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Abréviation
ADN : Acide DésoxyriboNucléique
AEEC : EnteroAgregatif Escherichia coli
AFNOR : Agence Française de NORmalisation
AFSSA/ANSES : Agence Française de la Sécurité Sanitaire des Aliments/Agence
Nationale de Sécurité Sanitaire de l'Alimentation, de l'Environnement et du Travail
AggR : gène codant pour l’adhésine fimbriaire aggréggative (AAF)
ANR : Agence Nationale pour la Recherche
AOC : Appelation d’Origine Controlée
AOP : Appelation d’Origine Protégée
ARN : Acide RiboNucléique
astA : gene codant la toxine EAST1
aw: Activité en eau
CDT : Cytolethal Distending Factor (cyclomoduline)
Cif : Cycle inhibiting factor (cyclomoduline)
CNIEL : Centre National Interporfessionnel de l’Economie Laitière
CT : Cycle Threshold
DAEC : Diffused Adhesion Escherichia coli
DGAl : Direction Générale de l’Alimentation
eae : gene codant pour l’intime
EAST1 : Entérohémolysine thermostable (toxine)
E. coli : Escherichia coli
EHEC : E. coli EntéroHémorragique
ehx : gène codant pour l’entérohémolysine
EIEC : EnteroInvasive Escherichia coli
EPEC : E. coli entéropathogène
EPT : Eau peptonée tamponnée
EspP : sérine protéase
ETEC : EnteroToxinogene Escherichia coli
Fil : Fédération Internationale de Laiterie
Gb3 : Globotriosylcéramide
GDL : Glucono Delta-Lactone
HFD : Humidité du Fromage Dégraissé
hlyA : gène codant pour l’hémolysine A
HPI : High Pathogenicity Island
IMS : Immuno Magnetique Separation
ISO : International Organization for Standardisation
KatP : catalase péroxydase
LEE : Locus d’Effacement des Entérocytes
LMAP : Laboratoire d’Etude des Microorganismes Alimentaires Pathogères
MGB : Minor Groove Binding
Nle : Non LEEencoded Effector
PCR : Polymerase chaine reaction
pH : potentiel d’hydrogène
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PTT : Purpura Trombotique et Trombocytopénique
Saa : STEC autoagglutinating adhesin
SHU : Syndrome Hémolytique et Urémique
STEC : ShigaToxine producing Escherichia coli 
StcE : métalloprotéase
stx : gène codant la Shiga-toxine
Stx : Shigatoxine
SubAB : cytotoxine subtilase
VNC : Viable Non Cultivable
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Introduction

es E. coli producteurs de Shiga Toxines (STEC) sont reconnus à l’échelon
international comme des pathogènes émergents. La dénomination STEC regroupe

toutes les souches d’E. coli possédant les gènes stx codant une toxine particulière appelée
Shiga like toxine. Selon la définition de l’AFSSA (avis du 15 juillet 2008), les STEC
considérés comme pathogènes appartiennent aux 5 sérotypes O157:H7, O26:H11,
O111:H8, O103:H2, O145:H28. Ils sont à l’origine de colites hémorragiques sévères,
mais également de Syndromes hémolytiques et Urémiques (SHU). Ces SHU sont à ce
jour, la principale cause d’insuffisance rénale aigüe chez l’enfant entre 1 mois à 3 ans.
Les STEC ont été associés à des épidémies alimentaires parfois de grande envergure,
impliquant un très grand nombre d’aliments dont les végétaux comme les laitues, les
pousses de radis, le jus de fruits et l’eau mais surtout la viande hachée de bœuf
insuffisamment cuite (Casenave et al., 1993).
Le lait cru a rarement été associé à des épidémies humaines, cependant, les fromages au
lait cru ont, quant à eux, été impliqués dans des cas sporadiques ou épidémiques (Baylis,
2009). En France, en novembre 2005, 11 enfants ont développé une infection à E. coli
O26:H11 après avoir consommé du camembert contaminé. Quelques mois avant, 4 cas
groupés d’infection à STEC avaient été recensés dans une même famille : après avoir
consommé du fromage de chèvre au lait cru contaminé par E. coli O157:H7, 2 adultes et
2 enfants avaient présenté des diarrhées sanglantes, les 2 enfants avaient développé une
complication sous forme de SHU (Espié et al., 2006c).

es fromages au lait cru font partie intégrante de la richesse et de la diversité de la
gastronomie française. Nombre de régions, de villes et de villages sont connus pour

leurs fromages au lait cru (la Savoie, Laguiole, Camembert, Roquefort…). Leur part dans
la production totale des fromages affinés s’élève à 15 % (179 751 tonnes en 2006). Les
fromages sous AOC (Appellation d’origine Contrôlée) et AOP (Appellation d’origine
Protégée) représentent une large part de ces fromages au lait cru (140 619 tonnes en 2006
soit 78% de la production). Ainsi, une épidémie de grande ampleur pointant du doigt des
fromages au lait cru contaminés par des STEC pathogènes pourrait entraîner la
disparition de ces produits de terroir.
Il est donc urgent de mettre à disposition des industriels de la filière et des gestionnaires
du risque, un outil de détection rapide, sensible et spécifique de ces pathogènes. Dans un
premier temps, mon travail a consisté à mettre en place une PCR (Polymerase chain
reaction) en temps réel destinée à détecter d’E. coli O157:H7. Ce sérotype a été choisi
parmi les cinq car il est le plus souvent impliqué (plus de 80% des cas) dans les Toxi-
Infections Alimentaires à STEC (Morgan et al., 1993).

es épidémies recensées pointent du doigt l’urgence de mieux connaitre le
comportement des STEC dans les matrices alimentaires et ainsi de mieux pouvoir les

L

L

L
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détecter. C’est pourquoi dans un deuxième temps, nous nous sommes intéressés au
devenir des STEC dans différents process types de fabrications de fromage.
Des STEC inoculés artificiellement dans du lait ont subi différents traitements au cours
de fabrications fromagères : les pâtes pressées non cuites avec affinage long, les pâtes
pressées non cuites avec affinage court, les pâtes persillés, les pâtes pressées cuites, et les
pâtes lactiques.
Et enfin nous avons étudié le comportement des STEC en présence d’autres
microorganismes expérimentalement ensemencés au cours de la fabrication d’une pâte
pressée non cuite dont certains paramètres de fabrication ont été modifiés. Les STEC ont
fait l’objet d’une attention particulière lors de la fabrication du fromage ce qui nous a
permis d’étudier leur interaction en présence d’une souche bactérienne de Hafnia alvei
naturellement présente en quantité importante dans les fromages.
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Mémoire bibliographique

A. CARACTERES GENERAUX DE L’ESPECE E. COLI

En 1885, le pédiatre allemand Théodore Escherich isole et décrit pour la première fois le
bacille Bacterium coli commune, fréquemment présent dans les selles des nourrissons. En
1919, en hommage aux travaux d’Escherich, Castellani et Chalmers proposent de
renommer cette bactérie Escherichia coli.
Le genre Escherichia appartient à la famille des Enterobacteriaceae, fréquemment
retrouvé dans l’intestin et les fèces des mammifères. Les espèces qui constituent cette
famille sont des bacilles à Gram négatif de dimension moyenne (0,5-1µm de large et 1-
6µm de long), aéro-anaérobies facultatifs qui peuvent fermenter les nitrates et qui ne
possèdent pas d’oxydase (Le Minor et al., 1990).

Le genre Escherichia regroupe traditionnellement cinq espèces : E. blattae, E. coli, E.
hermanii, E. vulneris e t  E. fergusonii. Chaque espèce d’Escherichia possède des
caractéristiques biochimiques spécifiques, permettant de les différencier (Grimont, 1987).
Il faut noter que Priest and Barker (2010) ont démontré que les souches d’E. blattae,
anciennement classés dans le genre Escherichia, devaient en réalité être reclassées dans
le genre Shimwellia en tant qu’espèce Shimwellia blattae.

Escherichia coli fait partie de la microflore commensale intestinale de l’homme et des
animaux à sang chaud (mammifères et oiseaux) (Greatorex and Thorne, 1994), ainsi il
représente près de 80% de la microflore aérobie (Ghebru, 1988). A ce titre Escherichia
coli, et plus largement les coliformes thermotolérants1, sont recherchés dans les aliments
comme indicateurs de contamination fécale ; leur présence fournit ainsi une indication sur
une éventuelle contamination de l’aliment par des bactéries pathogènes de même origine
(par exemple Salmonella typhimurium, E. coli O157:H7, Shigella…).
Même si la plupart des souches sont non pathogènes de l’Homme, certaines peuvent être
à l’origine de pathologies extra-intestinales (infections urinaires, infections systémiques
telles que des septicémies, méningites2) (Pohl, 1993) ou intestinales (Levine, 1987).

Les souches d’E. coli pathogènes intestinaux (STEC) sont capables de se multiplier, de
persister dans le tractus digestif en contournant les défenses immunitaires de l’hôte, et
d’induire des dommages au niveau des cellules du tube digestif. Néanmoins, ces souches

                                                  
1 Qui fermentent le lactose à 44°C
2 La méningite est une inflammation des méninges (enveloppes de la moelle épinière et du cerveau dans
lesquelles circule le liquide céphalorachidien).
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ont développé différents modes d’interaction avec leur hôte se traduisant par des signes
cliniques de gravité variable, pouvant être accompagnés de complications extra-
digestives.

La classification des STEC la plus utilisée par les microbiologistes est fondée en grande
partie sur les travaux de Kauffmann (1947), et se base sur la détermination :

• du sérogroupe, identifié selon l’antigène somatique O. Plus de 180 sérogroupes O
d’E. coli sont actuellement connus (Stenutz et al., 2006);

• du sérotype, identifié au sein du sérogroupe sur la base des antigènes H
flagellaires (56 antigènes différents) et éventuellement des antigènes K de la
capsule (80 antigènes) (Gyles, 2007).
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B. FACTEURS DE VIRULENCE DES STEC

 I. Les Shiga-toxines

La dénomination STEC (Escherichia coli producteur de Shiga-toxin) regroupe toutes les
souches d’E. coli possédant les gènes stx codant une toxine particulière, appelée Shiga-
toxine ou vérotoxine, quels que soient les signes cliniques associés. Cette cytotoxine est
capable de lyser in vitro les cellules Vero (cellule rénale du singe vert d’Afrique) en
stoppant de façon irréversible leur multiplication.
Ces toxines sont regroupées sous le terme de Shiga-toxines (Stx) étant donné leurs
homologies avec la toxine de Shigella dysenteriae de type 1 (Strockbine et al., 1988).
Néanmoins, tous les STEC ne sont pas pathogènes pour l’homme. Les STEC isolés de
patients présentant des signes cliniques sont dénommés EHEC (E. coli
Entérohémorragiques).

1. Structure des Shiga-toxines

Les shigatoxines sont codées par deux gènes, stx1 et stx2, qui sont généralement portés
par des prophages de type Lambda3. Les Shiga-toxines sont des hexapeptides de 70-kDa
constitués d’une sous-unité A (active) de 33-kDa qui porte l’activité catalytique, et de 5
sous-unités B (Binding) de 7,7-kDa nécessaires à la fixation au récepteur Gb3
(globotriosyl céramide 3) (Fraser et al., 2004).

Deux grandes classes de Shiga-toxines sont aujourd’hui identifiées : les toxines Stx1, qui
sont neutralisables par des anticorps anti-Shiga-toxine de Shigella dysenteriae 1, et les
toxines Stx2 qui ne le sont pas (Calderwood et al., 1996). Stx1 et Stx2 possèdent
respectivement 99 % et 56 % d’homologie vis à vis de la séquence en acides aminés de 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 même façon la barrière de l’épithélium intestinal (Hurley et al., 1999). Par
ailleurs, des études ont montré que Stx2 serait 1000 fois plus cytotoxique sur les cellules
endothéliales rénales humaines que la toxine Stx1 (Louise et Obrig, 1995). Ces résultats
sont à rapprocher des données épidémiologiques indiquant que les souches responsables
des troubles les plus sévères chez l’homme produisent la toxine Stx2 (Boerlin, 1999).

Depuis la première description des Shiga-toxines, un nombre conséquent de variants
génétiques des toxines Stx1 et Stx2 ont été décrits (Beutin et al., 2007).

                                                  
3 Virus à ADN double brin prolongé d’une queue permettant l’ancrage à la bactérie.
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Le gène stx1 possède 3 sous-types (stx1a, stx1c (ovins), stx1d) alors que le gène stx2 en
possède 7 (stx2a, stx2b, stx2c, stx2d (activable4), stx2e (porc), stx2f (aviaire), stx2g)
(Brett et al., 2003).
Ces sous-types présentent des différences d’activité biologique, de réactivité sérologique,
ou de spécificité de liaison aux récepteurs (Calderwood et al., 1996).

2. Mécanismes d’action des toxines Stx

Lors d’une première étape, la toxine se fixe à la membrane cytoplasmique de la cellule
cible : les sous-unités B, assemblées en anneau, se lient à un récepteur glycolipidique, le
globotriosyl céramide Gb3 (galactose-_ (1-4)-galactose-_ (1-4)-glucosyl-céramide)
(Lingwood et al., 1987).
Cependant, le mécanisme impliqué reste à l’heure actuelle inconnu (Schüller et al.,
2004). La toxine est ensuite internalisée par un mécanisme d’endocytose et passe à
travers l’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 l’ARN
ribosomique 28S et bloque la sous-unité 60S du ribosome (Lea et al., 1999), conduisant à
un arrêt des synthèses protéiques et par conséquent à la mort cellulaire.

3. Rôle des toxines dans la physiopathologie

In vivo, les Shiga-toxines sont produites par les EHEC après colonisation de la muqueuse
intestinale mais les mécanismes de sécrétion de ces toxines par les bactéries ne sont pas
précisément connus. Les toxines traversent ensuite l’épithélium intestinal. Les toxines
sont ensuite véhiculées dans la circulation sanguine (toxémie) par les globules rouges ou
les polynucléaires jusqu’aux organes cibles (Fernandez et al., 2006). Les cellules
endothéliales vasculaires, en particulier celles du côlon, des glomérules rénaux et du
système nerveux central, sont particulièrement riches en Gb3. Elles constituent donc les
cellules cibles privilégiées des Shiga-toxines, ce qui explique les manifestations cliniques
observées lors d’infections par les EHEC : colite hémorragique, insuffisance rénale,
troubles neurologiques.

Les Shiga-toxines constituent l’un des principaux facteurs de virulence des STEC mais
tous les variants ne présentent pas la même toxicité chez l’homme. Par ailleurs, d’autres
facteurs de virulence interviennent dans le processus infectieux, en particulier ceux
permettant la colonisation du tube digestif.

                                                  
4 Toxicité augmentée de 10 à 1000 fois dans le mucus intestinal humain (Kokai-Kun et al., 2000).
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 II. Les facteurs d’adhésion
Après avoir atteint l’estomac, les bactéries se retrouvent dans l’intestin où elles
colonisent la muqueuse en adhérant aux cellules épithéliales. Le côlon est le principal site
de colonisation des STEC chez l’Homme (Griffin et al., 1990).

La colonisation du tube digestif est une étape majeure de la physiopathologie des STEC
et fait intervenir plusieurs facteurs d’adhésion dont les principaux sont les facteurs
impliqués dans le développement des lésions d’attachement et d’effacement des
entérocytes.

1. L’intimine.

Les souches de STEC possèdent des facteurs de virulence leur permettant d’adhérer de
façon intime aux cellules épithéliales. Cette adhésion est à l’origine de lésions dites
d’attachement-effacement caractérisées par un effacement des microvillosités intestinales
subséquent à une réorganisation du réseau d’actine5 de la cellule épithéliale. Ce
réarrangement du cytosquelette provoque l’apparition d’un piédestal sous la bactérie
(Frankel et al., 1995).

Dans la plupart des cas, les gènes nécessaires à la formation de lésions d’attachement et
d’effacement sont localisés sur un îlot de pathogénicité de 43,36 kb appelé LEE pour
Locus d’Effacement des Entérocytes6, situé sur le chromosome bactérien.

A ce jour, au moins 14 variants du gène ont été retrouvés chez les E. coli possédant le
LEE (alpha _, beta _, gamma _, delta _, epsilon _, zeta _, iota _, eta ηc kappa _, lambda
_, mu _, nu _, theta _, et xi _).

Toutes les souches possédant le locus d’effacement des entérocytes (LEE), incluant le
gène eae, appartiennent au groupe des AEEC pour « Attaching and effacing E. coli »,
quels que soient les signes cliniques associés. Lorsqu’elles sont associées à une diarrhée
aqueuse chez l’Homme et qu’elles ne produisent pas de toxines Stx on les appelle EPEC.

Les souches STEC qui possèdent le gène eae et stx et qui provoquent des lésions
d’attachement et d’effacement aux cellules intestinales de l’iléon distal et du côlon sont
dites EHEC « typiques ».

Les souches EHEC typiques appartenant aux sérotypes O157:H7, O26:H11, O111:H8,
O103:H2 et O145:H28 (mobiles et non mobiles) sont les souches les plus fréquemment
associées à des signes cliniques graves (SHU) et aux épidémies et sont dites souches «
EHEC typiques majeures » (AFSSA saisine 2010-SA-0031).

                                                  
5 Protéine importante pour l’architecture et les mouvements cellulaires
6 Les LEE sont des opérons transcriptionnels fonctionnels (des groupes de gènes permettant de coder des
protéines).
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Le terme d’EHEC « atypiques » est utilisé pour désigner des souches qui ne possèdent
pas le gène eae et ne produisent donc pas de lésion d’attachement et d’effacement
(Nataro and Kaper, 1998). Les souches EHEC « atypiques » possèdent le gène stx au
même titre que les souches EHEC « typiques ».

2. Autres facteurs d’adhésion

Les souches LEE-négatives sont en général non pathogènes, mais certaines d’entre elles
ont cependant été associées à des SHU (EHEC atypiques). Ces souches atypiques
possèdent donc d’autres facteurs d’adhésion permettant une colonisation de la muqueuse
colique aussi efficace que l’intimine.

Plusieurs adhésines potentielles ont été décrites chez des souches EHEC atypiques telles
que l’adhésine Saa (pour « STEC autoagglutinating adhesin ») des souches O113:H21
isolées en Australie en 1998 (Paton et al., 2001), les facteurs d’adhésion plasmidiques des
souches O111:H2 isolées en France en 1996 (Morabito et al., 1998), ou encore l’adhésine
AggR (l’adhésine fimbriaire aggréggative AAF) retrouvée dans la souche épidémique E.
coli O104:H4 allemande en 2011.

Ainsi, de nombreuses protéines susceptibles de jouer un rôle dans la colonisation du tube
digestif par les EHEC ont été décrites. Cependant leur implication dans la pathogénicité
des souches reste encore à démontrer.

 III. Autres facteurs de virulence

D’autres facteurs de virulence potentiels, codés par des gènes présents sur le chromosome
ou sur des éléments génétiques mobiles (plasmides, phages ou îlots de pathogénicité) ont
été décrits chez les souches EHEC (Croxen et Finlay, 2010).
Ils regroupent :

• des toxines, telles que l’entérohémolysine (Ehx), l’entérohémolysine thermostable
EAST1, la cytotoxine subtilase (SubAB), les cyclomodulines CDT (pour «
Cytolethal Distending Factor ») et Cif pour « Cycle inhibiting factor ») ;

• des protéases, telles que la sérine protéase EspP, la catalase peroxydase KatP, la
métalloprotéase StcE ;

• des systèmes de captation du fer, notamment le sidérophore codé par l’îlot de
pathogénicité HPI (pour « High Pathogenicity Island ») ;

• des systèmes de résistance à l’acidité gastrique ;
• des uréases ;
• des protéines de fonction inconnue telles que les effecteurs Nle (pour « Non

LEEencoded effector »).

La liste de ces facteurs de virulence potentiels ne cesse de s’allonger mais à ce jour, leur
rôle respectif dans la pathogénicité des EHEC n’est pas démontré.
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Les « O Islands » (OI) sont des cas particuliers car ils correspondent à des îlots ou
segments génétiques présents dans le génome des EHEC (dont E. coli O157:H7) mais
absents du génome des E. coli non pathogènes. Au total, 177 îlots ont été identifiés
(Perna et al., 2001) dont certains contiennent des facteurs de virulence potentiels, d’où
leur qualification d’îlots de pathogénicité.

Certains îlots regroupent des gènes codant pour des effecteurs de type III appelés Nle
(Tobe et al., 2006). La distribution des gènes nle au sein des îlots est variable d’une
souche à l’autre, et l’on remarque que plus les îlots contiennent de gènes nle (c’est à dire
plus ils sont complets), plus le risque de pathologie est important. Cette observation est
valable pour trois îlots de pathogénicité: OI-57, OI-71 et OI- 122 (Coombes et al., 2008).
Au total, 14 gènes nle (nleA, nleB, nleC, nleE, nleF, nleG, nleG2-1, nleG2-3, nleG5-2,
nleG6-2, nleG9, nleH1-2, nleH1-1, et ent/espL2) ont été identifiés comme étant plus
fréquemment présents dans des souches EHEC que dans des souches STEC n’ayant
jamais provoqué d’épidémie ou de SHU (Coombes et al., 2008). De plus, ces gènes
contribuent de manière additive à la virulence (« effet dose ») puisque les souches à
l’origine soit de SHU soit d’épidémies contiennent un nombre plus élevé de gènes nle
que les souches non virulentes.

Plusieurs autres facteurs encore inconnus ou mal déterminés semblent intervenir dans le
pouvoir pathogène des EHEC. De plus, bien que les caractéristiques de la souche
incriminée, en particulier l’ensemble des facteurs de virulence exprimés, soient
probablement déterminantes, le processus infectieux des EHEC est multifactoriel et
dépend aussi de facteurs liés à l’hôte.

Points à retenir

La dénomination STEC (Escherichia coli producteurs de Shiga-toxines) regroupe
toutes les souches d’E. coli possédant les gènes stx codant une toxine particulière,
appelée Shiga-toxine ou vérotoxine.

Les STEC sont qualifiés de pathogènes émergents, néanmoins, tous les STEC ne
sont pas pathogènes pour l’homme.

La dénomination EHEC (E. coli Entérohémorragiques) concerne les STEC
pathogènes pour l’homme possédant les gènes eae et stx.

Les shigatoxines et l’intimine constituent les deux protéines majeures impliquées
dans le pouvoir pathogène des EHEC, même si tous les variants de stx ou de eae ne
semblent pas présenter la même toxicité ou la même spécificité pour l’Homme.

C. ASPECT CLINIQUE DES E. COLI ET PATHOLOGIES HUMAINES
DES EHEC

En médecine humaine, sur la base des signes cliniques observés chez les patients, les
souches d’E. coli pathogènes sont classées en 6 groupes :
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• Les E. coli entérotoxinogènes (ETEC) responsables de la « diarrhée du
voyageur ». La contamination se fait essentiellement par les eaux de boisson.

• Les E. coli entéroinvasifs (EIEC) responsables de diarrhées aqueuses pouvant
évoluer vers un syndrome dysentérique (lésions de l’intestin grêle ou du colon).

• Les E. coli entéroagrégatifs (EAEC) entraînent des diarrhées aqueuses
persistantes chez les jeunes enfants et les immunodéprimés.

• Les E. coli à adhésion diffuse (DAEC) sont à l’origine de diarrhées et d’infections
urinaires.

• Les E. coli entéropathogènes (EPEC) sont responsables de diarrhées sévères,
principalement chez les enfants de moins de 12 mois dans les pays en voie de
développement. Des lésions histopathologiques particulières apparaissent lors des
infections, appelées lésions d’attachement et d’effacement (Kaper et al., 2004).

• Les E. coli enterohémorragiques (EHEC) sont associés à des troubles variés allant
de la diarrhée aqueuse bénigne à la colite hémorragique. Dans les cas les plus
graves, ces signes digestifs peuvent être associés à une insuffisance rénale sévère,
le syndrome hémolytique et urémique (SHU), ou à un purpura thrombotique
thrombocytopénique (PTT) parfois accompagné d’une atteinte sévère du système
nerveux central (Karmali et al., 1983), comme précisé ci-dessous.

 I. La colite hémorragique
La colite hémorragique constitue la principale manifestation clinique de l’infection à E.
coli O157:H7 (Tarr, 1995). Elle se définit par des crampes abdominales, une diarrhée
initialement aqueuse puis sanglante chez un patient généralement apyrétique7 ou
subfébrile8 (Griffin and Tauxe, 1991). La diarrhée sanglante est présente dans 90% des
cas diagnostiqués (Tarr, 1995). La période d'incubation de 2 à 10 jours, est plus longue
que celle observée pour les autres diarrhées infectieuses (Sharp et al., 1994). L'évolution
est généralement spontanément favorable (90% des cas) en quelques jours.
Il n’existe pas de traitement spécifique en dehors de la suppression des apports
alimentaires et de la mise en route d’une nutrition parentérale9 si nécessaire jusqu’à
l’évolution positive de l’état de santé du patient (Su et Brandt, 1995). A noter que
l’utilisation d’antibiotiques reste à ce jour controversée.

 II. Le syndrome hémolytique et urémique : SHU
Le syndrome hémolytique et urémique (SHU) a été décrit pour la première fois en 1955
par (Gasser et al., 1955) mais le lien entre la survenue d’un SHU et une infection
intestinale par des EHEC n’a été établie qu’en 1983 (Karmali et al., 2004). Deux types de
SHU ont été décrits.

                                                  
7 Qui ne présente pas de fièvre
8 Qui présente une fièvre légère comprise entre 37.3 et 38°C
9 Fait de suppléer artificiellement à l’alimentation d’un patient par voie intraveineuse en évitant ainsi le
circuit habituel de l’alimentation et de la digestion
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Le SHU typique touche surtout l'enfant de moins de 3 ans et survient brutalement après
une diarrhée sanglante dans la majorité des cas.
L'apparition du SHU se fait en moyenne une semaine après le début des symptômes
digestifs. Deux à 7 % des patients atteints d’une infection intestinale à E. coli O157:H7
développent un SHU. Cette incidence est supérieure chez l'enfant et les personnes âgées :
10 % chez les enfants de moins de 10 ans et 10 à 20 % chez les sujets âgés (Griffin and
Tauxe, 1991).
Une atteinte d’autres organes (pancréas, foie et système nerveux central) est également
possible (Siegler, 1995). L’atteinte du système nerveux central est d’ailleurs actuellement
la principale cause du décès, comme le montre cette enquête française qui indique que 4
des 286 enfants atteints de SHU entre 1993 et 1996, sont décédés suite à une atteinte du
système nerveux central. (Decludt et al., 2000).
Ce tableau clinique est caractéristique et ne pose généralement pas de problème de
diagnostic.

Le SHU atypique, quant à lui, survient sans prodrome diarrhéique et sans prédominance
saisonnière. Il apparaît après des symptômes respiratoires, de la fièvre ou des
vomissements et son diagnostic n’est pas aussi aisé que pour la forme typique (Amirlak
and Amirlak, 2006).

Il n’existe pas de traitement spécifique modifiant l’évolution du SHU. Toutefois, la mise
en route précoce d’un traitement symptomatique rigoureux a une importance capitale et
permet de maintenir actuellement un taux de mortalité inférieur à 5%.
Il consiste essentiellement en des apports nutritionnels et hydro-électrolytiques par voie
orale, éventuellement entérale au moyen d’une sonde gastrique, voire parentérale à l’aide
de solutions isotoniques dans les cas les plus graves (Loukiadis, 2007).

Malgré une guérison apparente, la plupart des patients sont susceptibles de développer
des complications tardives. Ainsi, les patients ayant présenté un SHU avec une anurie de
plus d’une semaine doivent faire l’objet d’une surveillance à très long terme (Nangaku et
al., 2007).

 III. Le purpura thrombotique et thrombocytopénique :
PTT

Le purpura thrombotique et thrombocytopénique (PTT) est une entité clinique décrite
pour la première fois par Moschcowitz en 1925 (Moschcowitz, 2003). Comme pour le
SHU, l’étiologie du PTT peut être de diverses origines (toxique, auto-immune...), et la
relation entre l’infection par E. coli O157:H7 et l’apparition de ce syndrome est récente
(Kovacs et al., 1990).

Le PTT est rare et survient le plus souvent chez l’adulte (pic de fréquence chez les
femmes autour de 40 ans). Il est exceptionnel chez l’enfant et la personne âgée. Le PTT
se caractérise par une anémie hémolytique micro-angiopathique, une thrombocytopénie,
une fièvre, une atteinte neurologique prédominante (modifications du comportement,
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paresthésie, aphasie, troubles visuels, coma) et des anomalies rénales inconstantes
(insuffisance rénale présente dans environ la moitié des cas) (Tarr et al., 2005).
Le PTT et le SHU peuvent être distingués par des critères épidémiologiques et cliniques
mais également biologiques

Le 25 avril 2008 la Direction générale de l’alimentation (DGAL) a saisie l’Agence
française de sécurité sanitaire des aliments (AFSSA) afin de donner une définition des
souches d'Escherichia coli productrices de shigatoxines (STEC) considérées comme
pathogènes pour l'homme.
Grace à tous ces éléments, l’avis du 15 juillet 2008, mis à jour le 31 mai 2010 de
l’AFSSA précise que :
« A ce jour, les souches STEC hautement pathogènes « EHEC typiques majeurs »,
peuvent être définies selon les critères génétiques suivants :

EHEC O157:H7 = rfbEO157, flicH7, stx1 et/ou stx2, eae-gamma, (OI#122).
EHEC O26:H11 = wzxO26, flicH11, stx1 et/ou stx2, eae-bêta, (OI#122).
EHEC O145:H28 = ihp1O145, flicH28, stx1 et/ou stx2, eae-gamma, (OI#122).
EHEC O103:H2 = wzxO103, flicH2, stx1 et/ou stx2, eae-epsilon, (OI#122).
EHEC O111:H8 = wbd1O111, flicH8, stx1 et/ou stx2, eae-thêta, (OI#122).

Les formules antigéniques sont détaillées car l’appartenance à un sérogroupe ne peut
préjuger à elle seule de la pathogénicité des souches.
Il faut souligner le caractère temporaire de cette définition. Celle-ci devra être révisée en
fonction des nouvelles observations cliniques, des résultats d’investigations
épidémiologiques, en fonction des résultats des projets de recherche et du développement
de méthodes fines.

D. EPIDEMIOLOGIE

Selon les pays, les infections dues aux EHEC sont recensées soit directement, soit
indirectement par la surveillance des cas de SHU. Chaque pays possède un système qui
lui est propre (AFSSA, 2003). Par exemple, en France, la surveillance des infections dues
aux EHEC est basée, depuis 1996, sur les données de recensement des SHU chez les
enfants âgés de moins de 15 ans et repose sur un réseau hospitalier de néphrologues
pédiatres volontaires. Ainsi, les données relatives à l’épidémiologie des infections
humaines pourraient dépendre du système de surveillance mis en place dans chaque pays
et pourraient donc être biaisées.
L’incidence annuelle du SHU pédiatrique en France est proche de celle observée dans
d’autres pays européens et s’échelonne à moins d’un cas pour 100 000 enfants de moins
de 15 ans (King et al., 2009). En France, depuis 1996, des cas sporadiques de SHU avec
une recrudescence saisonnière pendant la période estivale ont été enregistrés (juin-

Antigène
somatique

Antigène
flagellaire

Variant
intimine

Facteurs de
pathogénicité
O Island 122
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septembre) (Haeghebaert et al., 2003). Cette augmentation estivale est aussi observée
dans d’autres pays: Angleterre et Pays de Galles (Bolton et al., 2000), Belgique, Pays-
Bas et Allemagne (van de Kar et al., 1996), ou encore en Amérique du Nord (Michel et
al., 1999).

 I. Le réservoir animal
Les études épidémiologiques ont permis d’identifier les réservoirs des souches STEC :
bien que des souches STEC potentiellement pathogènes aient été retrouvées chez un
grand nombre d’espèces animales (y compris chez l’homme), les ruminants, et en
particulier les bovins semblent être les principaux réservoirs des STEC (Gyles, 2007).
Chez ces espèces, le portage et l’excrétion de STEC sont asymptomatiques. Des animaux
porteurs sains de STEC peuvent donc être à l’origine d’épidémies d’infections sévères
chez l’homme.

Des STEC, appartenant au sérogroupe O157 mais aussi à d’autres sérogroupes associés à
la maladie chez l’homme tels que O5, O6, O75, O91, O128 ou O146, ont été
fréquemment mise en évidence dans les fèces des bovins (Bettelheim, 2007) du monde
entier et dans certains pays, comme l’Australie, cette espèce est même considérée comme
le principal réservoir de STEC (Gyles, 2007). Les veaux sont les porteurs les plus
importants.

Des STEC potentiellement pathogènes pour l’homme ont été retrouvées dans les denrées
alimentaires d’origine ovine (viande, mais aussi lait et produits laitiers) (Bettelheim,
2007, Chapman et al., 2000), y compris en France (Vernozy-Rozand et al., 2005b).
Certains STEC ont de plus été isolés chez des caprins (Pritchard et al., 2000). Par contre
les porcs ne semblent pas constituer un réservoir très important de STEC pathogènes pour
l’homme (Caprioli et al., 2005).
De plus, aucune souche de STEC n’a pu être mise en évidence chez les poulets
(Heuvelink et al., 1999) bien que des STEC O157 aient été détectées chez les dindes
(Heuvelink et al., 1999) ainsi que dans différentes denrées alimentaires issues de volailles
(Leclercq et Mahillon, 2003).

Bien que tous les STEC isolés chez l’animal ne soient pas systématiquement de réels
EHEC (EHEC=isolés de cas humains), les ruminants semblent constituer des réservoirs
importants de STEC et pourraient jouer un rôle non négligeable dans la dissémination des
souches dans l’environnement (Howie et al., 2003).

 II. Les modes de transmission
Les études épidémiologiques ont permis d’améliorer les connaissances sur les modes de
transmission et les sources de contamination à STEC.

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

• la consommation d’aliments contaminés insuffisamment cuits ou crus. Elle
est la principale source de contamination humaine (la moitié des épidémies à
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EHEC typiques et atypiques). Les produits carnés d’origine bovine sont à
l’origine d’un grand nombre d’infections à E. coli O157:H7 (Vernozy-Rozand et
Montet, 2001) suite principalement à une cuisson insuffisante (Roberts et al.,
1995) ou une ingestion crue. La viande d’autres animaux de boucherie ou de
volailles a également été mise en cause (Paton et al., 1996). Les STEC sont
généralement introduits dans la chaîne alimentaire au moment de l’abatage et lors
des étapes de transformation.
Le lait et les produits laitiers pasteurisés ou non ont également été à l’origine
d’épidémies (Allerberger et al., 2001). La voie de contamination du lait
actuellement retenue est celle de la contamination à partir des matières fécales de
bovins lors de la traite. En effet, les conditions de traite et l’environnement dans
lesquels elle se réalise jouent un rôle prépondérant dans la contamination du lait
par les STEC.
Les fruits et légumes crus (salade, radis, épinards, oignons, etc) peuvent être
directement contaminés par l’eau d’irrigation, à partir du sol contaminé suite à
l’épandage d’effluents d’élevages ou via l’activité de la faune du sol.
La consommation de viande de bœuf hachée crue contaminé de manière croisée
par une mauvaise hygiène des mains du personnel a aussi été décrite (Nataro et
Kaper, 1998).

• la transmission de personne à personne. Le portage sain humain de STEC
existe mais semble rare et transitoire (Stephan et Untermann, 1999). La majorité
des cas résulte d’une contamination indirecte mise en évidence chez les personnes
en contact avec les malades. Cette transmission est d’autant plus importante
lorsque l’hygiène générale est mauvaise et que les contacts sont étroits. La
transmission oro-fécale est une réelle préoccupation dans les crèches (Sugiyama
et al., 2005), les centres de soins journaliers (Reida et al., 1994) et dans les
centres psychiatriques (Pavia et al., 1990). Ce mode de transmission est aussi
responsable de l’extension de l’infection au sein des familles (Ludwig et al.,
1998) et dans les hôpitaux (Bolduc et al., 2004). La durée du portage serait en
moyenne de 13 jours lors de colites hémorragiques et de 31 jours lors de SHU
(Karch et al., 1995). Des épisodes de transmission interhumaine ont été observés
durant la dernière épidémie allemande incriminant des graines germées de
Fenugrec contaminées par E. coli O104:H4 (Hauri et al., 2011).

• l’ingestion d’eau contaminée. Les épidémies d’origine hydrique sont
généralement associées à la consommation d’eau de boisson ou à l’ingestion
accidentelle d’eau lors de baignades. Entre 1971 et 2000, des souches d’E. coli
pathogènes étaient retrouvées dans 6% des épidémies dues à l’ingestion d’eau de
boisson contaminée au USA (Craun et al., 2005). En Angleterre, 7 personnes ont
été malades suite à l’ingestion accidentelle d’eau de baignade contaminée par E.
coli O157 (Ihekweazu et al., 2006). Enfin, une épidémie à E. coli O157:H7 a fait
plus de 2 300 malades au Canada en mai 2000 suite à la consommation d’eau de
boisson (Hrudey et al., 2003). Des souches d’E. coli O157:H7 ont été isolées dans
des eaux de surface ou des eaux usées au Canada (Jokinen et al., 2010). Plusieurs
épidémies liées à l’ingestion de végétaux contaminés par des EHEC (typiques et
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atypiques) ont été recensées suite à l’irrigation des cultures par des eaux
contaminées, à l’épandage de fumier ou de lisier d’animaux contaminés (Ackers
et al., 1998). Certaines études suggèrent même que l’eau d’irrigation puisse
contaminer les végétaux par leurs racines (Wachtel et al., 2002).

• le contact avec des animaux (notamment les bovins). La transmission d’E. coli
O157:H7 à l’homme, par contact direct ou indirect avec des animaux de ferme ou
leurs déjections, a été décrite lors de cas sporadiques (O’Brien et al., 2001) mais
aussi lors d’épidémies (Crump et al., 2002). Par ailleurs, le taux de porteurs sains
en E. coli O157 est plus élevé dans les populations vivant en contact permanent
avec les animaux (Evans et al., 2000). Le sol contaminé par les déjections des
animaux de ferme a également été à l’origine d’épidémies à E. coli O157:H7,
notamment durant des événements en plein air, tels que des festivals (Crampin et
al., 1999) ou des campements touristiques sur des sols préalablement pâturés par
des ruminants (Ogden et al., 2002). En Ecosse, des échantillons de sol souillé ont
été impliqués dans 11% des infections environnementales à E. coli O157:H7
(Strachan et al., 2006).

 III. Principales épidémies
Pendant les années 80, la plupart des infections consécutives aux EHEC étaient
essentiellement associées à la consommation de denrées d’origine animale.
L’épidémiologie des infections à EHEC a considérablement changé depuis ces dix
dernières années, et l’ingestion de végétaux ainsi que le contact avec les animaux et leur
environnement sont de plus en plus impliqués en clinique humaine. Ceci s’explique sans
doute par :

• une recherche plus exhaustive des sources potentielles de contamination lors
d’une épidémie à EHEC,

• une multiplication des élevages intensifs bovins,
• et par une modification du régime alimentaire chez l’homme, avec une

consommation accrue de fruit, légumes et aliments crus dans les pays développés.

La première épidémie recensée a eu lieu aux USA en 1982 : 46 personnes ont été malades
suite à la consommation de viande hachée de bœuf contaminée par E. coli O157:H7
(Riley et al., 1983). La plus importante épidémie mondiale a été liée à la présence du
sérotype O157:H7 dans des germes de radis blanc ayant été consommés au Japon et ayant
conduit à plus de 9 000 malades et 12 décès (Michino et al., 1999).
En Ecosse, entre 1994 et 2003, sur 35 épidémies à E. coli O157:H7 identifiées, 19 (54%)
étaient associées à des sources environnementales de contamination (Strachan et al.,
2006). De même aux Etats-Unis, 12% des épidémies survenues entre 1982 et 2002 étaient
liées à l’eau ou à un contact avec un animal porteur. Soulignons que 21% des épidémies
investiguées présentaient une source de contamination inconnue (Rangel et al., 2005).

La plupart des ces épidémies ont été liées à des souches classiques de EHEC, et
particulièrement au sérotype O157:H7, portant les gènes eae et stx.
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La dernière épidémie due à une souche d’E. coli O104:H4 se distingue particulièrement.
En effet, les souches isolées suite à l’épidémie Française de Juin 2011 sont similaires
(profil PFGE identiques) à celles identifiées et caractérisées dans le cadre de l’épidémie
observée en mai-juin en Allemagne de cette même année. Cette homologie des isolats
combinée au caractère rare de la souche à l’origine de ces épidémies, laisse supposer que
ces deux événements sont liés à une source commune. L’enquête épidémique a identifié
des germes de Fénugrec comme étant la source la plus probable de contamination
(ANSES, 2011).
Cette souche épidémique appartient au sérotype O104:H4, et possède le gène stx2 qui
code la shiga-toxine de type 2. Elle ne possède pas les gènes eae (codant l’intimine), hlyA
(codant l’hémolysine A) et astA (codant la toxine EAST1) mais héberge le gène aggR,
codant un facteur de régulation de l’expression de fimbriae responsables d’une très forte
adhérence à la muqueuse intestinale. Cette souche épidémique n’est pas un EHEC sur le
plan génétique mais une souche d’EAEC qui a acquis un gène stx2. Par ailleurs, cette
souche présente un profil de multi-résistance aux antibiotiques (résistance aux molécules
suivantes : ampicilline, céfotaxime, ceftazidime, streptomycine, sulfaméthoxazole,
triméthoprime, cotrimoxazole, tétracycline et acide nalidixique) (ANSES, 2011).

J’ai choisi de faire un focus particulier sur les principales épidémies dues aux STEC dans
les produits laitiers et les fromages car cette matrice alimentaire est soumise aux
différentes études du mémoire expérimental présenté ci-après.

Le lait cru peut être une source importante d’infection par des pathogènes d'origine
alimentaire. De nombreuses intoxications alimentaires associées à la consommation
directe de lait cru ou de lait insuffisamment traité ou encore d’une re-contamination du
lait après traitement thermique ont été recensées (Baylis, 2009). La présence d’agents
pathogènes dans le lait résulte donc de la contamination par des matières fécales pendant
la traite. Une bonne hygiène au moment de la traite, notamment au niveau des matières
fécales des mamelles et le fait d’assurer un environnement propre, est donc importante
pour réduire la prévalence de ces agents pathogènes dans le lait cru. Des travaux
montrent l’envahissement des cultures épithéliales mammaires par E. coli O157:H7 ce
qui suggère également la possibilité de contamination du lait avant la traite (Matthews et
al., 1997). Cependant le lait cru reste largement utilisé dans les fabrications fromagères
en raison de la flore annexe à l’origine des propriétés organoleptiques qu’il possède et
pour la saveur qu'il confère au produit final.

A ce jour, il n’existe pas de critères microbiologiques applicables aux denrées
alimentaires concernant la détection des STEC (JO L332 du 7.12.2007). Cependant, le
“paquet hygiène” (règlement Européen) impose aux producteurs de mettre sur le marché
des produits alimentaires indemnes de toute contamination. Par ailleurs, l’ANSES a émis
un avis définissant génétiquement les STEC considérées comme hautement pathogènes
pour l’homme (Saisine n°2010-SA-0031 liée à la saisine n°2008-SA-0122).

Point à retenir
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Depuis 2008, l’AFSSA (actuelle ANSES) a émis un avis définissant les souches
STEC pathogènes des souches dites« EHEC typiques majeurs » selon leurs critères
génétiques.

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.

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

Les animaux, tout comme l’homme, peuvent être porteurs sains de STEC.
L’élévage d’animaux de boucherie, en particulier des bovins, semble être la

principale source de contamination de l’environnement. Dans le monde, les principaux
aliments mis en cause lors d’épidémies à STEC sont : la viande hachée de bœuf
insuffisamment cuites, les produits laitiers non pasteurisés, les végétaux crus et l’eau de
distribution.

Le lait et les produits laitiers peuvent être un vecteur de contamination par les STEC.
Ceux-ci sont impliqués dans de nombreuses épidémies alimentaires, il est donc
indispensable de pouvoir les détecter rapidement dans les aliments.

E. DETECTION DANS LES ALIMENTS

L’actualité place régulièrement au-devant de la scène des problèmes liés à la sécurité
alimentaire. Dans le but de minimiser les risques d’infection des consommateurs, de
nombreux contrôles microbiologiques sont imposés tout au long de la chaîne de
fabrication des denrées alimentaires.

En ce qui concerne la détection des STEC, la seule norme existante est spécifique à la
détection d’E. coli O157 :H7. En effet, la norme NF EN ISO 16654 :2001( « Méthode
horizontale pour la recherche des E. coli O157 ») détaille une méthode destinée à
rechercher Escherichia coli appartenant au sérogroupe O157 dans les aliments. Il existe
par ailleurs un grand nombre de méthodes alternatives validées AFNOR et
commercialisées permettant la détection de ce sérogroupe. Pour la détection des souches
non-O157, un projet de spécification technique ISO/CEN à été voté à l’ISO (ISO TS
13136).

De manière générale, en microbiologie alimentaire, le protocole classique de recherche
des STEC et plus spécifiquement d’E. coli O157 dans les aliments suit toujours le même
schéma : Prise d’essai, enrichissement sélectif ou non, Détection et Confirmation

Tout d’abord, un échantillonnage ou prise d’essai (en général de 25g) est réalisé. Sa
nature et sa quantité est fonction de l’aliment à analyser. Ensuite, l’étape
d’enrichissement (sélectif ou non), est réalisée dans un bouillon nutritif qui permet à la
bactérie recherchée de se multiplier avant l’étape de détection qui peut être aussi bien
immunologique que génétique. Cette étape de détection permet l’obtention d’un résultat
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positif (une suspicion) ou négatif (arrêt des analyses). En cas de résultat positif, la
présence de la bactérie cible est suspectée et une étape supplémentaire s’ajoute donc au
protocole : l’étape de confirmation. Cette dernière permet de confirmer la présence de la
bactérie suspectée dans l’aliment en déterminant son genre, son espèce et les facteurs de
virulence qu’elle porte.

La détection des STEC reposent sur :
• Des méthodes immunologiques informant sur la présence des antigènes

somatiques, notamment O157.
• Des méthodes phénotypiques avec l’utilisation des milieux de cultures gélosés

basés sur les caractéristiques biochimiques
• Des méthodes génétiques spécifiques reposant sur l’amplification de séquences

cibles d’acides nucléiques (Bax, Genedisc cycler et IQ Check commercialisés
respectivement par Oxoid, Genesystems et Biorad). Plusieurs méthodes de PCR
en temps réel ont fait l’objet d’une validation, mais elles ne seront pas listées ici.

Je développerais uniquement cette dernière méthode puisqu’elle a fait l’objet d’une partie
du mémoire expérimental.

 I. Méthodes génétiques
Les tests génétiques sont basés sur l’amplification de séquences cibles de l’ADN
spécifiques de l’agent recherché. Avant l’amplification, une étape de préparation
(extraction) des acides nucléiques est indispensable.

La préparation des acides nucléiques nécessite plusieurs étapes successives :
• La lyse des micro-organismes
• L’extraction des acides nucléiques
• La purification des acides nucléiques
• La concentration des acides nucléiques

Toutes ces étapes ne sont pas indispensables et parfois, le protocole se réduit à une seule
étape, la lyse bactérienne qu’elle soit physique, chimique ou les deux. Rappelons que E.
coli est une bactérie à Gram négatif, nécessitant des méthodes de lyses moins rigoureuses
que celles destinées à lyser les bactéries à Gram positif.
Cette extraction d’acides nucléiques peut aussi se faire de manière automatisée.

1. Principe de la PCR en temps réel

La « Polymérase Chain Reaction » ou PCR est une technique de réplication ciblée in
vitro. Elle permet grâce à une enzyme spécifique d’obtenir, à partir d’un échantillon
complexe (gras, protéine, paroi bactérienne, ADN, ARN…) d’importantes quantités d’un
fragment d’ADN spécifique et de longueur définie (Poitras et Houde, 2002).

L’amplification d’ADN a lieu grâce à une succession de cycles comprenant trois étapes :
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• La phase de dénaturation. Lors de cette étape très courte (environ une minute),
une déshybridation d’une séquence cible d’ADN double brin est réalisé entrainant
la formation de deux ADN simple brin.

• La phase d’hybridation des amorces. Cette étape permet aux amorces ou «
primer » en anglais de se fixer des deux côtés du fragment d’ADN simple brin
spécifique à amplifier. La température de cette étape est déterminée en fonction
de la température de fusion (Tm) des amorces.

• La phase d’élongation. Lors de cette étape, l’amplification de la séquence
d’ADN cible est effectuée grâce à une enzyme, la Taq-polymérase. A la fin de ce
premier cycle de l’ADN double brin est obtenu et un nouveau cycle peut alors
recommencer.

Il existe plusieurs techniques pour la détection des amplicons lors d’une PCR en temps
réel : le SYBERGreen10, les sondes d’hydrolyse (décrite ci-dessous), et les sondes
d’hybridation, comme les molécules Beacons ou Scorpions11.
Au cours de nos travaux, nous avons utilisé les sondes d’hydrolyse (Taqman et Taqman
MGB). Les sondes Taqman sont spécifiques de la partie du génome à amplifier
(contrairement aux agents intercalants comme le SYBER-Green), et sont composées d’un
reporter (émetteur) qui émet de la fluorescence et d’un quencher (extincteur) qui
l’absorbe. Lorsque la sonde est intacte (reporter et quencher à coté), le quencher absorbe
la fluorescence émise par le reporter. Dans ce cas, il n’y a pas d’émission de
fluorescence. Au cours de l’élongation du brin d’ADN, la Taq-polymérase catalyse la
sonde. Le reporter est alors séparé du quencher et émet de la fluorescence.

Récemment de nouvelles sondes ont été mises au point. Elles utilisent la technologie
Taqman couplée à la technologie MGB (Minor Groove Binding) (Kutyavin et al., 2000).
Ces sondes sont appelées Taqman MGB. Cette technologie permet d’obtenir des sondes
plus courtes tout en augmentant leur spécificité. La présence du MGB permettant
également de stabiliser les cinq à six dernières bases de la sonde (extrémité 3’).

Il existe deux types d’automates pour réaliser des PCR en temps réel : les automates
« fermés » et les automates « ouverts ». Les automates ouverts sont préférentiellement
utilisés dans les laboratoires de recherche. Ces automates contiennent des logiciels qui
permettent de créer des programmes de PCR spécifiques pour que les laboratoires
emploient leurs propres amorces. L’interprétation des résultats est réalisée par le
manipulateur.
Les automates fermés ne laissent pas le choix de l’utilisation des amorces et sondes au
manipulateur, et généralement le logiciel interprete lui-même les résultats.

 II. Etape de confirmation
L’ensemble des tests cités précédemment permet seulement de donner un résultat
présomptif de la présence de STEC dans la prise d’essai analysée. Après un résultat
                                                  
10 Agent fluorescent intercalant de l’ADN.
11 Emission de fluorescence lors de l’hybridation de la sonde (forme épingle à cheveux), car eloignement
du Quencher et du Reporter.
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positif que ce soit avec une méthode immunologique ou encore génétique, il est toujours
obligatoire de réaliser une confirmation de ce résultat. Cette étape consiste à isoler et
identifier la bactérie cible recherchée (sérogroupe, flagelles, présence des facteurs de
virulence…).
Pour les souches E. coli O157, il existe deux méthodes d’isolement validées: l’IMS et le
VIDAS ICE. Pour les STEC non-O157, seule l’IMS existe.
L’IMS pour Immuno Séparation Magnétique permet de rechercher et d’isoler les E. coli
appartenant aux 5 sérogroupes (reconnus pathogènes par l’AFSSA) présentes dans le
bouillon d’enrichissement.

F. CONNAISSANCES RELATIVES AUX FROMAGES

Les fromages au lait cru sont des produits à forte valeur ajoutée, ils ont ainsi une
importance économique non négligeable : leur production représente environ 16% de la
production nationale de fromages affinés.
En 2007, les volumes de fromages AOC12 commercialisés s'élèvent à 193 631 tonnes.
Certaines appellations sont exclusivement au lait cru, d'autres exclusivement au lait
pasteurisé, d'autres enfin peuvent choisir d'utiliser du lait cru ou du lait pasteurisé.
Quarante quatre fromages bénéficient de l’AOC dont 29 au lait de vache, 12 au lait de
chèvre, 2 au lait de brebis, 1 au lactosérum (Brocciu13). Ces fromages bénéficient tous
d'une AOP14, sauf le gruyère dont le dossier est en cours de validation par l'Europe
(Source : CNIEL / ODG / CNAOL sept 08). Outres ces fromages labélisés, rappelons
qu’un grand nombre de fromages au lait cru existent en France et qu’ils représentent un
important tonnage.
La production fromagère traditionnelle est donc un élément important du tissu
économique et social des régions : elle s’inscrit dans une dynamique de développement
rural et d'aménagement du territoire, elle évite la désertification de certaines zones en
fournissant une source de revenus non négligeable aux agriculteurs

Les données concernant la connaissance relative des fromages sont essentiellement tirées
du livre : Initiation à la technologie fromagère, de Brulé, Mahaut et Jeantet de 2000.

 I. Définition
L’article 1er du chapitre 1 du décret no 2007-628 du 27 avril 2007 relatif aux fromages et
spécialités fromagères dit que la dénomination « fromage » est réservée aux produits
fermentés ou non, affinés ou non, obtenus à partir des matières d’origine exclusivement
laitière suivantes : lait, lait partiellement ou totalement écrémé, crème, matière grasse,

                                                  
12 AOC : L’Appellation d’Origine Contrôlée, est la dénomination d’un pays, d’une région ou d’une localité
servant à désigner un produit qui en est originaire et dont la qualité et les caractères sont dus exclusivement
ou essentiellement au milieu géographique.
13 Fromage corse au lait de brebis
14 AOP : L’Appellation d’Origine Protégée est l’équivalent de notre AOC national, mais au niveau de
l’Europe
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babeurre, utilisées seules ou en mélange et coagulées en tout ou en partie avant égouttage
ou après élimination partielle de la partie aqueuse ».
La teneur minimale en matière sèche du produit ainsi défini doit être de 23 grammes pour
100 grammes de fromage.
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 II. Le fromage dans l’alimentation -Consommation
En 2010, les Français étaient les deuxièmes consommateurs de fromages en Europe.
La consommation annuelle française de fromage en 2010, y compris les frais (fromages
blancs, petits suisses ou fromages salés) s'élève à 25,6 kg par habitant.
La consommation de fromage (tous laits) en France depuis 10 ans a peu évolué,
puisqu’elle est passée de 24.1 kg (2000) à 25.6kg (2010) par personne et par an.
La production de fromages (tous laits et toutes catégories à la ferme et en laiterie)
atteignait en France en 2008 (CNIEL, 2010) 1.8 millions de tonnes, soit 25% de la
production fromagère de l’Union européenne. En 2008 la France est le 2ème producteur de
lait de l’Union Européenne derrière l’Allemagne.

Ce sont surtout les fromages frais et les pâtes molles qui sont les plus consommés : ils
représentent plus de 60% de la consommation française.

La teneur en protéines varie de 10 à 30% dans les fromages, c’est donc un aliment
protéique par excellence. Les fromages sont les aliments les plus riches en protéines,
notamment les pâtes pressées dont la teneur en protéines (30%), dépasse celle de la
viande (20%).

 III. Généralités sur la technologie fromagère
Les fromages constituent une forme ancestrale de conservation des protéines, de la
matière grasse ainsi que d’une partie du calcium et du phosphore, dont les qualités
nutritionnelles et organoleptiques sont appréciées par l’homme dans presque toutes les
régions du globe.
Il existe une très grande variété de fromages selon la nature du lait et des technologies
mises en œuvre.

Le fromage résulte de la concentration des éléments majeurs du lait (protéines, matière
grasse) sous l’action de l’acidification et/ou d’une enzyme (le plus souvent, la présure
extraite de la caillette des jeunes bovins avant sevrage).

Selon Brûlé et al. (1997), la transformation du lait en fromage comporte trois étapes
principales :

• la coagulation du lait qui correspond à des modifications physicochimiques des
micelles de caséines sous l'action d'enzymes protéolytiques et (ou) de l'acide
lactique, entraînant la formation d’un réseau protéique tridimensionnel appelé
coagulum ou gel,

• l’égouttage du caillé qui assure une déshydratation partielle du gel, obtenu par
séparation d'une partie du lactosérum,

• l’affinage (qui peut-être très court) qui se caractérise par des transformations
biochimiques des constituants du caillé, essentiellement sous l’action d’enzymes
microbiennes.
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Dans la plupart des fabrications, entre l'égouttage et l'affinage, se situe l'opération de
salage qui représente à la fois un complément d'égouttage et un facteur important de la
maîtrise de l'affinage par action sur l'activité de l'eau.

En fabrication fromagère française, on peut considérer qu’il existe 7 grandes catégories
de technologie :

• Les fromages frais ou pâtes fraiches ;
• Les pâtes molles à croutes fleurie et à croûte lavée ;
• Les pâtes persillées
• Les pâtes pressées non cuites et cuites ;
• Les pâtes dures ;
• Les pâtes filées
• Les fromages fondus.

Tous les laits n’ont pas la même aptitude à la transformation fromagère, car ils présentent
des caractéristiques différentes, telle que la richesse et la composition en caséine, les
équilibres salins, la teneur en lactose, la qualité hygiénique et l’histoire thermique.

La micelle de caséine est une particule sphérique d’un diamètre de 30 à 300nm, formée
par l’association des différentes caséines et des composants salins dont les principaux
sont le calcium et le phosphate.

Les trois grandes étapes de la fabrication fromagère sont développées ci-dessous.

1. La coagulation

Les micelles de caséines sont des colloïdes hydrophiles qui doivent leur stabilité à deux
facteurs : les caractéristiques physiques de la surface et le degré d’hydratation. Toute
modification de la micelle et/ou de l’environnement aura des répercussions sur sa stabilité
et pourra entraîner le phénomène de coagulation comme l’acidification et/ou l’action
protéolytique de certaines enzymes, ou les traitements thermiques. Cette déstabilisation
du système colloïdal est la base d’un ensemble de technologies particulièrement utilisées
en fromagerie.
On distingue deux types de coagulation :

• La coagulation acide : elle consiste à précipiter les caséines à leur point
isoélectrique (pHi=4.6) par acidification biologique à l’aide de ferments lactiques
qui transforment le lactose en acide lactique ou par acidification chimique
(injection de CO2 ou addition de GDL15 (glucono delta-lactone) ou encore par
ajout de protéines sériques à pH acide.

• La coagulation présure : elle consiste à transformer le lait de l’état liquide à
l’état de gel par action d’enzymes protéolytique. L’enzyme la plus couramment
utilisée est la présure

                                                  
15 Acide organique naturel permettant la coagulation du lait
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2. L’égouttage du coagulum

Cette phase consiste en l’élimination plus ou moins grande du lactosérum emprisonné
dans les mailles du gel formé par voie acide et/ou enzymatique. Cette élimination du
lactosérum est plus ou moins rapide selon la nature et l’histoire du coagulum.
C’est un phénomène complexe et encore mal connu. Il est admis que l’égouttage dans sa
globalité résulte d’un processus actif intégrant la synérèse16 et l’aptitude du gel à laisser
le lactosérum s’écouler.
La synérèse est commandée par la contraction du gel ; elle est très marquée dans le cas
des gels présure. Cependant, dans le cas des gels acides qui sont plus perméables,
l’égouttage est spontané.

L’égouttage commence dans les cuves de coagulation, se poursuit dans les moules, puis
dans les hâloirs17.

Le coagulum est constitué d’un réseau de caséines bien organisé. Lors de la réticulation,
il se forme des liaisons nouvelles, calciques, électrostatiques et hydrophobes, conduisant
à une rétractation du gel qui se manifeste par une expulsion du lactosérum contenu dans
les mailles du réseau protéique. Quand aucune force extérieure n’est exercée, le gel garde
tout au long de la synérèse sa forme initiale.

L’égouttage dépend donc en partie du gel obtenu. Pour l’égouttage du coagulum acide, le
gel présente une forte perméabilité qui conduit à un simple écoulement statique du sérum
qui reste toutefois faible en raison du manque de contraction.
Pour l’égouttage du coagulum présure, il est nécessaire pour rompre cet état de faire
appel à un certain nombre de traitements mécaniques, physicochimiques et thermiques
(tranchage, brassage, chauffage, pressage, salage et ressuyage). Ces traitements sont
d’autant plus intenses que l’extrait sec recherché dans le fromage est élevé.

Les phases d’égouttage et d’acidification ont une place importante sur le mode
d’obtention des caillés lactiques et présures, puisqu’elles régulent deux facteurs
importants qui sont l’humidité du fromage dégraissé (HFD) et le pH.
Ces facteurs jouent un rôle dans l’orientation de la croissance microbienne et dans le
développement des réactions enzymatiques et biochimiques au cours de l’affinage des
caillés. Selon le mode d’acidification et d’égouttage des caillés, on distingue 4 grandes
classes de fromages :
 Les caillés lactiques qui restent très humides : pâte fraiche
 Les caillés mixtes à dominante lactique : pâte molle
 Les caillés mixtes à dominante présure : pâte pressée non cuite
 Les caillés présures de type de pâte dure et pâte pressée cuite.

                                                  
16 Contraction du caillé
17 Lieu de séchage du fromage
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3. L’affinage

L’affinage correspond à une phase de digestion enzymatique des constituants du caillé.
Ce substrat issu de la coagulation et de l’égouttage du lait est constitué de matière
protéique, de matière grasse et d’une fraction des composants solubles du lait.
L’affinage est un processus biochimique complexe pour plusieurs raisons :
 La matrice issue de la coagulation et de l’égouttage du lait présente une très grande

hétérogénéité physicochimique
 Les enzymes intervenant dans l’affinage ont plusieurs origines. Elles peuvent être

présentes à l’origine dans le lait (plasmine, lipase), ajoutées au lait (enzymes coagulantes,
micro-organismes), ou produites au cours de l’affinage par synthèses microbiennes
(bactéries, levures, moisissures).
C’est un écosystème complexe et un bioréacteur imparfait dont les mécanismes ne sont
pas toujours bien définis.

Il est dominé par trois grands phénomènes biochimiques :
 La fermentation du lactose
 L’hydrolyse de la matière grasse
 La dégradation des protéines.

Ces transformations confèrent à la pâte fromagère des caractères nouveaux. Elles la
modifient dans son aspect, dans sa consistance, dans sa composition. Simultanément,
saveur, arôme et texture se développent.

Les paramètres susceptibles d’agir sur le développement des micro-organismes, la
production d’enzymes et les activités enzymatiques, jouent un rôle déterminant au cours
de l’affinage.
Quatre paramètres sont particulièrement influant :

• La température. C’est le facteur majeur de développement des micro-
organismes, et de l’activité enzymatique au cours de l’affinage. Les températures
optimales de développement microbien varient selon les espèces : 20-25°C pour
les levures, moisissures et bactéries de surface, 30-35°C pour les bactéries
lactiques mésophiles et 40-45°C pour les bactéries lactiques thermophiles.
Les activités enzymatiques sont maximales dans l’intervalle 35°C (lipases) à 45°C
(protéases).
A basse température, l’activité enzymatique peut-être encore appréciable,
notamment la lipase du Penicillium camemberti qui conserve 50% de son activité
maximale à 1°C. Les températures d’affinage des fromages sont très inférieures à
ces maxima. Elles se situent entre 5 et 20 °C. En dehors du cas des pâtes
persillées, les températures d’affinage sont d’autant plus basses que la pâte du
fromage est humide.

• le pH. D’une manière générale, les levures et les moisissures sont capables de se
développer en milieu acide à pH 4.5 et au-dessous. Les bactéries préfèrent les
milieux neutres, et peu d’espèces en dehors des bactéries lactiques sont aptes à se
multiplier à pH inférieur à 5.0. L’activité enzymatique des micro-organismes est
très sensible aux variations de pH.
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• l’activité de l’eau (aw) est un paramètre important de sélection microbienne et de
l’action des enzymes. Certains micro-organismes sont aptes à se développer dans
des milieux à faible aw : c’est le cas des microcoques, des corynébactéries, et la
plupart des levures, des Penicillium notamment. D’autres ne supportent pas des
pressions osmotiques élevées comme les bactéries coliformes et Geotrichum
candidum. Dans les fromages, l’aw est réglée essentiellement par les teneurs en sel
et en eau. Au cours de l’affinage, l’aw diminue. Les pâtes humides s’affinent donc
plus vite que les pâtes fortement égouttées.

• les caractéristiques de l’atmosphère. La présence d’oxygène joue un rôle
important dans la croissance des micro-organismes. Les moisissures, les levures,
les Micrococcaceae, les bactéries corynéformes sont aérobies strictes ; les
bactéries propioniques et les Clostridia sont anaérobies strictes et les bactéries
lactiques (notamment les lactobacilles) sont microaérophiles et se développent
dans un milieu à teneur en oxygène limitée. La composition de l’atmosphère peut
jouer un rôle dans l’affinage des fromages (notamment la présence d’ammoniac
ou de CO2 et l’humidité relative).

Le développement de la saveur et de l’arôme des fromages résultent d’un certain nombre
de transformations choisies et controllées qui se sont produites au cours de l’affinage.

 IV. La qualité hygiénique
En production fromagère, les analyses chimiques et microbiologiques peuvent porter sur
toutes la chaine de production ; depuis les matières premières et les auxiliaires de
fabrications (lait et dérivés sous toutes ses formes, enzymes coagulants, ferments,
saumure), jusqu’aux produits finaux et intermédiaires (fromages, sérums), sans oublier
les contrôles de l’environnement (matériaux, locaux, atmosphère) et les déchets.
Les contrôles chimiques et microbiologiques réalisés sur les fromages ont des objectifs
technologiques (contrôle des opérations de fabrication) et réglementaires ou
commerciaux afin de s’assurer que les fromages fabriqués répondent aux normes de
composition et d’hygiène imposées par la législation ou l’acheteur.

1. Les contrôles chimiques

Les contrôles de fabrication se limitent généralement à un petit nombre de mesures de
composition physicochimique, comme le pH, l’extrait sec, la matière grasse et la teneur
en sel.

a. Le dosage de la matière sèche (extrait sec)
La norme FIL 4A : 1982, à laquelle correspond la norme AFNOR V04-282 est reconnue
comme méthode de référence. Elle consiste à déterminer la masse d’un échantillon de
fromage après élimination de l’eau par évaporation en présence de sable dans une étuve à
102°C.
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b. Le dosage de la matière grasse
La méthode gravimétrique SBR correspondant à la norme FIL-5B-1986 ou AFNOR V04-
286 est utilisée comme méthode de référence pour les fromages.
Le taux de MG est indiqué sur le poids total et non plus sur l’extrait sec. L’objectif est de
fournir une information plus réaliste directement compréhensible par le consommateur.
Toutefois, en cas de problème de fabrication ou de qualité des fromages, d’autres
contrôles peuvent être entrepris, portant soit sur des critères biochimiques plus complexes
comme le dosage des acides gras volatils ou la mesure de la protéolyse (que l’on ne
traitera pas ici), soit sur des flores d’affinage ou des germes de contamination.

2. Les contrôle de sécurité microbiologiques

L’arrêté du 30 mars 1994 fixe les critères microbiologiques auxquels doivent satisfaire
les laits de consommation et les produits à base de lait lors de leur mise sur le marché.
La directive CEE N°92-46 arrête les règles sanitaires pour la production et la mise sur le
marché de lait cru, de lait traité thermiquement et de produits à base de lait.

Avant 2005, aucune épidémie de grande ampleur n’avait été rapportée en France.
Cependant en novembre de cette année, une épidémie incriminant du camembert au lait
cru contaminé par E. coli O26:H11 est survenue. En effet, le 25 novembre 2005, le
service de réanimation pédiatrique du centre hospitalier universitaire de Caen a signalé à
l’institut de veille sanitaire (InVS) la survenue en une semaine de 3 cas de syndrome
hémolytique et urémique (SHU) pédiatrique. Le même service signalait 3 autres cas entre
le 29 novembre et le 1er décembre. Ces 6 enfants, âgés de 10 mois à 2 ans avaient
présenté une diarrhée glairo-sanglante entre le 10 et 28 novembre, compliquée par un
SHU entre le 17 novembre et 1er décembre. Tous résidaient en Normandie. L’examen des
selles des 6 enfants avait permis d’isoler 2 souches d’E. coli O26:H11 et la présence de
Shiga-toxines par PCR dans les selles de tous les enfants (Espié et al., 2006).

Suite à cette épidémie, un plan de surveillance a été mené en 2009 concernant la
contamination par les STEC des fromages au lait cru (DGAl, 2010). Les analyses ont
montré que :

• La prévalence apparente de contamination des fromages au lait cru par des STEC
pathogènes est d’environ 1%, tous sérotypes confondus.

• Parmi les 17 souches identifiées, 1 seule appartient au sérotype O157:H7, qui est
le sérotype majeur impliqué dans les cas humains (Karmali et al., 2003a).

• Les 16 autres souches identifiées appartiennent au sérotype O26:H11 (65% des
souches isolées), suivi de O103:H2 (23%) et de O145:H28 (6%).

• Le sérotype O26:H11 est très majoritaire dans les fromages au lait de vache (10
des 12 souches isolées), les quatre sérotypes O157:H7, O26:H11, O103:H2 et
O145:H28 sont retrouvés dans les fromages au lait de chèvre, et le seul sérotype
O103:H2 a été identifié dans les fromages de brebis.
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• Aucune conclusion en termes d’impact sur la santé publique n’a pu être donnée à
ce stade.

• Etant donné l’origine supposée des contaminations, l’accent doit être porté sur la
mise en place de mesures de maîtrise en amont de la filière, au stade de l’élevage
et de la production du lait.

Les données obtenues dans ce plan de surveillance concernant la prévalence des STEC
dans les fromages au lait cru Français associé au fait qu’une épidémie impliquant du
camembert au lait cru a été décrite en 2005 a engendré une inquiétude de la filière. En
effet, de nouvelles épidémies impliquant des fromages au lait cru pourraient impacter
lourdement l’économie de cette filière « typiquement Française ».

Mais les études relatives aux devenir des STEC ainsi que leur détection dans les
fromages sont peu nombreuses. Le mémoire expérimental tentera d’apporter des
connaissances supplémentaires sur ces deux points.
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RÉSUMÉ

es E. coli producteurs de Shiga Toxines (STEC) sont reconnus à l’échelon
international comme des pathogènes émergents. Selon la définition de
l’AFSSA (avis du 15 juillet 2008), les STEC considérés comme pathogènes

appartiennent aux 5 sérotypes O157:H7, O26:H11, O111:H8, O103:H2, O145:H28. Ils
sont à l’origine de colites hémorragiques sévères, mais également de Syndromes
Hémolytiques et Urémiques (SHU). Ces SHU sont à ce jour, la principale cause
d’insuffisance rénale aigue chez l’enfant entre 1 mois à 3 ans.
Les fromages au lait cru font partie intégrante de la richesse et de la diversité de la
gastronomie française. En France, en novembre 2005, 11 enfants ont développé une
infection à E. coli O26:H11 après avoir consommé du camembert contaminé. Les
épidémies recensées ont pointé du doigt l’urgence de mieux connaitre le comportement
des STEC dans les matrices alimentaires et ainsi de mieux pouvoir les détecter.

insi, une nouvelle méthode de PCR en temps réel a été mise en place afin de
détecter E. coli O157:H7 dans les fromages au lait cru. La spécificité et la

sensibilité de cette méthode permet d’identifier en une seule et unique réaction PCR le
sérotype O157:H7 sans avoir à tester séparément l’antigène somatique O157 et
flagellaire H7.

os travaux sur la croissance des STEC dans les matrices fromagères ont permis
de mettre en évidence trois comportements différents pendant les fabrications

fromagères : (i) une forte prolifération des STEC au cours des 24 premières heures de
fabrication puis stabilisation de la croissance (Pâtes Pressées Non Cuites (PPNC) à
affinage court), (ii) une forte prolifération des STEC au cours des 24 premières heures de
fabrication, puis diminution au cours de l’affinage (Pâtes Persillées (PP) et Pâtes
Pressées Non Cuites à affinage long), (iii) une absence de prolifération au cours des 24
premières heures de fabrication (Pâtes Lactiques ou des Pâtes Pressées Cuites (PPC)).

a cinétique de croissance d’E. coli O26:H11 nous a également permis de mettre
en évidence un effet potentiellement antagoniste de H. alvei sur une souche d’E.

coli O26:H11 en présence du consortium technologique dans les fromages à pâte
pressées non cuite à croute fongique dont les flores annexes étaient maitrisées.

MOTS-CLÉS : STEC, fromage, croissance, survie, inhibition, détection.
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