 jours et avec de mauvaises conditions climatiques (pluie, sol boueux). A 5°C, le temps de
réduction décimal de E. coli O157:H7 dans du fumier ou du lisier appliqué sur le sol est estimé a 16 £ 2 jours.
La quantité de sol ingérée par les enfants est estimée entre 30 et 200 mg/24 heures. Trois semaines apres
I'épisode décrit chez les scouts, E. coli O157:H7 est retrouvé dans 100 % des prélévements de féces
d’animaux analysés et 60 % des prélévements de sol, a des taux allant de 3 a 1,1 10° ufc/g pour les feces et
de l'ordre de 3 ufc/g pour le sol.

Une étude sur différents types de sol évalue les capacités de résistance de E. coli O157:H7 (Gagliardi and
Karns, 2002). La bactérie peut encore étre isolée 25 a 41 jours aprés son dépbt sur un sol en jachére, mais
jusqu’a 92 et 96 jours aprés son dépdt sur un sol aprés fauchage d’une récolte de luzerne ou de seigle.
L’étude montre en outre la compétition entre la souche de E. coli O157:H7 ajoutée et la flore indigéne du sol
et notamment avec la population de coliformes. La présence d’argile dans le sol augmente les capacités de
survie. Le gel, méme sur de longues périodes, permet de conserver la viabilité de E. coli O157:H7.

La persistance de E. coli O157:H7 dans I'environnement peut étre due a une multiplication a lintérieur de
protozoaires du sol (Barker et al., 1999).

Les capacités de résistance des E. coli O157:H7 dans I'environnement font qu’un délai de 3 semaines entre la
présence d’animaux d’élevage sur un terrain et son usage pour diverses activités de loisir semble insuffisant
pour éviter le risque de contamination des humains par des souches de E. coli O157:H7 (Brown et al., 2002).

4 Dans ’eau de ruissellement et/ou de lessivage des sols aprés épandaqge

En Grande Bretagne, I'importance de la contamination hydrique des rivieres et des lacs est liée a deux
facteurs principaux : la fertilisation des patures ou des sols et la résistance du sérogroupe O157 au stress
environnemental (Chart, 1998).

Dans I'étude de laboratoire de Gagliardi et al. (2000), une souche E. coli O157:H7 est retrouvée, aprés 24
heures, au méme taux que dans l'inoculum tant dans I'eau de lessivage du sol et que dans les couches
profondes de I'échantillon. Cette étude montre que la bactérie peut étre retrouvée non seulement dans I'eau
de ruissellement, mais aussi dans I'eau de lessivage quand la structure du sol est dégradée, avec, dans ce
cas une contamination possible des eaux profondes de la nappe phréatique.

La survie et le transport des E. coli et des E. coli O157 a été étudiée aprés épandage du fumier de bovins sur
une prairie et sur une parcelle de chaume en Ecosse (Ogden et al., 2001). Pour E. coli, la perte par lessivage
allait de 0,2 a 10 % et était dépendante du niveau de précipitation (la perte obtenue avec E. coli 0157 était
sensiblement la méme voire un peu plus importante).

D’aprés les auteurs, ces essais montrent que le risque li¢ a une pollution de I'eau est plus important
immédiatement aprés application du fumier (les premieres pluies transportent des quantités importantes de
E. coli). Par la suite le risque diminue fortement. Les auteurs précisent ainsi que si les conditions
météorologiques sont bonnes (pas de pluie) aprés I'application de fumier sur des sols bien travaillés, il est peu
probable d’avoir des lessivages importants.

Les mémes remarques ont été faites concernant I'épidémie de mai 2000 a Walkerton au Canada (O'Connor,
2002).

5 Dans les eaux usées

La capacité de survie de Escherichia coli dans les eaux usées a été étudiée. Le T90, temps nécessaire a
l'inactivation de 90 % des bactéries présentes atteint 21 jours en I'absence de I'action de rayonnement UV
(Arana et al., 2001), alors que sous I'effet de ces rayons il n’est que de 1 jour. Dans cette étude, les capacités
de transfert de plasmide ne semblent pas altérées chez les bactéries encore cultivables.
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Au Japon (Kaneko et al., 2001), une étude sur les capacités d’'un systéme simple d’épuration des eaux usées
domestiques a éliminer des souches de Escherichia coli pathogénes et de salmonelles montre que son
efficacité dépend d’une part de la charge en matiére organique dissoute et d’autre part de la température, 4
RD peuvent étre obtenues aussi bien pour les salmonelles que les E. coli a +30°C ou encore a +20°C, mais le
systeme n’est plus efficace pour une température des eaux usées de +10°C.

Une étude réalisée au Japon au début de 'année 1997 (Kurokawa et al., 1999) sur les eaux d’une riviére
fortement polluées par des eaux usées domestiques a permis la détection réguliere, par une technique de
PCR directe in situ, de bactéries portant le géne stx,. Cependant, aucune information n’est donnée sur
I'activité et I'infectivité des souches porteuses de ce géne.

En France, des essais de détection de STEC ont été réalisés a partir d’eaux usées urbaines naturellement
contaminées (Vernozy-Rozand et al., 2002). Une souche de E. coli O157:H7 potentiellement pathogéne a été
retrouvée a partir d'un aérateur d’eaux usées. Deux autres souches appartenant au sérogroupe 055 et 026
ont également été retrouvées (eaux usées et clarificateur). Les boues de stations d’épuration d’eaux usées
urbaines ayant subi des traitements (chaulage, séchage en lit ou en silo, compostage) sont significativement
moins contaminées. Leur épandage agricole, aprés un tel traitement, ne serait par conséquent que peu
associé a l'introduction de STEC dans I'environnement (Vernozy-Rozand et al., 2002).

6 Dans les eaux de surfaces et les eaux profondes

Ces dix derniéres années, des épidémies d’infections a E. coli O157:H7 impliquant une possible
contamination de 'homme par I'eau ont été décrites (voir Section D-Question n°13). La présence de E. coli
0157:H7 dans les prélévements d’eau permettant de confirmer I'origine de I'infection, a été rarement mise en
évidence (Akashi et al., 1994; Anonyme, 1999b; CDC, 1999; O'Connor, 2002). Cependant, I'importance de la
contamination hydrique est connue pour les eaux de surfaces et les eaux profondes, en relation avec des
patures ou des sols fertilisés par les fumiers (Chart, 1998).

E. coli O157:H7 a été isolé pour la premiére fois de prélevements d’eau en 1986 aux Etats-Unis (McGowan et
al., 1989) et a, par la suite, été mis en évidence dans des riviéres, au Japon (Kogure and lkemoto, 1997;
Sakai-city, 1999) et des lacs, aux Etats-Unis (Lee et al., 2002b).

Plusieurs auteurs ont étudié la survie de E. coli O157:H7 dans l'eau. Ainsi a une température de 22°C, la
survie est possible pendant plus de 300 jours (Warburton et al., 1998). La survie est plus aisée a une
température plus basse (Rice et al., 1992). A 8°C, le nombre initial de bactéries ne diminue que de 1 a 2 RD
en 91 jours, alors qu’a 25°C, la diminution peut étre supérieure a 3 RD entre 45 et 84 jours. Cependant, le
dénombrement des formes viables montre que leur nombre reste sensiblement le méme au bout de 12
semaines, alors que les cultures sur gélose donnent un résultat négatif (Wang and Doyle, 1998).

L'utilisation de la cytométrie de flux permet de mieux étudier I'activité métabolique et les capacités de
croissance de ces bactéries dans les eaux de riviére (Tanaka et al., 2000).

La possibilité de survie de E. coli 0157 dans le milieu marin a aussi été démontrée expérimentalement au
Japon (Miyagi et al., 2001), puis des essais en PCR ont mis en évidence la présence de stx; et stx, dans I'eau
de mer prélevée dans un estuaire.

7 Dans le réseau de distribution d’eau potable

Il semble qu’aucune étude épidémiologique n’ait été entreprise pour évaluer la présence des STEC dans l'eau
de boisson. Cependant, ces pathogenes ont été suspectés ou incriminés lors d’investigations d’épidémie ou
de cas groupé de STEC (voir Section D-Question n°13).
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QUESTION N°24 : QUE SAIT-ON DE LA PRESENCE DES STEC DANS LES DIFFERENTES
FILIERES DE TRANFORMATION DES DENREES ALIMENTAIRES ?

Plusieurs épidémies liées a STEC ont été reliées a la consommation de denrées animales ou d'origine
animale et végétale (voir Section D-Tableau 2). Ces observations justifient les travaux entrepris dans les
filieres de transformation afin d’évaluer la prévalence de ces pathogénes.

1 Dans les filieres de transformation des viandes

1.1 Viandes bovines

Plusieurs épidémies d’infection a E. coli O157:H7 ont été associées a la consommation de viande de bceuf ou
de préparations a base de viande de bceuf, méme si on a rarement pu isoler la bactérie a partir de I'aliment
incriminé (Griffin and Tauxe, 1991; Tarr et al., 1999).

> Viandes en carcasse

Chapman et al. (1993a) ont réalisé I'examen bactériologique de morceaux de viande prélevés a la surface de
carcasses d’animaux afin de vérifier si cet organisme avait été introduit dans la chaine alimentaire par
l'intermédiaire de carcasses contaminées provenant elles-mémes d’animaux porteurs. E. coli O157:H7 a pu
étre isolé sur 30,4 % des carcasses d’animaux chez lesquels la bactérie avait antérieurement été isolée du
contenu fécal. D’autre part, E. coli O157:H7 a également été mis en évidence sur 8 % des carcasses
d’animaux non excréteurs de la bactérie, mais cotoyant sur la chaine d’abattage des carcasses contaminées.
Ceci pourrait s’expliquer soit par une contamination croisée sur la chaine d’abattage pendant le travail sur les
carcasses, soit par le fait que les animaux qualifiés de non porteurs sains excrétaient en fait de trés faibles
quantités de E. coli O157:H7 dans leurs feces, rendant impossible leur détection (Nataro and Kaper, 1998;
Vernozy-Rozand and Ray-Gueniot, 1997).

En France, une enquéte réalisée en abattoir (Andral et al., 1999a; Andral et al., 1999b; Andral et al., 2000) a
démontré la contamination des chaines d’abattage par E. coli O157:H7 a partir des animaux porteurs pour
8 % des prélevements de surface réalisés (7 prélévements sur les 50 réalisés ont permis I'isolement de E. coli
0157, dont 4 possédant I'antigene H7). Ces souches possédaient les facteurs de virulence stx,, eae, ehx,
katP. Parmi les surfaces étudiées pour lesquelles des souches possédant des facteurs de virulence ont été
isolées, on peut citer les goulottes d'éviscération, les plates-formes de dégraissage, les scies de fente ...

Ces études illustrent le risque de diffusion des bactéries a partir des animaux contaminés par I'intermédiaire
de I'environnement et des outils de I'abattoir. Le risque de contamination des locaux et du matériel devrait étre
évalué et discuté en fonction de la rigueur avec laquelle les mesures d’hygiéne sont appliquées dans les
abattoirs concernés, en particulier la pratique de I'ensachage du rectum et la désinfection systématique des
outils d’abattoir. Aussi, ces constatations renforcent-elles I'intérét de la mise en oeuvre de mesures d’hygiéne
préventives rigoureuses lors de I'abattage.

La synthése bibliographique de Meyer-Broseta et al. (2001) montre, pour ce qui concerne les abattoirs,
I'absence de E. coli O157:H7 sur les veaux analyés aux Etats-Unis comme en Europe (Clarke et al., 1994,
Heuvelink et al., 1998c; Martin et al., 1994), alors que la prévalence pour le bétail adulte est de 4 %
(Chapman et al., 1996; De Zutter et al., 1999; Rice et al., 1997). Les fréquences maximales observées sont
de 27,8 % sur du bétail a viande adulte aux Etats-Unis (Elder et al., 2000), de 11 % pour le bétail adulte aux
Pays Bas (Heuvelink et al., 1998b), de 13,9 % pour des génisses en Belgique (De Zutter et al., 1999). Une
moyenne de 13,4 % et de 16,1 % avec des pics atteignant 37 % en été a également été observée au
Royaume Uni sur des taureaux et des vaches (Chapman et al., 1997). Aux Etats-Unis, I'enquéte de Elder et
al. (2000) montre une contamination importante des carcasses : 43,4 % avant éviscération et 17,8 % apres.

D'aprés Meyer-Broseta et al. (2001), ces résultats confirment I'hypothése d’une faible contamination en
élevage qui augmente au cours du transport vers l'abattoir et la stabulation avant |'abattage du fait des
contaminations croisées liées au mélange d'animaux d'origines diverses (Jordan, 1998). Cette observation a
également été faite en France (Andral et al., 1999a), a partir des séries d'oreilles positives aprés prélevement
aux mémes dates sur les chaines d'abattoir. Si I'hygiéne est correcte en abattoir, la contamination apres
éviscération sera faible.
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Ainsi, selon les études britanniques, la prévalence passe de 0,3 % en élevage (Synge and Hopkins, 1994) a
4 % en abattoir (Chapman et al., 1993a), voire, plus récemment, jusqu’a 14,7 % (Chapman et al., 1997). Aux
Etats-Unis, les mémes constats s'imposent, avec toutefois, un taux résiduel de contamination des carcasses
plus important (Elder et al., 2000), en particulier dans le cas des abattoirs ayant des chaines a grande vitesse
(plus de 3000 tétes/jour). Meyer-Brosetta et al. (2001) en déduisent que la fréquence de contamination des
carcasses est le critere le plus fiable pour juger du statut de la viande bovine avant transformation (Elder et
al., 2000; Richards et al., 1998).

> Viandes transformées

Dans une étude menée au Royaume Uni, E. coli O157:H7 a été isolé dans de la viande hachée de boeuf avec
un pourcentage de 3,7 % (Doyle and Schoeni, 1987).

Trois mille cing cents steaks hachés industriels de bceuf ont été analysés en France. Quatre d’entre eux
étaient contaminés par des souches de E. coli O157 :H7, dont deux étaient issus d’'une méme mélée. Les
souches isolées étaient stx +, stxo+, eae+ et ehx+ (Vernozy-Rozand et al., 2002). D’une maniére générale, la
contamination des viandes hachées de beceuf par E. coli O157:H7 est inférieure a 1 %.

Par contre les chiffres sont plus élevés quand ils concernent la contamination de ces produits par des STEC.
La contamination de la viande hachée de bceuf par des STEC varie de 15 a 40 % au Canada (Johnson et al.,
1996), aux Etats-Unis (Samadpour et al., 1994) et au Royaume Uni (Willshaw et al., 1993).

En Allemagne, des études ont rapporté des taux d’'isolement de E. coli producteurs de vérotoxines de 0,71 %
dans la viande de beeuf (Bulte et al., 1996). Ce chiffre est bas comparé a ceux cités dans la littérature.

1.2 Viandes de petits ruminants

La viande de petits ruminants (ovins et caprins) n’a que trés rarement été suspectée dans des épidémies
alimentaires et les études réalisées pour déterminer la prévalence des STEC dans cette viande sont rares.

Chapman et al. (2000b) ont montré que 4,1 % des saucisses d’agneaux et 3,7 % des échantillons de viande
hachée de mouton, achetés dans des magasins britanniques de vente au détail, étaient contaminés par
E. coli O157:H7. Une étude faite dans le Wisconsin (Etats-Unis) par Doyle (1991) montre qu’on peut isoler
E. coli O157:H7 dans de la viande d’agneau, avec un pourcentage d’isolement de 2 %. Brooks et al. (2001)
montrent que 17 % des échantillons de viande d’agneau commercialisée en 2000 en Nouvelle Zélande,
étaient contaminés par des STEC. Enfin, en Allemagne, des études ont rapportées des taux d’isolement de
E. coli vérotoxiques de 2,56 % dans de la viande d’agneau et de 72,4 % sur des carcasses de mouton (Beutin
et al., 1995).

Par contre, Heuvelink et al. (1999a) n'ont pas pu isoler de E. coli O157:H7 a partir de viande d’agneau testée
en Hollande.

1.3 Viandes porcines

Les accidents alimentaires dus aux STEC impliquant des aliments a base de viande de porc sont rares (Paton
et al., 1996; Tilden et al., 1996) (voir Section D-Tableau 2).

Dans la viande de porc, les STEC sont présents dans 0 a 11 % des échantillons testés suivant les études
(Brooks et al., 2001; Pierard et al., 1997; Read et al., 1990; Suthienkul et al., 1990). Mais des résultats plus
élevés ont été obtenus : Samdapour et al. (1994) ont détecté les génes stx dans 18 % des 51 échantillons
analysés ; Smith et al. (1991) dans un quart des 184 saucisses testées en Grande-Bretagne et Bouvet et al.
(2002b) dans 15 % des 2 146 échantillons analysés, en France. Sur les carcasses de porcs a I'abattoir, des
prévalences hétérogénes ont été décrites avec moins de 5 % (Gill and Jones, 1998; Leung et al., 2001) mais
jusqu’a 50 % pour une étude frangaise (Bouvet et al., 2001).

Certains auteurs montrent une prévalence de E. coli O157:H7 dans la viande fraiche crue de porc inférieure a
2 % (Doyle and Schoeni, 1987; Doyle, 1991; Heuvelink et al., 1999a). Une étude francaise (Bouvet et al.,
2002b) a permis de détecter le géne uidA spécifique de O157:H7 dans 0,1 % des 2 146 échantillons testés
mais sans isolement de souches. Gill et Jones (1998) ont également recherché la présence de E. coli
0157:H7 sur la langue d’animaux abattus : 2 langues positives sur 40 analysées.
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La prévalence des STEC et de O157:H7 reste donc globalement faible tant chez les animaux vivants que
dans la viande. Le point le plus rassurant concernant les souches de STEC isolées dans la filiere porcine
(animaux vivants, carcasses, viande fraiche ou produits a base de viande) reste le fait que la majorité de ces
souches possédait uniquement le géne stx.

1.4 Viandes de volailles

Des toxi-infections alimentaires dues a E. coli O157:H7 et autres STEC mettant en cause de la viande de
volailles ou des produits a base d’ceufs n’ont jamais été rapportées a ce jour (voir Section D-Tableau 2).

Concernant la prévalence de E. coli O157:H7 ou d’autres STEC dans les viandes de volailles, différentes
enquétes ont été menées, mais les résultats sont disparates.

Certains auteurs concluent que la contamination des filiéres « dinde » et « poulet » est importante et que 'on
devrait en tenir compte dans la diffusion du danger. Dans une étude américaine, Doyle et Schoeni (1987)
furent les premiers a mettre en évidence O157:H7 dans le poulet : 4 % des échantillons réalisés sur des
carcasses crues (n=263) étaient contaminés par E. coli O157:H7. Toujours aux Etats-Unis, Samadpour et al.
(1994), montre que 12 % des carcasses de poulets crus testées ainsi que 7 % des carcasses crues de dindes
étaient contaminées par des E. coli vérotoxiques. En France, une étude menée par Vernozy-Rozand et al.
(1997), portant sur 250 échantillons d’aliments différents pris dans le commerce, a montré que 4 échantillons
sur 110 de poulet étaient contaminés par E. coli O157, mais il s’agissait de souches non-productrices de
vérotoxine.

Au contraire, d’autres études réalisées sur des produits de volailles ne révélent pas de contamination. Aux
Etats-Unis, Levine et al. (2001), dans le cadre d’un plan de surveillance des aliments en sortie d’usine, n’ont
trouvé aucun produit de volaille contaminé par E. coli O157:H7. Aux Pays-Bas, entre 1996 et 1997, 819
échantillons de produits frais issus de volailles, prélevés en supermarché et chez les bouchers, ont été
analysés pour la recherche de STEC O157: I'ensemble s’est révélé négatif (Heuvelink et al., 1999a). En
Angleterre, des échantillons de poulet ont été examinés afin de rechercher la présence de STEC a l'aide de
sonde ADN : les résultats s’avérent négatifs (Smith et al., 1991). Enfin, des prélévements réalisés sur des
carcasses, le long de la chaine d’abattage, dans le cadre d’enquéte de prévalence de STEC en Angleterre
(Chapman et al., 1997) et aux Etats-Unis (Read et al., 1990), se sont également révélés négatifs.

Concernant la présence de E. coli O157:H7 ou d’autres STEC dans les ceufs, aucun résultat n’est disponible.
Schoeni et Doyle (Schoeni and Doyle, 1994) ont travaillé a partir d’inoculation artificielle orale de poules. lls
ont ainsi mis en évidence que E. coli O157:H7 pouvait se retrouver sur les coquilles des ceufs issus de ces
poules (13,9 %), mais pas dans le contenu, selon les conditions d’expérimentation.

Par ailleurs, il ne semble pas exister de donnée sur la possible contamination des produits a base d’ceufs.

D’une maniere générale, comme le suggérent le Tableau 7et le Tableau 8, la contamination des denrées
alimentaires par les STEC est toujours plus importante que leur contamination par le seul sérotype O157:H7
(Samadpour et al., 1994).
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Tableau 7 : Présence des STEC dans les viandes

T

Boeuf cru 8/93 (8,6 %)
. Poulet cru 1/107 (0,9 %) .
d Suthienkul et al., 1990

Thailande Porc cru 11111 (0.9 %) (Suthienkul et a )
Légumes crus 0/130 (0 %)
Boeuf cru 82/225 (36 %)

Canada Porc cru 25/235 (11 %) (Read et al., 1990)

Poulet cru 0/200 (0)

STEC

Royaume Uni

Boeuf haché cru
Saucisse de boeuf crue
Beef burger cru

17/134 (13 %)
9/52 (17 %)
27/124 (22 %)

(Willshaw et al., 1993)

Beeuf cru 14/60 (23 %)
Porc cru 9/51 (18 %)
. Agneau cru 10/21 (48 %)
Etats- S d tal., 1994
tats-Unis Veau cru 5/8 (63 %) (Samadpour et a )
Poulet cru 4/33 (12 %)
Dinde crue 1/15 (7 %)
France Porc cru 340/2800 (12 %) (Bouvet et al., 2001)
Beeuf cru 47/1411 (11 %) (Pradel et al., 2000b)
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Tableau 8 : Présence de E. coli 0157 :H7 dans les viandes

Beeuf cru 6/164 (3,7 %)
. Porc cru 3/264 (1,5 %) .
Etats-U Doyl d Sch , 1987
SIS olaille crue | 41263 (1,5 %) (Doyle and Schoeni, 1987)
Agneau cru 4/205 (2 %)
Canada Beeuf cru 4/165 (2,4 %) (Sekla et al., 1990)
. Beeuf cru 3/107 (2,8 %)
Etats- Padh Doyle, 1991
tats-Unis Lait cru 111115 (10 %) (Padhye and Doyle, 1991)
Beeuf cru 2/1668 (0,1 %)
E. coli i 0
olE T Etats-Unis || 0/¢ de veau|9/4953(0,2%) (Griffin and Tauxe, 1991)
: cru 0/3977 (0 %)
Poulet cru
Etats-Unis Beeuf cru 0/1400 (0 %) (Tarr et al., 1999)
Beeuf cru 2/1469 (0,4 %)
Hollande Steak haché | 1/147 (0,7 %) (Heuvelink et al., 1999a)
(bceuf et porc)
France Beeuf cru haché | 4/3500 (0,1 %) (Vernozy-Rozand et al., 2002)
0,
Australie g","“ton, (1.3 %) (Phillips et al., 2001)
€sossé
Royaume Uni | Steak haché (0,44 %) (Chapman et al., 1992)

2 Dans les filiéres lait et produits laitiers

Le lait et les produits laitiers sont a I'origine de différents foyers épidémiques a STEC dans le monde depuis
quelques années (voir Section D-Tableau 2).

En Angleterre, en 1993, E. coli O157:H7 est isolé pour la premiére fois : il s’agissait de lait non pasteurisé
(Chapman et al., 1993b).

La voie de contamination du lait actuellement retenue est celle de la contamination a partir des matiéres
fécales de bovins lors de la traite. Néanmoins, une étude menée in vitro a montré I'envahissement des
cultures épithéliales mammaires par E. coli O157:H7 (Matthews et al., 1997). Ces résultats suggérent
I'existence possible d’une voie de contamination du lait avant la traite.

Concernant la prévalence de E. coli O157:H7 ou d’autres STEC dans les laits et produits laitiers, trés peu de
résultats sont disponibles. Il faut, cependant, souligner la difficulté de metire en évidence des bactéries
pathogénes peu nombreuses dans les laits de mélange, due au facteur de dilution.

En France, la prévalence est mal connue, car les études sont peu nombreuses. Les résultats d’'une étude
multicentrique réalisée en 1999 sur la contamination des produits laitiers par les STEC utilisant la méthode
PCR-Elisa ont donné un signal positif pour la recherche des génes stx pour 21,5 % des laits collectés
(n=205), 30,5 % des fromages au lait cru (n= 180), et 8,9 % des fromages au lait pasteurisé (n= 45) (Fach et
al., 2001). Dans le cadre du plan de surveillance mis en oeuvre par la DGAL en 2000/2001 sur la
contamination microbiologique des fromages au lait cru, la présence du géne codant pour les vérotoxines a
été détectée dans 13 % des 1039 échantillons analysés (Vernozy-Rozand et al., 2002).

En Europe, différentes études ont été menées, montrant une prévalence trés faible dans le lait cru et les
produits laitiers a base de lait cru. Klie et al. (1997), dans le cadre d’essais pour la mise en place d'une
méthode d’analyse pour le contréle officiel, ont recherché les STEC dans 273 échantillons de lait cru (lait cru
et lait cru certifié) provenant de 5 régions différentes d’Allemagne. Des STEC ont été isolés de 3,9 % des
échantillons de lait cru, et de 2,1 % des échantillons de lait cru certifié ; aucune souche, sauf une qui était
0157:H-, n'appartenait au sérogroupe O157.
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Aux Pays Bas, Heuvelink et al. (1998a) ont réalisé une enquéte sur 1011 échantillons de lait cru, prélevés
dans les tanks de différentes fermes laitiéres : aucun STEC n’a été mis en évidence (détection par IMS). Par
contre, I'étude de prévalence de E. coli O157:H7 réalisée chez les animaux et sur le lait de ces animaux dans
des fermes laitieres des Pays Bas, a montré un seul échantillon de filtrat de lait positif sur les 7 analysés
(Heuvelink et al., 1998c).

En Angleterre, Mechie et al. (1997) ont réalisé une étude sur une ferme impliquée dans des cas d’infections
humaines a E. coli O157. Durant quinze mois, plus de 3900 prélevements ont été réalisés, dont 329
échantillons de lait. E. coli 0157 :H7 n’a jamais été isolé des prélévements issus du tank a lait ; en revanche,
ce sérotype a été isolé d’échantillons pris au pis de 2 vaches excrétrices.

En ltalie, la prévalence était également de nulle. Sur 100 échantillons de lait prélevés dans les tanks de 8
fermes, ni la présence du sérotype O157:H7 ni la présence de vérotoxine n’a été mise en évidence (Massa et
al., 1999).

Enfin, Coia et al. (2001), en Angleterre, au cours d’une enquéte portant sur 500 échantillons de lait cru
prélevés dans des tanks de fermes et sur 739 échantillons de fromages au lait cru pris dans des magasins,
n’ont isolé aucune souche de STEC.

Aux Etats-Unis, plusieurs enquétes ont été menées. Une enquéte de prévalence sur E. coli 0157 :H7 dans 30
fermes productrices de lait, a révélé que sur 268 prélévements de lait effectués dans les tanks, la présence de
E. coli O157:H7 a été détectée dans seulement 2 échantillons, soit 0,75 % (Murinda et al., 2002). Une autre
enquéte sur des laits crus de 131 fermes a montré la présence de 5 souches de STEC (4 Stx1 et 1 Stx2),
mais pas le sérotype O157:H7 (Jayarao and Henning, 2001). Dans le cadre d’une étude, 1104 échantillons de
produits laitiers et d’environnement d’entreprises laitieres ont été analysés, dont 42 échantillons de lait cru et
19 fromages a pate molle, pour la recherche de E. coli O157:H7 : tous se sont révélés négatifs (Ansay and
Kaspar, 1997).

Toujours aux Etats-Unis, Padhye et Doyle (1991), dans le cadre de la mise au point d’'une méthode rapide de
détection de E. coli O157:H7 dans différentes matrices alimentaires, ont fait des essais sur 115 échantillons
de lait crus : 10 % étaient positifs.

3 Dans les filiéeres produits de la péche

Rares sont les travaux visant a déterminer la prévalence des STEC dans les produits de la péche.
> Coquillages

En France, une étude (Dupray ef al., 1999) montre que des E. coli vérotoxiques peuvent étre potentiellement
retrouvés dans des coquillages en aval d’une zone agricole : 19 % des échantillons de coquillages analysés
(7/36) étaient positifs. La zone de production des coquillages analysés était classée B, ce qui implique un
passage en bassin de purification avant leur commercialisation.

La présence de E. coli O157: H7 ou de STEC a été également recherchée dans des coquillages mis sur le
marché, avec toutefois une grande variabilité parmi les protocoles utilisés. Les résultats obtenus ont montré :
aux Etats-Unis, 2/44 échantillons de coquillages (clams) positifs pour la toxine Stx2 (aucun pour la toxine
Stx1; Samadpour et al. (1994), en France, 1/150 échantillons de coquillages (huitres) possédait un E. coli
0157: H7-, avec les génes stx,, stx,, eae, hlyA (Guyon et al., 2000) et en Inde, 2/48 échantillons de clams
positifs pour les génes stx et hlyA par PCR, mais aucun ne possédait le géne nfbO157 codant pour I'antigéne
0157 (Sanath Kumar et al., 2001). Cette derniere étude signe donc la présence de E. coli STEC non-O157
dans les coquillages. Dans une autre étude, les E. coli O157 représentaient 12 des 590 souches de E. coli
(soit 2 %) isolées d’huitres a Trinidad (Rampersad et al., 1999).

> Poissons

Au Japon, des souches de E. coli O157:H7 possédant aussi bien stx; que stx, ont été isolées (Asai et al.,
1999) a partir de laitance de saumon apres transformation, cet aliment faisant partie des origines suspectées
pour les infections humaines observées en 1998.

4 Dans les filieres végétales

La consommation de végétaux crus a été décrite comme étant un des modes de contamination des
personnes par les STEC et en particulier E. coli O157:H7. Différents végétaux ont été mis en cause (voir
Section D-Tableau 2), comme par exemple, la laitue (Ackers et al., 1998; Hilborn et al., 1999), des pousses
de luzerne (Breuer et al., 2001; Fratamico and Bagi, 2001; Mohle-Boetani et al., 2001) ou encore des pousses
de radis blanc (Taormina et al., 1999).
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En ce qui concerne les pousses de certains végétaux, la contamination des graines par E. coli O157:H7 est
possible avant la germination (Breuer et al., 2001). Dans ce cas, au cours de la germination en bassin, il peut
y avoir multiplication des bactéries, phénoméne décrit par exemple au cours de la germination des graines de
haricot mungo, appelé « soja » en France (Taormina et al., 1999). Il peut aussi y avoir une contamination de
I'eau utilisée dans les bassins de germination (Fratamico and Bagi, 2001) et dans ce cas une contamination
des pousses végétales au cours de la germination.

Si les graines de luzerne sont contaminées par E. coli O157:H7 avant germination, il est possible de retrouver
jusqu’a plus de 107 ufc/g de pousses de luzerne (Taormina and Beuchat, 1999b). Les bactéries présentes
résistent bien aux désinfectants, les procédures préconisées aux Etats-Unis pour décontaminer les pousses
de végétaux avant consommation s’avérent alors inefficaces pour éliminer E. coli O157:H7 (Taormina and
Beuchat, 1999a). Comme pour Salmonella sp. (Beuchat, 1997), I'élimination totale des E. coli O157:H7 par
1800 mg/L de Ca(CIO), est impossible (Taormina and Beuchat, 1999a). Il s’agit de bactéries adhérentes a la
surface des végétaux et donc de ce fait difficiles a éliminer (voir Section G-Question n°33).

Quand E. coli O157:H7 est isolé aprés germination, la bactérie est toujours cultivable aprés un traitement de
blanchiment des pousses végétales a 100°C pendant 30 secondes (Fratamico and Bagi, 2001).

Au laboratoire, des formes viables de E. coli O157:H7 sont retrouvées non seulement a la surface de pousses
de radis aprés contamination expérimentale des graines avant germination, mais aussi dans les tissus
internes des végétaux (ltoh et al., 1998).

Le lien peut étre fait entre I'utilisation de produits d’origine animale contaminés par E. coli O157:H7 pour
fertiliser les champs (fumiers, fientes de volailles, ...) et la contamination des végétaux qui y sont cultivés,
comme par exemple des laitues (Hilborn et al.,, 1999). Sur les végétaux contaminés, les bactéries montrent
une adhésion plus importante a la base des feuilles (Takeuchi et al., 2000). Cependant l'arrosage par
ruissellement a la surface du sol semble une pratique moins a risque que l'arrosage par aspersion sur les
feuilles des végétaux (Solomon et al., 2002a).

E. coli O157:H7 peut pénétrer dans les tissus végétaux a la jonction entre les cellules. Ce phénomene est
plus important quand les salades sont conservées a une température de 4°C, la pénétration des bactéries
dans les tissus végétaux leur permet alors de mieux résister a la chloration (Takeuchi and Frank, 2000). Il n’y
a pas de différence significative dans les capacités de survie et de croissance de E. coli O157:H7 sur les
feuilles de laitue avant ou apres chloration (Li et al., 2001).

Pour fertiliser le sol ou sont cultivées des salades, I'application de fumier contaminé par E. coli O157:H7
associée a un arrosage peut permettre un passage des bactéries dans les parties plus profondes du sol
(Solomon et al., 2002b). Une contamination des racines des végétaux est alors possible et semble pouvoir
étre a I'origine de la contamination par voie interne des parties comestibles de la plante.

Des épidémies ont aussi été décrites a la suite de la consommation de produits transformés d’origine végétale
contaminés par E. coli O157:H7 et en particulier du jus de pomme non pasteurisé et sans conservateur
(Besser et al., 1993; Steele et al., 1982).

L’utilisation de conservateurs comme le benzoate de sodium permet de réduire la survie de E. coli O157:H7
(Besser et al., 1993). L’addition de 0,1 % de benzoate de sodium ou de 0,1 % de sorbate de potassium est
efficace pour inactiver E. coli O157:H7 dans du jus de pomme acide (Zhao et al., 1993). Différents parametres
comme le pH, la température de conservation, un traitement thermique, I'addition de conservateurs, peuvent
étre combinés pour assurer une réduction significative du nombre d’ E. coli O157:H7 pouvant contaminer le
jus de pomme (Uljas et al., 2001).
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QUESTION N°25: COMMENT SURVEILLE-T'ON LES STEC EN FRANCE, DANS
L’ENVIRONNEMENT ET LES ALIMENTS ?

1 Dans I’environnement

Il N’existe a ce jour aucun plan de surveillance et/ou plan de contrdle concernant les STEC et I'environnement
en France. Toutefois, une enquéte financée par 'Agence de Développement et de Maitrise de I'Energie et la
Direction Générale de [I'Alimentation a permis d’aider a déterminer la prévalence des STEC dans
I'environnement. Mille échantillons d’effluents d’élevage (lisiers, purins, fumiers) et boues de stations
d’épuration d’eaux usées urbaines provenant de 4 départements des régions Bourgogne et Rhéne Alpes, ont
été ainsi analysés dans le cadre de I'enquéte.

La comparaison des dénombrements des coliformes thermotolérants dans les échantillons contaminés en
STEC montre I'absence de corrélation entre un nombre significativement élevé en coliformes thermotolérants
et la présence de STEC dans I'échantillon (Vernozy-Rozand et al., 2002). A l'inverse, il est méme observé
pour plus de la moitié¢ des échantillons contaminés en STEC, un dénombrement en coliformes
thermotolérants inférieur a la moyenne générale observée par type de matrice concernée. Cet élément
suggere que les coliformes thermotolérants ne constitueraient pas un indicateur fiable de la présence de
STEC dans I'environnement.

L’enquéte réalisée sur 988 échantillons environnementaux (féces, fumier, lisier d’élevage bovin et porcin,
boues de stations d’épuration d’eaux usées urbaines) montre que 21 % sont contaminés par les STEC
(Vernozy-Rozand et al., 2002). 26 % des souches isolées possédaient au moins trois facteurs de virulence
stx, eae et ehx et devaient par conséquent étre considérées comme pathogenes. Ces souches apparaissent
aussi bien dans les stations d'épuration urbaines que dans les effluents d'élevages.

2 Dans les aliments

Depuis 1995, plusieurs plans de surveillance et études ponctuelles (notes de services de la DGAI, (Leclerc et
al., 2003)). Quatre études concernent la recherche de E. coli O157:H7 et une étude concerne les STEC. Les
matrices testées sont les steaks hachés de viande de boeuf, les fromages au lait cru et les coquillages
vivants. Les laboratoires qui participent a ces études sont généralement les laboratoires vétérinaires
départementaux (LVD) volontaires qui sont en mesure de réaliser les analyses et les laboratoires de 'AFSSA
ou de 'ENVL qui recherchent certains facteurs de virulence a partir des souches isolées. Les différents
facteurs recherchés par PCR (Polymerase Chain Reaction) appartiennent a la liste suivante : stxq, stx, stx,
variant (Shiga-toxine), eae (intimine), hlyA/ehx (hémolysines), cnf (cytotoxic necrosing factor), katP (catalase-
peroxydase), EAF (entero-adherent factor) et eagg (entero-aggregant factor), uidA (B galactosidase), fliC
(flagelline spécifique de H7).

Les principaux plans de surveillance et études ponctuelles menés en France sur les STEC et les E. coli 0157
dans les aliments sont référencés dans le Tableau 9.
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Tableau 9 : Résultats des études concernant la recherche de E. coli 0157 (1995-1999) ou de STEC
(2000-2001) dans diverses matrices alimentaires (d’aprés Leclerc et al., (2003))

MATRICES NOMBRE METHODES
PERIODE DEINDE TESTEES D’ECHANTILLONS UTILISEES RESULTATS OBTENUS

Juin 1995

Fromages lait cru
(chévres, vaches)

VIDAS

Absence

Steacks hachés

VIDAS et Pétrifilm

8 E. coli O157:H7

katP, EAF et eagg)

Février a avril 1997 réfrigérés %0 PCR (stx, €36, | (six,+ ege+, ehxA+)
ehxA)
Steacks hachés
réfrigérés 504 -DYNAL ou VIDAS- Absence
- - Ice ou BAM -
Novembre 1907 3 | Coatlages vhanis| 150 e e
Février 1998 U u _PCR (stx;, stxs, urs de viru
Fromages lait cru eae, ehxA, cnf, i
. ’ » 2D 7 E. coli 0157 (sans
(chévres, vaches, 519 katP, EAF et eagg) | facteurs de virul(ence)
brebis)
C ) 4 E. coli 0157 :H7
 Janviera Steacks hachés 3450 VIDAS (stx;+, Stxo*, eae+,
Décembre 1999 réfrigérés ehx+)
-11 % des bouillons
-PCR (stx) d’enrichissement stx+
Aout a2 Novembre -2 souches S_TEQ(stx+,
414 e eaet, ehx+) isolées de
2000 -ldentification - ;
) - 2 échantillons
Fromages au lait (hybridation sur X
. . (sérotype non
cru (vache, chévre boite) déterming)
et brebis)
Fromages au lait -Sérotypage (0157, | -1 % des bouillons
cru (vache, cheévre 026, 0103, 0111) d’enrichissement stx+
et brebis) -3 souches
Janvier a Avril 625 STEC(37%stx+,
2001 -PCR (stxs, stx,, 100%eae+, ehx+)
eae, ehxA, cnf, isolées de 16

échantillons (sérotype
non déterminé)

AXES DE REFLEXION ET DE RECHERCHE

=2 Détermination de la prévalence des STEC et de la caractéristique des souches dans les
filieres ou produits pas encore évalués a ce jour et/ou potentiellement a risque ; notamment
par la mise en place de plan de surveillance dans les abattoirs frangais et envisager des plans

de contréle.

=  Evaluation du portage des STEC en France pour les différentes espéces d’animaux

d’élevage, en fonction des conditions d’élevage.
Etablissement a large échelle d’un état des lieux dans les abattoirs francais.
Quid des traitements d’hygiénisation des déchets et effluents d’élevage avant épandage et

v v

des traitements d’assainissement des boues d’épuration ou données plus fines sur la survie et
la diffusion des STEC dans les étapes de traitement des boues d’épuration ?

-103 -




Afssa Bilan des connaissances relatives aux STEC — Section E

104 -



Afssa Bilan des connaissances relatives aux STEC — Section F

Section F : Isolement et Identification des STEC

Responsable de section : C. Vernozy-Rozand
Rédacteurs : P.Fach - F.Grimont - P. Mariani-Kurkdjian - C. Vernozy-Rozand

POINTS A RETENIR

. Les STEC n’ont pas de propriété biochimique commune permettant leur isolement sélectif sur
un milieu particulier. Leur recherche nécessite d’avoir recours a la PCR avec utilisation
d’amorces spécifiques des génes stx codant pour la production de vérotoxines ;

. A l'opposé, la majeure partie des souches de E. coli O157:H7 ne fermente pas le sorbitol et
ne produit pas de R-glucuronidase, ce qui permet [l'utilisation de milieu dédié comme le

SMAC ;
. En France, il existe 2 méthodes validées AFNOR pour I'aliment et le sérogroupe :
- IMS-Dynal, reprise dans la norme ISO EN-16654, qui est la méthode de référence en
Europe,
- Vidas-BioMérieux ;
. La méthode recommandée par le groupe de travail de I'Afssa pour la confirmation des

colonies suspectes STEC 0157 devrait intégrer 'ensemble des étapes suivantes :

- vérification par agglutination de la présence de I'antigene somatique 0157

- identification de I'espéce E. coli

- recherche des vérotoxines par ELISA ou recherche des génes stx par PCR: cette
derniére recherche est recommandée (absence de faux négatif).

. Tous les travaux de recherche sur souches de STEC nécessitent un laboratoire de type P3*.

. De nombreux travaux sont en cours actuellement pour développer des méthodes de détection
d’autres sérotypes : 026, 0103 et O111 et pour améliorer les méthodes génétiques
existantes.

QUESTION N°26 : QUELLES SONT LES METHODES UTILISEES ACTUELLEMENT POUR
L’ISOLEMENT ET LA DETECTION DES STEC DANS LES ALIMENTS ?

Les STEC n’ont pas de propriété biochimique commune permettant leur isolement sur un milieu particulier.
Leur recherche nécessite d’avoir recours a la méthode Polymerase Chain Reaction (PCR) avec utilisation
d’amorces spécifiques des génes stx codant les vérotoxines.

1 Méthodes biochimiques de détection et d’isolement des STEC

1.1 Propriétés biochimiques de E. coli O157:H7 ?

La plupart des réactions biochimiques de E. coli O157:H7 sont typiques des E. coli a I'exception toutefois de
la fermentation du sorbitol et de l'activité B-glucuronidase (Lingwood et al., 1987). Environ 93 % des souches
de E. coli d'origine humaine fermentent le sorbitol en 24 heures ; a l'inverse E. coli O157:H7 ne fermente pas
le sorbitol (Neaves et al., 1994). Mais dans différentes études, des souches STEC du sérotype O157:H7
fermentaient le sorbitol en 24 heures (Morgan et al., 1993; Moxley and Francis, 1986; Wilson et al., 1992). La
prévalence de ces souches particuliéres est actuellement non connue, mais il apparait évident que ces
derniéres n'auraient pu étre mises en évidence par les méthodes officielles de controle des aliments telles
que décrites dans ce document.

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).

Ces caractéristiques biochimiques particuliéres sont utilisées pour I'isolement de E. coli O157:H7.
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Ainsi 'absence de fermentation de sorbitol a justifié I'utilisation de la gélose MacConkey au sorbitol (SMAC).
Les modifications de la gélose MacConkey au sorbitol (SMAC) ont été mises au point dans I'objectif
d'augmenter le caractére sélectif vis a vis de O157:H7.

Okrend et al. (1990), Tesh et al., (1991) ont montré que I'addition de 5 bromo-4 chloro-indoxy-f-D-glucuronide
(BCIG) ajouté a raison de 0,1 g/L a une gélose MacConkey au sorbitol favorise l'isolement de E. coli O157
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.

Thomson et al. (1990) ont développé un test rapide fluorescent pour la détection de E. coli O157. Ce test
utilise le 4-méthylumbelliféryl 3-D-glucuronide (MUG) comme indicateur hydrolysé en un composé fluorescent
par I'enzyme B-glucuronidase (Rippey et al., 1987).

Zadik et al., (1993) ont décrit une autre modification dans laquelle le SMAC contient du tellurite et de la
céfixime parce que les concentrations minimales inhibitrices sont plus élevées pour les STEC O157 que pour
les autres E. coli et les bactéries sorbitol négatives telles que Aeromonas sp. ou Plesiomonas sp.

Des souches E. coli O157:H7- fermentant le sorbitol et sensibles aux concentrations élevées de tellurite, donc
ne se développant pas sur CT-SMAC ont été décrites par Karch et al. (1996).

De nombreux milieux chromogénes ont été mis au point, deux sont spécifiques du sérotype O157:H7 :
CHROMagar E. coli O157:H7 (CHROMagar) et O157:H7 ID (BioMérieux) (Vernozy-Rozand and Montet,
2001).

1.2 Confirmation des colonies suspectes E. coli 0O157:H7

1.21 Utilisation de méthodes phénotypiques en confirmation

Ces méthodes consistent en un test d’agglutination latex réalisé directement sur la colonie suspecte pour
vérifier la présence de I'antigéne somatique O157. L’'identification de I'espéce par utilisation des galeries Api
permet de vérifier qu’il s’agit de I'espéce E. coli. Enfin, il faut contrbler la présence du flagelle H7. Cette étape
exige I'ensemencement de la souche étudiée sur une gélose-mobilité (3 repiquages sont nécessaires) de
maniére a favoriser la synthése du flagelle avant son sérotypage a I'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.

Ces méthodes sont simples d’utilisation mais longues et par conséquent peu conciliables avec les exigences
des industriels de I'agro-alimentaire.

1.2.2 Utilisation de méthodes génétiques en confirmation

A l'opposé des précédentes, les méthodes génétiques permettent une réponse rapide mais exigent une
formation du personnel a la méthode PCR. Ces méthodes exposées ci-aprés sont spécifiques du sérotype
0O157:H7. La recherche des génes stx codant les vérotoxines apparait indispensable compte tenu de
I'existence de souche E. coli O157:H-.

La méthode recommandée par le groupe de travail de I'Afssa pour la confirmation des colonies suspectes
STEC devrait intégrer 'ensemble des étapes suivantes :

- vérification par agglutination de la présence de I'antigéne somatique 0157
- identification de I'espéce E. coli

- recherche des vérotoxines par ELISA ou recherche des génes stx par PCR : cette derniére
recherche est recommandée (absence de faux négatif).

Tous les travaux de recherche sur souches de STEC nécessitent un laboratoire de type P3*.
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> Deétection du géne uidA

Le géne uidA, présent chez toutes les souches de E. coli, code pour une B-glucuronidase. Bien que les
souches du sérotype O157:H7 ne montrent pas d’activité B-glucuronidasique, elles possédent tout de méme
le géne uidA. La séquence de ce géne présente, chez E. coli O157:H7, plusieurs mutations dont une en
position 92, le remplacement d’une thymine par une guanine. Cette particularité est retrouvée chez toutes les
E. coli O157:H7 et représente donc un marqueur trés efficace de ces souches. Feng (1993) a utilisé une
sonde oligonucléotidique PF-27 permettant de détecter la région de uidA spécifique de O157:H7. Par
hybridation sur 239 colonies, il a pu montrer que la sonde PF-27 ne réagissait qu'avec les 17 isolats
appartenant au sérotype O157:H7. Aucune hybridation ne s’est produite avec les 73 E. coli n’appartenant pas
au sérotype O157:H7, les 13 Shigella sp. et les 8 Salmonella sp. exprimant la B-glucuronidase. L’absence
d’hybridation avec E. coli indiquait que la sonde PF-27 était suffisamment discriminante pour détecter une
variation d’'une unique base dans la région 5 du géne uidA de E. coli. La sonde PF-27 apparaissait donc
comme spécifique du seul sérotype O157:H7. Cette forte spécificité pourrait étre utile pour la détection de E.
coli O157:H7 dans les aliments. De plus, elle permettrait de ne pas avoir recours a une confirmation
sérologique donc d’éliminer les faux-positifs liés aux réactions croisées avec d’'autres bactéries.

Plus récemment, Feng (1995) a montré que cette sonde détectait également les variants phénotypiques
immobiles, B-glucuronidase négatifs et fermentant le sorbitol du sérotype O157 : ce sont les souches
0O157:NM. Ces souches pathogénes et atypiques ont été isolées en Allemagne de patients souffrant d’'un
syndrome urémique et hémolytique (Gunzer et al., 1992).

> Détection du géne fliC

L’antigéne flagellaire H7 est 'un des 56 antigénes flagellaires décrits chez E. coli. La variabilité de I'antigéne
H est retrouvée dans le flagelle, formé par un polymére d’'une unique protéine, la flagelline. Cette protéine est
codée par le géne fliC. Les variations de séquence de la flagelline se situent dans sa portion centrale, en
effet, les extrémités sont hautement conservées.

Pour caractériser les souches non-mobiles (NM), Fields et al. (1997) ont développé une PCR couplée au profil
de restriction. Ce test permettait d’identifier et de caractériser le géne fliC codant I'antigéne H chez E. coli. La
séquence compléte de ce géne était amplifiée par PCR, puis 'amplifiat était digéré par I'enzyme de restriction
Rsal et analysé apres électrophorése. Deux cent quatre vingt souches de E. coli appartenant aux sérotypes
0157:H7 et O157:NM, des souches possédant I'antigéne H7 mais un antigéne O autre que O157 et des
souches appartenant a tous les autres groupes d’antigénes flagellaires, ont été testées. Un profil de restriction
unique (profil A avec 3 bandes) a été identifié pour les O157:H7, les O157:NM producteurs de vérotoxines et
16 des 18 isolats de O55:H7 utilisés. Les souches non-O157 possédant H7 avaient un profil qui différait du
profil A par au moins une des 3 bandes. Une importante variété de profils a été mise en évidence parmi les
souches appartenant aux autres groupes d’antigénes flagellaires, mais aucune ne possédait le profil A. Treize
des 15 souches non-mobiles ne possédaient pas le profil A mais des profils d’autres groupes flagellaires. La
PCR couplée au profil de restriction en combinaison avec la détermination du sérogroupe O pourrait donc étre
trés utile pour identifier E. coli O157:H7 et des souches voisines n’exprimant pas d’antigéne flagellaire
immunogéne.

Quant aux autres antigénes flagellaires (y compris H7), Machado et al. (2000) ont publié un systéme
d’amorces caractérisant les genes fliC codant la flagelline de 48 types H différents par restriction avec Hhal
de la séquence amplifiée (0,9 a 2,6 kpb). Une base de données de 62 profils a été construite a partir de 182
souches permettant de déduire les types flagellaires H a partir des types F (fliC-Hhal). Un schéma
d’identification automatique par ordinateur a été proposé. Les souches immobiles pouvaient également étre
identifiées par leur type F.

> Deétection du géne rfb

La biosynthese de I'antigeéne O157, correspondant au lipopolysaccharide, nécessite I'intervention de plusieurs
enzymes. Les genes rfb codant ces enzymes se situent sur un locus déterminé du chromosome bactérien.

Desmarchelier et al. (1998) ont utilisé une paire d’'amorces permettant d’amplifier le géne rfbE. Tous les STEC
des sérotypes 0O157:H7 et O157:NM ont donné un signal a 497 pb alors que toutes les autres souches de
E. coli et les 6 autres espéces bactériennes testées n'ont donné aucune réponse. Parmi ces 6 espéces avait
été incluse Salmonella Angoda, qui donne une agglutination avec les anticorps anti-O157 fixés sur billes de
latex. La sensibilité de cette technique était de 200 bactéries/tube PCR et pouvait descendre a
2 bactéries/tube PCR lorsque ’ADN était préalablement purifié. Dans le lait de chévre, la sensibilité pouvait
étre inférieure a 1 bactérie/250 mL de lait lorsque I'’ADN était préalablement purifié.
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Pour augmenter la validité du test, Nagano et al. (1998) ont mis au point une PCR multiplex avec 2 couples
d’amorces ayant pour cibles les genes rfbE, fliC, et un couple d’amorces pour stx; et stx, donnant un signal a
220 pb. Les STEC des sérotypes O157:H7 et O157:NM donnaient 3 bandes alors que les autres STEC ne
montraient qu’une ou 2 bandes. Pour les non-STEC, une ou 2 bandes étaient obtenues avec les sérotypes
0157:H7 et O18:H7 alors que les autres ne montraient aucune réponse. La sensibilité de cette méthode était
de 3 000 bactéries/tube PCR. L’avantage de cette technique est de pouvoir différencier non seulement E. coli
0157:H7/NM des autres STEC mais également les souches O157:H7 productrices de vérotoxines des
souches O157:H7 non-productrices de vérotoxines. Cette différenciation permet d’apprécier le caractére
dangereux des aliments contaminés par ces souches.

Pour tous les antigénes O, un systéme de profils de restriction obtenus par amplification de la région rfb de
E. coli (produit amplifié variant de 1,7 a 20 kpb) et restriction par Mboll a été décrit par Coimbra et al. (2000).
Ce systéme de PCR-restriction a fourni, sans I'aide de sérums et a partir de 148 sérogroupes, 147 profils R
qui sont le départ d’'une base de données. Cette méthode pourra se révéler étre plus performante que la
sérotypie puisque 100 % des souches sont typables par cette méthode.

1.3 Particularités biochimiques des STEC non-0O157

Les STEC non-O157 n’ont pas les caractéristiques biochimiques communes rendant possible I'utilisation d’'un
milieu d’isolement particulier. Ces souches de méme que les souches E. coli O157:H7 fermentant le sorbitol,
ne seront pas repérées sur SMAC ; ce milieu est donc inadapté. Une solution alternative pour I'isolement de
ces souches est l'utilisation de la gélose "entérohémolysine". La méthode est fondée sur le fait qu’'une
proportion importante des STEC a la propriété de produire une entérohémolysine décelable sur gélose
contenant des érythrocytes de moutons lavés, additionnés d’ions Ca®* (Beutin et al., 1989). Mais il y a des
limites a cette méthode. En effet, les colonies présentant une hémolyse caractéristique doivent toutes étre
confirmées STEC (mise en évidence du géne codant les vérotoxines) (Beutin et al., 1996). D’autre part, une
proportion de STEC non-O157 et STEC 0157 fermentant le sorbitol, peuvent ne pas produire
I'entérohémolysine et ne seront pas détectées sur gélose au sang (Bielaszewska et al., 1998). Enfin la
présence d’'un grand nombre de souches non STEC produisant une hémolysine peut géner le repérage des
colonies suspectes sur gélose au sang.

Les colonies (STEC) suspectes obtenues sur gélose au sang peuvent étre confirmées par la recherche des
genes stx codant les vérotoxines. Cette recherche se fait par PCR. (voir Question n°26). Le sérotypage des
souches peut étre réalisé au Centre européen de référence : Statens Serum Institute de Copenhague.

Ainsi les méthodes biochimiques de détection de E. coli O157:H7 sont intéressantes et fondamentales. Mais
elles sont inadaptées pour la détection des STEC non-O157 et des souches "mutantes" de E. coli O157:H7.

2 Tests immunologiques de détection des STEC dans I’aliment

21 Tests immunologiques de détection de E. coli O157:H7 ?

Ces tests sont nombreux, mais compte-tenu de leur sensibilité, ils doivent étre précédés d’'une phase
d’enrichissement (Tableau 10). En effet, 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). Citons notamment une modification du bouillon trypticase soja additionné de novobiocine ou
d'acriflavine pour réduire le nombre d’'organismes a Gram positif. Un autre milieu d'enrichissement consiste en
de l'eau peptonée tamponnée additionnée de vancomycine et de céfixime pour supprimer la croissance des
bactéries a Gram négatif comme Aeromonas sp. et Proteus sp.

Il existe actuellement sur le marché un grand nombre de tests permettant la détection de E. coli O157:H7
dans l'aliment. Ces systémes comprennent des tests conventionnels ELISA en microplaques, des systémes
immunologiques en une étape et des systéemes complétement automatisés.
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2141 Systémes 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) aprés une phase d’enrichissement (le
plus souvent d’'une durée de 24 heures). Par conséquent la durée totale de l'analyse est d’'un jour en
comparaison des trois jours nécessaires pour la méthode conventionnelle.

La préparation de I'échantillon et les phases d’enrichissement varient d’'un kit immunologique a I'autre, mais
s’inspirent souvent des recommandations formulées par la FDA (Food and Drug Administration).

Les méthodes immunologiques en "une étape" sont trés 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. 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.

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-
0157. 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 0157 dans I'aliment.

Pour les systéemes ELISA, les anticorps spécifiques de E. coli O157 sont fixés au fond des puits de
microplaques. L’aliquote du bouillon d’enrichissement est déposée dans ces puits. Aprés incubation et une
série de lavages, un anticorps "révélateur" anti-O157 est ajouté pour détecter le couple anticorps-bactéries.
Ce deuxiéme anticorps est couplé a une enzyme qui permet une révélation colorimétrique.

La sensibilité de ces tests est en moyenne de 10° E. coli 0157/mL de bouillon d’enrichissement.
21.2 Systémes automatisés
L’éventail des méthodes immunologiques complétement automatisées est beaucoup plus restreint.

Le VIDAS ECO (BioMérieux) consiste en un kit qui permet la réalisation entierement automatisée aprés une
phase d’enrichissement de 24 heures. Le principe de ce kit est celui d'un systeme ELISA. Il est composé de 2
éléments préts a I'emploi : un céne a usage unique, servant a la fois de phase solide et de systéme de
pipettage et dont la face interne est recouverte d’anticorps anti-O157, et une barrette contenant les solutions
de lavage et de révélation. Une aliquote de 500 ul de bouillon d’enrichissement placé dans la barrette subit
des cycles d’aspiration-refoulement. Les bactéries E. coli O157:H7 présentes dans ce bouillon sont captées
par les anticorps du cone. Les éléments restés libres sont éliminés grace a plusieurs lavages. En phase
finale, des anticorps révélateurs anti-O157 sont aspirés dans le cbne. Ces anticorps sont marqués a la
phosphatase alcaline, enzyme qui permet la révélation colorimétrique interprétée par l'appareil VIDAS.
L’automate peut réaliser jusqu’a 30 analyses simultanément. L’investissement nécessaire dans I'automate
doit étre contrebalancé par la main-d’ceuvre réduite et la possibilité de réaliser de nombreuses autres
recherches de pathogénes et/ou toxines avec cet automate (exemple : Salmonella, Listeria, Campylobacter,
entérotoxine staphylococcique).

Ce systéme automatisé permet 'immunocapture et également la détection des pathogénes.
213 Résultats et interprétation

L’ensemble des systéemes décrits permet aux industriels agroalimentaires un controle "présomptif' de la
présence de E. coli O157:H7 dans les aliments :

- en cas de réponse négative du test, et dés lors que la phase d’enrichissement de I'échantillon
a bien été conduite, l'industriel peut considérer que la prise d’essai testée ne contient pas de
E. coli O157:H7.

- par contre si le kit utilisé donne une réponse positive, quelle doit étre l'interprétation de ce
résultat positif ?
Les kits décrits précédemment ne recherchent que I'antigéne somatique O157 (parfois associé a I'antigéne
H7). Méme les systémes qui affichent une spécificité totale pour E. coli O157:H7 donnent en fait des résultats
positifs pour des E. coli O157 non-H7.

Donc un résultat positif d’'un de ces tests immunologiques signe seulement la présence de I'antigéne cible (le
plus souvent, il s’agit de I'antigéne somatique O157). Or les réactions immunologiques croisées avec des
espéces bactériennes autres que E. coli ne sont pas rares. En effet, 'antisérum polyclonal O157 réagit
également avec Brucella abortus, Brucella melitensis, Yersinia enterocolitica sérogroupe 09, Salmonella
groupe N et Pseudomonas maltophilia 555. L’épitope commun a toutes ces bactéries responsables des
réactions croisées est le sucre 4-amino-4,6 didésoxy-D-mannose présent sur le lipopolysaccharide.

- 109 -



Afssa

Bilan des connaissances relatives aux STEC — Section F

Il faut donc confirmer ce résultat en isolant la bactérie a I'origine du message positif et identifier cette bactérie.
Cette confirmation prend au moins 3 jours.

Tableau 10 : Kits immunologiques de détection de E. coli O157:H7 dans I'aliment (Vernozy-Rozand et

al, 2002)
ANTIGENE(S) | SYSTEME DE Vv
TEST FABRICANT FORMAT ALIDATION
S ¢ CIBLE(S) REVELATION 0
EHEK-Tek™ Organon Teknika | O157 et H7 Colorimétrique Microplaque Health '\(;‘lgrli?i;Method
™ . .

Tecra ™ E.C. 0157 | Bioenterprises Pty 0157 Colorimétrique Microplaque
VIA Ltd
Assurance' EHEC | BioControl g . AOAC Official Method
EIA Systems Inc. 0157 et H7 Colorimétrique Microplaque 996 10
z’:‘;;l'STIK E. coli Celsis-Lumac 0157 Colorimétrique Dip-stick

™ BioControl s . AOAC Official Method
VIP "EHEC Systems Inc. 0157 et H7 Colorimétrique 1 étape 996.09
gqa;;la card E. coli Diffchamb 0157 Colorimétrique 1 étape
REVEAL™ E. coli o .
0157:H7 Neogen 0157 et H7 Colorimétrique 1 étape
ImmunoCard Statl | Meridian g . AOAC Performance
E. coli O157:H7 Diagnostics 0157 et H7 Colorimétrique 1 étape Tested
Biocard EHEC ANI Biotech OY 0157 Colorimétrique 1 étape
SinglepathTM E. coli o .
0157:H7 Merck Ltd 0157 et H7 Colorimétrique 1 étape
VIDAS E. coli 0157 | BioMérieux 0157 Fluorescent Automatisé AFNOR 12/08-07/00
(E)'f ;_? ss E. coli Foss Electric A/S | 0157 Fluorescent Automatisé
214 Tests immunologiques validés AFNOR de détection des E. coli 0157:H7

Les deux méthode, 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 « Sorbitol négatives » serait difficile. Différentes techniques
"d’immunoconcentration” sont actuellement disponibles. A la différence des systémes décrits précédemment,
ces méthodes sont des outils qui vont optimiser I'étape d’'isolement de la bactérie cible sur une gélose
spécifique en la séparant de la matrice alimentaire et du reste de la microflore.

Parmi ces méthodes d’immunoconcentration, on trouve [Iimmunoséparation magnétique (IMS) et
'immunoconcentration automatique (ICE) permise par le VIDAS (Tableau 11).
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Tableau 11 : Kit d’immunoconcentration de E. coli 0157 dans I’aliment (Vernozy-Rozand et al, 2002)

FABRICANT TEST FORMAT A'::TIIBGLEENE VALIDATION

. , i AFNOR DYN
Dynal Ltd (UK) RK/rIwSa;Jeads® anti E. coli 0157 Bglr:]?n ronstiaues | 0157 16/2-0696
P gnetia ISO EN 16654
Tecra Ltd (UK) 56030)” 0157 Immunocapture system | py,,_qick 0157 non
s VIDAS Immunoconcentration E. coli AFNOR 12/08-
BioMérieux 0157 (ECO) Automate 0157 07/00

En France, les deux méthodes validées AFNOR de détection de E. coli O157:H7 dans l'aliment utilisent
(Figure 13etFigure 14) :

- soit 'IMS : cette méthode est aussi la norme ISO EN 16654
- soit le systéme VIDAS ECO pour la détection de I'antigéne somatique O157.

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 ECO (cbne et
barrette). Le cOne est recouvert d’anticorps anti-O157 qui permettent de capturer les bactéries cibles. Ces
bactéries sont ensuite relarguées dans le premier puits de la barrette sous forme d’un immunoconcentrat qui
est ensuite isolé sur des géloses spécifiques; les colonies suspectes font l'objet de confirmation
(agglutination latex 0157, identification de I'espéce, recherche de I'antigéne H7, production de vérotoxine).

La séparation immuno-magnétique (IMS) reprise dans la norme ISO EN 16654, est une méthode qui utilise
des particules paramagnétiques couvertes d'anticorps spécifiques 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 I'’échantillon par application d'un aimant. Les organismes cibles sont ensuite séparés
par centrifugation des débris 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 systémes de détection. Aprés enrichissement, les billes sont généralement mises en culture
sur des milieux sélectifs.

> Protocole de recherche de E. coli 0157:H7 dans I’aliment (présentation des deux méthodes
validées AFNOR)

Les industriels de I'agroalimentaire ont a leur disposition de nombreux outils immunologiques de détection de
E. coli O157:H7 dans les aliments. Les différents tests disponibles, méme si certains fabricants prétendent
que leurs tests soient spécifiques de E. coli O157:H7, ne sont que des tests présomptifs. Une préférence
devra étre accordée dans certains cas a des tests validés officiellement (validation AFNOR ou autres).

Ainsi, un kit immunologique de détection de E. coli O157:H7 qui donne une réponse positive, n’apporte qu’une
information qui doit étre confirmée en passant nécessairement par I'isolement et I'identification de la souche
bactérienne a I'origine du message immunologique positif. Cette confirmation est nécessaire avant de prendre
toute décision quant au devenir du lot suspect (Figure 13 et Figure 14). L’isolement des souches est
grandement facilité par les méthodes d'immunoconcentration des E. coli O157:H7.

Remarque : Les différentes étapes de détection et de confirmation de E. coli O157:H7 dans I'eau, proposée
par le Public Health Laboratory Service (Royaume Uni) sont les suivantes : concentration sur filtre, incubation
dans un bouillon d’enrichissement sélectif (bouillon trypticase soja modifié pendant 5 a 6 h ou 22 h a 41,5°C),
isolement sur milieux sélectifs apres une double immunoséparation magnétique (billes Dynabeads E. coli
O157:H7). Les boites de CT SMAC sont incubées a 37°C pendant 22 heures puis, une confirmation des
colonies suspectes est effectuée.

-111 -



Afssa Bilan des connaissances relatives aux STEC — Section F

Echantillon alimentaire de 25 g

Adjonction de milieu de pré-enrichissement:
225 ml de mTSB + novobiocine ou acriflavine pour produits laitiers

$ 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

— ,

Résultat Négatif Résultat Positif
STOP VIDAS ICE
500ul deI bouillon

v

Etalement de 50pl sur CT-SMAC et O157:H7 ID-bioMérieux

Incubation 18/24h a 37°C

Identification sérotypique : Latex Oxoid

Tester 5 colonies sorbitol avec un antisérum O157

Y

Réaction d’agglutination -

v

Tester 5 colonies sorbitol + avec un antisérum O157

Réaction d’agglutination + A/ \ Réaction d’agglutination -

Identification biochimique : galerie API 20E —bp NonEcoi —— p STOP

Réaction d’agglutination +

E.coli 0157

i 3 repiquage successifs sur gélose mobilité + état frais (x100)

Recherche de I’agglutination avec un antisérum H?7 (test Bafco E.coli H antisérum H7-Difco)

D

Réaction+ = E.coli O157:H7 Réaction- = E.coli 0157 non H7

N u

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

Figure 13 : Protocole de recherche de E. coli 0157 dans I’aliment : méthode VIDAS
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Préparation de I’échantillon

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

Homogénéisation et Incubation 6h
et 12h a 18h a 41,5°C +/-1°C

\4

Concentration d’E.coli O157 par capture par les billes
immunomagnétiques et lavage par une solution stérile

Resuspension dans 0,1ml de solution tampon stérile

Ensemencement de 50ul de particules sur CT-SMAC
et une 2nde gélose sélective

Incubation 18h a 24h a 37°C +/-1°C

e Sélection de 5 colonies caractéristiques sur chaque milieu

e Confirmation des par production d’indole ou les kits de
diagnostic disponibles dans le commerce et par agglutination
avec le sérum anti E.coli 0157

Figure 14 : Mode opératoire IMS (Norme ISO EN-16654)
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2.2 Tests immunologiques de détection des STEC non-0157

Ces tests sont des alternatives a la méthode de référence de recherche des vérotoxines. Celle-ci est fondée
sur la mise en évidence du pouvoir cytopathologique des vérotoxines sur les lignées cellulaires Vero
(Richardson et al., 1988). Ainsi peuvent étre testés des échantillons fécaux, des cultures cellulaires et des
aliments (Rowe et al., 1994). Les colonies, déha isolées, sont incubées en bouillon trypticase soja ; puis les
cultures, aprés filtration, sont ajoutées a la lignée cellulaire Vero. Ces cellules prennent une forme ronde et se
détachent les unes des autres en présence de vérotoxines. Dans des études récentes, la croissance des
STEC dans des milieux dépourvus de fer permet la production augmentée des Stx1 mais pas des Stx2
(Thomas et al., 1993). Pour les tests de routine, les concentrations de vérotoxines obtenues dans les
bouillons décrits plus haut sont suffisantes. Une grande quantité des vérotoxines n’est pas libérée dans les
milieux mais reste liée a la bactérie. Elle peut étre relarguée par une sonication, par I'utilisation d’une presse
de French ou par un traitement a la polymyxine. Ces techniques ont été utilisées pour la préparation de
grandes quantités de vérotoxines (Proulx et al., 1992). Du fait d’'un seuil de sensibilité trés bas, nécessaire a
la détection des vérotoxines libres dans un milieu, il n’est pas rare que celles-ci soient présentes sans que I'on
parvienne a isoler la bactérie. A I'inverse aucun STEC ne peut-étre trouvé en I'absence de vérotoxines libres.
(Igarashi et al., 1987; Proulx et al., 1992). Pour confirmer que I'effet cytopathogéne exercé sur les cellules
Vero est effectivement dii aux vérotoxines, il faut réaliser des tests de neutralisation en utilisant des anticorps
dirigés contre les Stx1 et les Stx2 (Scotland et al., 1988). La thermostabilité de la toxine devra également étre
confirmée apres chauffage des échantillons a 100 °C pendant 15 minutes.

Quelques techniques ELISA permettant la détection des vérotoxines ont été décrites (Beutin et al., 1989;
Chapman et al., 1992; Keene et al., 1993). Les systéemes permettant la fixation des vérotoxines sont variés :
des glycolipides contenant un composé terminal D-Gal-(1->4)-D-Gal, le céramide globotriosyl (Gb3), lyso-Gb3
et le liquide des vésicules hydatiques provenant de moutons infectés par Echinococcus granulosus. Dans
d’autres études, les anticorps monoclonaux anti-vérotoxines ont été utilisés. En général, ces tests sont moins
performants, parce que moins sensibles, que le test utilisant les cellules Vero. En outre, comme ces toxines
montrent des antigénicités variables, une grande vigilance doit exister pour le choix des réactifs lorsque I'on
se propose de détecter toutes les vérotoxines dans un échantillon (Smith et al., 1993). Depuis peu quelques
kits ont été commercialisés, permettant la détection des vérotoxines dans les matieres fécales. Par exemple
le « Premier EHEC test » (Meridian Diagnostic Inc, USA) a fait 'objet de nombreuses évaluations (Kehl et al.,
1997; Mackenzie et al., 1998), concluant toutes a la bonne sensibilité et spécificité de cette méthode, qui est
désormais utilisée en routine dans de nombreux laboratoires ne disposant pas de matériel de biologie
moléculaire.

La capacité du STEC-RPLA, Denka Seiken, (Japon), de détecter et d’identifier Stx1 et Stx2 extraites par
polymyxine d’'un surnageant de culture pure de STEC est étroitement corrélée a la présence des genes
codant pour ces vérotoxines (Beutin et al., 1996). Les conclusions sont également favorables pour le
VEROTOX-F Denka Seiken (Japon), qui a été comparé au test de cytotoxicité sur cellules Vero par Karmali
(1999).

3 Méthodes génétiques de détection des STEC dans les aliments

Ces méthodes sont la plupart du temps basées sur la recherche des génes stx codant les vérotoxines par
PCR (Bouvet and Vernozy-Rozand, 2000). Les amorces conseillées sont décrites par Lin et al. (1993). Le
premier systéme a été mis au point par Karch et Meyer (1989) avec des amorces "dégénérées", c’est-a-dire
un mélange de plusieurs amorces permettant d’amplifier stx, et stx,. Les amplifiats obtenus étaient identifiés
par hybridation avec des sondes spécifiques complémentaires d’'une partie de la séquence amplifiée. Il était
alors possible d’identifier les séquences de stx; et stx, mais les variants de stx, ne pouvaient pas étre
différenciés de stxs.

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 stxq, Stxo
et stxg. Plusieurs matrices (viande de beoeuf, viande de porc, lait de chévre, féeces de beeuf et féces de porc)
contenant différentes souches de STEC (233 souches) de E. coli non vérotoxinogénes (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. Shigella dysenteriae type 1 était la seule autre bactérie
détectée. La sensibilité de cette méthode était de 1 pg d’ADN ou 17 ufc. Chen et al. (1998) ont utilisé les
mémes amorces pour réaliser un systéeme de détection et de quantification des STEC dans les aliments. Ce
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systéme comportait 2 étapes : une amplification asymétrique (une des amorces était en excés par rapport a
I'autre) avec la paire d’amorces mise au point par Read et al. (1992), puis une "demi" PCR nichée (les
amorces se fixent a l'intérieur du segment amplifié par les premiéres amorces) avec une amorce double-brin
fluorescente. Cette deuxieme étape d’amplification entrainait la dissociation de 'amorce marquée, au fur et a
mesure de son utilisation, et par conséquent la diminution du signal de fluorescence. Cette perte de signal
était ainsi proportionnelle a la quantité d'amorce incorporée dans les produits finaux d'amplification. Elle
pouvait étre mesurée cycle aprés cycle et utilisée pour la quantification de la cible initiale.

Tous les protocoles de PCR appliqués sur les aliments se heurtent au probléme lié a la présence d’inhibiteurs
de la polymérase. Pour éviter cela, il est alors nécessaire d’isoler les bactéries ou d’extraire leur ADN (Chen
et al., 1998; Gilgen et al., 1998). Récemment, plusieurs protocoles ont été mis au point directement a partir
des aliments. Begum et Jackson (1995), ont dilué 1 000 fois les échantillons de viande de bceuf afin de
réduire la concentration des composés inhibant la polymérase. Avec cette technique, méme si un
enrichissement de 6 heures était indispensable pour 6 des échantillons, il était alors possible de détecter
30 STEC/mL de bouillon de culture. Afin de contrdler les agents inhibiteurs de la PCR (protéases, agents
chélateurs du magnésium, sels,...) qui peuvent étre présents dans des échantillons complexes comme les
aliments ou les matiéres fécales, il est indispensable d'utiliser des contréles internes d’inhibition. Ainsi, le test
de PCR-ELISA développé par Fach et al. (2001) utilise un contréle interne d’inhibition qui est co-amplifié avec
les génes stx et dont la détection s’effectue aussi par hybridation sandwich sur format microplaque. Cette
approche permet de contréler la faisabilité de la réaction PCR et d’éviter les « faux négatifs » dus aux effets
de la matrice.

Masters et al. (1994) ont étudié la corrélation entre la viabilité, quantifiée par le dénombrement bactérien sur
milieu gélosé et la détectabilité par PCR de bactéries soumises a différents stress. Un traitement par 'acide
ou l'eau oxygénée, entrainait la perte du signal par PCR, juste aprés la disparition de la viabilité. Par
opposition, un fort signal en PCR était obtenu avec des cellules tuées par privation de substances nutritives
ou déshydratation. La détection par PCR n’était que trés peu affectée par I'exposition a des températures
allant jusqu’a 100 °C. Et méme les cellules autoclavées (121 °C pendant 15 minutes) pouvaient étre
détectées par cette méthode. Ces résultats illustrent le fait qu’il n'existe pas de corrélation évidente entre
viabilité et détectabilité par PCR.

L’influence d’'un stress par le froid sur la durée de I'enrichissement, avant détection par PCR, de STEC
volontairement ensemencés dans de la viande de bceuf, a été étudiée par Uyttendaele et al. (1998). Des
temps d’incubation de 6 et 9 heures de 1 a 10 ufc/g et de 1 a 10 ufc/25g respectivement étaient suffisants
lorsque I'analyse était réalisée immédiatement aprés ensemencement (pas de période de réfrigération ou de
congélation). Quand les bactéries étaient exposées au froid (+4 °C ou —20 °C), une période d’enrichissement
de 24 heures était nécessaire. Dans ces conditions, un enrichissement plus court de 9 heures réduisait la
sensibilité de la PCR a 80 ufc/g. En conclusion, un enrichissement de 24 heures d’un échantillon de viande de
beeuf naturellement contaminée, serait optimal pour une détection ultérieure des STEC par PCR.

Plusieurs auteurs ont décrits des systémes de détection des STEC faisant appel aux techniques récentes de
PCR en temps réel. De fagon générale, la PCR en temps réel permet de réaliser I'amplification et
I'identification du produit amplifié simultanément (suivi en temps réel de la réaction). Ces méthodes
présentent de plus l'avantage d’étre quantitatives, sensibles, spécifiques et rapides. Les mesures des
réactions d’amplification sont toujours basées sur le suivi de I'émission d’'un fluorophore mais différents
formats réactionnels (SYBRGreen, molecular beacons, sondes d’hybridation, sondes de type Tagman) sont
utilisables.

Les premiers systéemes moléculaires faisant appel aux principes de la PCR en temps réel (sondes marquées
avec des fluorophores) n’utilisaient pas des systémes intégrés de lecture de fluorescence en temps réel.
Ainsi, Oberst et al. (1998) ont décrit un systéeme pour lidentification des STEC 0157 :H7 basé sur
I'amplification de I'extrémité 5’ du géne eae utilisant les amorces précédemment décrites en PCR classique
par Meng et al. (1996) et une sonde de type Tagman (Il est a noter que I'amplification de cette région ne
permet dobtenir qu’une identification présomptive de STEC 0157 puisque, comme observé en PCR
classique par Meng et al. (1996), elle génére des réactions croisées avec les souches 055 de E. coli).
Sharma et al. (1999) ont décrit trois sets de primers et trois sondes de type Tagman pour la détection des
genes stx,, stxy, eae. McKillip et al. (2000) ont rapporté un modéle moléculaire utilisant un couple de primer et
une sonde « molecular beacon » pour la détection de stx,. Ce modeéle a été validé par I'analyse d’échantillons
de lait contaminé par E. coli 0157 :H7.
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Plus récemment, des auteurs ont publié des travaux pour la détection des STEC par des méthodes de PCR
en temps réel qui utilisent les appareils qui permettent I'amplification et la mesure de fluorescence
simultanément (LightCycler, ABlprism 7700, SmartCycler...). Ainsi, un modéle de PCR en temps réel a été
décrit par Bélanger et al. (2002) pour la détection des génes stx; et stx, des STEC. Cette méthode utilise
deux couples de primers qui amplifient respectivement tous les variants des génes stx; et de stx,. Ces
couples de primers ont été utilisés en multiplex avec deux sondes internes (« molecular beacons ») marquées
avec deux fluorophores différents pour la détection spécifique des deux types d’amplicons. Cette méthode
trés rapide (1 heure) a été testée sur 23 souches de STEC et 38 extraits fécaux de patients et s’est révélée
simple, sensible et spécifique. Un systéme analogue de PCR en temps réel permettant de détecter et
identifier les génes stx; et stx, a été décrit par Bellin et al. (2001). |l utilise aussi, en multiplex, deux couples
de primers qui amplifient respectivement des portions des génes stx; et stx,, mais les sondes internes sont
des sondes d’hybridation. Ces auteurs indiquent la possibilité d’identifier les variants de type stx2e grace a
I'analyse des courbes de fusion des produits amplifiés. Cette méthode trés rapide (45 minutes) a été testée
sur 48 STEC et 37 souches bactériennes non STEC. Pour la détection des E. coli de sérogroupe 0157, Fortin
et al. (2001) ont décrit un systéme de PCR en temps réel basé sur la détection du géne rfb (codant pour une
enzyme nécessaire a la biosynthése de I'antigéne somatique O). Ce modéle utilise une sonde « molecular
beacon ». Il a permis la détection de tous les E. coli O157 testés et a été validé par contamination artificielle
de lait et de jus de pommes. Des systemes de PCR en temps réel utilisant des sondes de type Tagman pour
la détection des facteurs de virulence de souches de E. coli isolées de porcs ont également été décrits par
Frydendahl et al. (2001). Cette étude décrit des modéles moléculaires pour la détection des facteurs de
colonisation (F4, F5, F6, F18, F41, intimine) des toxines thermostables (STa, STb, EAST1), thermolabiles
(LT), de la vérotoxine Stxge.

Deux kits de détection de E. coli O157:H7 sont actuellement commercialisés. Ces 2 kits utilisent la PCR
comme technique de détection (les amorces ne sont pas révélées par les fabricants) et permettent d’obtenir
un résultat en 24 heures :

- Le kit BAX® for screening/E. coli O157:H7 (Qualicon, Inc. — USA) permet d’obtenir un taux de
détection de E. coli O157:H7 égal a 96,5 %, contre un taux de 39 % pour les méthodes de culture
et de 71,5% pour la méthode dimmunodiffusion (Johnson et al, 1998). Ainsi aprés
enrichissement en milieu EC modifié, d’échantillons de jus de fruits (orange, pomme et carotte)
volontairement contaminés, ce systéme permet de détecter moins de 5 ufc/25 mL (Kirke White et
al., 1997).

- Le kit Probelia™ PCR System-E. coli O157:H7 (BioControl Systems, Inc. — USA) repose sur
'amplification génique par PCR, suivie de Ihybridation « sandwich » des fragments d’ADN
amplifiés. Ce test utilise des amorces et des sondes ADN spécifiques de E. coli O157:H7 ainsi
gu’'un systéme de révélation colorimétrique sur plaque de microtitration. Un ADN synthétique,
appelé "contrdle interne", est ajouté a chaque réaction d’amplification. La détection du contrdle
interne amplifié s’effectue sur une plague de microtitration spécifique a celui-ci. Un échantillon est
considéré comme négatif si la valeur de I'absorbance obtenue est inférieure ou égale a la valeur
limite établie pour I'essai et a été interprétée en fonction des résultats obtenus pour le contréle
négatif. Un échantillon est considéré comme positif si la valeur de I'absorbance obtenue est
supérieure a la valeur limite établie pour I'essai. La spécificité a été évaluée avec des cultures
pures de 98 STEC (dont 57 O157:H7 et 3 O157:NM), 40 E. coli non STEC et 42 entérobactéries
(dont Salmonella sp. et Shigella sp.). Seules les souches de E. coli O157:H7 et O157:NM sont
détectées par cette méthode. En terme de sensibilité, ce kit permet la détection de 1 a 10 ufc/25q,
aprés enrichissement (Coquard et al., 1998).

Les méthodes génétiques ont une trés grande sensibilité et une spécificité souvent supérieure a celle des
méthodes immunologiques. Elles permettent donc la détection de bactéries pathogénes présentes en trés
faible nombre dans l'aliment. Elles permettent également la détection des facteurs de virulence dont
I'association est un pré-requis pour envisager le caractére éventuellement dangereux d'un aliment.

Les méthodes génétiques sont donc intéressantes pour détecter les E. coli vérotoxiques et plus
particulierement le sérotype O157:H7 dans les aliments.

Le seul frein a I'application de ces méthodes génétiques a grande échelle, notamment dans le cadre des
investigations en industries agro-alimentaires, est le nécessaire investissement en matériel et en formation du
personnel.
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Rappelons enfin que ces différentes méthodes ne donnent qu'une réponse de type absence ou présence de
I'agent pathogene. Une réponse positive devra toujours étre confirmée par un isolement de la bactérie avec
recours indispensable aux méthodes "traditionnelles".

4 Limites de ces méthodes

4.1 Dénombrement

Lors d’études concernant la résistance de E. coli 0157 :H7 a différents facteurs, le choix des conditions de
recouvrement influence les résultats. En effet, si ces conditions ne permettent pas une revivification optimale
des cellules bactériennes, les effets bactéricides des traitements appliqués peuvent étre surestimés. Ainsi, le
milieu Modified Sorbitol Mac Conkey Agar (MSMA), largement utilisé pour le dénombrement des E. coli
0157 :H7, a montré ses limites pour le recouvrement de cellules stressées par la congélation (Abdul-Raouf et
al., 1993b; Cooner and Hall, 1994; Harrisson et al., 1998; Rocelle et al., 1995), le chauffage, le pH, de hautes
concentrations en NaCl, ou encore par I'acidification et le séchage lors de la fermentation de produits carnés.

Par exemple, le milieu Modified Eosin Methylene Blue agar (MEMB) permet un meilleur recouvrement des
cellules stressées et montre des taux de recouvrement similaires a ceux obtenus sur milieux nutritifs non
sélectifs (Trypticase soja).

Blackburn et McCarthy (2000) ont montré que des méthodes utilisant directement un enrichissement sélectif
avec ou sans élévation de la température, donnaient des résultats faussement négatifs et ont préconisé
I'incorporation d’'un milieu de pré-enrichissement non sélectif qui augmente le taux de détection par plus de 10
fois.

Kang (2002) propose I'utilisation d’'une membrane-filtre pour permettre a des cellules stressées par la chaleur
de se revivifier sur un milieu non sélectif avant d’étre soumises a la diffusion d’agents sélectifs.

Aucune étude n’a été entreprise a ce jour pour le dénombrement des STEC.
4.2 Influence du stress et des formes Viables Non Cultivables (VNC)

De nombreux auteurs considérent aujourd’hui que les STEC peuvent entrer dans une forme viable non
cultivable suite a des stress ou interviennent des modifications des fonctions physiologiques et notamment
une division cellulaire altérée (Colwell et al., 1985).

La plupart des études n’ont concerné que le seul sérotype O157:H7, avec la démonstration du passage a une
forme viable non cultivable, notamment lors d’'un maintien prolongé dans de I'eau (Mizunoe et al., 1999;
Rigsbee et al., 1997; Wang and Doyle, 1998). Plus particulierement Rigsbee et al. (1997) ont montré que 3
souches différentes de E. coli O157 :H7 devenaient non cultivables mais viables au bout de 70 jours dans de
I'eau salée (pH 7,4, t° 5°C). De méme 5 souches de E. coli O157:H7 deviennent également non cultivables
dans un réservoir d’eau au bout de 77 jours et dans I'eau d’un lac au bout de 50 voire 70 jours a 25°C (Wang
and Doyle, 1998). Des souches de E. coli 0157 :H7, mises en suspension dans de I'eau et maintenues a 4°C,
deviennent non cultivables en 21 jours selon Mizunoe et al. (1999).

Une épidémie impliquant du saumon fumé contaminé par E. coli 0157 :H7, est intervenue au Japon en 1998
(Asai et al., 1999). Moins de deux bactéries par gramme ont été dénombrées, ce qui a amené certains
chercheurs a supposer que les souches étaient entrées sous forme VNC. Cette hypothése est étayée par
Makino et al. (2000b) qui ont démontré le passage sous forme VNC aprés une exposition des souches
0157:H7 a des concentrations importantes en NaCl et la revivification de ces souches lorsque les conditions
redevenaient normales. Selon eux, si ce changement intervient dans I'aliment, il serait alors difficile d’isoler
les bactéries VNC en utilisant les méthodes de détection habituelles. En outre, bien que des milieux sélectifs
supplémentés avec des sels biliaires soient utilisés couramment pour la détection des Entérobactéries, de tels
milieux n’étaient pas adaptés pour la détection, ni de cellules O157:H7 en VNC, ni des cellules résistantes au
NaCl isolées d’aliments salés (Makino et al., 2000b).

Un grand nombre de méthodes de culture permet cette revivification de souches VNC. L'une d’entre elles
consiste a ajouter, au milieu de culture, des agents dégradants le peroxyde comme la catalase ou le pyruvate
de sodium. Ces composés permettent une protection des cellules contre le stress oxydatif (Mizunoe et al.,
1999).
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La majeure partie des méthodes utilisées pour détecter les STEC dans les aliments utilise TADN comme
molécule cible. Cependant, de nombreuses publications montrent que I’ADN n’est pas le meilleur indicateur
de la viabilité des pathogénes du fait de sa persistance apres la mort cellulaire.

L’ARNm, quant a lui, a fait 'objet de nombreuses études. Ainsi la RT-PCR pourrait constituer un moyen tres
intéressant pour détecter rapidement les pathogénes viables (Mclngval et al., 2002).

L’expression des facteurs de virulence des bactéries est affectée et régulée par de nombreux paramétres
environnementaux dont les conditions de stress soumis a la bactérie. Ainsi, si I'on veut utiliser la RT-PCR
comme moyen de détecter spécifiquement les bactéries, il faut choisir un ARNm cible dont I'expression est
importante et dépend de ces facteurs environnementaux.

Mclngval et al. (2002) ont montré que la RT-PCR utilisant comme amorce 'ARNm de la Stx2 constituait un
outil fiable pour détecter les STEC viables dans de la viande de boeuf haché.

Villarino et al. (2000) ont étudié la différenciation entre des bactéries viables et des VNC, en évaluant
différentes méthodes sur I'expression de la viabilité (comme les activités métaboliques, 'intégrité cellulaire, ou
la construction de matériels cellulaires) de E. coli K12 stressé par la chaleur ou les UV : la combinaison de
I’hybridation in situ en fluorescence, avec des sondes d’ARN ribosomique et de I'élongation cellulaire avait la
capacité de différencier la vie de la mort cellulaire. lls proposent une définition sur la mort bactérienne comme
un état irréversible ou aucune croissance, élongation cellulaire ou synthése protéique ne peuvent intervenir.

Le pouvoir pathogéne des bactéries non cultivées n’est toujours pas clairement défini dans la mesure ou
certains auteurs (Oliver and Bockian, 1995) ont démontré leur pathogénicité alors que d’autres, bien plus
nombreux, ont montré que la pathogénicité était associée systématiquement a la possibilité de culture de
I'agent pathogéne (Kolling and Matthews, 2001).

Makino et al. (2000a) ont indiqué que des souches VNC de E.coli O157:H7, stressées par le sel
n’exprimaient pas leur pathogénicité dans l'intestin d’'une souris.

Kolling et Matthews (2001) ont quant a eux testé la pathogénicité de souches de E. coli O157:H7 stressées
expérimentalement suite a un long stockage dans de I'eau plus ou moins chlorée. L’évaluation de la virulence
s’est faite en étudiant la cytotoxicité sur cellules Vero. Les souches VNC de E. coli O157:H7 semblent avoir
perdu leur virulence.

QUESTION N°27 : QUELLES SONT LES METHODES UTILISEES ACTUELLEMENT POUR
L’ ISOLEMENT ET LE DENOMBREMENT DES STEC EN MEDECINE HUMAINE ?

Le diagnostic des infections a E. coli O157:H7 est difficile, cette bactérie étant rapidement éliminée du tube
digestif. La quantité présente dans les selles reste trés faible, surtout au moment du SHU (Milford et al.,
1990). Une étude, réalisée par Tarr et al. (1990), a montré qu'au cours d’'un SHU, le recueil des selles doit
s’effectuer au maximum 4 a 6 jours apres le début des prodromes digestifs.

Le diagnostic repose d’'une part sur la mise en évidence dans les selles de E. coli O157:H7 et la détection des
genes de virulence (stx et eae) sur toute bactérie de E. coli potentiellement pathogene et d’autre part sur
I'augmentation du titre sérique des anticorps spécifiques anti-lipopolysaccharide (LPS).

1 Méthodes biochimiques et immunologiques de détection des STEC

E. coli O157:H7 étant présent en quantité parfois trés faible dans les selles (<102 /g de selles), il est
indispensable de réaliser un enrichissement des selles (Taylor, 1990). De nombreux milieux d'enrichissement
pour les E. coli O157:H7 ont été étudiés en microbiologie vétérinaire et animale. En médecine humaine, il est
classique d’utiliser de I'eau peptonée tamponnée additionnée de vancomycine, et de céfixime pour supprimer
la croissance des bactéries a Gram négatif comme Aeromonas sp. et Proteus sp.

Aprés croissance dans le milieu d'enrichissement, plusieurs méthodes peuvent étre utilisées pour la détection
des colonies de E. coli O157. L'utilisation de la séparation immuno-magnétique (IMS) a l'aide de billes
recouvertes d'anticorps anti-LPS de E. coli 0157 est une méthode sensible (Safarikova and Safarik, 2001).
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Pour les souches fermentant le sorbitol, la mise en évidence du caractére hémolytique sur unr gélose au sang
de mouton peut étre une aide au diagnostic. La majorité des STEC a la propriété de produire une
entérohémolysine décelable sur une gélose contenant des érythrocytes de moutons lavées, additionnée
d’ions Ca** (Beutin et al., 1989). Cependant, lorsqu’'une hémolyse est observée la mise en évidence des
genes codant pour les vérotoxines est indispensable (Beutin et al., 1996). De plus, une proportion de STEC
non-O157 et de STEC 0157 fermentant le sorbitol peut ne pas produire I'entérohémolysine et ne sera donc
pas détectée sur cette gélose au sang (Bielaszewska et al., 1998).

Les méthodes phénotypiques de détection de E. coli O157:H7 sont aisées a metire en ceuvre mais ne sont
pas adaptées a la mise en évidence des souches STEC non-O157 et des souches de E. coli O157:H7
fermentant le sorbitol.

De nouvelles techniques, basées sur le principe d’'immuno-chromatographie, utilisent 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). Ces méthodes, faciles a mettre en ceuvre, donnent un
résultat rapide (15 a 20 minutes). Cependant, elles ne détectent que les STEC de sérogroupe 0157
(Mackenzie et al., 2000).

La technique de référence pour la recherche de vérotoxines libres sur filtrat de selles est la cytotoxicité sur
cellules Vero ou HelLa (Konowalchuk et al., 1977; Richardson et al., 1988), spécifique si elle est neutralisée
par un antisérum anti-Stx (Scotland et al., 1988). Spécifique, ce test est difficile a mettre en oeuvre et ne peut
étre utilisé qu’en laboratoire spécialisé.

Des techniques immunologiques de type ELISA, ont été développées. De valeur inégale, elles sont moins
sensibles que la cytotoxicité sur cellules Vero. Cependant, quelques tests ont été commercialisés et
présentent une bonne sensibilité : "Premier EHEC test" (Kehl et al., 1997; Mackenzie et al., 1998), VTEC-
RPLA (Beutin et al., 1996), "VTEC-Screen "Seiken" RPLA (Beutin et al., 2002).

2 Méthodes génétiques de détection des STEC

Compte-tenu de la présence en trés faible quantité des STEC dans les selles, 'amplification génique in situ
par PCR des génes codant pour Stx1 et Stx2 dans les selles représente une méthode trés sensible. Elle
constitue la méthode la plus sensible pour détecter les STEC. Cependant, elle ne peut actuellement étre
réalisée que par des laboratoires spécialisés.

De trés nombreux systemes PCR ont été décrits. Les genes de virulence stx (stx;, stx, et variants) et eae
peuvent étre recherchés séparément. Le systéme d’amorces développé par Lin et al. (1993) permet de
détecter, dans un seul systéme, tous les variants connus des génes stx. Aprés restriction par Hincll du produit
amplifié, Bastian et al. (1998) peuvent sous-typer la Shiga-toxine.

D’autres systémes de détection de génes de virulence peuvent étre recherchés en combinaison dans des
systémes PCR multiplex (Cave et al., 1994; Desmarchelier et al., 1998; Gannon et al., 1993; Louie et al.,
1994; Louie et al., 1998; Maurer et al., 1999; Paton et al., 1993; Paton and Paton, 1998a, 1999a, b; Pollard et
al., 1990).

La détection des génes de pathogénicité est effectuée directement sur les selles aprés un enrichissement de
3 a 5 heures en eau peptonée. Dans le cas d’une réponse positive de la PCR, l'isolement de la bactérie
responsable est indispensable pour la recherche des génes de pathogénicité (stx, eae, ehxA) pour des études
d’épidémiologies moléculaires (pulsotypie, rybotypie). La méthode par hybridation sur colonies avec une
sonde spécifique marquée, est un bon recours pour retrouver la bactérie responsable mais nécessite
davantage de temps et de personnel qualifié.
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QUESTION N°28 : EXISTE-T-IL UN DIAGNOSTIC SEROLOGIQUE DES INFECTIONS A STEC
CHEZ L’HOMME ?

Deux types d'anticorps peuvent étre recherchés : les anticorps anti-vérotoxines et les anticorps anti-
lipopolysaccharides. La recherche des anticorps anti-vérotoxines n’est pas effectuée car celles-ci sont trop
peu immunogénes, peu de malades développent des anticorps dirigés contre les ces vérotoxines. Ces
anticorps apparaissent étre protecteurs contre la maladie induite chez I'animal d’expérience. Par contre dans
la majorité des cas, les malades développent des anticorps anti-lipopolysaccharides dont la détection est
facilement réalisable (Paton and Paton, 1998a).

Le diagnostic sérologique doit étre réalisé sur un sérum précoce et un sérum tardif afin d'observer une
augmentation du titre des anticorps attestant de l'infection. L'importance de la réponse immunitaire est
directement liée a la sévérité de la maladie.

La détection des anticorps anti-lipopolysaccharide du sérogroupe O157 mais aussi contre d’autres STEC
(026, 091, 0103, O111, 0128, et O145) est réalisée avec différentes techniques : ELISA, immunoblotting,
hémagglutination (Barrett et al., 1991; Bitzan and Karch, 1992; Chart, 1993; Paton and Paton, 1998a). Les 3
classes d'anticorps (IgG, IgM et IgA) sont détectables précocement, a un titre souvent trés élevé, et
permettent d’'attester de l'infection méme plusieurs semaines aprés le début des prodromes digestifs (Bitzan
etal., 1991).

La recherche de ces anticorps est indispensable pour le diagnostic lorsque la mise en évidence directe des
genes codant pour les Stx et/ou des STEC dans les selles est impossible, en particulier pour des études
épidémiologiques. La recherche des anticorps anti-LPS permet également d’identifier les autres sérogroupes
potentiellement STEC (Caprioli et al., 1994). La plus grande prévalence des infections a E. coli O157:H7 par
rapport a celles dues aux autres sérotypes parait étre surestimée en raison de la facilité avec laquelle ce
sérotype peut étre mis en évidence. Cependant, la sérologie LPS O157 a permis récemment de confirmer
cette prévalence plus élevée. Plusieurs études ont en effet montré I'existence d'une infection 8 STEC dans 70
a 90 % des cas de SHU typiques avec une prédominance de 0157 dans plus de 80 % des cas, alors que les
examens de selles n'étaient positifs que dans 30 a 50 % des cas (Bitzan et al., 1991; Chart, 1993; Decludt et
al., 2000).

AXES DE REFLEXION ET DE RECHERCHE

=  Etablir une méthode de référence nationale pour la recherche de STEC par PCR, vérifiée en
terme de sensibilité et de spécificité ;

=2 Mise au point de sonde de détection des génes stx, pour la détection in situ ; mise au point
d’'une méthode rapide de détection (moins de 2 heures) de génes de virulence pour STEC par
sondes fluorescentes et hybridation in situ ;

Evaluation de I'influence des matrices alimentaires sur la détectabilité des STEC ;

Mise au point de méthodes de détection des autres sérogroupes d’intérét et en particulier
026, 0103, O111...;

Evaluation de la PCR en temps réel dans le cadre du diagnostic ;
Développement et harmonisation des méthodes en médecine humaine ;
Création d’une structure nationale pour le sérotypage des souches ;

Appréciation de l'importance effective des formes VNC, mise au point de stratégies de
détection et définition de modéle pour I'appréciation du pouvoir pathogéne de ces souches ;
optimisation des conditions de révification des bacétries stressées, pour limiter la sous-
estimation.

v ¥

v VY
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POINTS A RETENIR

A ce jour, les données sur la physiologie des STEC concernent essentiellement le seul
sérotype O157:H7. Pour les autres sérogroupes (026, 0103, O111, O145..)), les
données sont quasiment inexistantes.

E. coli O157:H7 présente une plage de température permettant la croissance (6-46°C)
analogue a celle des E. coli en général et ne montre pas de résistance accrue aux
traitements thermiques (les recommandations pour la cuisson de steaks hachés sont,
aux Etats-Unis, d’atteindre une température de 71°C a cceur et, au Royaume Uni, de
maintenir une température a coeur de 70°C pendant 2 minutes).

La principale différence entre E. coli O157:H7 et les autres E. coli est que certaines
souches présentent une capacité de survie bien supérieure en conditions acides
(produits carnés ou laitiers fermentés, jus de fruits, salades assaisonnées...). Cette
survie en milieu acide est favorisée lorsque les aliments sont conservés a une
température de réfrigération.

D’une fagon générale, hormis la résistance accrue de certaines souches de STEC a
l'acidité, aucune autre résistance particuliere aux traitements assainissants n’est
rapportée. Toutefois, rappelons que, comme pour d’autres bactéries pathogénes :

- I'application de chocs physiologiques (thermiques chauds ou froids, acides ou
salins...) peut entrainer une résistance accrue a des traitements assainissants
appliqués consécutivement aux chocs,

- les caractéristiques physico-chimiques de la matrice alimentaire (pH, ay,
teneur en lipides...) influencent 'efficacité des traitements assainissants.

Les cellules de E. coli O157:H7 lorsqu’elles adhérent aux surfaces inertes ou aux
parties intactes des végétaux, le font sous la forme de cellules isolées voire en petits
agrégats. Les densités surfaciques qui sont dépendantes du milieu de culture et du
support utilisé atteignent au maximum 10°ufc/cm2. Un milieu minimum apparait plus
propice que des aliments a la formation de biofilms et a la formation de polyméres
exocellulaires.

La faible capacité colonisatrice de E. coli O157:H7 peut s’expliquer par I'absence
d’expression de fimbriae observée chez la grande majorité des souches de E. coli
0O157:H7 étudiées.

L’adhésion sur les végétaux se fait préférentiellement sur les racines des plantes et sur
les zones abimées et coupées.

Les E. coli O157:H7 ne montrent pas de résistance particuliere aux désinfectants et
apparaissent avoir une sensibilité proche, voire plus forte, que d’autres E. coli et que
d’autres bactéries pathogénes comme Listeria monocytogenes, Salmonella enterica,
Campylobacter jejuni.

-121 -




Afssa Bilan des connaissances relatives aux STEC — Section G

QUESTION N°29 : QUE SAIT-ON DU COMPORTEMENT DES STEC VIS-A-VIS DES
PRINCIPAUX FACTEURS PHYSICO-CHIMIQUES ?

Avertissement :

Les données de valeurs cardinales présentées dans cette section, relatives a la température, au pH et
a law, sont des données générales, avec mention de valeurs moyennes. La Section H, de ce
document, aborde plus précisément la variabilité inter-souches.

Par ailleurs, il est a noter que la grande majorité des travaux effectués a ce jour sur le comportement
des STEC concerne essentiellement le sérotype O157:H7.

Pour 'ensemble des questions de cette Section G, les termes de Réductions Décimales, appliqués
pour exprimer la quantification des effets d’assainissements obtenus par différents procédés, sont
abrégés en « RD ».

1 Température

1.1 Effet de la température sur la croissance

En milieu synthétique de laboratoire, la majeure partie des souches de STEC étudiées montre une
température optimale (T,,;) de croissance de 40°C (Gonthier et al., 2001; Nauta and Dufrenne, 1999),
une température minimale de croissance (T,) de 6-7°C et une température maximale de croissance
(Tmax) estimée a 45,5°C (Gonthier et al., 2001; Nauta and Dufrenne, 1999).

Ainsi, le comportement de croissance des STEC vis a vis de la température est analogue a celui des
E. coli en général. Ces données montrent que la température d’enrichissement de 42°C, telle que
préconisée par les méthodes normalisées pour le recouvrement de E. coli O157 :H7 (voir Section F-
Question n°26), validées par 'AFNOR, se situe au-dela de la température optimale de croissance des
STEC en général.

En milieu alimentaire, une croissance a été observée dans des jus de pommes non fermentés a 8°C
et dans des salades a 12°C (Abdul-Raouf et al., 1993a).

Une étude de fond a été entreprise dans le cadre du projet SYM-Previus visant a estimer les
paramétres cardinaux et les aptitudes de croissance de plusieurs souches de E. coli dans différentes
matrices. |l est prévu que ces données soient disponibles dans les toutes prochaines années.

1.2 Résistance aux traitements thermiques

E. coli O157:H7 n’est pas considéré a l'origine comme une bactérie thermorésistante (Doyle and
Schoeni, 1984). Les traitements thermiques considérés comme efficaces vis a vis de Salmonella sp.
le sont également vis a vis de E. coli O157:H7 (ICMSF, 1996).

Deux parametres sont essentiellement utilisés pour caractériser la thermorésistance bactérienne :

- Drec, désigne le temps de réduction décimale (RD) et correspond a la durée d’application
nécessaire d'une température donnée (T°C) pour détruire 90 % du nombre de germes
initialement présents,

-z est la difféerence en degrés Celsius séparant deux températures pour lesquelles les
valeurs de D sont dans un rapportde 1 a 10.

Les parameétres de thermorésistance de E. coli O157:H7 et de quelques autres sérotypes de STEC
ont été déterminés dans différentes matrices (viandes, lait et jus de pommes). Les principaux résultats
obtenus sont restitués dans le Tableau 12 et montrent une variabilité de thermorésistance suivant les
matrices. Par exemple, la thermorésistance de E. coli O157:H7 apparait plus élevée dans de la viande
hachée de boeuf que dans celle de poulet (Juneja et al., 1997).
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A cbté de ces valeurs classiques, des travaux ont mis en relief I'existence de phénoménes de
résistance accrue aux traitements thermiques suite a I'application de chocs physiologiques. En effet,
comme pour d’autres bactéries pathogénes, le phénoméne d’augmentation de la thermorésistance
suite a un choc thermique (exposition a une température sublétale) a été rapporté pour différentes
souches de E. coli O157:H7 (Juneja et al., 1998; Murano and Pierson, 1992).

En particulier, Juneja et al. (1998) ont montré qu’un choc thermique (exposition de 15 & 30 minutes a
46°C) entraine une augmentation du temps d’application d’'une température de 60°C de 1,5 fois dans
du beeuf haché et de 1,6 fois dans du beeuf entier pour obtenir 4 RD d'une population de E. coli
0O157:H7. Cette thermorésistance accrue de E. coli O157:H7 dans le boeuf haché disparait aprés un
stockage réfrigéré de 14 heures a 4°C.

Au cours des mémes travaux, il a été observé qu'un choc thermique de 25 minutes a 46°C provoque
une augmentation des niveaux de production de deux protéines de poids moléculaires de 60 et de
69 kDa, immunologiquement reliées respectivement aux protéines GroEL et DnaK. Ces deux
protéines sont des protéines dites « de choc thermique » (HSPs pour Heat Shock Proteins) et font
plus largement partie de la famille des protéines de stress, permettant aux bactéries de restaurer des
fonctions cellulaires aprés une exposition a des chocs environnementaux. L'expression des protéines
de choc chez E. coli est notamment régulée par le facteur 6>° codé par le géne rpoS (Cheville et al.,
1996). L’augmentation du niveau de la protéine de 60kDa aprés un choc thermique est
particulierement important (Juneja et al., 1998). Cette protéine a un réle connu de protection des
ARNpolymérases (ARNP) contre I'inactivation thermique et permettrait la restauration des fonctions
des ARNP dénaturées par la chaleur (Georgopoulos et al., 1994).

L’effet des traitements thermiques interagit également avec I'effet d’autres facteurs liés a la matrice
dont le pH, la teneur en sel et la présence d’additifs.

Dans du jus de pommes ou du jus d’orange, la thermorésistance a 52°C (Ds,-c) de cellules de E. coli
0O157:H7, préalablement adaptées a un environnement acide (cellules cultivées 18 h a 37°C, en milieu
TSB supplémenté avec 1% de glucose, selon le protocole défini par Buchanan et Edelson (1996)), est
considérablement plus élevée que celle de cellules témoins ou que celle de cellules simplement
exposées a un choc acide (cellules cultivées 16h a 37°C en milieu TSB puis incubées 2 h a 37°C dans
le méme milieu dont le pH a été ajusté a 4,8, en moins d’'une minute, par ajout d’acide lactique) (Ruy
and Beuchat, 1998).

La présence simultanée de 8 % de NaCl, de 4 % de lactate de sodium et de 0,5 % de polyphosphates
dans de la viande de dinde entraine des valeurs de thermorésistance a 50, 55, 57 et 60°C de E. coli
0O157:H7 significativement supérieures a celles obtenues dans de la viande sans ces additifs,
indiquant que ceux-ci favorisent la survie de la bactérie (Krotola and Conner, 1997).

Enfin, des travaux récents de Byrne et al. (2002) ont clairement mis en relief I'influence du procédé et
de la formulation sur la thermorésistance de E. coli O157:H7 dans des steaks hachés de boeuf. Au
cours de ces travaux, les souches de E. coli O157:H7 ont été inoculées dans des parures de bceuf
frais, servant a la fabrication de 4 sortes de steaks hachés : de « haute qualité » (100 % boceuf) et de
« basse qualité » (economy burgers), contenant 70 % de viande de beeuf et 30 % d’autres ingrédients
(dont des assaisonnements, du soja, du sel, de I'eau et de I'oignon), les steaks étant préparés soit a
partir de parures fraiches, soit a partir de parures ayant subi les traitements suivants : une congélation
(-18°C pendant 37h), un stockage en mode congelé (-18°C pendant un mois) et une décongélation
par un traitement aux micro-ondes (passage de —18 a —3°C en 6 minutes).

Il apparait que la thermorésistance de souches présentes dans des steaks hachés de basse qualité
est significativement plus élevée que celles de souches présentes dans des steaks contenant 100 %
de viande de beeuf. Ce constat est observé pour des steaks fabriqués a partir soit de parures fraiches
ou de parures ayant subi des traitements de congélation-décongélation. Par ailleurs, les valeurs de
thermorésistance sont moins élevées pour les steaks fabriqués a partie de parures congelées-
décongelées que de parures fraiches (Tableau 12).

Il apparait essentiel dans I'établissement de barémes thermiques sécuritaires vis a vis de E. coli
0157:H7 (détermination et validation) de tenir compte a la fois des caractéristiques de la matrice ainsi
que de l'historique (état physiologique) des souches contaminant I'aliment avant I'application du
traitement (chocs froids, chocs acides, ...).
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Des recommandations pratiques ont été émises concernant I'application de traitements thermiques
aux aliments aux Etats-Unis et au Royaume Uni :

- La Food Safety Inspection Services (FSIS, Etats-Unis, Septembre 2001) recommande
pour I'inactivation des E. coli O157:H7 dans les hamburgers, boulettes de viande, viandes
en sauce et pains de viande d’atteindre des températures, a coeur des produits, de 160°F
(71,1°C) pour la cuisson et de 165°F (73,9°C) pour le réchauffage de ces mémes produits
cuits ;

- Au Royaume Uni (ACMSF, 1995) et en Irlande (FSAI, 1999), les recommandations de
cuisson pour les steaks et steaks hachés de bceuf sont de maintenir une température a
cceur de 70°C pendant 2 minutes.

Par ailleurs, des industriels américains (Wisconsin) ont validé un baréme de pasteurisation du jus de
pommes de 14 secondes a 68,1 °C qui permet de détruire un mélange de souches de E. coli O157:H7
préalablement adaptées dans un environnement acide (Mak et al., 2001).

Tableau 12 : Thermorésistance des STEC estimée dans diverses matrices alimentaires

Souches Matrices D (minutes) z (°C) Références
E. coli O 157:H7 Boeuf haché Ds7oc= 6,4 5,3 (ICMSF, 1996)
Mélande de 4 Dssec = 21,13
souches de E. coli | Beeuf haché Deooc = 3,17 6 (Juneja et al., 1997)
0157:H7 Desec = 0,39
Mélande de 4 Dssc= 11,83
souches de E. coli | Poulet haché Dgooc= 1,63 6 (Juneja et al., 1997)
0157:H7 D65°C = 0,36
Dssec=5 i
E.coll O167:H7 | Jus de pommes | **¢ " ND* %%'g;smesser etal,
. Lait
E. coli 0111 L , Dssec = 6,6 5,3 (ICMSF, 1996)
(écrémé ou entier)
. _ Steak haché Dss-c = 20,8 .
E. coli O157:H7 100%boeuf (frais) | Dogee = 2,7 ND (Byrne et al., 2002)
, _ Steak haché 100% | Dss.c=9,3 .
E. coli O157:H7 baeuf (congelé) Degec = 1.9 ND (Byrne et al., 2002)
Steak haché de Deroce = 41 1
E. coliO157:H7 |« basse qualité » | _>°° ND* (Byrne et al., 2002)
i Deoec=4,2
(frais)
Steak hache de Degec= 11,7
E. coli O157:H7 « basse qualité » ) ND* (Byrne et al., 2002)
(congelé) Deoc=2,4
*ND : non déterminé
1.3 Effet de la congélation et de la décongélation

L’effet de la succession de la congélation et de la décongélation sur le comportement de E. coli
0157:H7 a été étudié dans diverses matrices alimentaires.

1.3.1 Viandes, lait et ceufs

E. coli O157:H7 (n°932, CDC, Atlanta) peut survivre au moins 9 mois, sans perte notable de viabilité
dans des palets de 45 g de viande de boeuf hachée, placés 30 minutes a —80°C, puis conservés a —
20°C (Doyle and Schoeni, 1984).
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Les travaux de Sage et Ingham (1998) ont montré que I'effet d’'une congélation (24 heures a —20°C),
suivie d’'une décongélation selon 3 modalités (12 heures a 4°C, 3 heures a 23°C ou par traitement au
micro-ondes de 120 secondes a 700 W) sur de la viande de boeuf hachée se traduit par une faible
réduction des populations de 4 souches de E. coli O157:H7, comprise entre 0,62 et 2,52 RD au
mieux.

Bollman et al. (2001) ont étudié la survie, a la congélation, d’'un ensemble de souches de E. coli
0157:H7 dans diverses matrices alimentaires (lait, ceufs entiers, viandes hachées de porc et de beeuf,
saucisses) et dans un bouillon témoin (TSB), a partir de suspensions bactériennes ayant
préalablement subi un choc froid (1 h 30 a 10°C). Dans les viandes de bceuf et de porc, aucun effet
cryoprotecteur n’est conféré par I'application du choc froid. Au contraire, le choc froid induit une
meilleure survie dans les autres matrices (lait, ceufs et saucisses) ainsi que dans le milieu TSB a
pH 7, avec des populations de cellules revivifiables pouvant étre jusqu’a 1000 fois plus élevées dans
le cas de cellules préalablement exposées a 10°C. Cette protection vis a vis de la congélation
conférée par le choc froid, s’accompagne de la synthése de novo d’une protéine de pHi 4,8. Toutefois,
il apparait que l'effet protecteur du choc froid est d’autant plus grand que les souches se sont
initialement multipliées a une température élevée (37°C vs. 20°C). En effet, pour des souches ayant
poussé a 20°C, l'application d’un choc de 1 heure 30 a 10°C n’induit pas de cryorésistance accrue. De
plus, une acidification du milieu (TSB a pH 5) conduit également a annuler I'effet cryoprotecteur
conféré par le choc froid.

1.3.2 Fruits et jus de fruits

Knudsen et al. (2001) ont montré qu'un mélange de souches de E. coli O157:H7 montrait une faible
inactivation aprés un mois de conservation dans des fraises congelées a -20°C, en présence ou non
de 20 % de saccharose, les réductions observeées étant de 0,7 a 2,2 RD respectivement.

Dans du jus de pommes non pasteurisé, neutralisé a pH 7 (NaOH) et conservé 16 jours a -20°C,
aucune inactivation n’est observée pour des cellules de différentes souches de E. coli O157:H7
(Yamamoto and Harris, 2001). De 1 a 3 RD peuvent étre observées aprés deux semaines de
conservation a —20°C lorsque le pH des jus est inférieur ou égal a 4,2.

Ainsi, quelle que soit la matrice alimentaire, un simple traitement de congélation/décongélation n’induit
que de faibles réductions des populations et ne peut ainsi étre considéré comme une stratégie de
maitrise des STEC dans les aliments qui ne sont pas soumis a d’autres traitements assainissants.

2 pH
21 pH et croissance : pHopt, pHmax et pHmin

En milieu synthétique de laboratoire, E. coli O157:H7 montre, en moyenne, des valeurs de pHqp
d’approximativement 6,9 et de pH.x de 9,4 (Nauta and Dufrenne, 1999) (voir Section H). Les valeurs
moyennes de pH,,, obtenues en milieu synthétique varient, en fonction de I'acide utilisé : elles sont de
4,2 pour l'acide chlorhydrique (McKellar and Knight, 1999), 4,3 pour l'acide citrique (Nauta and
Dufrenne, 1999) et de 5,5 pour I'acide acétique (McKellar and Knight, 1999).

Ainsi, les plages de pH permettant la croissance de E. coli O 157:H7 sont tout a fait similaires a celles
observées pour les autres E. coli.

2.2 Différence d’action entre les acides minéraux et les acides organiques

Les valeurs de pH., dépendent fortement de la nature de I'acide employé. Comme généralement
observé, les acides organiques sont plus efficaces que les acides minéraux pour inhiber la croissance
de E.coli O157:H7 (Buchanan and Edelson, 1999). D’'une maniére générale, les formes non
dissociées des acides organiques peuvent pénétrer, par diffusion, dans la cellule puis se dissocier,
abaissant ainsi le pH intracellulaire, ce qui a pour effet d’inhiber de nombreux mécanismes
métaboliques. Les différents acides organiques ont des efficacités variables. Ainsi, I'acide lactique et
I'acide acétique ont été décrits comme les molécules les plus efficaces pour inhiber la croissance des
E. coli O157:H7. En effet, a un pH identique la concentration de la forme non dissociée de ces acides
est plus élevée que celles d'autres acides organiques, tels que I'acide malique ou l'acide citrique.
Buchanan et Edelson (1999) ont montré que I'effet antimicrobien de I'acide lactique aux pH acides (3-
3,7) est plus fort que celui de l'acide acétique quelle que soit la phase de croissance (phase
exponentielle ou stationnaire). Au contraire, Deng et al. (1999) ont montré une plus forte inhibition par
I'acide acétique aux pH 4,7 a 6,0.
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2.3 Résistance des STEC aux pH trés acides

Une particularité de E. coli O157:H7 est de pouvoir étre isolé et d’étre capable de survivre dans une
grande diversité de denrées a pH acide, d’origine animale ou végétale, telle que les produits carnés
fermentés (Abdul-Raouf et al.,, 1993b; Glass et al., 1992; Riordan et al., 1998), les produits laitiers
fermentés (Dineen et al., 1998; Massa et al, 1997), le jus de pommes (Zhao et al., 1993), la
mayonnaise (Benjamin and Datta, 1995; Zhao and Doyle, 1994), les sauces pour salades (Skandamis
and Nychas, 2000), et méme le vinaigre (Tsujihata et al., 1998).

2.31 Mécanismes d’adaptation a I'acidité

La résistance a l'acidité (acid resistance ou acid habituation en anglais) fait en général référence a
I'exposition prolongée d’'un micro-organisme a des conditions modérément acides (pH 5) amenant
celui-ci a survivre en environnement trés acide, de pH inférieur ou égal a 2,5 (Foster, 1995). L’acido-
tolérance (acid tolérance en anglais) fait, elle, référence a la survie accrue d’'un micro-organisme
exposé a des pH allant de 2,5 a 4, aprés une bréve exposition de celui-ci a des pH modérément
acides. Cette résistance a I'acidité implique non seulement la survie prolongée du micro-organisme
dans les aliments a pH acide mais joue également un réle lors du passage de la bactérie dans
I'estomac (voir Section C-Question n°6).

Les phénoménes de résistance a I'acidité existent chez de nombreuses Entérobactéries dont E. coli et
Salmonella sp.. Chez les STEC, plusieurs mécanismes ont été décrits.

Leyer et al. (1995) ont montré que la survie de E. coli O157:H7 dans des environnements acides est
liée a une résistance a I'acidité inductible, dépendante du pH du milieu. Ainsi, 'adaptation des cellules
de E. coli O157:H7 a des conditions acides (pH 5) favorise leur survie dans une solution d’acide
lactique a pH 3,85 ainsi que dans des aliments a pH acide (salami et jus de pommes de pH 5 et 3,4
respectivement). Et les auteurs de mettre en relief I'importance de cette phase d’adaptation dans la
réalisation de tests d’épreuve microbiologique (« challenge test »). Ainsi, de nombreux travaux sur
E. coli O157:H7 ont montré qu’une croissance en milieu modérément acide (pH 5) induit une
adaptation qui favorise la survie de la bactérie dans des milieux a trés bas pH (Benjamin and Datta,
1995; Brudzinski and Harrison, 1998; Buchanan and Edelson, 1999; Leyer et al., 1995; Marques et al.,
2001; Uljas and Ingham, 1998). Une fois induite, la résistance a l'acidité est stable pendant le
stockage réfrigéré (Vernozy-Rozand and Montet, 2001).

Par ailleurs, Cheville et al. (1996) ont montré que la résistance a l'acidité de E. coli O157:H7 est
associée a l'action du gene régulateur rpoS. En particulier, le géne rpoS code pour le facteur c® qui
régule I'expression d'une trentaine de protéines synthétisées dans les cellules entrant en phase
stationnaire de croissance, certaines d’entre elles conférant une résistance accrue non seulement a
des stress acides, mais aussi osmotiques ou thermiques (Cheville et al., 1996). Lin et al. (1996) ont
montré qu'un ensemble de souches de E. coli O157:H7 possédait des décarboxylases dont la
synthése était induite par un choc acide, l'efficacité de ces systémes étant variable en fonction des
souches. Bien plus, l'efficacité des systémes varie avec le type d’acide utilisé. Par exemple, le premier
systéme mis en place pour la survie a pH 4 en présence d’acide benzoique est le systéme glutamate
décarboxylase, alors qu’en présence d'un mélange d’acides gras destiné a simuler les conditions
rencontrées dans l'intestin gréle, les deux systémes, glutamate et arginine décarboxylases, se mettent
en place.

Certains auteurs ont également évoqué des propriétés liées a la membrane de E. coli et notamment la
nécessité d’'une expression compléte du lipopolysaccharide O et de 'ECA (Enterobacterial Common
Antigen) pour résister a I'acide acétique et autres acides gras a courte chaine (Barua et al., 2002).

L’induction de l'acido-résistance ou tolérance peut modifier la résistance a d’autres traitements
assainissants tels que les traitements thermiques (Cheng et al., 2002), I'irradiation ionisante ou non
(Buchanan et al., 1999), la présence d’agents anti-microbiens (Buchanan et al., 1999). Ainsi, parmi
3 souches de E. coli O157 préalablement adaptées a un environnement acide (pH 5), deux d’entre
elles (ATCC 43889 et ATCC 43895) montrent une thermorésistance accrue mais une résistance a
I’éthanol moindre par rapport aux cellules des mémes souches non adaptées (Cheng et al., 2002).
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2.3.2 Variabilité de sensibilité des souches aux pH acides

L’acido-résistance varie considérablement en fonction des souches de STEC étudiées. Benjamin et
Datta (1995) ont montré une grande variabilité de résistance aux acides parmi un ensemble de
souches EHEC qui peuvent ainsi étre classées en 3 catégories : fortement, moyennement et
faiblement acido-tolérantes, d’aprés leur survie observée, in vitro, a pH 2,5. Aucun lien direct n’a été
observé entre I'acido-tolérance et le sérotype, la présence d’une ou des deux Shiga-like toxines ou
bien l'origine d’isolement des souches EHEC. En particulier, une souche EHEC de sérotype O157:H7
présentait une tolérance aux acides semblable a celle de Shigella flexneri, pouvant survivre in vitro au
moins 5 heures a des pH de 3,0 et de 2,5 ajustés par HCI.

Buchanan et Edelson (1999) ont également mis en évidence une variabilit¢ de sensibilité a
I'exposition aux pH acides pour un ensemble de souches EHEC (7 souches de sérotype O157:H7,
une O111:H-) et pour une souche de E. coli non EHEC (ATCC 25922). De méme, Uyttendaele et al.
(2001a) ont identifié sur un ensemble de 14 souches de E. coli O157:H7 lors de travaux sur l'efficacité
du traitement de décontamination de carcasses de bceuf avec des sprays d’acide lactique, des
souches résistantes, des souches sensibles et des souches a résistance inductible, parmi 14 souches
de E. coli O157:H7 étudiées.

233 Effet de la matrice (formulation) et de I’environnement de stockage sur la
résistance a I’acidité

La survie de E. coli O157:H7 dans des matrices a pH acide est non seulement dépendante de la
souche et du type d’acide imposant le pH, mais est aussi fortement liée a la présence simultanée
d’additifs dans la matrice ainsi qu’a la température de conservation des denrées.

» Etudes en milieux synthétiques

En général, la survie de E. coli O157:H7 en milieu acide est d’autant plus importante que les chocs
physiologiques subis par la bactérie ont été sévéres et que les paramétres de croissance deviennent
suboptimaux.

L’adaptation en milieu acide et ses conséquences sur I'effet des chocs ultérieurs varient en fonction
des souches étudiées et des types de chocs appliqués.

Pour certaines souches, I'acido-tolérance est d’autant plus grande que I'osmolarité du milieu est forte
(Cheville et al., 1996). En particulier, Casey et Condon (2002) ont montré que la présence de 4 % de
NaCl améliore considérablement la survie de cellules de E. coli O157:H45 en phase exponentielle de
croissance placées dans un milieu a pH 4,2 imposé par l'acide lactique. Il y a 1000 fois plus de
cellules survivantes en présence de 4 % de NaCl qu'en son absence. La mesure du pH intracellulaire
dans les 2 cas (en présence d’acide lactique et en présence ou absence de sel) montre une différence
de 0,56 unité pH : il apparait que le sel permet aux cellules de E. coli de contrer I'effet d’abaissement
du pH intracellulaire d0 aux acides organiques et, ainsi, de mieux résister dans le milieu acidifié. Ceci
montre que l'addition simultanée de deux agents potentiellement antimicrobiens ne produit pas
toujours I'effet additif escompté.

> Etudes dans les aliments

De nombreux travaux s’accordent sur le fait que la survie de E. coli O157:H7 dans les aliments a pH
acide, tels que des jus de fruits, des produits carnés fermentés ou des salades assaisonnées, est
favorisée lorsque ceux-ci sont conservés a des températures de réfrigération (Conner and Kotrola,
1995; Rocelle et al., 1996; Skandamis and Nychas, 2000; Uljas and Ingham, 1998; Uyttendaele et al.,
2001b; Zhao and Doyle, 1994). L’hypothése émise concernant l'effet protecteur des basses
températures sur la résistance aux pH acides est une altération des cinétiques de dénaturation
protéique (Brown and Booth, 1991).

Ainsi, Marques et al. (2001) ont observé la survie de cellules de E. coli O157:H7 dans des pulpes de
fruits a pH compris entre 2,5 et 3,3 et conservées 30 jours a 4°C. Certaines souches, préalablement
adaptées a un environnement acide, peuvent survivre au moins 30 jours a 4°C dans de la pulpe de
raisin.

Par ailleurs, dans des salades de choux (coleslaw), a pH 4,3 ou 4,5, une population de E. coli
0157:H7 ne montre que de faibles réductions au cours du stockage a 4, 11 ou 21°C : de 0,1 2 0,5 RD
suivant la température (Wu et al., 2002). La réduction la plus importante est toutefois observée lors
d’'une conservation des salades a 21°C (0,4 a 0,5 RD), alors qu’une réduction plus faible (0,1 a 0,2
RD) est observée lorsque les salades sont conservées a 4 ou a 11°C.

Inversement, a 7°C ou a —18°C, la survie de E. coli O157:H7 est d’autant plus favorisée que le pH est
bas : la survie a pH 4,5 est plus importante qu’'a pH 5,4 et qu'a pH 7,0 (Uyttendaele et al., 2001b).

-127 -



Afssa Bilan des connaissances relatives aux STEC — Section G

Dans la pratique, le pilotage du pH des denrées alimentaires ne peut constituer le seul élément de
maitrise des contaminations par les STEC, et ceci d’autant plus que les denrées sont conservées a
des températures de réfrigération.

3 aw

Les études ont essentiellement porté sur des milieux et produits dont I'a,, était controlée par I'ajout de
NaCl.

L’activité de I'eau minimale pour la croissance (awmin) de E. coli O157:H7 est de 0,96 selon les
données de 'NICMSF (1996). D’apres des travaux plus récents, E. coli O157:H7 présente une aymin
moyenne de 0,953 (Nauta and Dufrenne, 1999). L’a,, optimum pour la croissance est de 0,995 selon
les données de 'ICMSF (1996).

L’effet du NaCl a été essentiellement étudié en association avec d’autres facteurs.

En milieu synthétique (TSB), E. coli O157:H7 se développe bien a 2,5 g/L de NaCl (aw = 0,97) et peut
croitre a 6,5 g/L, avec toutefois un allongement important de la phase de latence. A partir de 8,5 g/L
de NaCl, l'inhibition devient totale (Glass et al., 1992). Dans un autre milieu synthétique de laboratoire
(BHI), E. coli O157:H7 peut se développer a 3,5 g/L de NaCl (Tomicka et al., 1997).

L'aymn de E. coli O157:H7, ajustée par du NaCl, dépend de la température : pour une durée
d’expérience de 24 jours, a 37°C, aucune croissance de E. coli 0157 :H7 (mélange de 3 souches)
n’est observable par mesure de turbidité pour des concentrations en NaCl de 8 a 10 g/L en milieu TSB
et & 10°C, aucune croissance n’est observable sur la durée de I'expérience & 4 a 6 g/L de NaCl
(Conner, 1992).

L’effet de la teneur en NaCl est également lié au pH du milieu. Les travaux de Guraya et al. (1998) ont
montré que, dans du lait écrémé (10 % de lait écrémé en poudre réhydraté), E. coli O157:H7 subit une
réduction de 3 RD a 4 g/L de NaCl a pH 4,7 pour différents temps et températures d’incubation. A
6 g/L, linhibition est totale quels que soient les traitements. Et les auteurs de conclure que
'augmentation de la teneur en sel accroit I'inactivation du pathogéne lorsque le pH est situé entre 4,1
et 4,7 (Guraya et al., 1998). Au contraire, Juneja et al. (1999) ont montré un effet protecteur du sel sur
E. coli O157:H7 intervenant en milieu a pH 4. Ce dernier constat est en accord avec les travaux
récents de Casey et Condon (2002) (voir 2.3-Résistance des STEC aux pH trés acides).

L’effet de la teneur en sel dans les produits alimentaires est également lié a la présence d'une flore
annexe et a la présence d’autres ingrédients et additifs. A titre d’exemple, Tomicka et al. (Tomicka et
al., 1997) ont étudié la survie de E. coli O157:H7 en milieux modéles représentant une matrice
saucisse en cours de fermentation. Dans le modéle de fabrication dit « américain » (fermentation
courte, conduite a température élevée), en présence de 2 % de NaCl, d’'une flore annexe, de dextrose
et de nitrite de sodium, E. coli O157:H7 peut survivre plus de 51 jours. Et les auteurs de conclure
gu’au cours de ce procedé, le sel et le nitrite de sodium favorisent la survie du pathogéne. Dans un
modéle de fermentation « européen » (fermentation plus longue a température modérée), une
inhibition est constatée aprés 9 jours lorsque les inocula sont faibles. Pour de forts inocula, la survie
est maintenue plus de 30 jours. Selon les auteurs, la survie du pathogéne est attribuée, dans ce cas,
a l'inhibition par le NaCl et le nitrite de sodium ajoutés de la flore de compétition qui ne peut plus donc
agir sur l'inactivation de E. coli O157:H7.
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QUESTION N°30: QUE SAIT-ON DU COMPORTEMENT DES STEC LORS DU
CONDITIONNEMENT DES DENREES ALIMENTAIRES ET LORS DE L’UTILISATION DE
CONSERVATEURS ET D’ADDITIFS ?

1 Influence du mode de conditionnement des produits (sous air, sous
vide et sous atmosphére modifiée) sur le comportement des STEC

L’aérobiose facilite en général le développement de E. coli O157:H7 par opposition a I'anaérobiose
(Vernozy-Rozand and Montet, 2001). Toutefois, les différences observées dans les deux conditions
sont minimes et la bactérie s’adapte bien dans les deux cas (Buchanan and Klawitter, 1992). En effet,
les études menées sur I'effet du conditionnement de différents types d’aliments montrent que celui-ci
posséde une influence négligeable sur le comportement de E. coli O157:H7.

Abdul-Raouf et al. (1993a) ont montré que le mode de conditionnement affecte trés peu la croissance
et la survie de E. coli O157:H7 contaminant des légumes. Uyttendaele et al. (2001a) ont étudié le
comportement de E. coli O157:H7 inoculés a la surface de steaks de bceuf, conservés suivant
3 modalités : sous vide, sous atmosphére modifiee (40 % CO,, 60 % N,) ou sous air. Aucun
conditionnement testé n’influence la survie de E. coli O157:H7. Toujours dans le méme sens, aucun
effet significatif du mode de conditionnement (sous air, sous vide ou sous CO,) n'a été constaté au
cours du stockage a 21, 4 ou -20°C de tranches de pepperoni contaminées lors de leur fabrication par
un mélange de 5 souches de E. coli O157:H7 (Faith et al., 1997).

2 Influence des produits utilisés comme conservateurs et autres
additifs alimentaires a effet antimicrobien sur le comportement des
STEC

21 Nitrites

Le nitrite, sous forme de nitrite de sodium (E250), est traditionnellement utilisé lors de la fabrication de
produits carnés transformés en salaison, crus (produits fermentés type saucisson sec) ou cuits
(jambon cuit), pour son réle fondamental sur les qualités organoleptiques des produits (couleur et
goQt) mais aussi pour sa capacité a inhiber Clostridium botulinum (Christiansen et al., 1975).

Cette activité antimicrobienne n’est pas cantonnée a Clostridium botulinum car, a pH acide, le nitrite
se convertit en monoxyde d’azote (NO), composé capable d’inhiber plusieurs micro-organismes.

Les nitrites sont des additifs réglementés, utilisables uniquement dans les produits de salaison de
viandes crus ou cuits, dans les conserves de viandes et le foie gras. En France, le nitrite de sodium,
peut étre incorporé a des doses de 150 mg/kg, avec des quantités résiduelles de 50 mg/kg (NaNO2)
dans les produits de charcuterie et de salaison, non cuits, séchés et de 100 mg/kg dans les autres
produits de charcuterie. Les nitrites ne sont utilisables que sous forme de sel (NaCl) nitrité a 0,6 %.

L’activité antimicrobienne du nitrite de sodium est fortement dépendante du pH. L’effet d’inhibition sur
E. coli O157:H7 est observé pour des pH< 5,5 et cet effet est d’autant plus élevé que la température
de conservation est basse (Buchanan and Bagi, 1994).

Casey et Condon (2000) ont montré I'importance de l'effet du nitrite dans l'inactivation de E. coli
0157:H45 dans des saucisses fermentées. Ces auteurs ont noté un effet bactériostatique a des pH>5
et un effet bactéricide pour des taux de nitrite de 100 mg/kg et plus, lorsque les produits se situent
dans des zones de pH < 5. A des taux de 200 mg/kg de nitrite, la population de cellules de E. coli
0157:H45 décroit 100 fois plus vite qu'en I'absence de nitrite. Et les auteurs de conclure que la
diminution du taux de nitrite, a traitement technologique identiques aux pratiques courantes, dans des
saucisses fermentées peut sérieusement compromettre la sécurité de ces produits.

Riordan et al. (2000) ont étudié le comportement de E. coli O157:H7 lors de la fabrication de
pepperoni, suivant différentes formulations : sel (2,5 a 4 %), nitrite de sodium (100 a 400 mg/kg) et
ajustement du pH (4,4 a 5,6) par addition de dextrose. Avec le procédé de fabrication mis en ceuvre,
aucune formulation n’a permis d’atteindre les 5 RD de E. coli O157:H7 recommandées par la Food
Safety Inspection Service (FSIS, Etats-Unis). La formulation commerciale standard, c’est a dire 2,5 %
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de sel, 100 mg/kg de nitrite et une quantité de dextrose amenant le pH a 4,8, permet d’obtenir
0,41 RD pendant la fermentation et 0,43 RD pendant le séchage de 7 jours. Pour une meilleure
inactivation, les auteurs proposent de tester une addition d’acide lactique combinée a un chauffage
doux.

2.2 Acides organiques

Les acides lactique, acétique, citrique, malique, tartrique... et leurs sels sont des additifs dits
« généralement autorisés ». lls sont autorisés sur la base du quantum satis, c’'est a dire de la dose
nécessaire en fonction des habitudes de la profession et de I'appréciation des industriels. La toxicité
de ces molécules est pour sa plus grande partie liée a la fonction acide de la molécule.

Les additifs tels que les acides sorbique, benzoique, p-hydroxybenzoique, propionique, fumarique...et
leurs sels sont des additifs agissant a faible dose, allant de 0,05 a 0,2 % et, comme les nitrites, sont
dits « autorisés sous certaines conditions » (Directive CE 95/2 du 20 janvier 1995 transcrite dans le
droit frangais par I'arrété du 2 octobre 1997). Ces acides ont une ou plusieurs activités sur les voies
métaboliques spécifiques, ce qui leur confére une toxicité supérieure a celle des précédents.

2.21 Acides sorbique, benzoique et fumarique

L’acide sorbique (E200) et ses sels (sorbate de potassium E202 et sorbate de calcium E203), trés
solubles dans I'eau, sont utilisés comme conservateurs dans un grand nombre de denrées destinées
a l'alimentation humaine et animale ainsi que dans les domaines pharmaceutiques et cosmétiques
(Sofos, 1989).

L’ajout de sorbate de potassium a 0,3 % a montré un effet significatif sur I'arrét de la croissance de
E. coli O157:H7 dans un fromage frais espagnol (« Queso Fresco ») (Kasrazadeh and Genigeorgis,
1995). L’effet d’inactivation de I'acide sorbique dépend des caractéristiques de la matrice, dont le pH.
Ainsi, I'ajout de 0,1 % d’acide sorbique favorise la destruction de E. coli O157:H7 a pH 3,4 mais pas a
pH 6,4 (Liu et al., 1997). En milieu synthétique de laboratoire (TSB), la croissance de E. coli O157:H7
est inhibée par I'ajout de 0,05 % d’acide sorbique ou d’acide benzoique (E 210) (Koodie and Dhople,
2001). Les mémes auteurs ont montré que la croissance de E. coli O157:H7 dans du jus de pommes
est inhibée par I'ajout de 0,1 % d’acide sorbique ou d’acide benzoique. Par ailleurs, I'ajout d’acide
sorbique permet d’augmenter l'efficacité d’autres traitements. Ainsi, Uljas et Ingham (1999) ont obtenu
5 a 10 RD de E. coli O157:H7 dans du jus de pommes, avec ajout d’acide sorbique, aprés un
traitement de congélation-décongélation. La Dsq-c de E. coli 0157:H7 dans le jus de pomme chute de
18 a 5,2 minutes, en présence d’'acide sorbique a 0,1 % (Splittstoesser et al., 1996). Dans le méme
sens, Dock et al. (2000) ont montré que I'ajout de 0,2 % de sorbate de potassium, 0,2 % de benzoate
de sodium (E 211) et de 1 % d’acide malique (E 296) a du jus de pommes fait chuter la Dsqec de E. coli
0157:H7 de 65 minutes (jus témoin) a 18 secondes (jus avec les 3 composés). En présence de ces
composés pris séparément, les valeurs de Dsyc étaient de 13,9 minutes (jus avec 0,5 % d’acide
malique), 13,2 minutes (jus avec 0,1 % de sorbate de potassium) et de 7,0 minutes (jus avec 0,1 % de
benzoate de sodium).

Lors d’essais conduits in vitro, pour 3 souches de EHEC O157:H7, en milieu de Mueller Hinton ajusté
a pH 6,5, les concentrations minimales inhibitrices de I'acide sorbique, de I'acide benzoique et I'acide
p-hydroxybenzoique sont respectivement de 4, 4 et 16 mg/mL (Yamamura et al., 2000). L'ajout de
doses de 0,2 % d’acide sorbique (doses maximales autorisées au Japon) a de la viande hachée
conservée 7 jours a 37°C, montre un effet uniquement bactériostatique pour la viande de boeuf et
aucun effet inhibiteur pour la viande de poulet.

Comes et Beelman (2002) ont montré un effet bactéricide de I'acide fumarique (E 297), ajouté a
raison de 0,1 % dans du jus de pommes ajusté a pH 3,3. Dans les mémes conditions, I'acide malique
et l'acide citrique ne montrent aucun effet bactéricide. Ces auteurs ont montré une corrélation entre
'augmentation de la présence de la forme non dissociée de I'acide fumarique et I'effet bactéricide
observé, indiquant que le facteur bactéricide est fortement lié a la forme non dissociée de 'acide.
Comes et Beelman (2002) montrent qu’un ajout conjoint d’acide fumarique (0,15 %) et de benzoate de
sodium (0,05 %), permet d’obtenir plus de 5 RD pour 3 marques commerciales différentes de jus de
pommes, étuvés 6 heures a 25°C et conservés pendant 24 heures a 4°C. Ces jus de pommes avec
additifs présentent des qualités organoleptiques jugées acceptables par les consommateurs.
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Masuda et al. (1998) ont montré que les différents composants d’'une sauce soja (assaisonnement
fermenté obtenu a partir de féves de soja), i.e. 10 a 16 % de NaCl, 5 % d’éthanol, acide lactique ou
acétique a pH 4,5, 0,06 % de benzoate de sodium, 0,005 % d’acide p-hydroxybenzoique, ont un effet
bactéricide maximal vis a vis de E. coli O157:H7 si et seulement si, ces composants se retrouvent en
mélange dans le milieu. L’effet isolé de chacun de ces composants, certes bactériostatiques, est bien
moindre que celui produit par le mélange.

222 Acides organiques produits par la flore annexe

Les acides organiques présents dans les denrées alimentaires peuvent étre ajoutés (additifs) ou bien
produits directement dans la matrice alimentaire au cours du procédé de fabrication. C’est
particulierement le cas de I'acide lactique produit par les bactéries lactiques (flore « starter »). L'effet
bactéricide potentiel de bactéries lactiques, telles que les Lactobacilles, sur des souches de STEC,
dépend de la capacité de ces souches a produire de I'acide lactique. A titre d’exemple, Ogawa et al.
(2001) ont montré que l'effet cytotoxique de I'acide lactique non dissocié sur 3 souches de STEC de
sérotype O157:H7, se divise en 2 phases: une phase bactériostatique (de 3,2 a 62 mM) puis
bactéricide, pour des concentrations en acide lactique supérieures a 62 mM.

Berdholt et al. (1999) ont isolé de jambon cuit sous-vide et de cervelas (« servelat » - saucisse
norvégienne cuite et non fermentée), cinq souches de Lactobacillus sakei capables d’inhiber la
croissance de E. coli O157:H7 au cours d’un stockage de 4 semaines a 8°C et 10°C. Dans ces
conditions, aucune altération des propriétés organoleptiques des produits n’est percevable pendant
21 jours.

2.3 Bactériocines

Autres substances produites par les bactéries, qui peuvent étre soit ajoutées sous une forme purifiée
soit directement produite par une flore utile dans l'aliment, les bactériocines possédent un potentiel
antimicrobien (bactériostatique et/ou bactéricide) en vue de la maitrise des STEC dans les aliments.
(voir Section G-Question n°32).

24 Phosphates et Polyphosphates

La fonction premiére des polyphosphates est technologique. Les polyphosphates sont des agents
complexant les cations di et trivalents, en particulier, le calcium, le magnésium, le fer et le nickel. De
ce fait, les polyphosphates ont des actions sur le pouvoir de rétention d’eau, cette efficacité étant
renforcée au cours des cuissons, sur la solubilité des protéines en général et de la myosine en
particulier, sur la rancidité, en complexant les cations (Fe2+ et Ni*) catalyseurs d’oxydation.

Outre leur réle principal d’additifs alimentaires fonctionnels, les polyphosphates possédent un effet
antimicrobien potentiel.

Des résultats contradictoires concernant I'efficacité d’inactivation sur E. coli O157:H7 ont été obtenus
suivant les formes de phosphates employés, les types de viandes (bceuf / porc) et la présence
d’épices et autres ingrédients / additifs. Dans les matrices alimentaires, les polyphosphates semblent
plus efficaces dans les produits hachés (Prakash, 2000). Cependant, une marque commerciale de
poly, méta et ortho-phosphates de sodium a montré une efficacité trés réduite sur I'inhibition de la
croissance et la survie de E. coli O157:H7 dans de la viande de bceuf pourtant hachée. Cette
efficacité était un peu améliorée dans des saucisses fraiches de porc (Flores et al., 1996). Les auteurs
ont attribué ces résultats a 'absence de traitement thermique des produits, et donc au fait qu’il n'y ait
pas eu inactivation des phosphatases de la viande. Dans la viande de porc, une synergie d'action
entre les polyphosphates et les épices ajoutées a la préparation de viande peut étre évoquée.

2.5 Substances antimicrobiennes produites par les plantes

Friedman et al. (2002) ont étudié I'activité bactéricide de 96 huiles essentielles et de 23 de leurs
composés sur plusieurs bactéries pathogénes dont E. coli O157:H7. Les huiles essentielles possédant
la plus forte activité bactéricide sur E. coli O157:H7 sont celles provenant d’origan, de thym, de
cannelle, de palmarosa, de feuilles de laurier, de clou de girofle, de citronnelle. Les composés ayant la
plus forte activité bactéricide sur E. coli O157:H7 sont les suivants : carvacol, cinnamaldéhyde,
thymol, eugénol, salicylaldéhyde, géraniol, isoeugénol, citral, périllaldéhyde et estragole.
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En particulier, les activités antimicrobiennes attribuées a I'origan (feuilles et fleurs) et au thym (feuilles)
leur sont conférées par leurs huiles essentielles, qui contiennent deux terpénes : le carvacrol et le
thymol (Davidson and Naidu, 2000). La concentration minimale Iétale (MLC - réduction supérieure a
2 RD) sur E. coli O157:H7 est de 450 a 900 pg/mL d’huile de thym, soit 225 ug/mL de carvacrol ou de
mélange thymol-carvacrol (Cosentino et al., 1999).

Autre ingrédient végétal d’intérét, I'ail posséde une activité antimicrobienne connue depuis longtemps
attribuée a un thiosulfinate appelé allicine (Cavallito et al., 1944). L’ail posséde une activité bactéricide
contre E. coli O157:H7 (Sasaki et al., 1999). Ces auteurs ont observé I'abaissement de 6 RD de
E. coli O157:H7 en 6 et en 24 heures respectivement, en présence de 1% de solutions dail
préparées a partir de bulbes fraichement récoltés ou bien récoltés une année auparavant. Le
composé actif, I'allicine, est soluble dans I'eau et thermostable (persistance d’activité antimicrobienne
aprés un traitement de 20 minutes a 100°C) (Sasaki et al., 1999). Par ailleurs, il est largement
reconnu que ce sont les extraits d’ail frais qui possedent la plus forte activité antimicrobienne (Sasaki
et al., 1999; Whitmore and Naidu, 2000).

Généralement, I'effet bactériostatique ou bactéricide vis a vis des STEC, d’'un certain nombre de
substances extraites de plantes, dont I'ail et I'origan, ou d’épices, est avéré. Cependant, pour que
ceux-ci puissent étre employés a des fins antimicrobiennes, leur qualité sensorielle doit étre
acceptable aux doses utiles et le procédé demeurer économiquement viable.

2.6 Molécules utilisées pour la décontamination de surface des viandes et des
végétaux
2.6.1 Utilisation des acides organiques

> Décontamination des carcasses

Les acides lactique ou acétique sont largement utilisés dans certains pays (Etats-Unis) en traitement
de décontamination de surface des carcasses de boeuf, porc, agneau ou de volailles. Le mode
d’application des sprays de solution d’acide (dose, moment...) doit étre judicieusement réfléchi afin
d’induire une réduction significative des contaminations et de ne pas détériorer le produit d’un point de
vue organoleptique (Smulders and Greer, 1998).

De nombreux travaux ont été conduits pour évaluer l'efficacité de I'acide lactique ou acétique pour la
décontamination des carcasses en STEC, en particulier pour E. coli O157:H7.

Castillo et al. (2001) ont étudié des traitements de décontamination de carcasses de bceuf par
application de sprays d’acide lactique ; I'application de sprays avant (15 secondes a 55°C, 250 mL a
2 % d’acide lactique) et aprés ressuyage (30 secondes a 55°C, 500 mL d’acide lactique a 4 %)
conduit a diminuer les contaminations en E. coli O157:H7 dans la viande hachée obtenue a partir des
carcasses traitées. Calicioglu ef al. (2002) constatent une amélioration de I'efficacité des traitements
de décontamination des carcasses a I'acide lactique (2 %) en pré-traitant celles-ci avec une solution
de de tergent non-ionique, le Tween 20 a 5 %.

Comme mentionnée par Samelis et al. (2002), l'application de tels traitements peut provoquer
'adaptation de cellules de E. coli O157:H7, résultant de chocs acides sublétaux. De plus, ces
traitements acides, par aspersion ou lavage, entrainent un avantage écologique pour certains groupes
microbiens, dont les bactéries lactiques et les levures, susceptible de bouleverser I'équilibre
écologique des ateliers de production et de transformation de viande. Enfin, I'efficacité des « sprays »
d’acides organiques pour la décontamination des carcasses dépend de I'historique des souches et
notamment de leur adaptation ou non a un environnement acide préalablement a la contamination des
carcasses. Ainsi, les études concernant I'efficacité des traitements de décontamination des carcasses
par des acides organiques, devraient impérativement prendre en compte la variabilité de sensibilité
des souches ainsi que I'état physiologique probable des souches contaminant les carcasses
(adaptées aux acides ou non) (Berry and Cutter, 2000).

Il existe des recommandations d’utilisation de sprays d’acide lactique, acétique ou citrique, pour la
décontamination des viandes rouges produites aux Etats-Unis (http://www.fsis.usda.gov). Ces
recommandations précisent notamment les doses a employer : de 1,5 a 2,5 %. De telles pratiques de
décontamination ne sont pas autorisées aujourd’hui dans I'union Européenne.
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> Décontamination des végétaux

Les traitements avec des solutions d’acides organiques sont également employées en vue de la
décontamination de produits végétaux frais. Un traitement de surface avec des solutions de vinaigre
(1 a 2% dacide acétique), contenant 3 a 7 % de sel, permettent d’abaisser de 3 RD les E. coli
0157:H7 présents en surface de choux et de concombres (Entani et al., 1997).

La fumigation de graines de haricots avec des solutions a 242 yL d’acide acétique par litre d’air
pendant 12 heures a 45°C permet d’obtenir un abaissement de 6 RD de E. coli O157:H7, sans
préjudice pour la germination ultérieure des graines (Delaquis et al., 1999).

2.6.2 Utilisation de composés chlorés
> Décontamination par immersion ou aspersion par des solutions chlorées

L’eau chlorée est largement utilisée, en aspersion ou immersion, pour la décontamination des fruits et
Iégumes entiers ou fraichement émincés. Les doses employées sont généralement de 50 a 200 ppm
de chlore (Eckert and Ogawa, 1998; Han et al, 2001). Toutefois, les traitements a I'eau chlorée
produisent généralement un effet assainissant inférieur a 3 RD sur les fruits et légumes (Beuchat,
1999; Brackett, 1992).

Récemment, les travaux de Fett (2002) ont montré I'obtention de 4 & 5 RD de populations mixtes de
Salmonella sp. et de E. coli O157:H7 inoculées en surface de graines de haricots pour des temps de
contact de 15 minutes avec une solution a 3 % (w/v) de Ca(OCl), (hypochlorite de calcium)tamponnée
a pH 6,8 Ce traitement n’affecte pas la germination ultérieure des graines mais ne permet toutefois
pas d’éliminer la totalité des cellules de Salmonella sp. et de E. coli O157:H7 présentes.

Pour la viande, Castillo et al. (1999) ont obtenu sur des carcasses de bceuf contaminées par E. coli
O157:H7 ou par Salmonella Typhimurium des réductions similaires pour les 2 bactéries, avec
obtention de 3,8 et 3,9 RD respectivement par un lavage a I'eau suivi de I'application de sprays de
chlorite de sodium activé a I'acide phosphorique. L'efficacité du traitement est améliorée (obtention de
4,5 et 4,6 RD respectivement) lorsque le chlorite de sodium est activé par I'acide citrique.

> Décontamination par le dioxyde de chlore (ClO,) sous forme gazeuse

Le gaz CIO, est un agent oxydant trés puissant, a large spectre antimicrobien. Son pouvoir oxydant
est de 2 a 3 fois celui du chlore. Son utilisation est flexible : il ne s’ionise pas dans I'eau, son efficacité
bactéricide ne varie pas avec le pH et il ne produit pas de co-produits dangereux. Le CIO, est tres
largement utilisé comme traitement assainissant de I'eau, a laquelle il ne confére pas le golt de
chlore. L'efficacité du CIO2 est considérée comme 7 fois supérieure a un traitement équivalent en
chlore pour inactiver les populations bactériennes présentes dans les eaux utilisées en abattoirs de
volailles (Lilliard, 1979).

Han et al. (2001) ont proposé un modeéle de l'efficacité de traitements au ClO, de poivrons verts
inoculés en surface par E. coli 0157:H7, en fonction de différents paramétres (concentration : 0,1 a
0,5 mg/L, humidité relative : 55 % a 95 %, temps : 7 a 135 minutes et température de traitement: 5 a
25°C). Ainsi, les paramétres déterminants du traitement sont la dose de CIO, ainsi que le temps de
contact. Ces paramétres agissent en synergie avec 'humidité relative. Le modéle a été validé par
8 essais et permet de déterminer les traitements efficaces permettant d’atteindre 5 RD.

L'utilisation de solutions acidifiées (acide phosphorique ou acide citrique) d’hypochlorite de sodium
(NaOCl) est également approuvée par la FDA (1998a) pour la décontamination des carcasses de
viande rouge et des carcasses de volailles. Elle I'est également (doses de 40 a 50 ppm) pour le
traitement des produits de la mer (FDA, 1999) pour leur lavage, décongélation et stockage.

Par ailleurs, I'utilisation du CIO, est également approuvée par la FDA (Food and Drug Administration,
Etats-Unis) pour le traitement de fruits et de légumes découpés frais (FDA, 1998b) et de I'eau utilisée
dans les abattoirs de volailles (FDA, 1995b).
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QUESTION N°31 : QUE SAIT-ON DE LA RESISTANCE DES STEC AUX PROCEDES
PHYSIQUES ET AUX NOUVELLES TECHNOLOGIE DE DECONTAMINATION DES
ALIMENTS ?

1 lonisation

Le traitement ionisant consiste a soumettre les aliments, soit & un rayonnement gamma (issu du
cobalt 60), soit a des rayons X d’énergie supérieure a 5 Mev, soit a un faisceau d’électrons accélérés
de moins de 10 MeV. Les effets positifs (amélioration de la durée de conservation...) comme négatifs
(mauvaises odeurs...) dépendent de la « dose » appliquée, mesurée en gray (Gy), 1 gray correspond
a I'absorption d’'une énergie d’'un Joule par kg d’aliment. Ainsi, des doses de 1 a 6 kGy permettent la
destruction de la plupart des bactéries pathogénes non-sporulées (traitement équivalent a une
pasteurisation). Rappelons que dans les conditions appliquées au traitement des aliments (doses
inférieures a 100kGy), il n’existe aucun risque d’apparition de radioactivité dans les denrées et les
produits ionisés ne présentent aucune potentialité toxique pour les consommateurs, ce qui a été
reconnu dés 1980 par I'Organisation Mondiale de la Santé (O.M.S.).

Des études spécifiques ont porté sur I'efficacité des traitements ionisants pour l'inactivation des E. coli
0O157:H7 dans les aliments. En particulier, I'ionisation est un outil trés efficace dans la réduction des
E. coli pathogenes sur les surfaces de fruits frais et de légumes : des doses de 0,2 a 0,8 kGy, selon
les conditions de I'environnement, permettent I'obtention d’'une RD (Beuchat et al., 1998).

L’effet des rayonnements ionisants sur la viabilité de E. coli O157:H7 dépend de la dose appliquée
mais aussi de la température d’application, de I'atmosphére et du stade de croissance des cellules.
Plus la température est basse, plus E. coli O157:H7 est résistant a I'ionisation (Buchanan et al., 1999;
Lopez-Gonzales et al., 1999). Des doses de 0,27 kGy a 5°C et de 0,42 kGy a -5°C permettent
d’obtenir une RD de cellules de E. coli O157:H7 ensemencées en surface de viande de poulet
désossée mécaniquement (Thayer and Boyd, 1993). Dans de la viande de boeuf hachée, des cellules
de 5 souches de E. coli 0157:H7 inoculées & raison de 10° ufc/g sont moins résistantes lorsque le
traitement est appliqué a 4°C qu'a —-20°C, les D4 étant respectivement de 0,39 +0,04 et de
0,98 + 0,23 kGy (Byun et al., 1998).

L’état physiologique des cellules est également & prendre en compte dans I'efficacité du traitement.
Les cellules de E .coli O157:H7 sont plus sensibles aux rayonnements ionisants lorsqu’elles se
trouvent en phase exponentielle de croissance plutét qu’en phase stationnaire (Byun et al., 1998;
Vernozy-Rozand and Montet, 2001). Enfin, Bucchanan et al. (1999) ont montré que l'induction d’'une
acido-résistance chez des cellules de E. coli O157:H7 (croissance des cellules en milieu TSB + 1 %
de dextrose amenant a pH final de 4,7) provoque une augmentation de la résistance aux
rayonnements ionisants.

L’application de rayonnements ionisants est approuvée aux Etats-Unis par la FDA (Food and Drug
Administration) depuis 1997 pour le traitement de viandes brutes et élaborées de boeuf et de poulet,
réfrigérées ou congelées, avec un objectif affiché de réduire, voire détruire, les populations de E. coli
0O157:H7 et d’autres micro-organismes pathogénes (Listeria monocytogenes, Salmonella sp.,
Campylobacter sp....). Cette décision, longtemps bloquée par les associations de consommateurs,
suit de prés le retrait du marché de 11 000 tonnes de steaks hachés congelés soupgonnés d'étre
contaminés par E. coli O157:H7.

Le traitement ionisant est impérativement accompagné d’un étiquetage spécifique en vue d’informer
les consommateurs (Directive 7700.1, 2/22/2000 : Irradiation of meat and poultry products, disponible
sur le site http://www.fsis.usda.gov/). Une enquéte menée fin 2001 a montré que les consommateurs
américains sont de plus en plus favorables a cette technologie (Salvage B., Anthrax attack have
bolstered perceptioness of food irradiation, « www.meatingplace.com »). Toujours aux Etats-Unis, la
construction d’un irradiateur a rayons X a démarré en 2001 pour la désinfection des fruits et légumes
importés sur le continent américain.
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La directive européenne (Directive 1999/2/CE, JOCE 13/3/99) avec son amendement (Liste des
autorisations des Etats Membres relatives aux denrées et ingrédients alimentaires pouvant étre
soumis a un traitement par ionisation, JOCE., 28/4/01) a été retranscrite en France dans l'arrété du
20 ao(t 2002 (J.O.R.F. n°208 du 06 septembre 2002, page 14821). Comme aux Etats-Unis,
I'application du procédé doit étre accompagnée d'un étiquetage systématique des denrées, dans un
but de transparence vis a vis des consommateurs. Et contrairement aux Etats-Unis, les steaks hachés
sont exclus de la liste positive des denrées pouvant étre soumise a un traitement ionisant. En effet,
rappelons que le procédé d’ionisation ne peut en aucun cas se substituer au respect des bonnes
pratiques d’hygiéne.

A I'heure actuelle, I'application de ce procédé en France est peu répandu (environ 7 000 tonnes de
denrées traitées en 2001, (DGCCRF, 2002)).

2 Rayons X pulsés ou Pulsed X-Ray

Curry et al. (1999) ont observé 2 RD de cellules de E. coli O157:H7 inoculées dans du beeuf haché en
appliquant des impulsions de rayons X de 107-10° rads/seconde. Pour des doses de 0,2 & 0,9 kGy, le
traitement aux rayons X pulsés est apparu plus efficace qu’un traitement analogue aux rayons gamma
(inactivation supérieure de 6 %).

3 Rayonnements UV

Les traitements aux rayonnements ultraviolets (UV) sont largement utilisés pour la désinfection des
eaux de consommation et des eaux utilisées en production agro-alimentaire ainsi que des surfaces de
contact en industrie agro-alimentaire. Des travaux récents ont étudié le comportement de E. coli
0157:H7 face au traitement aux rayonnements UV.

Sommer et al. (2000) ont montré des différences de sensibilité aux traitements UV dans I'eau parmi
un ensemble de 7 STEC O157:H7 et d’'une souche témoin de E. coli (ATCC 11229). En particulier,
certaines souches de STEC possédent une capacité a réparer les acides nucléiques endommagés
par le traitement. Ainsi, pour obtenir 6 RD pour 'ensemble des souches testées, des doses d’'UV a
253,7 nm de 300 J/m? sont nécessaires. Les recommandations autrichiennes de doses de 400 J/m?
d’'UV pour la désinfection de I'eau apparaissent ainsi sécuritaires.

Des essais sur d’autres matrices alimentaires ont été conduits pour évaluer l'efficacité de ces
traitements sur l'inactivation de E. coli O157:H7.

Wright et al. (2000) ont étudié I'effet d’un traitement aux UV sur une population de souches de E. coli
0157:H7 acido-résistantes, inoculées a raison de 6,3 RD ufc/mL de jus de pommes non pasteurisé.
Le traitement a consisté a appliquer au jus de pommes contaminé, une exposition superficielle aux UV
a 254 nm d’'intensité comprise entre 94 J/ m? et 610 J/m2 En moyenne, 3,8 RD ont été obtenues, avec
des variations en fonction de la flore microbienne annexe présente dans les jus.

Kim et al. (2002) ont obtenu 8,64 RD de E. coli O157:H7 en suspension dans 'eau par un traitement
aux UV a 254 nm durant 3 minutes avec une intensité de 5 J/m2. Ce méme traitement permet
d’obtenir seulement 0,36 a 1,28 RD pour des contaminations de surface de viande de poulet, avec ou
sans peau.

Ce procédé de décontamination, peu colteux par rapport aux autres procédés d’assainissement non
thermiques, est appliqué au jus de pommes et a récemment regu un agrément par la Food and Drug
Administration (FDA, Etats-Unis) pour le traitement des jus de fruits clairs (pommes).

4 Hautes pressions

Le traitement des aliments aux hautes pressions est un procédé de compression et de décompression
adiabatiques, c’est a dire sans transfert de chaleur, dans une gamme de 100 a 800 Mega Pascal
(MPa), pour des temps de 0,001 a 1200 secondes ou plus.
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Les formes bactériennes sporulées et les formes végétatives des bactéries a Gram positif en général,
sont considérées comme plus résistantes aux traitements aux hautes pressions que les bactéries a
Gram négatif. Toutefois, Patterson ef al. (1995) ont mis en évidence une résistance chez une souche
clinique de E. coli O157:H7, analogue a celle rencontrée pour des spores bactériennes. En effet, pour
une durée de traitement de 15 minutes, 700 MPa sont nécessaires pour obtenir 5 RD de E. coli
0157:H7 dans du tampon phosphate, alors que 375 MPa doivent étre utilisés pour obtenir le méme
effet sur Listeria monocytogenes. Dans du lait UHT ou dans du poulet, Patterson et Kilpatrick (1998)
ont montré la nécessité de combiner un traitement thermique et I'application de hautes pressions (400
MPa, a 50°C pendant 15 minutes) pour obtenir 5 a 6 RD de E. coli O157:H7 NCTC 12079.

Alpas et al. (1994) ont mis en évidence une diversité de sensibilité parmi différentes souches de
E. coli O157:H7. Toutefois, l'efficacité d’'un traitement aux hautes pressions, comme mentionné ci-
dessus, est toujours nettement accrue lorsque la température d’application est portée a 50°C.

Il est fortement recommandé que les travaux de mise au point du procédé d’inactivation par cette
technologie soient réalisés a partir de souches considérées comme résistantes au sein d’une espéce.
Dans ce but, Farkas et Hoover (2000) ont proposé les souches de E. coli O157:H7 C490 (Benito et
al., 1999) et 30-2C4 (souche pathogéne isolée de salami), encore plus résistantes aux hautes
pressions que la souche NCTC 12079.

Le traitement UHP (Ultra High Pressure) est actuellement utilisé dans différents pays : aux Etats-Unis
(confitures, jus de fruits, guacamole, sauces salsas..), en Europe (jambon, jus de fruits...), au Japon
(yaourts aux fruits, riz prét a consommer...).

5 Ozone

Bien qu'utilisée depuis longtemps pour le traitement de I'eau, l'ozonation est relativement
nouvellement envisagée comme traitement assainissant des aliments. Aux Etats-Unis, I'ozone,
reconnue comme GRAS (Generally Recognised As Safe) pour le traitement de I'eau en bouteilles
(FDA, 1995a), bénéficie également de ce statut lorsqu’elle est utilisée comme traitement assainissant
des aliments (EPRI, 1997). Son odeur le rend détectable a partir de 0,01-0,05 ppm, c’est a dire a des
niveaux bien inférieurs a ceux dangereux pour la santé humaine (Source: OSHA : Occupational
Safety and Health Administration).

L’activité antimicrobienne de I'ozone réside dans son fort pouvoir oxydant, a l'origine de la lyse
cellulaire. En raison de son instabilité, 'ozone doit étre produite localement. Son utilisation est délicate
car son pouvoir oxydant élevé conduit a la détérioration des surfaces a son contact.

Toutefois, I'utilisation de 'ozone comme agent assainissant de diverses denrées alimentaires en est
encore au stade expérimental. Les travaux concernant son efficacité sur les STEC sont peu nombreux
a ce jour.

Dans des conditions de laboratoire, un traitement a 'ozone a des concentrations de 3 a 18 ppm
pendant 20 a 50 minutes sont nécessaires pour éliminer E. coli O157:H7, la résistance des souches
testées étant plus élevée en milieu gélosé (TSA) qu’en tampon phosphate (Byun et al., 1998).

Sharma et al. (2002) ont testé l'efficacité d’'un traitement a I'ozone sur des graines de luzerne
inoculées avec un mélange de 5 souches de E.coli O157:H7. Une arrivée directe d’ozone
(« sparging ») sur les graines immergées dans de I'eau associée a un traitement de celles-ci pendant
3 heures a 60°C, permet d’obtenir 4 a 4,8 RD. Toutefois, I'élimination n’est pas compléte puisque des
cellules de E. coli demeurent revivifiables apres ce traitement.

Aujourd’hui, le développement du procédé d’'ozonation pour I'assainissement de denrées alimentaires
a grande échelle nécessite, en tout premier lieu, de pouvoir estimer quantitativement les changements
physiques et biochimiques subis par les denrées (aspects sensoriels, nutritionnels..).
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QUESTION N°32 : QUE SAIT-ON DES INTERACTIONS ENTRE LES STEC ET LES
AUTRES MICRO-ORGANISMES DANS LES ALIMENTS ?

En milieux synthétiques de laboratoire ou dans les aliments, la présence d’'une flore microbienne
annexe peut avoir un effet significatif sur le comportement des STEC et se traduire par des effets
positifs (compétition dans les matrices alimentaires...) ou négatifs, par exemple, lors de la recherche
des STEC dans les aliments (compétition sur les milieux de culture...).

A cb6té des mécanismes de compétition, Cornu et al. (1999) ont mis en évidence, en milieu minimal
synthétique de laboratoire, un commensalisme entre plusieurs souches de E. coli O157:H7 et E. coli
K12. En effet, lorsque les deux micro-organismes sont en présence, la croissance de E. coli O157:H7
est favorisée par rapport a celle observée en présence de la souche en culture pure en milieu minimal
alors que celle de E. coli K12 reste inchangée. Les auteurs ont émis I'hypothése que cette interaction
serait due a une libération de méthionine dans le milieu par E. coli K12. En effet, une supplémentation
en méthionine du milieu minimal de croissance produit le méme effet sur la croissance de E. coli
0O157:H7 que la présence de E. coli K12

Autre exemple d’intéraction, Duffy ef al. (1999) ont observé le comportement d’'une souche de E. coli
0O157:H7 (380-94, épidémie liée a du salami), en milieu synthétique (BHI), en présence de différentes
flores annexes : Pseudomonas fragi, Brochothrix thermosphacta, Hafnia alvei et Pediococcus sp.,
choisies pour leur fréquence d’isolement sur milieux carnés bruts ou transformés. A 37°C, Hafnia alvei
inhibe de facon significative la croissance de E. coli O157:H7 (allongement de la phase de latence,
diminution du taux de croissance et de la densité maximale atteinte). Ce type d’interaction de
compeétition entre Entérobactéries peut avoir des implications négatives lors de la recherche du
pathogéne a partir de bouillons d’enrichissement d’échantillons contenant des nombres élevés
d’Entérobactéries. A 15°C, l'unique compétiteur de E. coli O157:H7 est P. fragi, micro-organisme
d’altération des viandes, se développant rapidement aux températures de réfrigération, allongeant la
phase de latence du pathogéne, sans toutefois altérer son taux de croissance et sa densité maximale.
Cette action inhibitrice est toutefois faible et n’existe plus en présence de Brochothrix thermosphacta,
autre bactérie d’altération des viandes. Ce qui signifie que E. coli O157:H7 peut parfaitement croitre
dans des viandes lors d’un dérapage de la maitrise des températures de réfrigération (8-10°C) et ceci,
avant que n’apparaissent les signes visibles de l'altération. Toujours dans le cadre de cette étude,
Pediococcus acidilactici provoque a 37°C uniqguement, un allongement de la phase de latence de
E. coli O157:H7, sans modifier les autres paramétres de croissance.

L’action antagoniste de la flore annexe peut étre liée a plusieurs mécanismes parmi lesquels
I'épuisement du milieu en nutriments essentiels, la diminution du pH liée a la production d’acides gras
volatils a chaine courte (acide acétique, lactique ou propionique) ou encore la production de
bactériocines, composés peptidiques ayant une activité inhibitrice spécifique.

L’effet des acides organiques produits par la flore annexe sur le comportement des STEC a été
évoqué dans la Question n°29).

Parmi les bactériocines ayant une efficacité inhibitrice sur les STEC, deux grands types ont été
étudiés a ce jour : celles produites par des Entérobactéries et celles produites par les bactéries
lactiques. Ces bactériocines peuvent étre mises a profit dans I'établissement de flores de barriére ou
bien directement dans les aliments, soit sous forme purifiée soit par intégration au produit alimentaire
du systéme comprenant le micro-organisme producteur et son substrat.

1 Bactériocines produites par les Enterobacteriaceae

Les colicines et les microcines sont des bactériocines produites par la famille des Enterobacteriaceae,
capables d’inhiber E. coli et d’autres souches étroitement reliées. Ces deux familles de bactériocines
ont fait 'objet d’études pour évaluer leur activité antimicrobienne sur un ensemble de souches de
STEC, du sérotype O157:H7 et d’autres sérogroupes dont 015, 026, O111.

- Les colicines ont un mode d’action bactéricide et leur biosynthése est Iétale pour les cellules
productrices. Les cellules sensibles aux colicines possédent des récepteurs situés sur leur
membrane externe et sont tuées lors de I'attachement des colicines a ces récepteurs. L’action
des colicines sur les STEC a été étudiée depuis le début des années 1990 (Jordi et al., 2001;
Murinda et al., 1996; Whittam et al., 1993). En particulier, Jordi et al. (2001) ont testé I'action
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de colicines produites par un ensemble de souches de E. coli sur un ensemble de souches de
STEC de différents sérotypes dans des conditions similaires a celle du rumen.

- Les microcines sont des peptides de faible poids moléculaire (< 10 kDa), n’entrainant pas la
mort cellulaire lors de leur biosynthése, résistantes a certaines protéases et relativement
thermostables. Ainsi, la microcine J25 (Blond et al., 2001) est capable d’inactiver une
population de 10* ufc/mL de E. coli 0157:H7 a des doses de 6,25 pg/mL dans du lait et dans
de I'extrait de viande, aprés une incubation de 24 h a 37°C (Sable et al., 2000).

2 Bactériocines produites par les bactéries lactiques

21 Nisine

La nisine fut la premiére bactériocine utilisée en industrie agro-alimentaire (Mattick and Hirsch, 1947).
Produite par Lactobacillus lactis subsp. lactis, elle est la seule bactériocine a étre mondialement
reconnue comme molécule antimicrobienne, particulierement contre les cellules végétatives de
bactéries a Gram positif et contre les spores de Bacillus sp. et de Clostridium sp.. La nisine (additif
E 234 autorisé sous certaines conditions) est commercialisée sous une forme purifiée (exemple : la
Nisaplin, extrait commercial a 0,25 a 18,7 pg de nisine/g). A titre d’exemple, la nisine est utilisée a des
doses de 2,5 a 5 mg/kg (soit 100 a 200 mg/kg de Nisaplin) dans du « Cottage cheese » pour inhiber
Listeria monocytogenes et dans des conserves pour inhiber les Bacillus sp. et Clostridium sp.
(Thomas et al., 2000). Les bactéries & Gram négatif sont en général peu sensibles & l'action de la
nisine (Cutter and Siragusa, 1995). Certains auteurs ont toutefois étudié I'effet de la nisine sur la
viabilité de E. coli O157:H7, toujours en association avec d’autres traitements assainissants. En effet,
il a par exemple été observé, in vitro, un effet inhibiteur effectif de la nisine sur des bactéries a Gram
négatif (Pseudomonas fluorescens, Yersinia enterocolitica) endommagées par des chocs acides
(Kalchayanand et al., 1992). En milieux synthétiques, 100 Ul/mL de nisine sont nécessaires pour
inhiber des cellules de E. coli O157:H7 traitées 15 minutes a 52,5 °C et pour inactiver totalement
celles-ci aprés un traitement de 10 minutes a 55°C (Lee et al., 2002a). A c6té de cela, Mustapha et al.
(2002) ont montré que la nisine (200 Ul/mL) ne posséde aucune action synergique avec des solutions
d’acide lactique ou polylactique a 2 % en traitement de décontamination de surface de viande de
beeuf conservée 28 jours a 4°C, sous vide.

2.2 Reutérine

La reutérine, B-hydroxypropionaldéhyde, produit intermédiaire du métabolisme anaérobie du glycérol
par Lactobacillus reuteri, est considérée comme un analogue du D-ribose, a large spectre
antimicrobien, capable d’inhiber la synthése d’ADN aussi bien chez les procaryotes que chez les
eucaryotes. Son effet antimicrobien est reconnu dans les aliments carnés et laitiers. Sa concentration
minimale inhibitrice est de 4 AU(Active Unit)/mL pour différentes souches de E. coli (EI-Ziney, 1997).

Dans du « Cottage cheese », 150 AU de reutérine/g sont suffisants pour éliminer E. coli O157:H7
aprés 7 jours de stockage a des températures de réfrigération (El-Ziney and Debevere, 1998).

La reutérine (500 AU/mL) peut étre appliquée en traitement de décontamination de surface de la
viande de porc cuite. L’effet d’inactivation immédiat constaté est encore amélioré par un stockage de
24 heures a 7°C (El-Ziney et al., 1999). Dans des barquettes de jambon haché sous vide, I'addition de
100 AU/g de reutérine provoque 5 RD des cellules de E. coli O157:H7 aprés 1 jour de stockage a 7°C
(El-Ziney et al., 1999).

L’activité antimicrobienne de la reutérine pourrait étre mise a profit par l'intégration du systéme
Lactobacillus reuteri et de son susbstrat, le glycérol, aux ferments intervenant dans la transformation
de poissons, de viandes, de fromages et de Iégumes fermentés (El-Ziney et al., 2000).
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QUESTION N°33 : QUE SAIT-ON DE LA CAPACITE DES STEC A ADHERER ET A
FORMER DES BIOFILMS?

Une certaine confusion existe sur la définition du mot biofilm et il convient ici de préciser ce que nous
entendons par ce terme. Characklis (1989) considére qu’un biofilm est une communauté microbienne
adhérant a une surface et frequemment incluse dans une matrice de polymeéres extracellulaires. Selon
cette définition, ni la présence d’'une matrice extracellulaire, ni un seuil de densité surfacique a
atteindre ne sont obligatoires pour pouvoir qualifier une population adhérente de biofilm. D’autres
auteurs considérent que 'on ne peut pas parler de biofilm en absence d’'une matrice extracellulaire,
laquelle assure la cohésion des microcolonies (Ghigo, 2001; Vidal et al., 1998). Ces derniers auteurs
se basent généralement sur des observations (microscopiques ou non) pour déclarer avoir ou non
affaire a un biofilm. Il n’existe cependant pas de critére chiffré qui permette de fixer une limite entre ce
qui serait et ce qui ne serait pas du biofilm. De plus et surtout, des changements phénotypiques
fondamentaux ont lieu juste aprés I'adhésion des micro-organismes avant qu'une éventuelle matrice
extracellulaire ne soit détectable. Parmi ces changements fondamentaux, citons une augmentation de
résistance aux agents antimicrobiens (Frank and Koffi, 1990), sujet qui est traité a la Question n°34.
Enfin, il faut rappeler ici qu’'une faible contamination de surface peut étre a l'origine d'une forte
contamination d’'un produit alimentaire. Pour toutes ces raisons toute communauté microbienne
adhérant a une surface mérite notre attention et est ici considérée comme étant un biofilm.

1 Caractéristiques cellulaires impliquées dans I’adhésion et la
formation de biofilm

1.1 Caractéristiques physico-chimiques

L’adhésion des micro-organismes aux surfaces est dépendante des propriétés physico-chimiques de
I'extréme surface des corps en présence ainsi que de celles du liquide environnant. Bien qu’a ce jour
les méthodes classiques de caractérisation de I'extréme surface des micro-organismes ne permettent
de prédire le taux de cellules adhérentes que de fagon imparfaite, les données obtenues par ces
méthodes sont des indications a prendre en compte.

Ainsi, E. coli O157:H7 apparait avoir une faible hydrophobicité comme le montrent Sherman et al,
(1987) sur 5 souches différentes et Ukuku et Fett (2002) sur 2 autres souches du méme sérotype.
Cette caractéristique pourrait selon Ukuku et Fett (2002) expliquer la faible affinité de E. coli O157:H7
pour la surface intacte des végétaux qui est elle-méme généralement hydrophobe.

Les 2 équipes ne s’accordent cependant pas sur la charge de surface des E. coli O157:H7 (mesurée
a l'aide de résines échangeuses d’ions) qui apparait fortement anionique a Sherman, et al. (1987) et
faiblement anionique a Ukuku et Fett (2002) (charge négative inférieure a celle de 4 Listeria
monocytogenes et de 3 Salmonella sp.). Enfin, lorsque Lytle et al. (1999) comparent la mobilité
électrophorétique de 7 E. coli O157:H7 et 5 E. coli de type sauvage, ils constatent que la charge des
premiéres est clairement moins négative que celle des souches de type sauvage.

1.2 Fimbriae

La présence de fimbriae a la surface des cellules de E. coli O157:H7 apparait relativement rare. Ainsi
aucune des 13 souches comparées par Cookson et al. (2002) n’exprime de fimbriae dans les
conditions utilisées et Sherman et al. (1987) n’en observent que sur 1 des 5 souches étudiées. Sur les
49 souches de E. coli O157:H7 que compte I'étude d’Uhlich et al. (2001), 2 seulement expriment des
curli (fimbriae torsadé). Cette expression a lieu lors d’une variation de phase associée a des mutations
ponctuelles dans le promoteur du géne csg3. D’autres STEC en revanche expriment soit des fimbriae
de type 1, soit des fimbriae de type curli, soit les 2 types de fimbriae. La colonisation de polystyrene
(estimée par une coloration au cristal violet, aprés 48 heures d’'incubation, en présence de milieu de
culture) de 2 souches O157:H7 étudiées par Cookson et al. (2002) est faible comparée a celle d’'un
STEC 0128:H2 qui exprime les 2 types de fimbriae. Les mutants de cette souche, qui n’expriment pas
soit le fimbriae de type 1, soit le fimbriae de type curli, voient leur colonisation diminuer et ce plus
fortement pour le mutant n’exprimant pas de curli. En microscopie électronique a balayage, Cookson

® Les variants rouges (qui expriment les curli) sont plus virulents que les variants blancs (qui n’expriment pas les
curli) bien qu’ils ne soient pas différents en matiére de production de Shiga-toxine (Uhlich et al. 2002).
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et al. (2002) constatent que le mutant qui n’exprime pas de fimbriae de type 1 forme un biofilm épais
sur du Thermanox™ (polymére de la famille des polyoléfines) alors que les biofilms réalisés avec le
mutant n’exprimant pas de curli sont quasiment monocouche. Les auteurs en déduisent que les
fimbriae de type curli sont nécessaires a I'obtention de la structure tridimensionnelle des biofilms. Les
E. coli O157:H7 dans leur grande majorité n’en n’exprimant pas (dans les conditions utilisées), ont
donc une faible capacité a former des biofilms épais.

2 Etude de la formation de biofilms dans les conditions simulant des
situations de terrain

L’adhésion et la formation de biofilm, dans des conditions simulant des situations de terrain, ont
essentiellement été étudiées sur le sérotype O157:H7. De fait, des souches de ce sérotype ont été
isolées a plusieurs reprises sur des surfaces inertes : dans des ateliers de transformation de produits
alimentaires et notamment dans la filiere viande (Guyon et al., 2001; Little and de Louvois, 1998) ; sur
les surfaces inertes constitutives de réservoirs d’eau ou d’abreuvoirs (Buchko et al., 2000; Crump et
al., 2002). Enfin, divers végétaux et notamment des grains germés ont été impliqués dans des
infections par E. coli O157:H7 (voir Tableau 2 et Tableau 3 en Section C). En effet, pour assurer la
germination des graines, celles-ci sont régulierement aspergées d’eau pendant des durées allant de 4
a 7 jours ; or, la forte humidité et le rejet de nutriments par la graine en germination sont favorables a
la formation de biofilm (Fett, 2000). Ces 3 situations (viandes, eau et végétaux) ont donc fait I'objet
d’évaluation d’'une part des capacités colonisatrices de cette bactérie et d’autre part des traitements
visant son élimination (voir Section G-Questions n°29 et n°34).

21 Adhésion et formation de biofilm sur acier inoxydable en présence de
nutriments d’origine carnée, comparaison avec d’autres milieux de culture

Hood et Zottola (1997) ont montré que E. coli O157:H7 avait une meilleure capacité a coloniser une
surface en aC|er inoxydable quand la culture était réalisée avec un jus de viande dilué (obtention de
prés de 10° cellules/cm? en 3 j jours a 23°C) que lorsque le milieu de culture était du lait écrémé (moins
de 10° ceIIuIes/cmz) Farrel et al. (1998) ont haché de la viande contaminée par E. coli O157:H7 a
raison de 107 ufc/g. La durée moyenne de contact entre la viande et le hachoir était de 5,3 minutes. lls
retrouvent aprés hachage moins de 5 ufc/cm? (tests positifs aprés enrichissement) sur des lames en
acier inoxydable préalablement collees dans le hachoir. Lorsque la méme expérimentation est
réalisée avec une viande comptant 10 ufc/g (dose tres fortement supérieure a celle d’'une situation
réelle) on retrouve de l'ordre de 10° & 10" ufc/cm? sur les lames en acier inoxydable. La teneur en
graisse de la viande n’a pas d’effet significatif sur le transfert des bactéries vers I'acier inoxydable.

Le milieu TSB (bouillon tryptone soja) qui permet, dans I'étude de Hood et Zottola (1997), 'obtention
de densités surfaciques légérement inférieures a celles obtenues avec le jus de viande dilué, apparait
a Dewanti et Wong (1995) comme un milieu nettement moins favorable qu'un milieu minimum
additionné d’1 mg/L d’extrait de levure et de glucose a 0,04 %. En effet, avec ce milieu minimum, la
colonisation d’ un acier inoxydable est plus rapide : elle atteint 10°® ufc/cm? en 2 jours a 25°C contre un
maximum de 10* ufc/cm? en TSB. La production de polyméres extracellulaires et les forces d’adhésion
sont aussi plus élevées avec le milieu minimal alors que la croissance des cellules planctoniques de la
culture apparait plus lente que dans le TSB. Il a eté observé que de nombreuses souches de E. coli
0O157:H7 produisent de I'acide colanique en condition de stress (Junkins and Doyle, 1992; Mao et al.,
2001). Or, ce polymeére apparait nécessaire a la cohésion des cellules au sein des microcolonies de
E. coli K12 (Danese et al., 2000). Il est vraisemblable que le stress que représente la privation
nutritionnelle (milieu de culture minimal), favorise la synthése d’acide colanique et la plus forte
formation de biofilm observée par Dewanti et Wong (1995). Malgré cela, lorsque ce milieu minimal est
utilisé pour contaminer soit de l'acier inoxydable soit la surface intacte de pommes (Burnett et al.,
2000), on constate par microscopie a balayage laser confocal que les cellules de E. coli O157:H7
adhérent de fagon isolée voire en petits amas, mais pas sous la forme de grosses microcolonies
comme celles formées par des especes a fort pouvoir colonlsateur par exemple du genre
Pseudomonas qui peuvent atteindre des densités surfaciques de 108 ufc/cm? (Leriche and Carpentier,
1995; Leriche, 1999).
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2.2 Adhésion et formation de biofilm dans des conditions stimulant des
conduites d’eau, comparaison de divers matériaux

Buswell et al. (2001) montrent que parmi le verre et différents matériaux de plomberie tels que le
cuivre, l'acier inoxydable et le polybutylene, c’est ce dernier matériau qui permet la plus forte
colonisation par un E. coli 0157 dans un réacteur simulant les conditions régnant dans des conduites
de distribution d’eau froide et d’eau chaude. Le verre et le cuivre sont, dans ces conditions, les
matériaux les moins propices a I'établissement de biofilm. Ces auteurs ne chiffrent cependant pas les
densités surfaciques obtenues. En ce qui concerne le cuivre, il faut rappeler que ce matériau a un
effet antimicrobien et qu’il est reconnu comme peu propice a la colonisation microbienne (Chen et al.,
1993; Pongratz et al., 1994; Schoenen and Wehse, 1988). Ainsi quand Assanta et al. (2002)
observent par microscopie que le cuivre est plus fortement contaminé par E. coli O157:H7 que du
polyéthyléne, il est vraisemblable (comme le montrent Chen et al. (1993) pour un Pseudomonas
aeruginosa) qu’'une grande partie des cellules observées ne soient plus viables.

2.3 Adhésion et formation de biofilms sur des surfaces végétales (graine et
germe de luzerne, laitue, melon, pomme)

2.31 Comparaison de E. coli 0O157:H7 avec d’autres bactéries pathogénes

Barak et al. (2002) ont mis en contact des graines germées de luzerne avec des suspensions de
5 souches différentes de E. coli O157:H7 pendant 4 heures. Aprés 3 ringages, il reste de 1 a 2 ufc par
germe. Une méme expérimentation avec différentes souches de Salmonella enterica ou avec d’autres
sérotypes de E. coli, montre des adhésions nettement supérieures (jusqu’a 10° ufc/germe). Lorsque ce
sont les graines de luzernes qui sont directement inoculées et mises a germer pendant 3 jours sans
ringage préalable, E. coli O157:H7 (1 souche testée) atteint des concentrations microbiennes toujours
inférieures (moins de 10° ufc/germe) a celles obtenues avec d’autres sérotypes de E. coli (plus de 10°
a 10° ufc/germe). Takeuchi et al. (2000) montrent, contrairement a ce que Barak et al. (2002) ont
observé sur des graines germées de luzerne, que E. coli O157:H7 adhére en plus grand nombre
qu’une salmonelle (ici Salmonella Typhimurium) (P <0,05) aux feuilles de laitue. Les différences sont
cependant trés faibles ; ainsi par exemple, sur la surface des feuilles on a en logo(ufc/g) 5,0 et 4,8
pour les 2 espéces bactériennes respectivement et 4,7 pour Listeria monocytogenes. En revanche, la
comparaison de E. coli O157:H7 avec d’autres bactéries pathogénes réalisées par Ukuku et Fett
(2002) montre des différences beaucoup plus fortes. Ainsi 3 souches de E. coli (dont 2 de sérotype
0157:H7) adhérent en plus grand nombre a la surface d’'un melon cantaloup (5,2 a 5,8 log ufc/cm?)
que 3 souches de salmonelles (4,3 a 4,8 log ufc/cm?) et que 4 souches de Listeria monocytogenes
(2,9 a 3,2 log ufc/cm?). Ce sont cependant alors les E. coli qui montrent les plus faibles forces
d’adhésion (évaluées par le pourcentage de cellules qui restent a la surface du melon aprés un lavage
a l'eau).

2.3.2 Zone d’adhésion préférentielle

Ce sont les racines des graines germées de luzerne qui portent le plus grand nombre de cellules
(Charkowski et al., 2002). Il en est de méme de plants de laitue. Wachtel et al. (2002) montrent
qu’aprés une incubation d'une nuit de plants de laitue en présence d'une suspension dans I'eau
distilée de E.coli O157:H7 (4 souches), un ringage et un lavage, les cellules adhérent
préférentiellement aux racines de la plante et aux enveloppes de la graine (de 'ordre de 10% ufc sur
les racines et sur les enveloppes de la graine, la pousse ne compte que de I'ordre de 10? ufc). Seo et
Frank (1999) ainsi que Takeuchi et al. (2000) montrent que E. coli O157:H7 adhére préférentiellement
aux bords coupés de feuilles de laitue et dans les stomates de ces feuilles contrairement a
Pseudomonas fluorescens qui adhére préférentiellement aux zones intactes des feuilles. Ce
Pseudomonas est alors sous forme de microcolonies alors que E. coli O157:H7 adhére en cellules
isolées. Il est intéressant de noter que la colonisation préalable des feuilles de laitue par
Pseudomonas fluorescens n’a pas d'effet sur 'adhésion de E. coli O157:H7 (Seo and Frank, 1999).
Enfin, Burnett et al. (2000) montrent que I'adhésion de E. coli O157:H7 sur les pommes se fait aussi
préférentiellement sur les zones de discontinuité de la cuticule de cire et sur les tissus abimés. A ces
emplacements on visualise par microscopie a balayage laser confocal, des amas cellulaires de
grosses tailles. Ainsi, la bactérie pathogéne peut pénétrer dans la pomme jusqu’a 70 ym sous la peau
et aussi jusqu’aux graines en passant par le tube floral.
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QUESTION N°34 : QUE SAIT-ON DE LA RESISTANCE DES STEC A LA DESINFECTION,
EN COMPARAISON AVEC D’AUTRES BACTERIES ?

Il est bien connu a ce jour qu’aprés adhésion a une surface inerte, une proportion des
microorganismes de la population adhérente résiste fortement aux agents antimicrobiens (a notre
connaissance aucune bactérie n’échappe a ce phénomeéne) (Frank and Koffi, 1990). Cette proportion
est variable selon le matériau support (Krysinski et al., 1992) et augmente avec I'dge du biofilm (Frank
and Koffi, 1990). Il est aussi connu que le classement de désinfectants sur la base de leur efficacité
testée sur des cellules en suspension n’est pas le méme que lorsque les essais sont réalisés sur des
biofilms (Carpentier and Cerf, 1993). Parmi les explications possibles a cette différence de
classement, la présence de polyméres extracellulaires anioniques (comme l'acide alginique produit
par Pseudomonas aeruginosa ou l'acide colanique produit par E. coli et notamment par le sérotype
0157:H7 sous condition de stress) peut neutraliser I'effet des désinfectants cationiques comme les
ammoniums quaternaires. On peut en déduire que l'efficacité d’un ammonium quaternaire est
différente dans les 3 situations que sont les cellules en suspension, les cellules adhérentes qui n’ont
pas produit de matrice extracellulaire ou dont les polyméres ne sont pas anioniques, et les cellules
adhérentes incluses dans une matrice de polymeéres anioniques.

Les études recensées montrent que les E. coli O157:H7 sont, soit aussi sensibles soit, et c’est le cas
le plus fréquent, plus sensibles que d’autres bactéries et notamment d’autres bactéries pathogénes.

1 Essais réalisés sur des cellules en suspension

1.1 Désinfectant de I’eau : le chlore

Rice et al. (1999) n'observent pas de différence significative de résistance au chlore de 7 souches
E. coli O157:H7 et de 4 E. coli non pathogénes. Une dose d'1,1 mg/L de chlore libre (1,2 mg/L de
chlore total) a 5°C et a pH 7, pendant 1 min, permet de l'ordre de 4 réductions décimales de la
population. Les auteurs en concluent que la concentration médiane en chlore résiduel libre de
1,1 mg/L des eaux distribuées aux Etats-Unis et le temps de contact médian de 45 minutes, sont
suffisants pour inactiver d’éventuels E. coli O157:H7. En France, il a été demandé, dans le cadre du
plan Vigipirate renforcé (2001), d’assurer une concentration en chlore libre résiduel de 0,3 mg/L en
sortie des réservoirs et de 0,1 mg/L en tout point du réseau de distribution. Il faut rappeler ici que la
dose de chlore résiduel est utilisée comme derniere barriére et est précédée par d’autres traitements
permettant d’obtenir une qualité microbiologique correcte. Cette dose peut limiter le développement
microbien mais n’est pas a proprement parler une dose pouvant assurer la désinfection de I'eau. En
France, pour qu'une eau soit considérée de qualité bactériologique satisfaisante, il est demandé une
absence de E. coli dans 100 mL d’eau et une absence de E. coli dans 250 mL pour les eaux vendues
en bouteilles ou en conteneur (sauf eau de source préemballée) (décret n° 2001-1220 relatif aux eaux
destinées a la consommation humaine, a I'exclusion des eaux minérales naturelles, JORF du
22/12/01). On peut donc conclure que puisque E. coli O157:H7 n’apparait pas plus résistant que les
autres E. coli, les mesures visant a éliminer ces derniers peuvent étre considérées comme efficaces
vis a vis du sérotype 0157:H7.

1.2 Désinfectants pour I'industrie agro-alimentaire

Taylor et al. (1999) montrent que, dans les conditions de la norme BS EN 1276, sur 18 désinfectants
du commerce utilisés a 20°C et a la dose préconisée par le fabricant, 15 sont considérés efficaces sur
une souche de E. coli O157:H7 (5 réductions décimales obtenues en 5 minutes4) alors que 13 le sont
sur un Pseudomonas aeruginosa. A 10°C, ces chiffres tombent respectivement a 14 et a 11 pour les
2 bactéries. Les produits dont I'efficacité est affectée par la température sont certains des ammoniums
quaternaires et des amphotéres testés.

* Cette performance obtenue sur 4 souches (Pseudomona aeruginosa ATCC 15442, E. coli ATCC 10536,
Staphylococcus aureus ATCC 6538 et Enterococcus hirae ATCC 10541) permet au désinfectant d’étre considéré
comme ayant une activité bactéricide selon la définition donnée dans la norme EN 1276.
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1.3 Désinfectants et antiseptiques utilisés en milieu hospitalier

Oie et al. (1999) observent 4 réductions décimales d’'un mélange de 10 souches de E. coli O157:H7
(contenant la souche Sakai de I'épidémie japonaise de 1996) par des traitements de 15 secondes a
20°C avec un chlorure de benzalkonium a 0,1 %, du glucuronate de chlorehexidine a 0,1 % additionné
d’un surfactant non ionique et de I'éthanol a 80 %. La sensibilité au glucuronate de chlorehexidine du
mélange de souches est Iégerement plus grande que celle d’un Enterococcus faecalis et est similaire
a celle d’ un Staphylococcus aureus.

2 Essais réalisés en suspension et en biofilm sur des surfaces inertes

Venkitanarayanan et al. (1999a; 1999b) utilisent une eau salée (12 %) soumise a électrolyse dans les
5 minutes qui précédent son utilisation (production de chlore a I'anode, le pH est de 2,7 et le potentiel
d’oxydo-réduction supérieur a 1100 mV). lls obtiennent, en 5 minutes et a 4 ou 23°C, de l'ordre de
7 RD de suspensions de L. monocytogenes, de E. coli O157:H7 et de Salmonella Enteritidis (5
souches par espéeces bactériennes ont été testées).

Lorsque les mémes souches de E. coli O157:H7 sont préalablement déposées sur du polypropyléne
(planche de découpe) et mises a sécher pendant 1 heure a température ambiante I'immersion dans
l'eau « oxydante électrolysée » permet 6 réductions décimales en 20 minutes a 23°C (durée
nettement plus élevée que celle permettant 7 RD sur des cellules en suspension). L’efficacité de cette
eau s'améliore lorsque la température est augmentée. Ainsi a 45°C, pendant 10 minutes, une
contamination de 10%ufc/100cm? est totalement détruite. Le mélange des 5 souches de
L. monocytogenes apparait moins sensible (5 réductions décimales en 20 min & 23°C).

Somers et al. (1994) observent qu’un E. coli O157:H7 est Iégérement plus sensible au phosphate
trisodique (TSP) que la bactérie soit en suspension ou en biofilm sur acier inoxydable (105 ufc/cm?)
qu’'un Campylobacter jejuni et est nettement plus sensible que L. monocytogenes et Salmonella
typhimurium. Une dose de 1 % pendant 30 secondes ne permet plus de détecter E. coli O157:H7 ni
en suspension, ni en biofilm.

Farrell et al. (1998) évaluent, sur des lames d’acier inoxydable placées dans un hachoir ou de la
viande artificiellement contaminée par un E. coli O157:H7 a été hachée, lefficacité de 2 séries
d’opérations d’hygiene comportant : (i) un nettoyage par un alcalin (ii) un ringage (iii) une désinfection
soit par de I'acide peracétique a 0,2 % soit par un désinfectant a base de chlore (200 mg/L de chlore
libre), (iiii) un stockage pendant 8 heures a 8°C et 70 % d’humidité. Les deux procédures sont
équivalentes et laissent moins de 10 ufc/cm? quand la viande a été contaminée a raison de 10° ufc/g.
Lorsque la viande compte 10? ufc/g, la procédure comprenant le désinfectant chloré permet une
destruction totale de la contamination, alors qu’avec le désinfectant a base d’acide peracétique, 50 %
des lames apparaissent contaminées apres une phase d’enrichissement.

3 Essais de désinfection des végétaux

De nombreux travaux sur la désinfection concernent celle de végétaux (voir Section G-Question
n°31).

4 Etat physiologique aprés désinfection

Lisle et al. (1999) observent qu’un choc au chlore sur des cellules en suspension entraine une
diminution de viabilité de E. coli O157:H7 variable selon le mode d’évaluation de I'activité des cellules.
Ainsi on peut classer ces modes d’évaluation dans un ordre décroissant de diminution de viabilité :
culture, capacité des cellules a s’allonger en présence d’acide nalidixique et d’extrait de levure ou
Direct Viable Count (DVC), potentiel de membrane, activité respiratoire, intégrité membranaire. Par
ailleurs, Lisle et al. (1998) montrent que le pourcentage d’'ufc non endommagées (ufc qui cultivent sur
milieu sélectif par rapport au nombre d’ufc qui cultivent sur milieu non sélectif) aprés un choc a
I'hypochlorite de sodium (5 mg/L de chlore libre, 5 min. a 20-23°C) passe de 5 a 86 % lorsqu’une
suspension de E. coli O157:H7 est soumise a privation nutritionnelle pendant 29 jours dans un milieu
minimum (M9) sans source de carbone (ces auteurs ne donnent cependant pas le nombre de
réductions décimales des ufc obtenues par le choc chlore).
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AXES DE REFLEXION ET DE RECHERCHE

= Acquisition de données sur les sérotypes non-O157, et en particulier 026, O103 et
0111 ; notamment en ce qui concerne la résistance a 'acidité et la recherche de la présence
du facteur o (support génétique de résistance a l'acidité).

= Evaluation de l'effet souche a I'’échelon d’un seule sérotype, et en particulier O157:H7.

= Evaluation de la pertinence de mener une étude croissance-survie de STEC dans des
aliments typiquement frangais, qui ne seront pas étudiés a I'étranger (ex : fromage au lait
cru).

= Etude de I'impact de la flore antagoniste sur le comportement des STEC dans I'aliment.
= Etude de I'implantation des STEC dans les ateliers IAA (carcasses-surfaces inertes) et
dans les installations de distribution et de stockage de 'eau.

= Etude de la coopération entre espéces différentes dans le cadre de la création de
biofilms : les STEC sont-elles des bacétries de niches écologiques ?
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Section H : Microbiologie Prévisionnelle

Responsable de section : ML. Delignette-Muller
Rédacteurs : ML. Delignette-Muller
Personnalités consultées : M. Cornu — JB. Denis

POINTS A RETENIR

. Divers modéles de croissance permettent de prévoir le taux de croissance de E. coli
0157 :H7 en fonction de la température, du pH et de la teneur en NaCl de I'aliment. En
revanche, aucun modéle ne permet actuellement de prévoir de facon fiable le temps de
latence avant croissance dans l'aliment sans expérience préalable.

. Des modeéles probabilistes ont été proposés pour décrire la limite croissance-non
croissance en fonction des mémes facteurs.
. Des modéles d’'inactivation thermique classiques sont utilisés pour décrire I'effet sur le

temps de réduction décimale de la température et parfois d’autres facteurs
concomitants (pH, NaCl).

. Des travaux de modélisation de I'inactivation non thermique ont aussi été publiés, mais
ceux-ci sont trés disparates du point de vue de la méthode utilisée et s’intéressent a
des aliments et des facteurs d’inactivation trés particuliers.

La microbiologie prévisionnelle est une discipline qui vise a développer des modéles mathématiques
permettant de prévoir les aptitudes de croissance, survie ou décroissance des populations
microbiennes dans les aliments en fonction des facteurs environnementaux influents. L’utilisation de
ces modeéles doit étre prudente, et précédée par une validation de ceux-ci en prévision, sur des
données différentes de celles ayant servi a les construire. Ces modéles peuvent alors étre d’'une aide
précieuse dans diverses applications. lls peuvent par exemple étre utilisés pour estimer la durée de
vie d’'un produit alimentaire, définir des seuils limites pour des facteurs environnementaux de contréle,
détecter les points critiques dans une démarche HACCP, ou encore évaluer I'exposition a un danger
lié a la consommation d’un produit alimentaire.

QUESTION N°35: QUELS SONT LES DIFFERENTS MODELES UTILISES POUR
MODELISER LA CROISSANCE ?

De nombreux modéles ont été développés pour décrire I'effet des facteurs environnementaux les plus
influents sur les aptitudes de croissance des populations de micro-organismes colonisant les produits
alimentaires. Pour décrire les cinétiques de croissance en tenant compte de facteurs
environnementaux, deux niveaux de modéles sont en général utilisés. Un modéle primaire, dit aussi
modeéle dynamique, est tout d’abord utilisé pour décrire la réponse d'une population de micro-
organismes dans un environnement donné, en fonction du temps (cinétique de croissance). Un
modéle secondaire, dit aussi modéle des contraintes, est ensuite utilisé pour décrire l'effet des
facteurs environnementaux (par exemple la température) sur les paramétres du modele primaire (par
exemple le taux de croissance maximum). Classiquement, ces modéles sont ajustés aux données
expérimentales en deux temps :

- premier temps : le modeéle primaire est ajusté a des cinétiques de croissance obtenues par
dénombrement, dans différentes conditions environnementales, permettant ainsi I'estimation
de parametres de croissance pour chaque cinétique ;

- second temps : le modéle secondaire est ajusté aux données constituées par les paramétres
de croissance de chaque cinétique, associés aux facteurs environnementaux
correspondants.
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Un ajustement global des deux niveaux de modéle peut aussi étre effectué, ce qui donne
généralement une meilleure estimation des paramétres.

QUESTION N°36 : QUELS SONT LES DIFFERENTS TYPES DE MODELES UTILISES
POUR DECRIRE UNE CINETIQUE DE CROISSANCE DANS DES CONDITIONS DONNEES ?

La cinétique de croissance d’une population microbienne, est caractérisée classiquement par quatre
parameétres : le niveau initial (X en ufc.mL'1), le temps de latence (lag en h), le taux de croissance
maximum (Umax €n h‘1), et le niveau maximum (Xpnax €N ufc.mL'1). Les deux modéles les plus
couramment utilisés en microbiologie prévisionnelle pour I'estimation des paramétres de croissance a
partir des données observées sont le modéle de Gompertz modifié (Gibson et al., 1988; Zwietering
et al., 1990) et le modéle de Baranyi (Baranyi and Roberts, 1994).

Le modéle de Gompertz modifié est un modéle purement empirique, qui ajuste en général les
données de croissance observées de maniére satisfaisante. Néanmoins, il présente un certain
nombre d’inconvénients mentionnés par divers auteurs (Dalgaard, 1995; Membre et al., 1999; Van
Gerwen and Zwietering, 1998; Whiting and Cygnarowicz-Provost, 1992) :

- son utilisation conduit & une surestimation systématique du taux de croissance par rapport a
sa définition classique (pente de la phase exponentielle de croissance en coordonnées
logarithmiques) ;

- sa valeur au temps t = 0 ne correspond pas au niveau initial X ;

- son ajustement ne peut pas étre réalisé si la cinétique de croissance n’est pas suivie jusqu’a
la phase stationnaire ;

- enfin, ce modéle n’est pas directement utilisable pour simuler des croissances en conditions
environnementales variables dans le temps.

Le modéle de Baranyi, qui ajuste aussi trés bien les données de croissance généralement observées,
est un modéle un peu moins empirique, et qui ne présente pas les inconvénients cités précédemment.
Il est basé sur des hypothéses dynamiques qui peuvent certes étre discutées, mais vu comme un
modéle descriptif, il convient mieux a l'ajustement de cinétiques de croissance microbienne que le
modéle de Gompertz modifié (Baranyi and Roberts, 1994; Membre et al., 1999; Van Gerwen and
Zwietering, 1998). De plus, sa formulation dynamique permet son utilisation directe pour simuler des
croissances en conditions environnementales variables dans le temps, utilisation qui a déja été
validée par plusieurs auteurs en conditions thermiques variables (Alavi et al., 1999; Baranyi et al.,
1995; Bovill et al., 2000; Bovill et al., 2001).

A titre d'illustration, la Figure 15 représente 'ajustement des modéles de Gompertz modifié et de
Baranyi sur un méme cinétique de croissance d’une souche de E. coli O157:H7 en bouillon, mesurée
par dénombrement sur boite de Petri.
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Figure 15 : Ajustement de deux modéles primaires de croissance classiques sur une cinétique
de croissance d’une souche de E. coli O157:H7 en bouillon, mesurée par dénombrement sur
boite de Petri

Remarque : Tout ce qui est écrit jusque la concerne I'ensemble des micro-organismes étudiés en
microbiologie prévisionnelle, et est donc sans doute valable pour les E.coli STEC, aucun
comportement particulier n’ayant été reporté pour ce groupe de micro-organismes dans cette étape de
la modélisation de la croissance.

QUESTION N°37 : QUELS SONT LES DIFFERENTS MODELES DECRIVANT L’EFFET DES
FACTEURS ENVIRONNEMENTAUX SUR LE TAUX DE CROISSANCE ?

Parmi les travaux proposés aujourd’hui, on peut distinguer deux grandes approches méthodologiques
différentes de construction de modéles décrivant I'effet des facteurs environnementaux sur le taux de
croissance maximum (fmax) :

- Une approche multifactorielle consiste a décrire I'effet simultané de plusieurs facteurs
environnementaux sur les paramétres de croissance a l'aide de modéles polynomiaux
encore appelés surfaces de réponse (Buchanan, 1991; Roberts, 1995). Les modéles ainsi
obtenus sont en général appelés les modéles polynomiaux.

- Une approche plus progressive consiste a modéliser indépendamment I'effet de chaque
facteur environnemental sur les parameétres de croissance, puis a construire, a partir de ces
modeles simples, un modéle général incluant plusieurs facteurs environnementaux, en
utilisant une méthode dénommeée « gamma concept » par Zwietering et al. (1992). Cette
méthode avait déja été proposée auparavant (McMeekin et al., 1987) et a été utilisée par
ailleurs sans cette appellation (Rosso et al., 1995). Cette méthode repose sur I'’hypothése
d’'indépendance d’effets entre les différents facteurs environnementaux pris en compte. Les
modeéles développés selon cette approche sont en général inspirés du modéle « racine
carré » proposé par Ratkowsky et al. (1983) pour décrire I'effet de la température sur le taux
de croissance maximum, et c’est pourquoi ils sont souvent appelés les modéles de type
racine carrée.
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Dans Il'approche multifactorielle, chaque modéle est élaboré de fagon systématique a partir
d’expériences réalisées pour une souche ou un mélange de souches, dans un milieu, en faisant varier
les facteurs environnementaux étudiés selon un plan d’expériences bien défini dans une plage de
variation donnée. Une surface de réponse caractérisée par de nombreux paramétres est ajustée aux
points observés. Cette approche systématique, permet dans tous les cas la construction d’'un modéle
ajustant correctement les données expérimentales, méme lorsque des interactions existent entre les
facteurs environnementaux étudiés. Cet avantage cache néanmoins quelques inconvénients. La
volonté de construire un modeéle ajustant au mieux les données expérimentales conduit naturellement
a augmenter le nombre de ses paramétres. Ceci induit un manque de robustesse du modéle dont la
forme devient trés sensible aux éventuels points expérimentaux atypiques. Les problémes liés a la
surparamétrisation de ces modéles polynomiaux ont été soulevés dans la littérature (Baranyi et al.,
1996; Delignette-Muller et al., 1995). D’autre part, le modéle obtenu n’est théoriquement valable que
pour le couple souche(s)/milieu étudié et a l'intérieur du domaine expérimental exploré pour les
facteurs environnementaux. Toute extrapolation a d’autres milieux ou en dehors de la plage
expérimentale est dangereuse. Ceci représente une limitation importante pour une utilisation en
prévision.

Dans I'approche progressive, I'effet de chaque facteur environnemental est étudié séparément, pour
diverses espéces microbiennes et milieux. A partir des données ainsi observées, un modele général
est élaboré, caractérisé par un petit nombre de paramétres ayant si possible une signification
biologique. Un modéle prenant en compte I'effet simultané de tous les facteurs étudiés est ensuite
construit en supposant I'absence d’interaction entre ces facteurs. Les modéles ainsi obtenus sont en
général simples mais souvent suffisants pour décrire les données observées pour une grande
diversité de micro-organismes. lls ne comportent qu’un petit nombre de paramétres, ce qui les rend
robustes. De plus le petit nombre et la signification biologique de leurs parameétres facilitent la
démarche de prévision. Celle-ci peut étre réalisée a partir d’'une information minimale provenant de
résultats expérimentaux et/ou de données de la littérature. Néanmoins I'approche progressive
présente, elle aussi, quelques inconvénients. En particulier, I'hypothése d’absence d’interaction entre
les facteurs environnementaux représente une limitation au nombre de facteurs que I'on peut prendre
en compte dans ces modeles. La prise en compte de telles interactions dans ces modéles n'a que
rarement été envisagée et uniquement sur Listeria (Augustin and Carlier, 2000; Le Marc et al., 2002).

Les deux approches, multifactorielle et polynomiale, apparaissent donc complémentaires, présentant
chacune leurs avantages et leurs inconvénients. Nulle ne peut remplacer 'autre, et il appartient a
I'utilisateur de choisir, en fonction du probleme posé, la méthode qui satisfera au mieux ses
exigences.

1 Modeéles de croissance de type polynomiaux

Les modéles polynomiaux qui ont été proposés spécifiquement pour décrire la croissance de E. coli
0O157:H7 sont répertoriés dans le Tableau 13, ainsi que les facteurs environnementaux pris en compte
dans chaque modéle, assortis de leur gamme de variation. Ce sont les seuls travaux de ce type
portant sur des E.coli STEC. Ce sont tous des modéles polynomiaux dordre 2 (modéles
quadratiques) mis a part le modéle de Buchanan et Bagi (1994) qui est d’ordre 3 (modéle cubique).
Ce dernier modéle est utilisé dans le logiciel américain « Pathogen Modeling Progam » tandis que le
modéle de Sutherland et al. (1997) est utilisé dans le logiciel anglais « Food MicroModel ». Les
données ayant servi a la construction de ces modéles ont été obtenues en bouillon, le pH ayant été
ajusté par ajout d’acide chlorhydrique.
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Tableau 13 : Modéles secondaires polynomiaux proposés pour E. coli O157:H7

FACTEURS ETUDIES ET LEURS GAMMES DE VARIATION

Nombre de | Température | pH NaCl % |[NaNO2 | Atmospheére Référence
paramétres | (°C) (HCI) (mg/L)
du modeéle

10 10-42 45-851|056-5 aérobie (Buchanan et al.,

10 10 - 42 45-85 (05-5 anaérobie 1993)

35 10-42 45-8,5 (0,5-5 0 — 200 | aérobie (Buchanan and

35 10 - 42 45-85 |05—-5 |0-200 |anaérobie Bagi, 1994)

10 10-30 4-7 0,5-6,5 aérobie (Sutherland et
al., 1995)

15 10-30 4-7 0,5-6,5 CO2:0-80% |(Sutherland et
al., 1997)

Un essai de validation du modéle utilisé par le « Pathogen Modeling Program » pour prédire la
croissance de E. coli O157:H7 dans de la viande de boeuf a été réalisé par Walls et Scott (1996). Des
résultats satisfaisants ont été obtenus pour la prédiction du taux de croissance dans les conditions de
température et de pH testées.

Les modéles présentés ci-dessus ont tous été construits a partir de données obtenues sur des
mélanges de 3 ou 4 souches. On pourrait étre tenté de dire qu’ils prennent ainsi en compte la
variabilité inter souches. Néanmoins, ils ne permettent en aucun cas la description de cette variabilité.
Whiting et Golden (2002) ont estimé les taux de croissance de 17 souches différentes de E. coli
0157:H7 dans une condition de culture donnée, et ont montré sur ces taux de croissance une
variabilité inter souches nettement plus grande que la marge d’incertitude accompagnant la prédiction
du logiciel « Pathogen Modeling Program », démontrant ainsi que les données obtenues sur un
mélange de souches ne permettaient pas de décrire la variabilité inter souches.

2 Modeéles de croissance de type racine carrée

Comme nous l'avons mentionné précédemment, les modeles de type racine carrée sont rarement
construits pour une espéce microbienne donnée, et donc encore moins pour un sous-groupe de cette
espece. Ce sont des modéles généraux, destinés a étre utilisés pour toutes les espéces d’intérét.
Divers modéles généraux ont ainsi été proposés pour décrire en particulier I'effet de la température,
du pH et parfois d’autres parameétres comme I'a,, sur le taux de croissance des micro-organismes
(McMeekin et al., 1993; Rosso et al., 1995; Zwietering et al., 1992; Zwietering et al., 1996). Les
modéles proposés sont caractérisés au moins en partie sinon exclusivement (Rosso et al., 1995) par
des paramétres qui ont une signification biologique comme les températures cardinales (températures
minimale, optimale et maximale de croissance, respectivement Tpin, Topt €t Tmax), les pH cardinaux (pH
minimal, optimal et maximal de croissance, respectivement pHmin, PHopt €t pHmax) €t I'a, minimum
(awmin)- Si la forme des modéles proposés est en général valable quelque soit 'espéce microbienne
étudiée, les valeurs de leurs paramétres sont elles différentes d’'une espéce a l'autre. Dans les
simulations réalisées a partir des modéles, on considére bien souvent ces parametres constants pour
une espéce microbienne donnée. Pourtant une variabilité au sein d'une espéce peut exister, voire
méme au sein d’un sous-groupe d’une espéece.

21 Effet de la température

En ce qui concerne I'espéce E. coli, il a été dit qu’ E. coli O157:H7 ne se comportait pas comme les
autres E. coli s’agissant de l'effet de la température (Doyle and Schoeni, 1984). Ce résultat qui ne
portait que sur le test d’'une souche a ensuite été contredit par d’autres auteurs (Palumbo et al., 1995;
Salter et al., 1998), mais l'idée persiste encore parfois. La comparaison de T,y sur 20 souches de
sérogroupe 0157 et 12 souches d’autres sérogroupes a montré une différence certes significative,
mais sans implication biologique, avec une moyenne de 40,2°C pour le groupe 0157 (valeurs allant
de 38,5 a 41,5°C) et 41,2°C pour le groupe non 0157 (Gonthier et al., 2001). Par ailleurs, Nauta et
Dufrenne (1999) ont estimé les températures cardinales sur 75 souches différentes de E. coli
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0157 :H7. Pour Ty, ils ont trouvé des valeurs allant de 37 a 41°C avec une moyenne de 40,1°C, ce
qui est concordant avec les résultats de Gonthier et al. (2001). Pour T, des valeurs de 6 a 12°C sont
reportées avec une moyenne de 6,3°C et seulement deux valeurs au-dessus de 7°C. Pour T, des
valeurs de 45,5 a 46,5°C ont été reportées avec une moyenne de 45,6°C.

2.2 Effet du pH

Dans les travaux de Nauta et Dufrenne (1999), les valeurs de pHp.i, et pHyax ont aussi été estimées
sur les 75 souches d’ E. coli O157:H7 testées. Pour estimer le pHn, les valeurs de pH du milieu ont
été expérimentalement ajustées en utilisant de I'acide citrique. Des valeurs allant de 4,1 a 4,35 ont été
obtenues avec une moyenne a 4,32. Nauta et Dufrenne ont supposé que la valeur de pHg était
toujours la moyenne entre pHmin et pHmax €t ont uniquement reporté les valeurs de pHgy ainsi
calculées, valeurs allant de 6,75 a 6,9 avec une moyenne a 6,88. Nous pouvons a partir de la
grossiérement estimer la valeur moyenne de pHp.x @ 9,4.

Il est enfin important de rappeler que le pH.,, est fortement dépendant de la nature de I'acide utilisé.
Un modéle décrivant la relation entre ce pHi, et le pKa de l'acide utilisé a été proposé et ajusté
notamment pour deux souches de E. coli non-STEC (Rosso et al., 1997). Cet ajustement donnait une
valeur de de 4,2 pour I'acide citrique, valeur qui se situe dans la gamme observée par Nauta et
Dufrenne pour les 75 souches de E. coli 0157 :H7. Globalement, plus I'acide est fort, plus le pH,, est
faible. Ainsi des valeurs de pH,,, plus élevés sont attendus pour des acides plus faibles. McKellar et
Knight (1999) ont estimé le pHni, de 19 souches de E. coli STEC pour I'acide chlorhydrique et un
acide faible, I'acide acétique. Les valeurs de pH,,, reportées, auxquelles toutes les souches testées
sont capables de se multiplier sont de 4,25 pour I'acide chlorhydrique et 5,5 pour l'acide acétique.
Néanmoins, ces valeurs ne donnent pas d’indication sur la variabilité observée entre les souches.

2.3 Effet de 'aw

Dans les travaux de Nauta et Dufrenne (1999), les valeurs d’a,min ont été estimées sur les 75 souches
de E. coli O157:H7 testées. L’a,, a été contrblé par la teneur en NaCl du milieu. Des valeurs d’aymin
allant de 0,952 a 0,958 ont été reportées, avec une valeur moyenne de 0,953.

3 lllustration

A titre d’illustration, ont été représentées sur les figures suivantes (Figure 16 et Figure 17), des
valeurs de taux de croissance simulés avec deux modéles de types différents, pour diverses valeurs
de température, pH et a,, ou teneur en NaCl. Dans la Figure 16, le modéle publié par Buchanan et
Bagi (1994) pour la croissance aérobie a été utilisé. Dans la Figure 17, un modéle de type racine
carrée a été utilisé, en fixant les paramétres cardinaux aux valeurs moyennes estimés par Nauta et
Dufrenne (1999) (Tmin=6,3, Topt=40,1, Tmax=45,6, pHmin=4,3, pHopi=6,9, pHmax=9,4 et a,min=0,953) et le
taux de croissance optimal a partir de la valeur de taux de croissance obtenu par Buchanan et Bagi
(1994) dans du bouillon coeur-cervelle sans ajout ni de NaCl ni de NaNO,, a 37°C et un pH de 6,5.
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Figure 16 : Taux de croissance calculés dans diverses conditions environnementales avec le
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Figure 17 : Taux de croissance calculés dans diverses conditions environnementales avec un
modeéle de type racine carrée
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QUESTION N°38 : QUELS SONT LES DIFFERENTS MODELES DECRIVANT L’EFFET DES
FACTEURS ENVIRONNEMENTAUX SUR LE TEMPS DE LATENCE ?

Deux approches sont classiquement utilisées pour modéliser le temps de latence. L’approche
associée classiquement aux modéles de type polynomiaux consiste a modéliser indépendamment le
temps de latence et le taux de croissance, et a utiliser pour construire les modéles décrivant le temps
de latence, des données expérimentales obtenues avec des conditions de préculture proches des
conditions optimales, c’est-a-dire peu réalistes. Or il a été observé expérimentalement sur diverses
especes bactériennes pathogénes que I'utilisation d’'une température de préculture basse, plus
réaliste pour les produits réfrigérés, donnait des temps de latence en culture a température basse
beaucoup plus faibles (Dufrenne et al., 1997; Membre et al., 1999). Cette approche ne semble donc
pas adaptée a la problématique de la microbiologie prévisionnelle. Dans leur essai de validation du
modéle utilisé par le « Pathogen Modeling Program » pour prédire la croissance de E. coli O157:H7
dans de la viande de beeuf, Walls et Scott (1996) soulignent d’ailleurs cette difficulté pour expliquer les
mauvais résultats obtenus en ce qui concerne la prédiction du temps de latence.

La seconde approche, associée le plus souvent aux modéles de type racine carrée, consiste a
considérer que pour des conditions de préculture données, le temps de latence est inversement
proportionnel au taux de croissance quelque soient les conditions de culture. A partir du moment ou
I'on dispose d’'un modele pour le taux de croissance, il suffit donc de connaitre le produit du taux de
croissance par le temps de latence (umaxlag) pour modéliser le temps de latence. Baranyi et Roberts
(1995) ont relié ce produit pnaxlag a ce qu'ils appellent I'état physiologique initial de la population
microbienne. Selon eux, umalag caractérise le travail a réaliser par la population bactérienne pour
s’adapter au nouvel environnement et aboutir a la phase de multiplication cellulaire. Il est néanmoins
important de noter que ce produit unalag n'est constant qu’en premiére approximation (Delignette-
Muller, 1998). D’autre part, il est nécessaire pour prévoir le temps de latence par cette méthode, de
connaitre les conditions de préculture et de pouvoir quantifier leur effet sur le produit pmalag. Des
essais de modélisation de l'effet sur le temps de latence de différents stress subis par la population
bactérienne en préculture ont été proposés pour Listeria monocytogenes (Augustin et al., 2000b;
Breand et al., 1999). Ces travaux proposent des approches intéressantes mais montrent aussi la
complexité d'une telle modélisation, a laquelle s’ajoute une grande variété de stress susceptibles
d’étre rencontrés en pratique. D’autre part, I'effet de la taille de l'inoculum sur le temps de latence
démontré expérimentalement sur Listeria monocytogenes (Augustin et al., 2000a) et de sa phase de
croissance (phase exponentielle ou stationnaire) démontré aussi sur Listeria monocytogenes (Whiting
and Bagi, 2002), rend I'approche encore plus délicate.

En conclusion, aucun modéle général ne permet a 'heure actuelle de prévoir correctement le temps
de latence pour E. coli sans expérience préalable visant a quantifier I'effet des conditions de
préculture dans le cas étudié.

QUESTION N°39: COMMENT MODELISE-T-ON LA LIMITE CROISSANCE/NON
CROISSANCE EN FONCTION DES FACTEURS ENVIRONNEMENTAUX?

Ratkowsky et Ross (1995) ont proposé une approche basée sur les modéles de type racine carrée, et
permettant de fagon indirecte de prendre en compte les interactions entre les facteurs
environnementaux au voisinage de la zone limite croissance/non croissance. La démarche proposée
permet de décrire la probabilité de croissance d’'une population microbienne en fonction de plusieurs
facteurs environnementaux, en utilisant les outils classiques de la régression logistique, mais en
gardant dans les modéles les paramétres cardinaux présents dans les modéles secondaires de type
racine carrée (Tmin, PHmin, -..). Linterface croissance/non croissance peut ainsi étre précisément
décrite. Cette démarche a été utilisée pour décrire I'effet simultané de la température et de la teneur
en sel sur l'interface croissance/non croissance d’une souche de E. coli STEC non typable (Salter et
al., 2000). Elle avait été préecédemment utilisée pour décrire 'effet simultané de la température, du pH,
de la concentration en acide lactique et de la teneur en sel sur une souche de E. coli non STEC
(Presser et al., 1998), mais sans que le modéle n’ait été validé sur des souches STEC. Une démarche
similaire, mais non basée sur les modéles de type racine carrée, a été utilisée pour décrire I'effet
simultané de la température, du pH, de la concentration en acide acétique et de la teneur en sel sur
un mélange de 5 souches de E. coli O157:H7 (McKellar and Lu, 2001).
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A titre dillustration, l'interface croissance-non croissance décrite par le modéle de McKellar et Lu
(2001) en fonction de la température et du pH a été représentée pour différentes valeurs de NaCl
(dans un milieu sans acide acétique) (Figure 18).

55
Interface croissance-non creissance

Zone de croissance

zone de non croissance T 25%

3.5 1 | 1 | 1 |
5

température (*C)

Figure 18 : Interfaces croissance-non croissance décrite par le modéle de McKellar et Lu (2001)

QUESTION N°40: QUELS SONT LES MODELES D’INACTIVATION THERMIQUE
DISPONIBLES?

A l'instar de ce qui concerne la croissance, deux niveaux de modeéles sont généralement utilisés pour
décrire l'effet de la température sur la survie microbienne :

- un modele primaire est tout d’abord utilisé pour décrire la cinétique de décroissance
microbienne dans un environnement donné, en fonction du temps ;

- un modéle secondaire est ensuite utilisé pour décrire l'effet de la température et
éventuellement d’autres facteurs concomitants sur les paramétres du modéle primaire.

Le modéle primaire classiquement utilisé en inactivation thermique décrit la relation entre le
logarithme du nombre de survivants et le temps de traitement par une droite. Cette relation linéaire est
caractérisée parfois par la pente de la droite appelée le taux de destruction (k), mais plus souvent le
temps de réduction décimale (D) est utilisé. Ce paramétre D représente le temps de traitement
réduisant le nombre de cellules d'un facteur 10 et est directement reli¢ au taux de destruction
(D=In(10)/k). Néanmoins, toutes les courbes d’inactivation thermique observées expérimentalement
ne sont pas linéaires, notamment lors de traitements thermiques doux, et il arrive que I'on observe un
épaulement en début de cinétique (sorte de temps de latence avant la phase linéaire) et/ou une
trainée en fin de cinétique (diminution du taux de destruction aprés la phase linéaire). De nombreux
modéles primaires peuvent alors étre utilisés (Geeraerd et al., 2000; Mafart et al., 2002; Peleg, 2000)
bien gqu’aucun ne semble faire 'unanimité, les pratiques restant trés hétérogénes dans ce domaine.
Les travaux les plus récents tendent vers l'utilisation soit d’'un modéle dérivé du modéle de croissance
de Baranyi (Geeraerd et al., 2000; Xiong et al., 1999), soit d’'un modéle linéaire en 2 morceaux avec
rupture nette entre la phase de latence et la phase linéaire (Juneja et al., 2001; Whiting and Golden,
2002), soit d’'un modele basé sur la loi de Weibull (Mafart et al., 2002; Peleg, 2000). Quelque soit
'approche, les auteurs tentent généralement de retrouver dans les modéles primaires utilisés le
parameétre classique k ou D ou un parameétre ayant une signification biologique proche de I'un d’eux.
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Le paramétre le plus classiquement modélisé par les modéles secondaires proposés est le temps de
réduction décimal D. Lorsque seule la température est prise en compte, le modéle de Bigelow (Mafart,
1999) est généralement utilisé. Il décrit le logarithme de la durée de réduction décimale (D) comme
une fonction linéaire décroissante de la température. Un de ces paramétres caractéristiques
couramment utilisé est z (ou z-value), qui correspond a I'élévation de température nécessaire pour
réduire D d’'un facteur 10. Contrairement aux modéles de croissance, les modéles de survie sont
souvent construits a partir de données expérimentales obtenues directement dans I'aliment. En ce qui
concerne E. coli O157:H7, deux articles estiment les valeurs de z entre 6 et 7°C dans des viandes
hachées de diverses origines animales (Juneja et al., 1997; Juneja and Marmer, 1999) (Tableau 14).
Dans un article plus récent, Huang et Juneja (2001) proposent la modélisation de I'effet de la
température sur la cinétique d’inactivation thermique décrite par un modéle primaire non linéaire, dans
lequel on ne retrouve pas le paramétre classique D. Les paramétres du nouveau modeéle proposé
n’ont pas de signification biologique claire. Des modeles polynomiaux sont utilisés pour décrire I'effet
de la température sur chacun d’eux. D’aprés les auteurs, ce modéle décrit mieux les données que
I'approche classique (modéle de Bigelow sur D), néanmoins il n'a pas été testé en validation sur
d’autres données, et on peut craindre qu'il soit moins robuste que le modéle classique du fait de son
plus grand nombre de paramétres.

Tableau 14 : Modéles secondaires d’inactivation thermique proposés pour E. coli 0157:H7

Variable décrite Modéle Facteurs étudiés et Milieu étudié Référence
gammes de variation

polynomial T (°C) [54,5 - 64,5]
(Blackburn et

log1o(D) (10 pH [4,2 — 9,6] milieu TSB al., 1997)

paramétres) NaCl (%) [0,5 - 8,5]
k et a paramétres _
d'un modéle | polynomial T (°C) [55 - 65] viande hachée | (Huang and
primaire non | (6 paramétres) de beeuf Juneja, 2001)
linéaire

Bigelow viande hachee (Juneja and

log1o(D) T (°C) [55 — 65] de dinde,

(2 paramétres) agneau et porc Marmer, 1999)

Bigelow viande hachée

| D T (°C) [65 - 65 d let et
©910(D) (2 parametres) CO ] biez?ue e

(Juneja et al.,
1997)

. T (°C) [40 — 60] |

polynomial ) B i . (Splittstoesser

logo(D) (6 parametres) acide benzoique ou acide |jus de pomme | ", 1996)
malique (mg/L) [200 — 1000] h

Parfois, l'effet d’autres facteurs associés a la température est pris en compte dans les modéles
secondaires. En ce qui concerne E. coli O157:H7, deux modeéles polynomiaux ont été proposés pour
décrire I'effet associé d’autres facteurs sur le logarithme de D (Tableau 14), 'un prenant en compte le
pH et la teneur en NaCl (Blackburn et al., 1997) et 'autre prenant en compte la teneur en acide
benzoique ou en acide malique, conservateurs du jus de pomme (Splittstoesser et al., 1996). D’autres
travaux prenant en compte d’autres facteurs concomitants ont été réalisés sur des souches de E. coli
non-STEC, sans que 'on sache si les modeles obtenus sont utilisables ou non sur les STEC.

Whiting et Golden (2002) ont évalué les temps de réduction décimale de 17 souches de E. coli
0O157:H7 cultivées en bouillon a respectivement 55 et 60°C. lls ont observé des variations importantes
entre souches, avec des coefficients de variation entre souches de 42 % a 55°C et de 33 % a 60°C.
Les modéles exposés précédemment ne prennent pas en compte ces variabilités.

- 154 -



Afssa Bilan des connaissances relatives aux STEC — Section H

QUESTION N°41 : QUELS SONT LES MODELES D’INACTIVATION NON-THERMIQUE
DISPONIBLES?

En ce qui concerne les modeles d’inactivation non thermique, les travaux publiés jusque la sont trés
disparates et semblent répondre a des problémes technologiques trés particuliers. Tous les modeéles
publiés pour E. coli O157:H7 ont été construits a partir de données observées dans I'aliment, et dans
des aliments bien spécifiques (salami, salade d’aubergines, poivron vert..., Tableau 15). On peut
aussi observer dans le Tableau 15, la grande diversité des facteurs pris en compte. Certains auteurs
utilisent la modélisation a deux niveaux (Skandamis and Nychas, 2000; Tsujihata et al., 1998), et
décrivent par des modéles secondaires polynomiaux I'effet des différents facteurs étudiés sur le taux
de destruction (k) et éventuellement le temps de latence, utilisant les mémes modéles primaires qu’en
inactivation thermique. D’autres auteurs modélisent en une seule étape le taux de réduction
microbienne en fonction de différents facteurs dont le temps de traitement, toujours en utilisant des
modéles polynomiaux (Han et al., 2001; Pond et al., 2001). Enfin, Uljas et al. (2001) utilisent un
modéle de régression logistique pour décrire I'effet de plusieurs facteurs dont le temps de traitement
sur la probabilité d’obtention d’'une réduction microbienne supérieure a 5 logo.

Aucune démarche classique de modélisation de l'inactivation non thermique ne se dégage donc de
ces travaux récents et trés disparates.

Tableau 15 : Modéles d’inactivation non thermiques proposés pour E. coli 0157:H7

Variable décrite Modéle Facteurs étudiés et | Milieu étudié | Référence
gammes de variation

ClO, gazeux (mg/L) [0,1 —

log)

(%) [0-21]

logso(réduction polynomial 0,5] . (Han et al.,
; ; . e 0 poivron vert
microbienne) (15 paramétres) | humidité (%) [55 — 95] 2001)
temps (min) [7 — 135]
. aw , pH, temps
log+o(réduction polynomial wo P s salami (Pond et al.,
minObienne) (6 paramétreS) gammes de variation non 2001)
précisées
temps de latence T(°C)[0-13] _
. (Skandamis
et taux de | polynomial pH [4 — 5] salade and Nychas
destruction  (en | (14 paramétres) | huile essentielle d’origan d'aubergines 2000) ’

T (°C) [10 - 50]

log1o

(5 parametres)

benzoate de sodium (%)
[0-01]

taux de destruction | polynomial NaCl (%) [0 - 1,5] vinaigre (Tsujihata et
(en log) (11 paramétres) | acide acétique (%) [0,5 — al., 1998)
2,5]
T (°C) [5-35]
Z’ro;ab;l_ité q régression PH[3,1-4.3]
obtention d’une . .
réduction logistique temps (h) [0 - 12] cidre de (Uljas et al,
supérieure a 5 sorbate de potassium ou pomme 2001)
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AXES DE REFLEXION ET DE RECHERCHE

= Validation des modéles existants sur des E. coli STEC non-O157:H7 et caractérisation
de la variabilité intra et inter sérogroupes.

=2  Modélisation de l'effet des conditions de culture et de préculture sur le temps de
latence.

= Validation et confrontation des différents modéles de la limite croissance-non
croissance.

=  Proposition et validation d’'une nouvelle approche de modélisation de l'inactivation
thermique et non thermique : développement de modéles intégrant des paramétres
ayant un sens biologique et prenant en compte la diversité des formes de cinétiques
observées.
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Section | : Relation dose-réponse

Responsable de section : V. Leclerc
Rédacteurs : M.L. Delignette-Muller — V. Leclerc — P. Pardon

POINTS A RETENIR

. L’établissement de la relation entre la quantité de cellules microbiennes ingérées (la
dose) et la probabilit¢ de maladie (la réponse) fait partie de « I'appréciation des
effets », qui est 'une des étapes d’'un processus plus global « d’appréciation des
risques » dont un des objectifs est de renforcer la sécurité des consommateurs. Cette
étape doit étre basée sur des informations scientifiques et fait appel a de nombreuses

compétences.

. L’établissement de la relation dose-réponse doit prendre en compte des facteurs liés
au micro-organisme, au vecteur de contamination et a I'héte.

. L’établissement de la relation dose-réponse nécessite [utilisation d'un modéle

mathématique construit sur la base de données provenant d’infections expérimentales
animales ou humaines. Le modéle mathématique doit ensuite étre validé a partir de
données issues d’épidémies.

. Sur la base des données actuellement disponibles pour les STEC, il est difficile de
mettre en avant un modéle dose-réponse particulier. La qualité des données
microbiologiques et épidémiologiques servant a valider les modéles doit encore étre
améliorée. Pour cela, les protocoles d’investigations de toxi-infections alimentaires
collectives ou d’épidémies doivent étre complétés et valorisés.

. Selon les résultats rapportés par les enquétes épidémiologiques, la quantité de cellules
ingérées entrainant la maladie semble étre plutbt faible (quelques cellules a plusieurs
centaines de cellules). Toutefois, la qualité des données recueillies en terme de
dénombrement ou de caractérisation de la population infectée suggére de rester
prudent sur I'attribution de valeurs plus précises.

. Dans ce contexte d’établissement de la relation dose-réponse, il est primordial d’étre
transparent et critique. Les modalités de recueil des données et les hypothéses
biologiques posées doivent étre clairement définies et cohérentes avec la réalité.

QUESTION N°42 : QUEL EST LE CONTEXTE DE L’ETABLISSEMENT DE LA RELATION
DOSE-REPONSE ?

1 Relation dose-réponse et analyse des risques

Les STEC constituent un danger microbiologique susceptible de représenter un risque pour la santé
publique. Ce risque peut étre plus ou moins important au sein de la population générale et il est utile
de le caractériser en réalisant, dans la mesure du possible, une appréciation quantitative des risques.

Selon le Codex Alimentarius (Anonyme, 2002b), I'appréciation quantitative des risques est composée
de 4 étapes qui sont I'identification du danger, I'appréciation de I'exposition, I'appréciation des effets,
et I'estimation des risques. Dans le contexte de cette section, c’est I'étape d’appréciation des effets
qui sera concernée puisque, dans une situation idéale, elle repose sur la relation dose-réponse
(Anonyme, 1999a). La réalisation d’'une appréciation des risques devrait étre transparente et fondée
sur des éléments scientifiques solides.

Enfin, 'appréciation des risques s’inscrit dans un processus plus global d’analyse des risques qui est
lui-méme constitué de 3 étapes (appréciation des risques, gestion des risques et communication a
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propos des risques). La partie appréciation des risques nécessite des compétences nombreuses et
variées et représente un élément clé destiné aux gestionnaires du risque.

2 Données théoriques nécessaires a I’établissement de la relation dose-
réponse

L’étape d’appréciation des effets fournit une description qualitative ou quantitative de la nature et de la
gravité des effets néfastes pouvant résulter de l'ingestion d'un micro-organisme ou de ses toxines. Au
cours de cette étape, il convient donc de prendre en compte plusieurs facteurs importants liés a la fois
au micro-organisme, a la matrice contaminée et a I'néte (Anonyme, 1999a).

En ce qui concerne les micro-organismes, la virulence et le caractére infectieux peuvent varier en
fonction de leur interaction avec I'héte et I'environnement. Le matériel génétique peut étre transfére
d'un micro-organisme a un autre entrainant ainsi le transfert de caractéristiques telles que la
résistance aux antibiotiques et les facteurs de virulence. Les pathogénes peuvent se propager par une
voie de transmission secondaire et I'apparition de symptdmes cliniques peut étre retardée aprés
I'exposition. Les caractéristiques de la matrice contaminée, comme par exemple la haute teneur en
graisse d’'un véhicule alimentaire, peuvent également moduler la capacité des bactéries a atteindre et
coloniser lintestin.

En ce qui concerne I'héte, certains éléments peuvent étre importants. Il s’agit, par exemple, des
facteurs génétiques tels que le type d'antigéne d'histocompatibilité, I'age, I'état nutritionnel, la prise de
médicaments, les infections simultanées, I'état immunitaire et les expositions antérieures. Ainsi, dans
ce contexte, certains individus peuvent étre infectés, par des agents pathogénes, sans présenter de
symptémes tandis que, pour d'autres, de faibles doses de ces méme pathogénes peuvent provoquer
des affections aigués.

Dans une situation idéale, I'appréciation des effets doit permettre d’établir une relation entre la dose
d’agents pathogénes ingérée et I'effet chez lindividu contaminé (infecté ou malade). En I'absence
d'une relation dose-réponse connue, il est possible de recourir a des avis d'experts pour analyser les
divers facteurs nécessaires a I'appréciation des effets. En outre, les experts peuvent étre en mesure
de concevoir des systemes de classement permettant de caractériser le degré de gravité et/ou la
durée de la maladie.

3 Approche pratigue utilisée pour modéliser la relation dose-réponse

Plusieurs modeles mathématiques sont disponibles pour estimer la probabilité (P) de I'apparition de
l'infection ou de la maladie suite a l'ingestion d’'une dose (D) d’'un agent pathogéne. Ces modéles
prennent en compte un nombre de parameétres plus ou moins importants et des hypothéses variées.
lls ont été développés grace a des études sur des modéles animaux ou sur des volontaires humains.
A notre connaissance et en ce qui concerne les STEC, aucune donnée obtenue a partir de volontaires
humains n’est disponible. Les auteurs qui ont proposé des modéles pour la relation dose-réponse de
E. coli O157:H7 se sont donc fondés soit sur des données expérimentales chez I'animal, soit sur des
données expérimentales chez 'hnomme mais concernant d’autres bactéries proches (EPEC et
Shigella). Une fois ces modéles mathématiques établis, des données provenant d’investigations
d’épidémies sont utilisées pour comparer le résultat obtenu en conditions réelles (plus ou moins bien
définies) au résultat estimé avec le modéle étudié.

Les modéles dose-réponse ne sont pas tous équivalents. Quelques-unes des caractéristiques
recherchées pour un modéle concernent son adéquation avec les données provenant de la littérature,
sa simplicité (sans toutefois sacrifier a sa qualité), son adaptabilit¢ & une grande diversité de
conditions et sa flexibilité pour s’adapter a plusieurs pathogénes différents (Holcomb et al., 1999).

Les modéles mathématiques utilisés pour décrire la relation dose-réponse peuvent étre classés en
deux principales catégories :

- des modéles mécanistes basés sur des hypothéses biologiques ;
- des modéles empiriques construits uniquement pour ajuster les données observées.
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Parmi les modéles mécanistes, deux modéles sont couramment utilisés, le modéle exponentiel et le
modéle Béta-Poisson (Haas et al., 1999). Ces deux modéles sont basés sur I’hypothése qu’une seule
bactérie est susceptible d’infecter I'héte, mais avec une probabilité trés faible, et sur I'hypothése
d’absence d’effet coopératif des bactéries. Ces modéles s’opposent donc a la définition d’'une dose
minimale infectante (DMIS). Lorsque le nombre de bactéries augmente, la probabilité que chaque
bactérie franchisse tous les obstacles conduisant a l'infection de I'héte est inchangée. Par contre la
probabilité globale qu’au moins une des bactéries y arrive est naturellement augmentée.

Le modeéle exponentiel est le plus simple des deux modeéles. Il comporte un seul parameétre (r) qui
est la probabilité d’infection de I’hdte par une bactérie. Le modele Béta-Poisson a deux paramétres est
une extension du modéle exponentiel, incorporant une variabilité sur le paramétre r par I'intermédiaire
d’une distribution Béta sur r. Cette distribution décrit globalement la variabilité de sensibilité de I'hote
et de virulence de la bactérie. Ce modéle permet de décrire la plupart des courbes dose-réponse
observées expérimentalement pour diverses bactéries hétes et est de ce fait couramment utilisé
(Haas, 1983; Teunis et al., 1999). Un modéle empirique encore plus flexible est le modéle de Weibull-
Gamma, qui comprend 3 paramétres. Des études comparant divers modéles sur divers jeux de
données ont montré qu’il était le seul suffisamment flexible pour ajuster correctement tous les jeux de
données (Holcomb et al.,, 1999). D’'un point de vue mathématique, les trois modeéles (exponentiel,
Béta-Poisson et Weibull-Gamma) sont emboités. Ceci signifie que le modéle exponentiel est un cas
particulier d’'un modéle Béta-Poisson qui est lui-méme un cas particulier du modéle Weibull-Gamma.
De ce fait, il est facile de comparer statistiquement les trois modeéles sur un jeu de données.

QUESTION N°43 : QUELLES SONT LES PRINCIPALES EVALUATIONS DE RELATIONS
DOSE-REPONSE REALISEES POUR LES STEC ?

L’investigation d’'une épidémie liée a E. coli O157, suite a un camp scout installé dans le Nord-Est de
I'Ecosse, a été I'occasion d’estimer une DMI. Par la suite, ces données d’investigation ont été utilisées
pour comparer I'ajustement de deux modeéles Béta-Poisson (Strachan et al., 2001; Strachan et al.,
2002). Dans ce contexte, 300 brebis et agneaux ont occupé environ 92 000 m? de pature pendant
6 jours. Les animaux ont été retirés du terrain tandis qu'un camp scout s’est installé pour 2 jours
(pluies abondantes au 2°™ jour). Pour les auteurs, l'infection des scouts est due a l'ingestion de
particules de terre. Pour estimer la dose infectieuse, ceux-ci ont fait 2 hypothéses. La premiére
concerne le fait que le nombre de cellules de E. coli excrétées par les 28 animaux testés
(prélevements et dénombrements réalisés 3 semaines aprés le camp scout) est représentatif du
niveau d’excrétion (3 semaines avant) des 272 autres animaux non testés. La seconde hypothése
concerne le fait que les féces, et donc les cellules de E. coli 0157, sont uniformément répartis dans le
1*" cm? de la surface du sol. Ensuite, afin d’estimer le nombre de cellules de E. coli O157 présentes
dans le sol au moment de linstallation du camp, les auteurs ont utilisé les résultats issus de 4
publications décrivant le devenir des E. coli O157 dans les féces/purin de bovins et le temps de
réduction décimale a la température de +5°C. La quantité de sol ingéré ayant été estimée entre 30 et
200 mg/24 heures (van Wijnen et al.,, 1990), la DMI a été estimée entre 4 et 24 cellules de E. coli
0157 (tres peu d’informations sur les modalités de dénombrement étaient données). Cette valeur a
ensuite été utilisée dans 2 modéles Béta-Poisson pour calculer la probabilité d’infection et comparer
ce résultat avec le taux d’attaque réellement retrouvé. Le premier modéle mathématique a été
développé a partir de données liées a l'ingestion de Shigella par des volontaires humains (Crockett et
al., 1996) et le second est basé sur la réponse de jeunes lapins suite a I'ingestion de 1 mL d’'une
suspension contenant entre 1.10° et 1.10" cellules de E. coli 0157 (Haas et al., 2000). Dans ces
conditions, les auteurs concluent que les données provenant du camp scout (taux d’attaque de 0,08
pour 4 a 24 E. coli O157 ingérés) sont ajustées au modéle de Crockett (1996).

Haas et al. (2000) utilisent, eux, un jeu de données expérimentales sur des lapins &gés de 2 a 3 jours
pour ajuster un modéle Béta-Poisson. lls tentent de valider I'utilisation de ce modéle a partir de
données épidémiologiques humaines (Keene et al., 1997; Warrner et al., 1996). Dans le cadre de leur

> La notion de dose infectieuse sera utilisée dans le contexte des investigations d’épidémies ou d’infections
expérimentales / accidentelles. En effet, dans ces cas, la détermination de la dose infectieuse ne résulte pas
d’'une modélisation mathématique mais d’'une numération (plus ou moins fiable) du nombre de pathogénes
ingérés et ayant provoqué un effet chez I'h6te (infection asymptomatique ou apparition de symptémes).
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étude, ils montrent que les paramétres du modéle Béta-Poisson obtenu a partir d’expérimentations
réalisées sur de jeunes lapins sont plus proches de ceux ajustés sur des données humaines
concernant des EPEC que de ceux ajustés sur des données humaines concernant I'espéce Shigella
(Crockett et al., 1996). A titre indicatif, les doses rendant malades 50 % des individus (Nsg) sont
respectivement d’environ 6.10°, 3.10° et 10° cellules pour les données E. coli O157:H7 sur les jeunes
lapins, EPEC sur ’'homme et Shigella sur 'lhomme.

Un modele Béta-binomial a également été développé (Cassin et al., 1998). Ce modéele mathématique
provient du modeéle Béta-Poisson dont il reprend les hypothéses de base ainsi que les 2 paramétres.
Mais contrairement au modele Béta-Poisson qui définit un risque moyen pour la population, le modéle
Béta-binomial permet de prendre en compte la variabilité concernant la probabilité d’étre malade pour
une dose ingérée (Figure 19). Lors du paramétrage du modeéle, Cassin et al. (1998), émettent
I'hypothése que la virulence de E. coli O157:H7 est similaire a celle de Shigella dysenteriae. Le choix
des paramétres o et B est basé sur des données provenant de 3 études pour lesquelles des
volontaires humains ont été contaminés avec deux espéces de Shigella (Crockett et al., 1996).
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Figure 19 : « Beta-Binomial dose-response model - Incertainty in average probability of illness
vs ingested dose of E. coli 0157 :H7.” Traduit par I’Afssa en: Modéle dose-réponse Béta-
Binomial incluant la variabilité en ce qui concerne la probabilité d’étre malade selon la dose
ingérée de cellules de E. coli O157:H7(d’aprés Cassin et al., 1998 avec I'autorisation d’Elsevier)

Powell et al. (2000) proposent une démarche quelque peu différente. lls décrivent la loi dose réponse
de E. coli O157:H7 non pas par une courbe unique, mais par une enveloppe de courbes, indiquant la
zone d’incertitude sur la relation dose-réponse (Figure 20). L’enveloppe proposée est définie d’un coté
par un modéle Béta-Poisson ajusté sur des données humaines associées a des Shigella et de I'autre
cbté par un modele Béta-Poisson ajusté sur des données humaines avec des EPEC. Les auteurs
considerent ainsi que du fait que E. coli O157:H7 partage des facteurs de virulence a la fois avec les
EPEC et les Shigella, sa relation dose-réponse doit se situer entre les 2 relations dose-réponse
obtenues pour les EPEC et les Shigella. De plus, les auteurs proposent une estimation de courbe la
plus probable pour E. coli O157:H7 calculée par simulation de type « Monte Carlo » réalisée a partir
de données épidémiologiques humaines. Cette courbe la plus probable estimée se trouve a peu prés
au centre de I'enveloppe définie précédemment.
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A titre indicatif, les doses Ns, estimées sont d’environ 7.10%, 2.10° et 7.10" cellules pour,
respectivement, la borne correspondant a Shigella, la courbe la plus probable et la borne
correspondant aux EPEC. Les auteurs considérent, qu’étant donné le manque de données relatives a
E. coli O157:H7, il est plus raisonnable de considérer cette enveloppe dans les appréciations
quantitatives des risques que de considérer une courbe dose-réponse unique trés grossiérement
validée par des données épidémiologiques. lls soulignent que cette enveloppe sous-estime méme
peut-étre encore lincertitude sur cette relation, du fait par exemple que les données humaines
concernant les EPEC et les Shigella n’ont été obtenues que sur de jeunes hommes en bonne santé,
qui ne sont pas représentatifs de la population générale.
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Figure 20 : Enveloppe de la relation dose-réponse pour E. coli O157:H7. Les limites de cette
enveloppe sont définie par la relation dose-réponse ajustée sur des données humaines
associées a Shigella ou a des EPEC (d’aprés Powell et al., 2000)

Nauta et al. (2001) ont comparé 5 relations dose-réponse (Figure 21) sur la base de données
provenant d’'une épidémie liée a E. coli O157:H7 qui s’est produite en septembre 1996 au Japon
(Shinagawa, 1997). Les données recueillies étaient trés intéressantes puisque I'école primaire dans
laquelle s’était produite I'épidémie représentait une communauté bien définie. Le nombre et la
caractérisation des personnes exposées étaient donc bien connus. De plus, il était possible de
collecter les féces de tous les participants au repas et donc de connaitre le nombre de malades
infectés et de non malades. Les services de restauration avaient également conservé une partie des
aliments distribués pendant 15 jours ce qui a permis de réaliser un dénombrement par la méthode du
NPP (il ne semble pas y avoir d'information disponible en ce qui concerne ['historique temps-
température des repas servis et des plats conservés pour l'analyse). Enfin, la quantité d’aliment
ingérée était relativement bien appréciée puisque les portions servies en collectivités sont
homogeénes. Sur la base de ces connaissances, les auteurs ont tout d’abord estimé le nombre le plus
probable de pathogénes présents dans les aliments analysés : 4 a 18 ufc/100g selon les échantillons.
lls ont ensuite calculé la moyenne arithmétique : 11 ufc/100g. Connaissant les quantités de produits
mangés par les enfants (225 a 320g, 280g en moyenne), ils ont pu estimer les doses moyennes
ingérées par les enfants infectés. Le résultat, soit 208 enfants infectés sur 828 participants au repas et
31 E. coli O157:H7 ingérés en moyenne par enfant, a ensuite été utilisé pour tester I'ajustement des
estimations liées aux modéles hypergéométrique, exponentiel et Béta-Poisson. Pour ces auteurs, les
modeles Béta-Poisson de Haas et al. (2000) sur des STEC O157 chez des lapins et de Powell et al.
(2000) sur des EPEC et Shigella dysenteriae sur des humains, ne sont pas ajustés a cette donnée
épidémique. Les auteurs précisent toutefois qu’il s’agissait, a la fin de I'année 2000 et a leur
connaissance, de la seule épidémie liée aux STEC 0157 a étre clairement documentée sur la dose
ingérée ainsi que le nombre de personnes exposées malades ou non malades.
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Les auteurs espérent que, dans le futur, d’autres données de ce type deviendront disponibles et
permettront de mieux prendre en compte des facteurs complémentaires (sensibilité de I'hbte, par
exemple). Sur la base du modéle exponentiel, la probabilité d’infection (P;ys) est estimée a environ
0,01 par E. coli O157:H7 ingéré.
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Figure 21 : Ajustement de 5 relations dose-réponse sur la base de données provenant d’une
épidémie japonaise liée a E. coli O157:H7 en 1996. Le cercle représente la valeur provenant de
I’épidémie (Pi,s = 0.25, dose moyenne ingérée = 1,49 log,o). Cette valeur est ajustée aux
modéles hypergéométrique et exponentiel (d’aprés Nauta et al., 2001)

QUESTION N°44 : DE QUELLES DONNEES DISPOSE-T-ON POUR EVALUER LA DOSE
INFECTIEUSE ?

D’autres données n’ayant pas été utilisées pour valider les relations dose-réponse ont été recueillies
dans le but d’évaluer la dose infectieuse de diverses souches de E. coli pathogenes. Ces données
sont issues de cas humains (épidémies, infections volontaires ou accidentelles) et d’infections
animales expérimentales.

1 Données provenant d’épidémies

Entre novembre 1992 et février 1993, plus de 700 personnes ont été malades (dont 4 morts) aprés
ingestion de viande de boeuf contaminée par E. coli O157:H7 (Tuttle et al., 1999). L'infection a été
associée a la consommation de hamburgers provenant d'une méme chaine de restauration rapide.
Pour I'Etat de Washington ou la plupart des cas se sont produits, une enquéte de suivi de la
production et de la distribution ainsi qu’une discussion avec chaque gérant de restaurant a permis de
montrer que la majorité des steaks hachés liés aux cas avaient été préparés puis congelés le 19
novembre 1992. Dans 3 autres Etats touchés, les steaks hachés ont été préparés a des moments
différents au cours des journées des 19 et 20 novembre 1992. Sur les 34 lots produits les 19 et 20
novembre 1992, 21 lots ont été testés pour la recherche de E. coli O157:H7. Parmi les 7 lots détectés
positifs, 6 ont permis d’obtenir une valeur de dénombrement en utilisant la méthode du nombre le plus
probable a 3 tubes. A partir des valeurs maximales retrouvées par les auteurs, il est avancé que la
dose infectieuse est inférieure a 700 bactéries (I'intervalle de confiance, non donné, est de 225-6750
ufc/g). Les auteurs suggérent que cette valeur, la plus probable, pourrait étre inférieure en raison de la
cuisson avant consommation et en raison des 5 autres valeurs de dénombrement plus faibles
également retrouvées. lls mettent également en avant que la production ayant été importante, il est
possible que de nombreux lots, non testés, aient pu étre plus fortement contaminés.
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Par contre, les auteurs ne tiennent pas compte du fait que les échantillons ont été congelés et ils
partent de I'hypothése qu’une cellule stressée sera systématiquement détectée aprés enrichissement
- principe de la méthode NPP - en bouillon tryptone-soja modifié. De plus, aucune information n’est
disponible en ce qui concerne la quantité de viande ingérée par les consommateurs. Enfin, la
publication ne semble pas prendre en compte le statut des malades : age, types et sévérité des
symptémes, traitements médicamenteux, infection concomitante, immuno-dépression, etc...

2 Données provenant d’infections volontaires ou accidentelles sur des
humains

Une étude a été réalisée sur 24 volontaires ayant ingéré I'une des 2 souches EPEC isolées de
malades atteints de diarrhées (Mathewson et al., 1986). Ces 2 souches ont des profils d’adhérence
différents et ont été absorbées a des niveaux de 7.10° et 1.10" E. coli par volontaire. Dans cette
étude, plus la capacité d’adhérence des souches est élevée, plus le nombre de volontaires atteints de
diarrhées est important. Les résultats montrent que, quelle que soit la souche et les doses ingérées,
tous les volontaires excrétent la bactérie dans leurs feces. Cependant, seuls 6 volontaires sur 24
présentaient au moins 2 ou 3 diarrhées sur une période de 24 heures.

Une technicienne de 46 ans a été contaminée en laboratoire (Burnens et al., 1993). Cette personne
réalisait des essais de cytotoxicité a partir d’'une culture de E. coli O157:H7 incubée une nuit (souche
isolée 6 mois auparavant chez un petit garcon de 6 ans victime de gastro-entérite). Quatre jours plus
tard la technicienne était victime de diarrhées sanglantes sévéres et de crampes abdominales. Les
analyses de selles ont permis de retrouver des E. coli O157:H7 de fagon abondante et aucun autre
pathogéne n’a été retrouvé. Pour les auteurs, les souches retrouvées chez la technicienne et chez
I'enfant étaient vraisemblablement les mémes. Les auteurs n’ont pas mis en évidence d’erreurs de
contamination par la technicienne et proposent donc de rester prudents en supposant que le nombre
de E. coli O157:H7 capable de produire une infection humaine est faible.

3 Données provenant d’infections expérimentales d’animaux

Pour des bovins adultes en bonne santé et artificiellement contaminés par E. coli O157:H7, la DMI est
supérieure a 1.10* et probablement supérieure ou égale a 1.10". La plupart des bovins infectés ne
montre pas de signe clinique et une premiére infection ne permet pas de prévenir une ré-infection par
la méme souche (Cray and Moon, 1995).

Deux des 17 veaux exposés a de faibles doses (<3.102 E. coli O157:H7) et 3 des 4 veaux exposés a
de fortes doses (<1 10* E. coli 0157:H7) ont excrété, dans leurs féces, la souche inoculée (Besser et
al., 2001). L’ingestion d’un litre d’eau contaminée avec 1.10° a 1.10* cellules de E. coli O157:H7/mL
permet de retrouver 10 veaux testés excréteurs de E. coli sur 12 (Shere et al., 2002). Le nombre de
doses nécessaire a linitiation de I'excrétion varie selon les veaux et 2 d’entre-eux n’étaient toujours
pas excréteurs apres I'ingestion de 4 doses (1 .10° ufc par dose).

Pour des lapins agés de 3 jours, artificiellement contaminés par E. coli O157:H7 (souche fortement
productrice de Shiga-toxines), une diarrhée ne se développe systématiquement qu'avec 1.10° cellules
de E. coli (Pai et al., 1986). Pour la souche faiblement productrice de Shiga-toxines, les diarrhées ne
sont observées que de fagon irréguliere méme avec un nombre de E. coli plus élevé. Lors de ces
essais, E. coli O157:H7 est retrouvé en plus grande concentration dans le cbélon que le petit intestin et
les symptdmes cliniques sont corrélés avec la présence de Shiga-toxines libres dans le célon.

Sur des souris traitées a la streptomycine, une souche de E. coli O91:H21, qui produit les Shiga-
toxines 1 et 2, est extrémement virulente lorsque qu’elle est administrée par voie orale (LD50 <10
organismes) (Lindgren et al., 1994).

E. coli O157 est capable de coloniser le tractus intestinal de rats adultes aprés inoculation par gavage
de 1.10° a 1.10" ufc par animal (Garssen et al., 1998). Un régime alimentaire plus léger et une
neutralisation de I'acidité gastrique avec du bicarbonate de sodium pendant une nuit favorise la
colonisation du tractus intestinal sans toutefois provoquer de signes cliniques. L’exposition de rats
adultes par gavage résulte en une colonisation du tractus gastro-intestinal qui est dose-dépendante
(Havelaar et al., 2000). E. coli 0157 K-H- (eae+, stx2+) infecte 2/3 des animaux pour une dose de
5,7.10° ufc par animal. Par contre, aucun des 3 animaux testés n’est infecté pour une dose de 50 ufc
par animal. Sur les trois pathogénes testés (Salmonella enterica serovar Enteritidis, E. coli 0157 et
Campylobacter jejuni), E. coli est moins infectieux que Campylobacter mais I'est plus que Salmonella.
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Il existe une trés grande variabilité en terme de résultats obtenus. Cette disparité est liée aux modéles
animaux utilisés (rats, bovins, lapins, souris), a 'dge des animaux (bovins adultes, veaux, rats adultes,
jeunes lapins), aux traitements subis ( gavage neutralisation de I'acidité gastrique, pré-traitement
antlblothue) et aux doses ingérés (50 a 1.10 - ufc/g). Il est impossible de tirer des conclusions si ce
n’est, qu’'a I'’heure actuelle, il n’existe pas de modéles animaux transposables a I’'homme.

QUESTION N°45 : QUELLES SONT LES PRINCIPALES LIMITES LIEES A L’EVALUATION
DE LA RELATION DOSE-REPONSE?

1 Limites liées a l'utilisation de modéles mathématiques

Comme ceci est mis en évidence dans les paragraphes précédents, le type de modele mathématique
mis en oeuvre, les modeles animaux ou humains et le pathogéne utilisé lors des essais d’infections
expérimentales, les hypothéses sous-jacentes associées a ces modeéles et les données utilisées pour
vérifier I'ajustement du modéle dose-réponse sont importants. A ce jour, aucun consensus n’est
envisageable sur le fait que tel modéle mathématique serait mieux adapté qu’'un autre a
I'établissement de la relation dose-réponse chez les STEC et en particulier pour E. coli O157:H7.

Dans ce contexte d’appréciation des effets, la transparence des résultats obtenus est primordiale pour
apprécier les limites liées a I'établissement de la relation dose-réponse. Les hypothéses non
documentées ou provenant d’avis d’experts peuvent conduire a des résultats biaisés et/ou non
transparents (Dufour et al., 2002; Schlundt, 2000).

En ce qui concerne les hypothéses biologiques, celles-ci doivent étre simples mais refléter le mieux
possible la réalité. Ainsi, si I'infection se caractérise par la présence d’'un nombre élevé de pathogénes
dans le tractus intestinal, ceci ne signifie pas forcément I'existence de symptémes. En paralléle de ce
phénomeéne, il faut également penser que I'hdte développe ses propres défenses, pouvant modifier
'impact du pathogene. Cela peut refléter différents modes d'interactions entre le pathogéne et I'héte
(Teunis et al., 1999). Certains auteurs rappellent également que les modéles pour lesquels l'infection
résulte de l'ingestion d’'une seule cellule (exponentiels et Béta-Poisson, par exemple), ont joué un réle
important dans le contexte de I'établissement de la relation dose-réponse. Ces modeéles et, en
particulier le modéle Béta-Poisson, sont utilisés pour [I'extrapolation aux faibles doses.
Malheureusement, dans la littérature, le modéle Béta-Poisson résulte souvent d’approximations dont
la validité n’est pas totalement bien définie. Il peut en résulter des conclusions incorrectes dans la
partie des faibles doses lorsque peu de données sont disponibles (Teunis and Havelaar, 2000).

Par ailleurs, les relations dose-réponse actuellement utilisées sont difficlement extrapolables et
s’adaptent mal a de nouvelles conditions ou a I'étude de facteurs supplémentaires. Ainsi, les essais
de contaminations sur des volontaires humains ne peuvent étre réalisés pour des agents pathogénes
hautement infectieux. Les volontaires sont des adultes en bonne santé et donc non représentatifs de
la population générale. Le pathogéne ingéré est généralement préparé a partir de cultures
bactériennes préparées en laboratoire, possédant des caractéristiques différentes de celles
retrouvées lors de lingestion de l'aliment. Une alternative aux expérimentations sur volontaires
humains consiste a utiliser des modéles animaux. Cependant la variabilité existante dans le cadre de
l'interaction hote/pathogéne rend souvent difficile la transposition des résultats de I'animal a 'humain.
De plus, dans le cas des expérimentations sur animaux, il y a généralement peu de sujets par dose
testée et les doses sont souvent trés importantes pour assurer un bon niveau d’infection ou de
morbidité (Buchanan et al., 2000; Holcomb et al., 1999). Enfin, les modalités d’étude du pathogene ou
de sa toxine peuvent également se révéler importantes. Ainsi, I'activité de 2 Shiga-toxines purifiées
(Stx1 et 2) est différente selon qu’elle est étudiée apres injection par voie intra-péritonéale ou sur
cellules Vero. Les 2 toxines purifiées sont également toxiques sur la souris mais, la toxine Stx1 est
approximativement 1000 fois moins active que la toxine Stx2 sur les cellules Vero (Lindgren et al.,
1994).

Selon certains auteurs (Buchanan et al.,, 2000), il est maintenant nécessaire de développer des
modeles mathématiques qui seront a méme de mieux prendre en compte les facteurs qui influencent
la fréquence et la sévérité des infections dans la population. Par exemple, ces facteurs peuvent
concerner linfluence de la barriére gastrique sur la survie du pathogéne, la capacité a coloniser
I'épithélium intestinal et la capacité de passer de l'infection a la maladie.
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2 Limites liées a la qualité des données épidémiologigues recueillies
pour valider les relations dose-réponse

Les divers modéles mathématiques nécessitent d’étre validés a partir de données provenant
d’épidémies mieux documentées. Certains auteurs regrettent, par exemple, que peu d’informations
utiles a I'établissement de la relation dose-réponse ne soient collectées lors de I'investigation des toxi-
infections alimentaires collectives ou des épidémies. De cette maniére, des facteurs relatifs au
pathogéne, a I'héte et a I'aliment pourraient mieux étre pris en compte. Il devient donc important de
modifier les protocoles d'enquétes épidémiologiques afin de recueillir ce type d’information
complémentaire de celle actuellement collectée (Leclerc, 2000; Sanaa and Cerf, 2002). Par exemple,
la détermination du nombre de malades infectés et de non malades, la quantité d’aliment ingérée
(Buchanan et al., 2000; Nauta et al., 2001) et 'impact éventuel de I'historique temps-température pour
les aliments servis au repas et les aliments analysés (Leclerc, 2002) se révélent intéressants a
prendre en compte.

Il est également nécessaire de garder a l'esprit que les données provenant d’investigations
épidémiologiques ne sont pas toujours I'exacte représentation de la réalité et qu’'une sous-estimation
du nombre de cas peut étre a I'origine d’'un biais important lors de la validation de la relation dose-
réponse (Desenclos et al., 2002; Michel et al., 2000). Enfin, lors du recueil des données
épidémiologiques, la définition des cas infectés et malades prend également une grande importance
pour I'établissement de la relation dose-réponse. En effet, si la définition du cas infecté pose quelques
difficultés (excrétion liée a un simple transit ou a une colonisation des muqueuses), la définition du cas
malade est encore plus complexe (type de symptdmes et sévérité trés variables). Les définitions
choisies peuvent donc étre a l'origine d’'un biais de classement. Glynn et al. (1995), travaillant sur
Salmonella sp., ont ainsi pu montrer qu’aucune association n’était établie entre la dose et la sévérité
lorsque la définition des cas malades était stricte ; par contre, lorsque la définition était plus souple,
des associations étaient retrouvées.

3 Limites liées a la qualité des données microbiologiques recueillies
pour valider les relations dose-réponse

L’établissement de la relation dose-réponse nécessite de déterminer le nombre de pathogénes ingéré
par le malade. Dans ce contexte, la valeur de dénombrement obtenue peut étre de plus ou moins
bonne qualité et entachée d'incertitude.

Ainsi, dans le cas d’un aliment consommé, I'échantillon servant a réaliser le dénombrement est plus
ou moins représentatif de la réalité (reste de I'aliment ingéré, plat témoin, échantillon issus du méme
lot voire d’'un lot différent analysé plusieurs semaines aprés l'infection).

Le type et lintensité du stress subi par l'agent pathogéne sont responsables d'une perte de
cultivabilité ou de détectabilité lors de I'utilisation de milieux de culture sélectifs (Ansay et al., 1999;
Blackburn and McCarthy, 2000; Hara-Kudo et al., 2000a; Hara-Kudo et al., 2000b; McCarthy et al.,
1998; Nakagawa et al., 2000) (voir Section F-Question n°26-Point 4.2). Le stress subit peut alors étre
a l'origine d’'une sous-estimation du nombre de pathogénes réellement présents dans I'échantillon ou
d’'un résultat faussement négatif (méthode du nombre le plus probable). Reinders et al. (2002) ont
étudié 'impact de diverses géloses pour des E. coli O157:H7 ayant subi un stress salin ou acide, ainsi
que l'impact de divers facteurs sur la variance du résultat lié au dénombrement (homogénéisation de
I'échantillon, réalisation de dilutions décimales).

L’identification des E. coli O157 sur la base de I'absence de fermentation du sorbitol présente
également un risque de sous-estimation de la dose minimale infectante. L’'émergence de variants
phénotypiques a été rapportée par plusieurs auteurs (Allison, 2002; Bettleheim et al., 2002; Bouvet et
al., 1999; Feng, 1995; Karch et al., 1993) et peut nécessiter de baser le choix des colonies a identifier
sur d’autres caractéristiques que I'absence de fermentation du sorbitol.

Les profils temps-température qui permettent une multiplication ou une perte de cultivabilité des
pathogénes sont généralement mal appréciés (transformation, stockage) et donc peu pris en compte
lors de I'étape de dénombrement. Pour un échantillon d’environnement (eau, terre, etc...) les
connaissances sont trés disparates et les facteurs influents encore moins facilement pris en compte.
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La méthode de dénombrement utilisée joue également un rdle déterminant dans la qualité du résultat.
En effet, les travaux de numération, déja réalisés dans des conditions non optimales, laissent penser
que les doses minimales infectantes sont plutdt faibles. Si 'on accepte cette hypothése, les méthodes
utilisées doivent donc étre sensibles (quantité d’échantillon réellement analysée, prise en compte de
I'efficacité de I'étape de mise en suspension des pathogénes liés a la matrice, prise en compte de la
perte de cultivabilité liée au stress, de I'efficacité de I'étape d’extraction des pathogénes, de la quantité
d’échantillon) et précises (limiter I'incertitude liée aux extrapolations, augmenter le nombre de dilutions
ou de géloses sélectives utilisées) (Leclerc, 2000).

Dans ce contexte, la méthode la plus couramment utilisée dans le cadre de I'établissement de la
relation dose-réponse est celle du nombre le plus probable (NPP). Elle consiste a réaliser des
dilutions successives de la suspension mére et a réaliser un enrichissement sélectif de chacune des
dilutions. La présence ou I'absence du pathogéne aprés enrichissement est ensuite codée et permet
d’obtenir un nombre le plus probable. Cette méthode est basée sur I'hypothése - pas toujours réaliste
- qu’une seule cellule (quel que soit son état physiologique) est capable de se multiplier puis d’étre
détectée lorsqu’elle est placée dans un bouillon d’enrichissement sélectif (pas nécessairement adapté
a la cible spécifique du stress). Si I'on accepte cette hypothése, cette méthode présente I'avantage
d’obtenir un seuil de détection faible. La représentativité du résultat peut étre améliorée et son
incertitude réduite en augmentant la quantité d’aliment réellement testée, le nombre de dilutions et
surtout le nombre de tubes par dilution. Ce NPP est bien sir associé a un intervalle de confiance,
rarement cité et pris en compte dans la construction de la relation dose-réponse, qui présente
l'inconvénient d’étre trés large quand le nombre de tubes par dilution est faible.

D’autres méthodes mettent en ceuvre un étalement de la suspension mére sur une ou plusieurs
géloses sélectives et/ou chromogénes. Ces méthodes, pour étre sensibles, doivent prendre en
compte une concentration préalable des pathogénes avant isolement et prévoir également une étape
de revivification adaptée au type de stress subi par le pathogéne recherché (Leclerc, 2002). Cette
concentration peut étre réalisée en utilisant une étape de centrifugation qui présente de nombreux
avantages (prise en compte d’'une grande quantité d’échantillon, adaptabilité de la méthode a de
nombreuses matrices, adaptabilité aux forts et faibles taux de contaminations a partir du méme
échantillon, surface de culture importante permettant de limiter les phénoménes de compétition
bactérienne). Une étape de filtration, plus adaptée a I'eau, peut également étre utilisée. Pour les
matrices alimentaires, cette méthode pose de gros problémes de filtrabilité. En effet, méme si celle-ci
peut étre légérement améliorée grace a [I'utilisation de traitements enzymatiques ou physico-
chimiques, le volume filtré reste trés faible et la méthode peu sensible. De plus, dans le cas de la
concentration par filtration, la méthode est matrice dépendante. Enfin, dans le cas d’essais de filtration
de matrices alimentaires, les colmatages et I'existence de voies de passage préférentielles peuvent
étre a 'origine d’une sous-estimation du nombre de colonies (10 cellules de E. coli concentrées sur un
point du filtre ne donneront qu’une seule colonie).
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AXES DE REFLEXION ET DE RECHERCHE

=2  Développer des méthodes de dénombrement fiables et sensibles adaptées a E. coli
0157 et a d’autres sérogroupes potentiellement pathogénes pour ’lhomme.

=  Améliorer la connaissance de la physiologie des STEC afin de mettre au point des
procédures de revivification adaptées aux principales conditions de stress supportées
par le pathogéne.

=  Caractériser et comparer les diverses méthodes de dénombrement entre elles pour
mieux connaitre les forces et les limites de celles—ci et éviter que des données
obtenues a partir de différentes méthodes ne soient systématiquement regroupées et
amalgamées.

=2 Améliorer la communication et la collaboration entre équipes pluridisciplinaires
(épidémiologistes, médecins, microbiologistes, statisticiens, gestionnaires des risques)
pour recueillir une information épidémiologique mieux adaptée a I'établissement de la
relation dose-réponse.

=2 Compléter les protocoles d’investigation des toxi-infections alimentaires collectives et
des épidémies afin de valoriser l'information actuellement recueillie (dénombrement
systématique du pathogéne dans I'échantillon incriminé, appréciation de la quantité
d’aliment ingérée, caractérisation des facteurs de risques pour la population participant
au repas contaminant, caractérisation fine de la période d’incubation, de la sévérité des
symptémes et de la population infectée malade et non malade, infections préalables,
etc...).

=2 Prendre en compte les spécificités nationales (populations, souches, caractéristiques

des aliments, pratiques a risque, etfc...) en réalisant des études multi-pays aprés
validation d’un protocole d’investigation optimisé sur le plan national.

=2 Faire une synthése critique des données disponibles en terme d’appréciation de
I'exposition.
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POINTS A RETENIR

Au niveau européen, excepté pour les produits laitiers, aucune directive ne concerne
spécifiguement la recherche de STEC ou de E. coli présumés pathogénes dans les
aliments, I'environnement ou chez les animaux). Cependant, une réflexion est en cours
afin de mettre en place des critéres microbiologiques pour certains aliments.

En France, il n’existe pas de critére microbiologique concernant la recherche de STEC
ou de E. coli présumés pathogénes dans les aliments. Toutefois, un projet d’arrété
pourrait étre élaboré pour les laits de consommation et les produits a base de lait, ainsi
que les viandes hachées et les préparations a base de viandes hachées. Ce projet
d’arrété pourrait étre repris dans le cadre de la révision de l'arrété du 21 décembre
1979 relatif « aux criteres microbiologiques auxquels doivent satisfaire certaines
denrées animales ou d’origine animale ».

Un décret d'application de la loi sur la collecte de données épidémiologiques dans le
domaine de la sécurité sanitaire des denrées alimentaires d'origine animale est en
cours d’élaboration. Ce décret imposera aux entreprises et aux laboratoires d'analyses
(tous labos) d'informer les autorités sanitaires en cas de danger pour la santé humaine
(STEC 0157, Salmonella sp., Listeria monocytogenes, etc...).

Dans le cadre de la prévention du risque STEC, diverses mesures générales peuvent
étre mises en oeuvre de la production primaire a la consommation.

En Europe, la communication sur le risque STEC passe principalement par un rappel
des régles générales d’hygiéne. Cependant, quelques pays ont également tenté une
communication spécifique sur les E. coli O157 par le biais de la télévision (Royaume-
Uni) ou sur les SHU grace a des dépliants (Royaume-Uni et France).

QUESTION N°46 : QUELLE EST LA LEGISLATION EUROPEENNE CONCERNANT LES

STEC ET COMMENT EST-ELLE TRANSPOSEE EN FRANCE ?

A ce jour, la législation concernant les STEC est peu développée. Ceci est di a 2 raisons majeures :

d’'une part, les connaissances sur cet agent pathogéne sont récentes et toujours en cours
d’acquisition. En effet, ce n’est que dans le début des années 80 que les symptdémes
pathologiques sont mis en relation avec la présence de ces pathogénes dans les aliments
(voir Section B). La Iégislation, établie sur la base des données scientifiques recueillies, suit
donc également cette évolution ;

d’autre part, le manque de méthodes d’analyse normalisées et utilisables en routine par les
laboratoires représente un obstacle a la mise en place de mesures de contrdles spécifiques
des STEC (tous sérogroupes confondus). A ce jour, la méthode normalisée EN ISO
16654 (1) est la référence européenne pour la recherche des E. coli 0157 dans les aliments.
Cette méthode ne concerne toutefois que le sérogroupe O157.
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De nombreuses réflexions sont en cours, tant en France qu’au niveau Communautaire, afin de
renforcer la Iégislation existante et, ainsi, mieux garantir la sécurité des consommateurs. Ce chapitre
ne prend bien slr en compte que les éléments connus a cette date et ne présume pas du devenir de
cette réglementation dans le futur.

1 Législation existante dans le cadre des aliments, de I’animal ou de
I’environnement

1.1 Directives européennes

Excepté pour les produits laitiers, il n‘existe pas de directives imposant la recherche de STEC ou de
E. coli présumés pathogénes dans les aliments, les animaux ou I'environnement.

En ce qui concerne les produits laitiers, la directive 92/46/CEE (2), modifiée par la directive
94/71/CE (3), arréte les régles sanitaires pour la production et la mise sur le marché de lait cru, de lait
traité thermiquement et de produit a base de lait. Cette directive impose la recherche de E. coli
présumés pathogénes lorsque le nombre de E. coli retrouvés (critere M) dépasse les limites de
1.10° ufc/g ou mL (fromages fabriqués a partir de lait cru ou de lait thermisé) et 1.10° ufc/g ou mL
(fromages a péate molle fabriqués a partir de lait traité thermiquement). La présence de souches de
E. coli présumées pathogénes entraine le retrait du marché de tous les lots incriminés. Dans ce cas,
'autorité compétente est informée des résultats trouvés, des actions sont ensuite mises en ceuvre
pour le retrait des lots incriminés et des procédures correctives sont mises en place dans le systéme
de surveillance de la production.

Le laboratoire Communautaire de Référence - LCR « Lait » - (AFSSA-lerhga, Maisons-Alfort) a été
nommé pour mettre en ceuvre, d’'un point de vue analytique, la directive 92/46. En accord avec le
réseau des Laboratoires Nationaux de Référence - LNR « Lait » -, une interprétation pratique des
exigences de la directive 92/46 a été définie. Dans ce contexte, la recherche de E. coli présumés
pathogénes est étendue a 2 étapes :

- recherche de E. coli 0157 : tant pour des raisons épidémiologiques, qu’analytiques (la
méthode normalisée EN ISO 16654 cible ce sérougroupe, et peut étre mise en ceuvre
facilement dans les laboratoires de contréle de routine),

- confirmation par des laboratoires de référence de la pathogénicité des souches de E. coli
0157 isolées par les laboratoires de contréle.

Les autres directives (adoptées progressivement depuis 1964 en réponse aux besoins du marché
intérieur) ne prennent pas en compte la recherche des E. coli présumés pathogénes. Cependant, une
refonte de la Iégislation communautaire doit étre réalisée dans les années a venir et devrait permettre
I'adoption d'une politique intégrée s'appliquant a toutes les denrées alimentaires de la ferme au
consommateur.

Parmi les directives non spécifiques des E. coli présumés pathogénes, certaines peuvent également
permettre la mise en place de mesures générales d’hygiéne favorisant, de fagon croisée, la diminution
du danger STEC. C’est par exemple le cas de la directive 93/43 CEE (4), relative a I'hygiéne des
denrées alimentaires qui impose aux responsables des établissements de production et de mise sur le
marché des denrées animales et d’origine animale de mettre en ceuvre les principes HACCP (Hazard
Analysis Critical Control Point) pour la maitrise des risques.
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Enfin, une réflexion est actuellement menée par la Direction Générale Santé et Protection du
Consommateur (DG SANCO) dans le but de fixer des criteres microbiologiques dans les aliments
(finalisation d’'un Reglement communautaire prévue avant fin 2003). Dans ce contexte, la DG SANCO
a saisi le Comité Scientifique des mesures Vétérinaires de Santé Publique ; une réflexion® a été
réalisée par un groupe de travail « VTEC » dont le mandat a porté sur les questions suivantes :

- Identifier les aliments pour lesquels les STEC représentent un risque pour la santé publique,
- Evaluer la pertinence d’établir des critéres microbiologiques pour ces aliments,
- Identifier les aliments pour lesquels il serait opportun d’établir un profil de risque.

1.2 Réglementation francaise

L'obligation de rechercher des E. coli présumés pathogénes n'a pas été transposée dans l'arrété
d'application du 30 mars 1994 (5). A cette date, les gestionnaires du risque manquaient de
connaissances sur la fagcon de définir la notion de « présumé pathogéne ». Il n’existe donc pas,
actuellement dans la réglementation frangaise de critéres microbiologiques concernant la recherche
de STEC, de E. coli O157 ou de E. coli présumés pathogénes. Cependant, suite a la sortie de I'avis
de I'AFSSA (6) sur les caractéristiques a retenir pour considérer qu'une souche de E. coli vérotoxique
est potentiellement pathogéne pour 'lhomme, un projet d’arrété ministériel pourrait &tre élaboré (7). Il
devrait concerner les critéres microbiologiques auxquels doivent satisfaire les laits de consommation
et les produits a base de lait, ainsi que les viandes hachées et les préparations a base de viandes
hachées.

La révision de l'arrété ministériel du 21 décembre 1979 a été initiée par la DGAI en début d’année
2002. Cette révision pourrait intégrer le précédent projet et permettra la proposition de critéres
complémentaires.

Une réflexion est également en cours afin d’'introduire un décret d'application de la loi portant sur la
collecte de données épidémiologiques dans le domaine de la sécurité sanitaire des denrées
alimentaires d'origine animale. Ce décret imposera notamment aux entreprises et aux laboratoires
d'analyses d'informer, sans délai, les autorités sanitaires en cas de danger pour la santé humaine. Ce
décret concernera les STEC 0157 mais aussi Salmonella sp., Listeria monocytogenes, etc... Les
criteres entrainant une information seront définis par voie d'arrété (en cours d'élaboration, comme le
décret).

Remarque : par le biais de notes de service (8, 9), la direction générale de I'alimentation a également
mis en ceuvre des plans de surveillance ponctuels portant sur la détection de E. coli O157 ou plus
largement sur la présence de STEC dans certains aliments sensibles (voir Section E-Question n°24).

2 Légqgislation existante dans le cadre de la manipulation des souches en
laboratoire

Classification des agents biologiques et mesures de confinement :

La directive 2000/54/CE (10) concerne la protection des travailleurs contre les risques liés a
I'exposition a des agents biologiques au travail. Ce document rassemble dans un texte unique et
réorganisé la totalité des dispositions de la directive 90/679 CEE (11) qui a elle-méme été amendée a
4 reprises. La directive 90/679/CEE telle que modifiée est abrogée et les références faites a cette
directive abrogée s’entendent comme faites a la directive 2000/54/CE.

En ce qui concerne le droit frangais, cette nouvelle codification (directive 2000/54/CE) ne change rien
a la directive initiale (90/679/CEE) qui avait été transposée par le décret du 4 mai 1994 sur la
protection des travailleurs (12) et par deux arrétés d’application concernant la classification des
agents biologiques pathogénes (13) et les mesures techniques de prévention, notamment de
confinement (14).

6 Opinion of the Scientific Committee Veterinary Measures relating tio public Health on « Verotoxigenic E. coli
(VTEC) in foodstuffs » - European Commission - Health and Consummer Protection Directorate General —
adopted on 21-22 january 2003
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Dans l'arrété du 30 juin 1998, les souches de E. coli cytotoxiques, sont classées en niveau de
confinement ou niveau de sécurité biologique 3 (agent biologique pouvant provoquer une maladie
grave chez I'homme / danger sérieux pour les travailleurs / propagation possible dans la collectivité /
prophylaxie ou traitements efficaces existants) impliquant des exigences importantes en terme
d’aménagement de laboratoire. Toutefois, la note 8 de I'annexe Il de la directive 2000/54/CE indique
que ces souches de E. coli cytotoxiques présentent un risque d’infection limité puisqu’ils ne sont
normalement pas infectieux par l'air.

Ainsi, dans le but de déterminer si, dans des conditions particuliéres il peut étre renoncé a certaines
de ces mesures, les Etats-membres doivent évaluer les mesures de confinement a appliquer a ces
agents biologiques compte-tenu de la nature des activités spécifiques en question et de la quantité de
I'agent biologique concerné. Sous cette condition d’avoir identifié, évalué les risques associés a cet
agent biologique et mis en place des mesures de prévention adaptées, les Etats-membres ont donc la
possibilité d’assouplir certaines mesures applicables au niveau de confinement 3 pour la recherche
des E. coli vérotoxiques. Ce niveau est appelé 3* (arrété du 30 juin 1998) ou 3** (directive
2000/54/CE).

Pour le contrble officiel des produits laitiers au niveau européen - directive 92/46 - le LCR « Lait », en
accord avec le réseau des LNR « Lait », a considéré qu’il n’était pas justifié ni faisable d’exiger la
recherche des E. coli O157 dans un niveau de confinement 3.

QUESTION N°47 : QUELLES SONT LES MESURES DE GESTION OU LES ACTIONS DE
COMMUNICATION DEJA MISES EN CEUVRE DANS LE CADRE DE LA PREVENTION DU
RISQUE RELATIF AUX STEC ?

1 Exemples de mesures de gestion du risque appliguées en Europe

Il existe, au niveau européen, un groupe de travail intitulé « Emerging pathogens » dépendant du
Food Law Enforcement Practictionners (FLEP) dans lequel plusieurs pays membres (dont la France)
s’investissent depuis 5 ans afin de mettre en commun leur expérience. Dans un premier temps, la
réflexion concernait les méthodes de détection des E. coli O157 dans les aliments et I'environnement
(existant et besoin dans le futur) et les résultats obtenus dans le cadre de la récolte d’'informations
(plans de surveillance, études spécifiques, épidémies...). Dans un deuxiéme temps, ce groupe de
travail a initié une réflexion concernant les mesures de gestion et de communication pouvant étre
mises en oeuvre pour limiter la contamination et le risque E. coli pathogénes pour le consommateur.
Les mesures de gestion et les actions de communications citées par la suite (a titre d’exemple et donc
de fagon non exhaustive) sont issues de la réflexion des membres du groupe de travail du FLEP et
peuvent, bien sdr, avoir également été évoquées par d’autres structures (voir, par exemple, le résultat
de I'enquéte réalisée par la Commission Européenne en 2001).

Les mesures de gestion évoquées concernent I'ensemble de la chaine alimentaire et varient en
fonction de la sensibilité et des spécificités des pays (nombre de cas, législation, pratiques agricoles,
etc.). Ces mesures n'ont pas de base législative qui soit spécifique des STEC. Toutefois, elles
peuvent étre utilisées dans un cadre plus général, a différents niveaux, et ainsi avoir un impact positif
en terme de diminution du risque associé aux STEC. Quelques-unes de ces mesures sont citées ci-
apres :

- A la ferme, et plus particulierement dans le cadre de visites de fermes, des mesures
générales d’hygiéne sont proposées (lavage des mains, par exemple). De plus, de
nombreux pays encadrent les pratiques d’épandage de déjections animales (cultures non
destinées a la consommation humaine, épandage a certaines périodes de I'année, aprés
traitement, etc...).

- Lors du transport de I'animal a I'abattoir des mesures limitant les contaminations croisées
peuvent étre mises en place (camion a un seul étage, nettoyage des surfaces a chaque
transport, limitation de la quantité d’aliments distribuée aux animaux avant le voyage,
limitation du nombre d’arréts afin de réduire le stress des animaux, etc.).
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- A l'abattoir, 'animal ne doit pas arriver sale. Dans I'abattoir, diverses mesures spécifiques
doivent également étre prises : désinfection des couteaux, régles d’éviscération, élimination
des animaux sales avant abattage, etc.. Il semble que les principaux problémes rencontrés a
ce stade soient des problémes de productivité (abattoirs de qualité nécessitant d’étre fermés
pour des raisons de non-compétitivité) et de communication afin de faire appliquer des
mesures d’hygiéne décidées.

- Au stade de la transformation et de la distribution, bien que la formation et I'éducation du
personnel manipulant les denrées alimentaires soit fondamentale, elle semble insuffisante
pour de nombreux pays. Dans ce contexte, il existe des guides de bonnes pratiques
d’hygiéne. Plusieurs pays mettent également en place d’autres mesures de gestion du
risque STEC (formations, licence pour ouvrir un magasin, manipulateurs d’aliments soumis a
un test sur les féces, interdiction de travailler ou de visiter des écoles ou des créches en cas
d’infection suspectée ou avérée, etc.).

Par ailleurs, la Commission Européenne (Direction Générale Santé et Protection des
Consommateurs) a réalisé une enquéte en 2001. Celle-ci a été menée sous la forme d’une série de
missions dans le secteur de I'agro-alimentaire, portant plus précisément sur les secteurs de la viande,
du lait et des produits laitiers. L’objectif de cette étude était, d’'une part, de fournir un état des lieux en
ce qui concerne lI'importance des STEC au niveau européen et d’autre part, d’'identifier, parmi toutes
les mesures de gestion des risques mises en place, celles qui semblaient les plus adaptées. Six pays
ont été visités (Allemagne, Belgique, Danemark, France, Portugal, Suede) et le Royaume-Uni a
envoyé ses commentaires (impossibilité d’accés suite aux épisodes de fievre aphteuse). Un projet de
rapport est disponible sur Internet’” (SANCO/4320/2001).

Remarque : Dans le cadre des activités internationales (34°™ session du Codex Alimentarius, Comité
Hygiéne, Oct. 2001, Thailande), il a été proposé que soit réalisé un profil de risque concernant les
E. coli entérohémorragiques. Ce document (15) sera présenté lors de la 35°° session et devrait
permettre d’identifier le danger EHEC dans les pousses de végétaux, le bceuf et le porc. Il devrait
déboucher, dans les années a venir, sur une évaluation du risque correspondante aux couples
pathogene / matrices étudiées. Ces informations pourront ensuite étre utilisées dans le cadre de la
mise en place de mesures spécifiques de gestion des risques et apporter une information utile dans le
cadre de la sécurité du consommateur (législation).

2 Exemples d’actions de communication sur le risque appliquées en
Europe

L’éducation du consommateur est un maillon important dans le cadre de la prévention. La
communication sur le risque relatif aux E. coli pathogénes a donc été tentée par quelques pays
participant au groupe de travail du FLEP (en particulier le Royaume-Uni). Des campagnes
d’'information ont été lancées. Les supports sont la télévision, la radio et la distribution de brochures.
L’information diffusée par la plupart des pays participant au groupe de ftravail du FLEP concerne
généralement des mesures d’hygiene générales (lavage des mains, contact cru/cuit, rangement et
température des réfrigérateurs, conditions de cuisson, etc.) et les visites de fermes. Ces mesures ne
sont pas spécifiques des STEC et concernent, en général, un grand nombre de dangers microbiens
au sein des aliments. Les actions suivantes, plus spécifiques, ont également été réalisées :

- En France, un document d'1 page (format A4, recto-verso) a été élaboré dans le cadre d’une
étude complémentaire sur les facteurs de risque de survenue des SHU chez I'enfant de
moins de 15 ans en France (voir Section D-Question n°9). Cette plaquette d’information,
distribuée aux éleveurs volontaires participant a I'étude, présente la maladie (SHU), les
voies de contamination des STEC, les objectifs et le déroulement de I'étude et des mesures
d’hygiéne permettant de limiter les risques de transmission des STEC a 'lhomme.

” Le projet de rapport est disponible sur Internet :
http://europa.eu.int/comm/food/fs/inspections/special_reports/sr rep 4320-2001_en.pdf
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Le Royaume-Uni, pour qui les STEC représente un probléme de santé publique important, a
également réalisé un prospectus (format A3 en recto verso) concernant spécifiquement les
E. coli O157. Ce document intitulé « H.U.S.H. - Haemolytic Uraemic Syndrome Help », avait
pour but d’étre diffusé au grand public. Dans ce contexte et en cas de besoin d’informations
complémentaires, un numéro de téléphone était également disponible. Plusieurs partenaires
ont participé a la réalisation de cette plaquette (familles affectées, microbiologistes,
médecins et spécialistes de la santé publique). En ce qui concerne l'impact de cette
plaquette H.U.S.H., il semble que la distribution de ce dépliant aux consommateurs ne soit
que partiellement efficace. En effet, beaucoup d’entre eux reconnaissent avoir entendu
parler des E. coli O157 mais peu se souviennent des mesures a mettre en ceuvre pour
prévenir ce danger. Il est donc important que le consommateur soit informé mais surtout, il
est nécessaire qu’il prenne conscience du réle qu’il doit jouer dans la chaine des mesures
qui peuvent étre prises pour garantir sa sécurité alimentaire.

Au Royaume-Uni, une cassette vidéo est également disponible pour les personnes qui
manipulent des aliments, « E. Coli 0157, The facts ». Cette cassette a pour objectif de les
sensibiliser au danger potentiellement représenté par les E. coli O157.

La télévision semble également un moyen efficace de toucher de nombreuses personnes.
Toutefois, son colt reste trés élevé et limite donc son utilisation.

La communication par le biais d’Internet est également trés utilisée. Elle permet de fournir
aux consommateurs une information spécifique des STEC (fiches pathogénes
récapitulatives) et de nombreuses agences ayant en charge la sécurité des aliments ou la
surveillance de la santé publique ont mis en ligne cette information®. Ces données
présentent I'avantage d’étre facilement consultables et compréhensibles par des non
spécialistes. Certains instituts disposent également d’informations complémentaires
diffusées sous une forme papier ou électronique : bulletin épidémiologique hebdomadaire ou
annuel, revue intitulé « Surveillance nationale des maladies infectieuses » de I'Institut de
Veille Sanitaire) (Leclerc et al., 2003), bulletin épidémiologique AFSSA-DGAI (Leclerc et al.,
2002), par exemple.

AXES DE REFLEXION ET DE RECHERCHE

>

Définition de critéres microbiologiques pour la recherche de E. coli O157 producteurs
de Shiga-toxines dans les aliments (ou de STEC quand les méthodes seront utilisables
en routine).

Développement de systémes d’'information et de formation des services vétérinaires,
des créches, des écoles, des exploitations agricoles et des industriels.

Préparation d’un plan de communication vers le grand public en cas de survenue d’'une
épidémie.

8 Informations générales sur E. coli 0157 :H7 sur le site du CDC (USA):
http://www.cdc.gov/ncidod/dbmd/diseaseinfo/escherichiacoli _g.htm

Informations générales sur VTEV E. coli 0157 sur le site du PHLS (GB) :
http://www.phls.co.uk/topics az/ecoli/ecoli_facts.htm

Information générale sur le site de 'OMS : http://www.who.int/fsf/ecolifact.html
Point sur E. coli 0157 :H7 par (Ecole vétérinaire de Lyon) : http://www.vet-
lyon.fr/journal%20interne/archive/securite/coli.htm
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Textes réglementaires listés dans cette section :

(1) Norme EN ISO 16654. Microbiologie des aliments - Méthode horizontale pour la recherche des
Escherichia coli O157. Juillet 2001.

(2) Directive 92/46/CEE du Conseil du 16 juin 1992 arrétant les régles sanitaires pour la production et
la mise sur le marché de lait cru, de lait traité thermiquement et de produits a base de lait. J.O. des
Communautés européennes du 14 septembre 1992.

(3) Directive 94/71/CE du Conseil du 13 décembre 1994 modifiant la directive 92/46/CEE arrétant les
régles sanitaires pour la production et la mise sur le marché de lait cru, de lait traité thermiquement et
de produits a base de lait. J.O. des Communautés européennes du 31 décembre 1994,

(4) Directive 93/43 /CEE du Conseil du 14 juin 1993 relative a I'’hygieéne des denrées alimentaires

(5) Arrété du 30 mars 1994 relatif aux critéres microbiologiques auxquels doivent satisfaire les laits de
consommation et les produits a base de lait lors de leur mise sur le marché

(6) Avis de 'Agence Francgaise de Sécurité Sanitaire des Aliments sur les caractéristiques a retenir
pour considérer qu'une souche de Escherichia coli vérocytotoxique est potentiellement pathogéne
pour 'lhomme. Saisine n° 2001-SA-0184 du 28 novembre 2001.

(7) Projet d’arrété modifiant les arrétés du 30 mars 1994 relatif aux critéres microbiologiques auxquels
doivent satisfaire les laits de consommation et les produits a base de lait lors de leur mise sur le
marché et du 29 février 1996 fixant les conditions sanitaires de production et de mise sur le marché
des viandes hachées et des préparations de viandes hachées.

(8) Note de service DGAL/SDHA/N.97/N°8168 du 24 octobre 1997 intitulée « Plan de surveillance
Escherichia coli 0157 »

(9) Note de service DGAL/SDHA/N2000-8102 du 09 ao(t 2000 intitulée « Plan de surveillance de la
contamination microbiologique des fromages au lait cru.

(10) Directive 2000/54/CE du Parlement Européen et du Conseil du 18 septembre 2000 concernant la
protection des travailleurs contre les risques liés a I'exposition a des agents biologiques au travail.
J.0. des Communautés européennes du 17 octobre 2000.

(11) Directive du conseil n°90/679/CEE du 26 novembre 1990 concernant la protection des travailleurs
contre les risques liés a I'exposition a des agents biologiques au travail

(12) Décret n°94-352 du 04 mai 1994 sur la protection des travailleurs contre les risques résultants de
leur exposition a des agents biologiques.

(13) Arrété du 30 juin 1998 modifiant l'arrété du 18 juillet 1994 modifié fixant la liste des agents
biologiques pathogénes. J.O. du 22 juillet 1998.

(14) Arrété du 13 aolt 1996 fixant les mesures techniques de prévention, notamment de confinement,
a mettre en ceuvre dans les industries et les laboratoires de recherche et d’enseignement ou les
travailleurs sont susceptibles d’'étre exposés a des agents biologiques pathogenes. J.O. du
7 septembre 1996.

(15) Document Codex CX/FH 03/5 Add. 4, September 2002. Risk profile for enterohemorragic E. coli
including the identification of the commodities of concern, including sprouts, ground beef and pork.
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