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Les Escherichia coli producteurs de Shiga-toxines (STEC) sont considérés comme 1’un
des plus importants groupes de pathogeénes émergents. L’infection a Escherichia coli
entérohémorragique (EHEC) s’accompagne fréquemment de diarrhée sanglante. Le tableau
clinique peut se compliquer d’un syndrome hémolytique et urémique parfois mortel,
notamment chez les enfants en bas ages, ou d’un purpura thrombotique thrombocytopénique
chez I’adulte. Le sérotype le plus communément retrouvé en clinique humaine est O157:H7
mais d’autres sérogroupes tels que 0103, 026 ou O111 sont de plus en plus incriminés lors
d’épidémies a EHEC. Pendant les années 80, la plupart des infections 8 EHEC étaient
associées a la consommation de denrées d’origine animale. L’épidémiologie des infections a
EHEC a considérablement changé depuis ces dix derniéres années, et I’ingestion de légumes
et fruits contaminés ainsi que le contact avec les animaux et leur environnement sont de plus
en plus impliqués en clinique humaine.

Parmi les animaux d’élevage, les bovins représentent le principal réservoir en STEC. Une
récente étude a montré que jusqu’a 100% des bovins provenant d’'une méme exploitation
peuvent étre porteurs sains de STEC. En outre, les STEC sont capables de survivre pendant
plusieurs mois dans les mati¢res fécales des bovins (jusqu’a 18 semaines a 15°C). Les sols et
les eaux sont réguliérement souillés par les déjections animales lors de la mise a I’herbe des
bovins ou suite a I’épandage des effluents d’élevages, pratique agricole courante destinée a
recycler les déchets organiques produits par les exploitations. La survie des STEC dans
I’environnement contribue au maintien du cycle épidémiologique de la bactérie et favorise le
portage intestinal des STEC par les bovins.

Quelques travaux ont montré 1’aptitude d’E. coli O157:H7 a persister dans
I’environnement. Cependant, les rares données disponibles se limitent essentiellement a ce
sérotype. Il paraissait donc essentiel de disposer de données contribuant & une meilleure
connaissance du devenir des STEC non-O157 dans les effluents d’¢élevages et le sol, et si
possible, a la définition de stratégies de maitrise des pollutions diffuses agricoles.

Avant d’exposer les résultats de cette étude, objet du mémoire expérimental, il convient de
replacer ce travail dans son contexte scientifique général, développé dans le mémoire
bibliographique. Ce dernier sera consacré en premier lieu a :

v’ une présentation globale des STEC, décrivant, entre autres, leur taxonomie, les facteurs de
virulence de la bactérie, les signes cliniques associés a une infection a EHEC, ainsi que
I’épidémiologie humaine des STEC,

v suivi d’une description de leur prévalence ainsi que de leur survie au sein des exploitations

agricoles, notamment dans les effluents d’élevages bovins,
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v' d’une description de leur survie dans les compartiments environnementaux, a savoir le sol,
les végétaux et I’eau. Cette partie donnera également un apercu du transfert potentiel des
STEC entre ces différents compartiments.

v Enfin, seront abordés les moyens de maitrise de la dissémination des STEC dans
I’environnement. Cette derniére partie insistera notamment sur les moyens de limiter le
portage bovin en STEC et sur la gestion des effluents d’¢élevages bovins.

L’étude expérimentale reprendra 1’ensemble des travaux qui ont été entrepris afin
d’évaluer la persistance des STEC dans les effluents d’élevages, et de déterminer leur capacité
a étre transférés a partir des déjections animales dans le sol et a y survivre. Un travail
préalable a consisté a évaluer la persistance et la dissémination des souches STEC au sein de
plusieurs exploitations laiti¢res frangaises.

Les objectifs spécifiques de ces travaux étaient de :

v’ déterminer la survie des STEC non-O157 dans les effluents d’élevages bovins (lisier et
fumier), et identifier les principaux facteurs associés a 1’inhibition de la bactérie dans ces
effluents, en particulier lors du compostage du fumier.

v’ déterminer la survie de souches STEC de sérotype O26:H11 dans 3 types de sol différents
(avec des variations de texture, pH et contenu en matiéres organiques) en conditions in Vitro.
Afin de simuler I’étape de labour, ces sols ont été inoculés avec du fumier bovin contaminé, et
2 températures d’incubations i.e. 4°C et 20°C ont été testées.

v’ évaluer in situ la dynamique de transfert et la survie des STEC non-O157 dans le sol (a 2
profondeurs : la rhizosphere et la couche de sol sous-jacente) a partir de bouses naturellement
contaminées dans différentes stations d’un bassin versant paturé par des ruminants. Le
transfert probable des STEC dans 1’eau a partir des déjections des animaux et/ou des sols a
¢galement été analysé a I’exutoire du bassin versant.

v’ évaluer D’effet d’un composé antimicrobien, le 2,4-diacetylphloroglucinol (Phl) et d’une
rhizobactérie productrice de Phl de I’espéce P. fluorescens sur la survie d’E. coli O157:H7
dans différentes conditions expérimentales. En effet, la rhizosphére abrite des populations
bactériennes antagonistes qui pourraient limiter la survie de la bactérie dans cet écosysteme.

v’ proposer, a partir des résultats obtenus, des mesures spécifiques de maitrise de la

dissémination des STEC dans I’environnement.

Les résultats expérimentaux sont exposés sous la forme de 7 publications acceptées ou
soumises dans des revues internationales et de 5 communications affichées présentées lors de

4 congres internationaux et d’1 congres national.

-19-



tel-00200118, version 1 - 20 Dec 2007

MEMOIRE BIBLIOGRAPHIQUE

-20 -



tel-00200118, version 1 - 20 Dec 2007

PREMIERE PARTIE : GENERALITES RELATIVES AUX
ESCHERICHIA COLI PRODUCTEURS DE SHIGA-TOXINES
(STEC)

Cette premiere partie a pour objectif de décrire les caracteres généraux décrivant I’espece
Escherichia coli et d’illustrer I’histoire évolutive des STEC a travers 1’acquisition de divers
facteurs de virulence, tels que les Shiga-toxines Stx1 et/ou Stx2. Leur mécanisme d’action, les
troubles cliniques associés ainsi que les épidémies causées par les EHEC sont également

exposés dans cette partie.

1. Classification taxonomique des STEC

1.1. Caractéres généraux de ’espéce E. coli
Le genre Escherichia appartient a la famille des Enterobacteriaceae. Les genres

appartenant a cette famille, tels que Salmonella ou encore Shigella, sont des bacilles a Gram
négatif, aéro-anaérobies facultatifs qui peuvent fermenter les nitrates et qui ne possedent pas
d’oxydase (Le Minor et al., 1990).

Le genre Escherichia regroupe cinq especes : E. blattae, E. coli, E. fergusonii, E. hermanii
et E. vulneris. Chaque espéce d’Escherichia posséde des caractéristiques biochimiques

spécifiques, permettant de les différencier (Grimont, 1987) (Tableau 1).

Tableau 1 : Caractéres biochimiques spécifiques des espéces du genre Escherichia (E.

coli, E. hermanii, E. vulneris, E. fergusonii) (d’apreés Grimont, 1987).

E. coli non E. coli
Caractéristiques E. hermanii | E.vulneris | E. fergusonii
O157:H7 O157:H7
Pigment jaune - - + H -
LDC +) +) - + +
oDC +- +/- + - +
B-xylosidase - - - + -
B-glucuronidase +) - - - -
Sorbitol + - - - -
Malonate - - - + -
Indole + + + - +
Adonitol - - - - +

(1), positif pour la majorité des souches ; +/-, positif ou négatif selon les souches; LDC, Lysine Décarboxylase ;

ODC, Ornithine Décarboxylase
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E. coli a été décrite pour la premiére fois en 1885 dans des selles de nourrissons par
I’Allemand Theodor Escherich. Son nom actuel a cependant été proposé¢ en 1919 pour
reclasser une espéce préalablement connue sous les noms de "Bacterium coli commune", de
"Bacillus coli" ou de "Bacterium coli (Grimont, 1987). C’est un microorganisme commun de
la microflore commensale intestinale de I’homme et des animaux a sang chaud (mammiféres
et oiseaux) (Greatorex et Thorne, 1994). Il représente prés de 80% de la microflore aérobie
(Ghebru, 1988). A ce titre Escherichia coli, et plus largement les coliformes thermotolérants,
sont recherchés dans les aliments comme indicateurs de contamination fécale ; leur présence
fournit ainsi une indication sur une éventuelle contamination de 1’aliment par des bactéries
pathogénes d’origine digestive (e.g. Salmonella typhimurium, E. coli O157:H7...).

Par ailleurs, bien que la majorité des souches d’E. coli soient commensales, certaines
d’entre elles sont associées a des pathologies intestinales (Levine, 1987) ou extra-intestinales
(Pohl et al., 1989) trés diverses chez ’homme. Comme la plupart des pathogeénes des
mugqueuses, les souches d’E. coli pathogénes utilisent une stratégie d'infection dont les points
clés sont les suivants: colonisation des muqueuses, ¢ventuellement invasion des cellules,
multiplication, évasion des défenses de 1’hote, dommages a I’hdte. Sur la base des modes
d’infection et des signes cliniques de I’infection, différents pathotypes intestinaux ont été

décrits et sont présentés ci-dessous.

1.2. Classification en pathotypes des E. coli responsables de troubles

intestinaux

Il n’existe pas de classification standardisée des différents pathotypes d’E. coli. Une
classification basée sur la pathogénie des syndromes diarrhéiques comprenant 6 groupes est

utilisée par les médecins (Figure 1) :
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Figure 1: Pathogénie associée aux six classes d’E. coli responsables de diarrhées (d’aprés

Nataro et Kaper, 1998). LT : toxines thermolabiles ; ST : toxines thermostables.

v' Les E. coli Entérotoxinogénes (ETEC) sont majoritairement associés a 2
syndromes cliniques importants, les diarrhées du nourrisson dans les pays en voie de
développement et la diarrhée du voyageur (ou «turista»). Les ETEC colonisent
essentiellement la partie proximale de I’intestin gréle, grace a leurs « facteurs de
colonisation » (CFAx et CSx) qui sont des adhésines fimbriaires (Cassels et Wolf, 1995) . Ils
n’induisent pas d’altération histologique marquée de la muqueuse. Le pouvoir pathogene des
ETEC s’explique principalement par la sécrétion des toxines thermostables (ST) et/ou

thermolabiles (LT) (Levine, 1987).
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v' Les E. coli Entéropathogénes (EPEC) sont responsables de gastro-entérites
infantiles. Ils touchent en particulier les enfants en bas age (< 3 ans). Lors d’infections, des
Iésions histopathologiques particulieres apparaissent, appelées lésions d’attachement et
d’effacement (lésions A/E) (Andrade et al., 1989). Ce phénotype est caractérisé par
I’effacement des microvillosités intestinales et par I’adhérence intime entre les bactéries et la
membrane cytoplasmique des entérocytes. Plusieurs geénes dont le géne eae sont a I’origine de
ces Iésions (Jerse et al., 1990).

v Les E. coli Entéroaggrégatifs (EAEC) sont de plus en plus reconnus comme étant
responsables de retards de croissance et de diarrhées persistantes dans les pays en voie de
développement ainsi que dans les pays industrialisés. Une adhésion agrégative en " briques
empilées ", a I'origine de nécroses au pdle apical des villosités avec un cedéme inflammatoire
et hémorragique de la sous-muqueuse, les caractérise. Ils élaborent une entérotoxine
thermostable (EASTI) et une entérotoxine thermolabile (Kaper et al., 2004).

v Les E. coli Entéroinvasifs (EIEC) sont phylogénétiquement assez proches de
Shigella spp. (Brenner et al., 1973), et leur mécanisme de pathogénie est similaire (invasion
de 1’épithélium intestinal). Ils sont responsables de syndromes dysentériques caractérisés par
une forte fievre, des crampes abdominales et des nausées, accompagnés d’une diarrhée
aqueuse qui évolue rapidement en une dysenterie (selles contenant du sang et du mucus).

v Les E. coli a adhésion diffuse (DAEC) sont responsables de diarrhées et
d’infections urinaires. Les diarrhées peuvent étre aqueuses et contenir du mucus. L’expression
d’une adhésine fimbriale (appartenant a la famille Afa/Dr) et d’une protéine de membrane
externe confeére aux bactéries un phénotype d’adhésion « diffuse », sur les lignées cellulaires
en culture de type Hep-2 (Benz et Schmidt, 1992; Cookson et Nataro, 1996).

v Les E. coli Entérohémorragiques (EHEC) sont a I’origine de troubles plus ou
moins séveres allant d’une « simple » diarrhée peu hémorragique a des colites hémorragiques,
voire a un Syndrome Hémolytique et Urémique chez I’enfant ou a un Purpura Thrombotique
et Thrombocytopénique chez I’adulte, pouvant conduire parfois a la mort du patient (Riley et
al., 1983). Les EHEC qui correspondent aux souches isolées chez les malades posseédent
typiquement au moins un gene Stx (Stx; codant la Shiga-toxine 1 [Stx1] ou StX; codant la
Shiga-toxine 2 [Stx2]) (Konowalchuk et al., 1977; Riley et al., 1983) ainsi que d’autres
facteurs de virulence comme le geéne eae codant le facteur d’attachement et d’effacement
(Levine et Edelman, 1984) ou le géne ehx codant I’entérohémolysine (Schmidt et al., 1995b).
L’ensemble des souches d’E. coli possédant au moins un geéne Stx représente le groupe des

STEC [Shiga-toxin-Producing E. coli] (ou VTEC selon [I’ancienne dénomination
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internationale [verotoxin-producing E. coli]). Il est important de souligner que les STEC ne
sont néanmoins pas tous pathogeénes pour ’homme (Figure 2).
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 :

v" du sérogroupe, identifié selon 1’antigéne somatique O. Plus de 180 sérogroupes

O d’E. coli sont actuellement connus ;

v du sérotype, identifié au sein du sérogroupe sur la base des antigénes H
flagellaires (56 antigénes différents) et éventuellement des antigénes K de la
capsule (80 antigenes).
Cette classification permet d’obtenir, en considérant les trois antigenes O, H et K, plus de
800 000 sérotypes différents. A I’heure actuelle, seulement 2000 sérotypes environ ont été
réellement isolés a ce jour. Parmi ceux-ci, E. coli O157:H7 est le principal sérotype
responsable de pathologies chez I’homme. Néanmoins, d’autres sérogroupes (i.e. 026, O111,
0145 et O103) sont de plus en plus a ’origine d’épidémies et impliqués dans des SHU a

I’échelle internationale.

Escherichia coli

STEC
(géne s7x)

EHEC = STEC
isolé des
malades

Sérogroupes a risque :
0157, 026, 0103, 0111, O145..

Figure 2 : Définition des STEC et EHEC au sein de I’espéce E. coli.
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1.3. Origine évolutive des STEC

1.3.1. Origine des EHEC

L’évolution de la pathogénie chez E. coli est le résultat de 1’arrivée d’éléments
génétiques mobiles codant pour divers facteurs de virulence. Toutefois, la rétention et
I’expression de ces facteurs de virulence dépendent étroitement du fond génétique de la
cellule bactérienne dans laquelle ils ont été introduits. Une analyse phylogénétique a
récemment été réalisée sur la base de I’alignement des séquences de 6 génes chromosomiques
conservés (trpA, trpB, pabB, putP, icd, et polB) de 98 souches appartenant aux différents
pathovars d’E. coli associés a des pathologies intestinales ou extra-intestinales (Escobar-
Paramo et al., 2004). Cette étude a montré notamment que les souches d’E. coli pathogénes, a
I’origine de troubles intestinaux, appartiennent a 4 groupes phylogénétiques (A, B1, C et E)
qui auraient émergé apres la différenciation du groupe phylogénétique D (Figure 3). Ceci
suggere que d’importantes modifications du génome d’E. coli ont eu licu en ce point clé de
I’évolution de I’espéce, permettant entre autres [’arrivée, le maintien, et 1’expression
fonctionnelle des facteurs de virulence dans I’ancétre commun a ces 4 groupes.

Différentes hypothéses ont été développées concernant 1’origine des EHEC. La plus
probable serait que les EHEC soient un groupe de clones dérivant des E. coli
Entéropathogénes (EPEC) (Whittam et al., 1993). L’émergence des EHEC serait consécutive
a I’acquisition par transfert horizontal de génes de virulence (Stx1, stx2, eae et ehx). Ces génes
sont en effet localisés sur des €léments mobiles : les génes Stx1 et Stx2 sont 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 pO157.

Ainsi ’acquisition de genes Stx par deux clones EPEC aurait conduit a 1’émergence de
deux lignées majeures de EHEC : EHEC-1, constituée de souches O157, et EHEC-2,
constituée de souches 026 et O111 (Wieler et al., 1997; Sperandio et al., 1998, Reid et al.,
2000). On retrouve d’ailleurs ces 2 lignées dans 1’analyse réalisée par Escobar-Paramo et al.
(2004), ou les souches d’E. coli O157:H7 (complexe EHEC-1) sont regroupées dans le clade

E, alors que celles du complexe EHEC-2 sont distribuées au sein du groupe A (Figure 3).
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Figure 3 : Arbre phylogénétique obtenu apreés un alignement multiple des séquences de
6 génes chromosomiques conservés (trpA, trpB, pabB, putP, icd, et polB) d’une collection
de 98 souches d'E. coli et/ou de Shigella, et enraciné par une souche de I’espéce E.
fergusonii. Les valeurs de bootstrap supérieures a 50% sont indiquées au dessus des
noeuds. Six principaux groupes phylogénétiques A, B1, C, E, D, et B2 ont été différenciés
(d’aprés Escobar-Paramo et al., 2004).
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1.3.2. Origine du clone O157:H7

Un modéle concernant I’émergence du clone O157:H7 a été proposé par Feng et al.
(1998). Celui-ci est basé sur un ensemble d’événements génétiques qui auraient eu lieu chez
I’ancétre génétiquement le plus proche des EHEC O157:H7, un EPEC de sérotype O55:H7
(B-glucuronidase positive et fermentant le sorbitol) (Figure 4). Par ailleurs, 1’analyse
phylogénétique de Escobar-Paramo et al. (2004) conforte ce modele évolutif. En effet, toutes
les souches d’E. coli O157:H7 analysées sont regroupées autour de la souche DEC5d de
sérotype O55:H7 (Figure 3). Le clone O157:H7 aurait émergé a partir d’un ancétre possédant
I’7lot de pathogénicit¢ LEE, il y a au moins trente mille ans, via 1’acquisition du geéne stx2
vraisemblablement par transduction avec un phage ; il en a résulté¢ I’émergence d’un clone
055:H7 stx2-positif. Ensuite, ce clone aurait acquis un plasmide codant des hémolysines et la
région rfb (nécessaire a la synthése de I’antigéne O157) et plus récemment un géne phagique
codant la Shiga-toxine 1 (Stx1). Ce clone aurait perdu plus récemment la capacité a fermenter
le sorbitol et a produire une activité B-glucuronidase fonctionnelle, suite a une mutation T—-G
en position 92 du géne uidA (Park et al., 2001). Ce clone aurait également acquis le plasmide
de virulence pO157 (genes ehxA et katP) donnant naissance au clone O157:H7 "sorbitol —" de
répartition mondiale (Feng et al., 1998; Reid et al., 2000).
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Figure 4 : Modéle hypothétique de I’émergence d’E. coli O157:H7 a partir d’une souche
EPEC de sérotype O55:H7 (Feng et al., 1998). GUD+ : activité p-glucuronidase

fonctionelle ; SOR+ : fermentation du sorbitol.

2. Facteurs de virulence des STEC

2.1 Les Shiga-toxines

Les souches STEC se caractérisent par la production de cytotoxines capables d’inhiber in
vitro les cellules Vero (cellule rénale du singe vert d’Afrique) en stoppant de fagon
irréversible leur multiplication. Ces toxines sont regroupées sous le terme de Shiga-toxines
(Stx) ou Shiga-like toxines (SIt) étant donné leurs homologies avec la toxine de Shigella

dysenteriae de type 1 (O'Brien et al., 1982; Strockbine et al., 1988).

-29.

= Perte de la fermentation



tel-00200118, version 1 - 20 Dec 2007

2.1.1. Structure des toxines Stx1 et Stx2

Les Shiga-toxines sont des hétéropolymeres de 70kDa formés d’une sous-unité¢ A de
33 kDa et de 5 sous-unités B de 7,7 kDa. La sous-unité A posséde une activité de type N-
glycosidase qui permet 1’arrét de la synthése protéique de la cellule cible infectée. 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. L opéron Stx est constitué d’un cistron proximal codant la sous-
unité A et d’un cistron distal, séparé du précédent par 12 & 15 nucléotides, codant la sous unité
B. Les génes de la toxine de Shigella dysenteriae de type 1, ressemblant par leurs structures et

leurs fonctions a Stx1, sont situés quant a eux, sur le chromosome (Gannon et al., 1990).

2.1.2. Variants stx

Deux grandes classes de Shiga-toxine sont aujourd’hui identifiées : les toxines Stxl1,
qui sont neutralisables par des anticorps anti-Shiga-toxine de Shigella dysenteriae 1, et les
toxines Stx2 qui ne le sont pas (Strockbine et al., 1986; Calderwood et al., 1996). Stx1 et Stx2
possédent respectivement 99 % et 56 % d’homologie vis a 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 méme fagon la barriére de 1’épithélium intestinal (Hurley et al., 1999). En outre
des études (Wadolkowski et al., 1990; Lindgren et al., 1993) ont montré que Stx2 serait 1000
fois plus cytotoxique sur les cellules endothéliales rénales humaines que la toxine Stx1
(Louise et Obrig, 1995a). Ces résultats corroborent les données épidémiologiques indiquant
que les souches responsables des troubles les plus sévéres chez I’homme, comme les souches
de sérotype O157:H7, produisent Stx2 (Boerlin, 1999).

Depuis la premiere description des Shiga-toxines, un nombre conséquent de variants
génétiques des toxines Stx1 et Stx2 ont été décrits (Beutin et al., 2007). Au sein de la classe
des toxines Stx2, 11 variants (Brett et al., 2003) sont a ’heure actuelle différenciés, dont les
variants Stx2 NV206 et Stx2g qui ont été récemment décrits (Bertin et al., 2001; Leung et al.,
2003). Concernant la classe des toxines Stx1, les variants sont moins diverses puisqu’ils sont
au nombre de 6, les plus fréquents étant Stx1, Stxlc et Stx1d. Ces sous-types présentent des
différences d’activité biologique, de réactivité sérologique, ou de spécificité de liaison aux

récepteurs (Calderwood et al., 1996).
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Les génes stx1 et stx2 et leurs variants appartiennent a 2 clades phylogénétiques bien
distincts. Certains d’entre eux ont ét¢ représentés dans la Figure 5. La séquence du variant
Stx2f est de loin celle qui présente le moins d’homologie avec celle de Stx2. En outre, les
séquences des variants Stx2-NV206 et Stx2g sont proches des séquences des variants Stx2,
Stx2c et Stx2d, fréquemment associés a des pathologies chez I’homme. Le variant Stx2e est
quant a lui retrouvé presque exclusivement dans les souches d’origine porcine (associées a

I’oedéme du porc).

stx2

stx2c
stx2-NV206
stx2d-ount
stx2d-OX3a
100 | stx2d-0111
stx2g

94

100

100

L stx2e

stx2f
— stxdd

stx1
100
7[ stxlc

0.05

Figure S : Relations phylogénétiques entre les séquences nucléotidiques des variants stx1
et stx2 determinées a partir du logiciel MEGA 3.1. Les séquences ont été analysées en
utilisant la méthode « Neighbor-Joining » et le test Kimura 2 paramétres (d’apreés

Fremaux et al., non publié).

2.1.3. Mécanisme d’action des toxines Stx

Lors d’une premiére €tape, la toxine se fixe a la membrane cytoplasmique de la cellule
cible : les sous-unités B, assemblées en anneau, se lient a un récepteur glycolipidique, le
globotriosyl céramide Gb3 (galactose-o (1-4)-galactose-fp  (1-4)-glucosyl-céramide)

(Lingwood et al., 1987). Ce récepteur ne serait apparemment pas le seul impliqué dans le
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mécanisme d’action des Shiga-toxines. En effet, une récente étude a démontré que
I'épithélium intestinal de ’homme pourrait étre affecté par la toxine Stx2 en l'absence de
récepteur Gb3 dans un systetme de culture d’organe in vitro (IVOC). Cependant, le
mécanisme impliqué reste a I’heure actuelle inconnu (Schuller et al., 2004). La toxine est
ensuite internalisée par un mécanisme d’endocytose et subit un transport rétrograde a travers
I’appareil de Golgi, puis le réticulum endoplasmique. La sous unité¢ A est alors scindée en
deux parties Al et A2 par réduction d’un pont disulfure. La partie Al ainsi activée est
transloquée dans le cytoplasme, exerce son activité N-glycosidase sur I’ARN ribosomique
28S et bloque la sous-unité 60S du ribosome (Lea et al., 1999), conduisant a un arrét des

synthéses protéiques et par conséquent a la mort cellulaire (Figure 6).

LUMIERE INTESTINALE

@ [ ]
1) ENDOCYTOSE e, oQ 4
_J Gb3

Pénétration dans I’entérocyte _
(globotriosyl

/ céramide)

2) PROTEOLYSE 3) Libération des
ENTEROCYTE —_— @ [ ] fragments actifs A

5) Mort

4) Inhibition de la sous '
unité 60S du ribosome % ) ccllulaire

Figure 6 : Mécanisme d’action des Shiga-toxines (Extrait de Vernozy-Rozand et Montet,
2001).

2.1.4. ROole des toxines Stx dans la physiopathologie

L’essentiel des symptomes cliniques est associé¢ a la production de Shiga-toxines par
les EHEC. Cependant, le processus infectieux est multifactoriel et dépend a la fois de facteurs
bactériens et de facteurs liés a I’hote (Paton et Paton, 1998). Apres avoir traversé I'épithélium
intestinal, les toxines seraient capables de diffuser par voie systémique et d’étre véhiculées
jusqu’aux organes cibles via la circulation sanguine, soit dans les globules rouges, soit par
l'intermédiaire des polynucléaires (Figure 7) (Fernandez et al., 2006). Lorsque I’on injecte a

des souris, par voie intraveineuse, des Shiga-toxines, ces dernieres se localisent dans I’intestin
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mais aussi dans la moelle épini¢re et le cerveau et d’une maniére générale dans tous les
organes possédant les récepteurs Gb3. Elles seraient responsables des thromboses observées
au cours des atteintes locales et systémiques par altération des cellules endothéliales (Louise
et Obrig, 1995b). En effet, les cellules endothéliales vasculaires humaines, au niveau du
colon, au niveau du parenchyme rénal, et au niveau du systéme nerveux central, sont
particuliérement riches en récepteurs Gb3, expliquant les manifestations cliniques observées
(diarrhée, insuffisance rénale, troubles neurologiques) (Paton et Paton, 1998). Une action
directe de Stx au niveau des microvillosités des cellules épithéliales intestinales a été suggérée
par des études sur des biopsies de colons humains et de rats (Fiorito et al., 2000). Ces
dommages causés directement aux microvillosités pourraient étre responsables de 1’inhibition

de la réabsorption d’eau au niveau du colon.

Par ailleurs, d’autres ¢tudes ont montré que les toxines Stx induiraient la production de
cytokines par les macrophages et les monocytes (TNF-a, IL-1B, IL-12...) (Lee et al., 2002a).
Les cytokines induiraient alors la production de récepteurs Gb3 a la surface des cellules, les
rendant plus sensibles a I’action de Stx (Foster et al., 2000). Ainsi, 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 des
récepteurs Gb3 permettrait le développement de 1ésions au niveau de la barriere intestinale,
donc la dissémination systémique des toxines et favoriserait I'évolution vers un SHU. Ces
phénoménes d'induction des cytokines pro-inflammatoires, qui pourraient jouer un role clé

dans la physiopathologie, sont encore mal ¢lucidés.

En outre, les Shiga-toxines seraient ¢galement impliquées dans 1’apoptose des cellules
endothéliales. En effet, Erwert et al., (2003) ont montré que Stx1 et Stx2 inhibent 1’expression

cellulaire du facteur anti-apoptotique Mcl-1.
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Figure 7 : Principales étapes du processus infectieux des STEC. 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 (AFSSA, 2003).

2.2. Les facteurs d’adhésion

Les facteurs d’adhésion sont des éléments majeurs de la pathogénie. Les principaux
mécanismes d’adhésion décrits chez les entérobactéries font appel a des fimbriae, des

protéines de la membrane externe et des lipopolysaccharides. De nombreuses études in vitro
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et in vivo ont été réalisées afin de connaitre les différents facteurs responsables de ce

processus (Paton et al., 1997).

La colonisation du tube digestif par certaines souches STEC s’accompagne du
développement de 1ésions spécifiques des entérocytes dites d’attachement-effacement (A/E),
qui se limitent au colon et au caeccum (Donnenberg et al., 1993). Les 1ésions A/E, d’abord
décrites chez les EPEC, se caractérisent par un effacement des microvillosités des cellules de
I’épithélium intestinal. Cet effacement est dii a une dépolymérisation des filaments d’actine
constitutifs des microvillosités (Ismaili et al., 1995). Il s’en suit une accumulation et une
repolymérisation d’actine pour former un piédestal sur lequel les bactéries viennent se lier de
facon étroite. Les 1ésions provoquées par le mécanisme de résorption des microvillosités
intestinales seraient a 1’origine des symptomes diarrhéiques observés lors des infections.
Contrairement aux EPEC qui colonisent I’intestin gréle, 1’adhésion des STEC se limite a

1’épithélium folliculaire des plaques de Peyer (Phillips et Frankel, 2000).

2.2.1. Le systeme de sécrétion de type Il

Les génes responsables des 1ésions d’attachement et effacement sont portés par ’ilot
de pathogénicité chromosomique LEE (locus d’effacement des entérocytes), codant un
systtme de sécrétion de type III (Figure 8) et trois classes de protéines sécrétées par

I’intermédiaire de celui-ci :

v 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 I’intimine
est assurée par les 280 acides aminés situés dans le domaine C-terminal. 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 second récepteur non clairement

identifié a ce jour.

v Le géne 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
au systeme de sécrétion de type III ou il est modifié par des kinases (Kenny et al., 1997). Tir

s’insére ensuite dans la membrane cytoplasmique de I’entérocyte (DeVinney et al., 1999).

v Les génes esp (EPEC-secreted protein) codent pour une « seringue » moléculaire
(espA, espB, espD, espK) impliquée dans la translocation des effecteurs dans la cellule hote

(Tir, map, espF, espG, espH ...).
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Les protéines Esp ne comportant pas de séquence signal, leur sécrétion a été attribuée au
systeme de sécrétion de type III dont les geénes sont également portés par le LEE. Ce systéme
est codé par les génes sep (secretion of E. coli protein) et esc (E. coli secretion) (Jarvis et

Kaper, 1996).

Figure 8 : Représentation graphique du systéme de sécrétion de type III (d’aprés Pallen
et al., 2005). IM, membrane interne ; PG, peptidoglycane ; OM, membrane externe ;

EM, membrane eukaryotique.

La régulation de I’expression des génes du LEE est un mécanisme complexe qui fait
intervenir une multitude de facteurs. Le principal régulateur identifié a 1’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). Récemment, Laaberki et al. (2006) ont mis
en ¢évidence deux cascades majeures de régulation contrélant I'expression des génes du LEE
dans la souche E. coli O157:H7 Sakai. Celles-ci agissent sur l'activité du promoteur du géne
ler. La premiére active ce promoteur par l'intermédiaire de 'ARN non codant dsrA et du
facteur de transcription RpoS, la deuxiéme réprime le promoteur du géne ler par
l'intermédiaire de la protéine H-NS et du régulateur spécifique du LEE, GrlA. D’autres

facteurs pourraient réprimer 1’expression des geénes du LEE tels que GrIR (global regulator of
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LEE repressor) ou le facteur Mpc (multiple point controller) (Lio et Syu, 2004; Tsai et al.,
2006). Au contraire, la protéase ClpXP permettrait la stimulation de I’expression des génes du
LEE a travers deux principales voies dont une serait dépendante du facteur RpoS (Tomoyasu

et al., 2005).

Par ailleurs, la régulation du LEE fait intervenir des facteurs environnementaux
(Beltrametti et al., 1999; Elliott et al., 2000; Sperandio et al., 2001; Sperandio et al., 2002).
Notamment, en situation de carence en nutriments ou lors de 1’arrét de la croissance en phase
stationnaire, 1’expression du géne ler serait stimulée et 1’adhérence des cellules favorisée. De
plus, ’augmentation de la synthése du régulateur de la transcription ppGpp en présence de
DksA (ARN polymérase) permettrait d’activer le promoteur du géne ler (Nakanishi et al.,
2000).

Récemment, un deuxiéme systéme de sécrétion de type III (ETT2: E. coli type III
secretion system 2) a été révélé aprés séquencgage complet du génome de E. coli O157:H7.
Cependant il semble qu’il soit incapable a lui seul de permettre la synthése d’un systéme de
sécrétion fonctionnel (Zhang et al., 2004). Par contre, certains génes du systétme ETT2

coderaient pour des protéines inhibitrices (EtrA et EivF) de la transcription des génes du LEE.

2.2.2. Autres facteurs majeurs d’adhésion

Bien que le LEE soit prépondérant chez les EHEC, certaines souches EHEC associées
a des cas de SHU sont LEE (-).

v' Sur 'une d’entre elles, Paton et al. (2001) ont isolé un géne provenant d’un
mégaplasmide et codant le facteur Saa (STEC autoagglutinating adhesin) constitué par
environ 500 acides aminés. Il augmenterait de maniere significative I’adhérence des cellules
STEC sur lignées cellulaires de type Hep-2. La distribution de ce géne parmi des souches
STEC d’origine bovine et humaine fut par la suite investiguée par Jenkins et al. (2003). Les
souches saa” ont été détectées plus fréquemment dans les isolats STEC issus des bovins (32
sur 56) que ceux provenant de cas cliniques (8 sur 91).

v Tha (Iron-homologue adhesin), est une protéine de la 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 certaines souches STEC eae-négatives telles que
celles de sérotype O113:H21 (Tarr et al., 2000).
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v D’autres adhésines ont été récemment décrites dans des souches STEC ne
possédant pas I’ilot de pathogénicité LEE, telles que des protéines de liaison aux
immunoglobulines (EibG), des longs fimbriae polaires (Lpf (O113) par exemple) ou encore

les pili type ECP (Doughty et al., 2002; Lu et al., 2006; Rendon et al., 2007).

v Le géne chromosomique efal coderait un facteur d’adhésion potentiel chez

les EHEC LEE-positifs (Nicholls et al., 2000).

v Enfin, la présence de curli a été mise en évidence récemment chez certaines
souches STEC (Cookson et al., 2002; Ryu et al., 2004; Jeter et Matthysse, 2005). Chez les E.
coli commensaux, les curli apparaissent comme un facteur d’adhérence a large spectre,
permettant la fixation des bactéries aux surfaces inertes (sable, verre, plastiques, inox...) mais
¢galement aux surfaces des cellules végétales et animales, cependant leur implication dans les
mécanismes de pathogénie chez les EHEC est encore incertaine (Kim et Kim, 2004 ; Pawar et
al. 2005). Par ailleurs, la production de curli parait associée a une résistance accrue des

bactéries aux défenses de 1’hote et aux agents antimicrobiens (Ryu et Beuchat, 2005).

2.3. Autres facteurs plasmidiques de virulence

2.3.1. L’entérohémolysine

L’entérohémolysine E-hlyA a été mise 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). Ce géne présente une homologie de 61 % avec le géne hlyA codant I’a-
hémolysine d’E. coli K12. C’est une hémolysine appartenant a la famille des toxines Rtx
(Repeats in Toxin), et son mécanisme d’action est comparable a celui de I’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). Elle permettrait notamment de stimuler le développement des
cellules bactériennes grace au fer libéré suite a la lyse des hématies. Cependant, I’activité de
E-hlyA est moins puissante que celle de 1I’a-hémolysine ; en effet, le phénotype hémolytique
des STEC se caractérise par une lyse des érythrocytes de mouton sur gélose au sang plus
discréte et plus lente (Beutin et al., 1989; Schmidt et al., 1995). De plus les souches isolées
chez les malades ne posseédent pas toujours ce geéne, et sa présence n'est pas statistiquement

corrélée au pouvoir pathogene.
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2.3.2. Laprotéase EspP

Une sérine protéase EspP, capable de cliver le facteur humain V de coagulation et la
pepsine A est suspectée de jouer un role dans la pathogénie (Brunder et al., 1997). La
dégradation du facteur V contribuerait au développement des colites hémorragiques observées

chez les patients.

2.3.3. Autres facteurs

D’autres facteurs plasmidiques pourraient jouer un role dans la pathogénie : la catalase
peroxydase périplasmique KatP de 82 kDa, des toxines de type Clostridium difficile-like, ainsi
que le systéme de sécrétion de type II (Brunder et al., 1996; Burland et al., 1998). Par ailleurs,
le géne astA codant I’entérotoxine Eastl a été identifi¢ chez de nombreuses souches STEC
(Savarino et al., 1996; Schmidt et Karch, 1996; Morabito et al., 1998; Iyoda et al., 2000).

Cette toxine pourrait jouer un role dans I’induction de la phase initiale de diarrhée aqueuse.

3. Pathologies humaines associées aux EHEC

Les STEC sont a I’origine de symptdomes cliniques variés : diarrhée non sanglante, colite
hémorragique, syndrome hémolytique et urémique (SHU), particulierement chez l'enfant et le

sujet agé, ou purpura thrombotique thrombocytopénique (PTT) chez ’adulte (Tarr, 1995).

3.1. La colite hémorragique

La colite hémorragique constitue la principale manifestation clinique de 1’infection a E.
coli O157:H7 (Griffin et Tauxe, 1991; Tarr, 1995). Elle se définit par des crampes
abdominales, une diarrhée initialement aqueuse puis sanglante chez un patient généralement
apyrétique ou subfébrile (Griffin et Tauxe, 1991). La diarrhée sanglante est présente dans
90% des cas diagnostiqués (Tarr, 1995). La période d'incubation de 2 a 10 jours, est plus
longue que celle observée pour les autres diarrhées infectieuses (Griffin et Tauxe, 1991; 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 parentérale jusqu’a 1’évolution positive de
I’état de santé du patient (Su et Brandt, 1995). A noter que I’utilisation d’antibiotiques reste a

ce jour controversée.
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3.2. Le SHU

Le SHU touche surtout I'enfant de moins de 3 ans et survient généralement apres une
diarrhée prodromique sanglante. Ce n’est qu’en 1983 que Karmali et al. (1983) établissent la
relation entre une infection intestinale a STEC et la survenue d’un SHU. L'apparition du SHU
se fait en moyenne une semaine apres le début des symptomes digestifs. L’incidence du SHU
est de 10 % chez les enfants de moins de 10 ans et de 10 a 20 % chez les sujets agés (Griffin
et Tauxe, 1991). Le SHU post-diarrhée représente environ 90 % des cas de SHU de l'enfant et
constitue la premiere cause d'insuffisance rénale du nourrisson. Le pronostic rénal est

favorable dans environ 2 tiers des cas (Loirat et al., 1992).

Une atteinte d’autres organes (pancréas, foie et systéme nerveux central) est également
possible (Loirat et al., 1992). L’atteinte du systéme nerveux central est d’ailleurs actuellement
la principale cause du déces, comme le montre une enquéte Frangaise dans laquelle 4 des 286
enfants atteints de SHU entre 1993 et 1996 sont décédés suite a une atteinte du systéme

nerveux central (Decludt et al., 2000).

Il n’existe pas de traitement spécifique modifiant I’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 a 5%. Si des vomissements,
de la diarrhée et des symptomes de colite persistent, une nutrition parentérale est nécessaire.
Enfin lorsque I’enfant est anurique, une dialyse est indiquée, pour pouvoir apporter une

nutrition adéquate sans induire de surcharge volémique.

33. Le PTT

Le PTT est une entité clinique décrite pour la premiére fois par Moschcowitz en 1925
(Moschcowitz, 1925). L’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). La diarrhée prodromique est généralement absente
(Hofmann, 1993). Le PTT touche essentiellement I'adulte. C’est un syndrome caractérisé par
une anémie hémolytique microangiopathique, une thrombocytopénie (diminution du nombre
des plaquettes sanguines), une fievre, des troubles neurologiques avec une insuffisance rénale
aigué.

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

systeme nerveux central et les reins, et leur atteinte est, dans la plupart des cas, la cause
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principale de la mort. Des signes neurologiques sont observés dans 90 % des cas d'évolution

fatale.

4. Epidémiologie humaine des STEC

Les enfants en bas age (<5 ans), les personnes agées (>65ans) et les personnes ayant pris
récemment un traitement antibiotique sont plus susceptibles de développer la maladie (Griftin
et al., 1990). Néanmoins, toute personne est potentiellement a risque et peut développer une
diarrhée, voire un SHU. En effet, lors de 1’épidémie survenue dans le sud de la France en
octobre 2005 suite a la consommation de steak haché contaminé par E. coli O157:H7, une
personne de 42 ans, sans antécédent pathologique avéré, a été infectée. Par ailleurs, d’autres
personnes peuvent étre considérées a risque du fait de leur exposition fréquente a un réservoir
animal de STEC, au travers de leurs activités professionnelles (i.e. éleveurs...) ou de leurs

loisirs (enfants en classe verte, ferme pédagogique...).

En France, la surveillance des infections a STEC est basée sur celle des SHU chez les
enfants de moins de 15 ans. Elle repose sur un réseau hospitalier de néphrologues pédiatres
volontaires et est coordonnée par 1’Institut de Veille Sanitaire (InVS). L’incidence annuelle du
SHU pédiatrique en France est proche de celle observée dans d’autres pays européens et

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

4.1. Principaux modes de transmission

Les études d’épidémiologie analytique et les investigations d’épidémie ont permis
d’améliorer les connaissances sur les modes de transmission et les sources de contamination a
STEC. La Figure 9 présente les flux potentiels des STEC entre le réservoir animal et
I’homme. A I’heure actuelle, les 4 principales voies d’infection a EHEC sont I’ingestion
d’aliments, la transmission hydrique (eau de boisson ou de baignade), la transmission inter-

humaine et le contact avec les animaux de ferme et leur environnement.
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Figure 9 : Flux potentiels de STEC. Les fléches indiquent les flux potentiels de STEC
entre le réservoir animal que peuvent représenter les animaux d’élevages et ’homme

(AFSSA, 2003).

4.1.1. Transmission alimentaire

Impliquée dans la moiti¢ des épidémies a EHEC, elle est la principale source de

contamination humaine.

v Les produits carnés sont a I’origine d’un grand nombre d’infections a E. coli
O157:H7 (Vernozy-Rozand et Montet, 2001). La viande de beeuf constitue la source majeure
de contamination suite principalement a une cuisson insuffisante (Roberts et al., 1995). La
viande d’autres animaux de boucherie ou de volailles a également été mise en cause (Orskov
et al., 1987; Doyle, 1991; Griffin et Tauxe, 1991; Martin et al., 1994; Paton et al., 1996). Les
STEC sont généralement introduits dans la chaine alimentaire par I’intermédiaire de carcasses
contaminées provenant elles-mémes d’animaux porteurs. Le processus de dissémination du

pathogene se poursuit ensuite au niveau des étapes de transformation des viandes.

v Le lait et les produits laitiers non pasteurisés ont également été a 1’origine
d’épidémies (Casenave et al., 1993; Morgan et al., 1993; Allerberger et al., 2001). La voie de
contamination du lait actuellement retenue est celle de la contamination a partir des maticres

fécales de bovins lors de la traite. En effet, les conditions de traite et ’environnement dans

-4 -



tel-00200118, version 1 - 20 Dec 2007

lequel elle se réalise jouent un réle prépondérant dans la contamination du lait par les STEC.
Néanmoins, une étude menée in vitro a montré ’envahissement des cultures épithéliales
mammaires par E. coli O157:H7 (Matthews et al., 1997). Ces résultats suggerent 1’existence

possible d’une source mammaire de contamination du lait.

v Les fruits et légumes crus (salade, radis, épinards, oignons, etc) peuvent étre
directement contaminés par ’eau d’irrigation, a partir du sol contaminé suite a I’épandage

d’effluents d’élevages ou via I’activité de la faune du sol.

4.1.2. Transmission hydrique

Les épidémies d’origine hydrique sont généralement associées a la consommation
d’eau de boisson ou a I’ingestion accidentelle d’eau lors de baignades. Entre 1997 et 2004, le
systeme de surveillance des Etats-Unis rapportait que 6% des épidémies d’origine hydrique
étaient liées aux EHEC (Barwick et al., 2000; Lee et al., 2002b; Blackburn et al., 2004; Yoder
et al., 2004; Dziuban et al., 2006; Liang et al., 2006) contre 3% au Royaume-Uni (Smith et
al., 20006).

v' 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 d’infection (Jackson et al., 1998) et
d’épidémies a E. coli O157 (Holme, 2003; Mannix et al., 2005). Depuis ces dix derniéres
années, le nombre d’épidémies associées aux réseaux publics d’eau potable a nettement
diminué, notamment grace a la mise en place de mesures préventives et curatives appropriées.
Dans le cas des réservoirs d’eau dédiés a une consommation privée, ces mesures ne sont pas
toujours appliquées. Du fait de leur insalubrit¢ et de leur localisation (en aval de terres
agricoles paturées par des ruminants ou fertilisées par les effluents d’élevages), ces réservoirs
d’eau peuvent étre contaminés par les eaux de percolation et/ou de ruissellement, notamment
a la suite d’importants événements pluvieux. Une enquéte épidémiologique a pointée 1’eau

privée comme facteur de risque de contamination par les STEC (Chalmers et al., 2000).

v L’ingestion accidentelle d’eau lors de baignades dans un lac, ou dans une autre
étendue d’eau naturelle (Keene et al., 1994; CDC, 1996; Cransberg et al., 1996; Ackman et
al., 1997; Paunio et al., 1999) ou dans une piscine (Brewster et al., 1994; Hildebrand et al.,
1996; Friedman et al., 1999) a souvent été incriminée. Aux Etats-Unis, les épidémies a E. coli
O157:H7 d’origine hydrique sont principalement associées aux eaux issues de lacs ou riviéres,
en raison de la sensibilité des souches, notamment a la chloration des eaux de piscines (Craun

etal., 2005).
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4.1.3. Transmission inter-humaine

Le portage sain humain de STEC existe mais semble rare et transitoire (Griffin, 1995;
Stephan et Untermann, 1999). La majorité des cas résulte d’une contamination indirecte mise
en évidence chez les personnes en contact avec les malades.

De plus, cette transmission est d’autant plus importante lorsque I’hygiéne générale est
mauvaise et que les contacts sont étroits. La transmission oro-fécale est une réelle
préoccupation dans les creches (Belongia et al., 1993; Allaby et Mayon-White, 1995;
Boudailliez et al., 1997; Swerdlow et Griffin, 1997; Al-Jader et al., 1999; 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 I’extension de
I’infection au sein des familles (Ludwig et al., 1998) et dans les hopitaux (Karmali et al.,
1999; Bolduc et al., 2004). La durée du portage serait en moyenne de 13 jours lors de colite
hémorragique et de 31 jours lors de SHU (Karch et al., 1995).

4.1.4. Transmission par le contact avec les animaux de ferme et leur environnement

La transmission d’E. coli O157:H7 a ’homme, par contact direct ou indirect avec des
animaux de ferme ou leurs déjections, a été décrite lors de cas sporadiques (Renwick et al.,
1994; Coia, 1998; Kassenborgh et al., 1998; Parry et Salmon, 1998; Trevena et al., 1999;
Beutin et al., 2000; O'Brien et al., 2001a) mais aussi lors d’épidémies (Shukla et al., 1994;
Louie et al., 1999; Milne et al., 1999; 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). Par exemple, chez les éleveurs Anglais, la séroprévalence a
0157 varie de 1,6% a 5% (Chalmers et al., 1999). Le sol contaminé par les déjections des
animaux de ferme a également été a 1’origine d’épidémies a 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 paturés par des ruminants (Ogden et al.,
2002). En Ecosse, du sol souillé a été impliqué dans 11% des infections environnementales a

E. coli O157:H7 (Strachan et al., 2006).

4.2. Principales épidémies

Pendant les années 80, la plupart des infections a EHEC étaient essentiellement associées

a la consommation de denrées d’origine animale. L’épidémiologie des infections 8 EHEC a
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considérablement changé depuis ces dix dernic¢res années, et 1’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 (i) une recherche plus exhaustive des sources
potentielles de contamination lors d’une épidémie a EHEC, (ii) une multiplication des
¢levages bovins intensifs, (iii) et par une modification du régime alimentaire chez ’homme,
avec une consommation accrue de fruits et Iégumes crus dans les pays développés. En Ecosse,
entre 1994 et 2003, sur 35 épidémies a E. coli O157:H7 identifiées, 19 (54%) étaient
associées a des sources environnementales de contamination (Strachan et al., 2006). De méme
aux Etats-Unis, 48% des ¢épidémies survenues entre 1982 et 2002 n’étaient pas d’origine
alimentaire, avec une nette augmentation des épidémies d’origine environnementale apres
1995 (Rangel et al., 2005). Les principales épidémies survenues depuis 1995 ont été

répertoriées dans les Tableaux 2 et 3.

Les EHEC constituent la cause majeure de diarrhée hémorragique et de SHU dans les
pays a climat tempéré (Caprioli et Tozzi, 1998; Griffin, 1998; Smith et al., 1998). En France,
le taux d’incidence du SHU est d’environ 0,7 pour 100 000 enfants 4gés 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). Il existe une variation saisonni¢re marquée de I’infection, avec une recrudescence
des épidémies d’origine environnementale pendant la période estivale (Tozzi et al., 2001). Le
sérotype le plus fréquemment mis en cause lors d’épidémies est O157:H7 (Bitzan et al., 1993;
Siegler, 1995; Meyer-Broseta et al., 2001). Les Etats-Unis, le Canada et le Royaume-Uni sont
les pays ou la fréquence d’isolement du sérotype O157:H7 est la plus importante. Ce sérotype
a toutefois été décrit dans de multiples épidémies survenues dans différents pays européens,
dont la France, et également en Australie, Argentine, Afrique du sud, Thailande, Israél, Chine
et Japon (Lopez et al., 1989; Griffin et Tauxe, 1991; Lerman et al., 1992; Paton et al., 1996;
Soderstrom et al., 2005; Doorduyn et al., 2006; Espie et al., 2006; Rivas et al., 2006). En
France, il est impliqué dans 86% des cas de SHU (Haeghebaert et al., 2003). Toutefois, les
sérotypes autres que O157:H7 ont trés certainement été sous-estimés. La communauté
scientifique met régulierement en évidence des STEC non-O157:H7 chez les malades atteints
de SHU ou de colite hémorragique avec en ordre décroissant de fréquence les sérotypes
OI111:H- et O111:H2, O26:HI11 et O26:H-, et O103:H2 et O103:H-. Cependant, cette liste
n’est pas exhaustive et n’indique que les sérotypes majeurs isolés chez les malades. Ainsi
d’autres sérogroupes peuvent étre impliqués tels que O55, 082, 0105, 0113, 0145, O171, etc
(Caprioli et al., 1994; Tarr, 1995; Paton et al., 1996; Gerber et al., 2002), mais leur fréquence
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réelle est difficile a estimer du fait de méthodes de détection le plus souvent inadaptées ou

d’absence de recherche (Griffin et al., 2000).

Tableau 2 : Principales épidémies a STEC suite a la consommation de divers aliments et

enregistrées dans le monde depuis 1995. Les épidémies francaises sont indiquées en gras.

Sérosroune Nombre de malades Aliments
Année Pays de égTE (Ij) (nb de SHU, nb de suspectés ou Références
déces) confirmés
Origine : viande
1995 Australie O111:H- 23 (23 SHU, 1 déces) Sa;‘ecrlrf:nizghe (Paton et al., 1996)
Plats préparés a base (Stevenson et
1995 Angleterre 0157 14 (2 SHU) de viande crue (bceuf,
porc) Hanson 1996)
1996 Fcosse O157:H7 | 512 (34 SHU, 17 decés) | Viande de boeuf (COV‘;%%nSt al.
2000 Espagne O157:H7 181 (6 SHU) Saucisse (Marggg?)et al,
. (Proctor et al.,
2000 Etats-Unis 0157:H7 55 (4 SHU) V‘anﬁzc‘}ll‘;:"euf 2002; Smith et al.,
2002)
2002 France 0148:H8 11 (2 SHU) Viande de mouton (ESp‘eZStO;')a‘“am
2005 France 0157:H7 70 (17 SHU) Viande de boeuf (Malzlgeg;t al,
Origine : produits laitiers
- T A X R (O'Brien et al.,
1997 Ecosse O157:H 37 Gateau a la créme 2001b)
1998 Etats-Unis O157:H7 55 Fromage frais caillé (CDC, 2000a)
2000 Angleterre 0157 6 (1 SHU) Lait non pasteurisé (CDC, 2000b)
Colombie . Lait de chevre (Mclntyre et al.,
2001 Britannique O157:H7 > (2 SHU) non pasteurisé 2002)
(Espié et al.,
2005 France 026 16 (16 SHU) Camembert 2006a)
Origine : végétaux crus
1995 Etats-Unis 0157:H7 >70 (1 SHU) Laitue (ACk1€9r;86)t o
1996 Japon 0157:H7 9451 (12 décés) Radis blanc (Mwll“;g"gft al.
1996 |  Etats-Unis O157:H7 61 Laitue (Hilborn et al,
1999)
1997 Etats-Unis O157:H7 108 (4 SHU) Germes de luzerne (Brezu(s)e(r)le )t al,
. Salade de (Duffell et al.,
2002 France 0157:H7 10 concombres 2003)
\ . . (Soderstrom et al.,
2005 Suéde O157:H7 120 Laitue 2005)
2006 Etats-Unis O157:H7 199 (31 SHU, 3 déces) Epinards (PHAC, 2006)
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Tableau 3 : Principales épidémies a STEC d’origine environnementale et enregistrées

dans le monde depuis 1995.

. Nombre de malades Aliments
, Séroroupe . L or
Année Pays (nb de SHU, nb de suspectés ou Références
de STEC . .
déces) confirmés
Origine : hydrique
1997 Iles canaries O157:H7 15 Eau de source privée (Pebi)gggit al.,
1997 Finlande O157:H7 14 Eau de lac (Paunio etal.,
1999)
1998 Etats-Unis 0157:H7 157 Eaudepuitsnon | (101 et al 2002)
traitees
1999 Etats-Unis O157:H7 775 Eau de distribution | (Bopp et al., 2003)
1999 | Btats-Unis O121:H19 11 (3 SHU) Eau de lac (M"nggf)m al,
1999 Ecosse 0157:H7 7 Eauderiviere | ({1arison et Kinra,
2004)
2000 Canada O157:H7 | 2300 (26 SHU, 7 décés) Eau du rescau (Hrudey etal.,
municipal 2003)
2004 Columbie 0157:H7 10 (1 SHU) Eau d’un parc (PHAC, 2005)
Britannique
2004 Angleterre 0157 :H7 7 Eau de riviére (Ihekv;e(:)a(l)z% etal,
2005 Irelande O157:H7 18 (2 SHU) Eau de source privée (MaI;l’(l)l())( ;;t al.
Origine : contact avec les animaux d’élevages ou leur environnement
1996-98 |  Allemagne 0118 17 (2 SHU) Co“ticgvilvlzc des | (Beutin et al., 2000)
. Contact avec des (Crampin et al.,
1997 Angleterre O157:H7 15 bovins 1999)
Contact avec des
1999- Etats-Unis O157:H7 326 animaux de ferme ou (Kennedy etal,
2000 i 2002)
leur féces
2000 | Ftats-Unis 0157:H7 56 (8 SHU) Contact avec des (Crump etal,
veaux 2002)
2000 Ecosse 0157:H7 20 Sol contaminé par des | ., et al. 2002)

féces de moutons

La prévention des épidémies a EHEC passe par une surveillance des animaux porteurs

sains. De nombreuses études ont permis d’évaluer la prévalence et la survie des STEC au sein

des ¢élevages bovins. Ceci fera I’objet de la seconde partie de ce mémoire.
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Points clés a retenir

v

v

Les STEC ne sont pas tous pathogénes pour I’homme.

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

L’acquisition des facteurs de virulence par E. coli s’est faite essentiellement
par des mécanismes de transferts génétiques horizontaux, avec un réle
important des bactériophages.

De nombreux variants Stx1 et surtout Stx2 ont été identifiés.

Les toxines se fixent sur le récepteur Gb3 présent principalement a la surface
des cellules endothéliales vasculaires, puis entrainent la mort cellulaire
expliquant ainsi les manifestations cliniques (complications rénales ou
neurologiques).

L’incidence annuelle du SHU pédiatrique en France est de 0.7 cas pour 100000
enfants de moins de 15 ans.

Depuis une dixaine d’années I’épidémiologie des STEC a changé et I’ingestion
de fruits et légumes crus, ainsi que le contact avec les animaux et leur
environnement sont de plus en plus impliqués en clinique humaine.
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DEUXIEME PARTIE : PREVALENCE ET SURVIE DES STEC
DANS LES ELEVAGES BOVINS

Les bovins sont le principal réservoir en STEC. Ils ne posseédent pas les récepteurs Gb3 de
liaison des Shiga-toxines et ne présentent par conséquent aucun signe clinique lorsqu’ils
hébergent des STEC dans leur tube digestif ; ils sont dits porteurs sains. Ces derniers peuvent
abriter une grande diversité de souches STEC. L’excrétion dans 1’environnement, via les
feces, de STEC par les animaux porteurs constitue la principale voie d’introduction de ces
bactéries en élevage. Les paragraphes suivants font état, d’une part, de la prévalence du
portage fécal bovin en STEC et, d’autre part, de la prévalence et de la survie de la bactérie

dans les effluents et sur de nombreux supports retrouvés en exploitation.

1. Dans les feces des bovins

1.1. Données chiffrées du portage fécal bovin en STEC

Le portage sain en STEC des bovins a fait ’objet de nombreuses études. Le tableau 4
présente quelques données de prévalence du portage en STEC chez les bovins laitiers et/ou a
viandes de différents pays. A 1’échelle internationale, les taux de prévalence des STEC non-
O157 varient de 4,7 a 44,8 % pour les troupeaux a I’herbe, de 4,6 a 55,9 % pour les bovins
destinés a I’engraissement (« feedlots » ou « factory farming », systeme d’¢élevage industriel
développé essentiellement en Amérique du nord pour I’engraissement des animaux), et de
2,1% a 70,1% pour les bovins échantillonnés a I’abattoir (Hussein et Bollinger, 2005).
Concernant les élevages bovins laitiers, ils oscillent entre 1,7 et 74 % pour les génisses, entre
0,4 et 52 % pour les vaches et entre 1,3 et 68,7 % pour les veaux (Hussein et Sakuma, 2005a).
Ainsi, les bovins destinés a 1’engraissement présentent logiquement des taux de contamination
en STEC plus ¢élevés que ceux mis a I’herbe, du fait de la densité importante des animaux
dans les systémes industriels. En outre, les élevages bovins laitiers peuvent ¢galement étre
fortement contaminés par cet agent zoonotique. Ainsi, Moreira et al. (2003) ont étudié au
Brésil, 243 cheptels laitiers répartis parmi 60 exploitations laitiéres. Quatre vingt quinze
pourcents des fermes étaient contaminées par des STEC. Le pourcentage d’animaux porteurs
sains variait entre les exploitations de 0 a 100%. En France, une récente ¢tude a montré que
62,5% des bovins échantillonnés lors d’une enquéte épidémiologique portant sur 152

exploitations laiticres étaient porteurs sains en STEC (Raynaud et Heuchel, 2005).
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A T’échelle internationale, 77 sérotypes différents de STEC ont été détectés dans les feces
de bovins laitiers, dont 35 ont déja été isolés chez des patients tels que O103:H2, O26:H11,
0O145:H  ou encore O111:H™ (Hussein et Sakuma, 2005a). En comparaison, une plus grande
diversité de sérotypes (250) a été observée dans le cas des bovins a viande, qui s’explique par
le chiffre élevé d’échantillons fécaux analysés (prés de 75000 contre seulement 15000 pour
les ¢levages bovins laitiers). Parmi eux, 79 ont été impliqués lors d’infections a EHEC chez

I’homme (Hussein et Bollinger, 2005).

Tableau 4 : Prévalence du portage des STEC chez différents types de bovins provenant

de diverses exploitations. Les données francaises sont indiquées en gras.

Pays Type de bovins Prévalence’ Référence

Etats-Unis Bovins a I’herbe 4% (été) a 15% (hiver) (Thran et al., 2001)

Australie Bovins a viande 2,1% (Hornitzky et al., 2002)

Inde Bovins a viande 10,5% (Pal et al., 1999)

Angleterre Bovins a viande 25,2% (Pearce et al., 2004)

Brésil Bovins a viande 53% (Cerqueira et al., 1999)

France Bovins a viande 70,1% (Pradel et al., 2000)

Danemark Bovins laitiers 6,3% (Rugbjerg et al., 2003)

Canada Bovins laitiers 11,1% (Rahn et al., 1997)

Australie Bovins laitiers 16,7% (Cobbold et Desmarchelier,
2001)

Allemagne Bovins laitiers 18% (Zschock et al., 2000)

Japon Bovins laitiers 25,7% (Kobayashi et al., 2001)

Nouvelle-Zélande Bovins laitiers 27,3% (Meyer-Broseta et al., 2001)

Brésil Bovins laitiers 49% (Moreira et al., 2003)

France Bovins laitiers 62,5% (Raynaud et Heuchel, 2005)

* . . r 3 . r
Pourcentage d’animaux porteurs sains dans les élevages investigués

Lorsque 1’on ne considére que le sérotype O157:H7, les taux de prévalence sont beaucoup

plus faibles. Meyer-Broseta et al. (2001) ont réalisé une synthése portant sur 26 études
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épidémiologiques effectuées aux Etats-Unis et en Europe. Pour les Etats-Unis, la prévalence
des troupeaux qui excrétaient E. coli O157:H7 oscillait de 0-2 % jusqu’a 22 %, avec une
moyenne de 7 a 8 % pour les troupeaux laitiers. En Europe, les valeurs notées étaient plus
faibles puisqu’elles se situaient entre 0 et 3 % des troupeaux étudiés (Meyer-Broseta et al.,
2001). Ces derniéres années, la multiplicité des enquétes épidémiologiques a 1’échelle
internationale a permis de mettre en évidence des taux de prévalence en E. coli O157:H7
généralement plus élevés que ceux relevés par ces auteurs. Chez les bovins a viande, les taux
de prévalence oscillent entre 0,7 et 27,3 % pour les bovins a 1’herbe et entre 0,3 et 19,7 %
pour les troupeaux destinés a 1’engraissement (Hussein et Bollinger, 2005). Concernant les
bovins laitiers, ces taux vont de 0.2 a 16.1% pour les bovins et de 0,4 a 48,8% pour les veaux

(Hussein et Sakuma, 2005b).

Les variations observées pour les taux de prévalence sont principalement liées a 1’impact
des facteurs environnementaux et/ou aux pratiques d’élevages. Cependant, il apparait que le
portage en STEC peut concerner un grand nombre de bovins laitiers et/ou a viande (jusqu’a
100% au sein d’une méme exploitation). Il est beaucoup plus faible quand on ne considére
que le seul sérotype O157:H7 avec souvent moins de 5% des bovins excréteurs. En outre, ce
portage en STEC (notamment en E. coli O157:H7) est généralement intermittent, avec des
quantités excrétées au cours du temps extrémement variables. Ainsi, aux Pays-Bas, entre
septembre et novembre 1996, 10 fermes laiticres ont été visitées pour collecter des
¢chantillons fécaux de bovins (Heuvelink et al., 1998). Sept fermes présentaient des
troupeaux positifs pour le sérogroupe recherché O157, avec une proportion d’animaux
excréteurs allant de 0,8 a 22,4%. Lors d’une deuxiéme étude, des échantillons fécaux de deux
exploitations identifiées comme contaminées par O157 au cours de la premiere étude et deux
non contaminées furent de nouveau prélevés a 5 reprises sur une période de 3 mois. La
proportion de troupeaux porteurs variait alors au cours du temps de 0 a 61% dans 1’ensemble
des 4 exploitations étudiées. Cette étude a montré que I’évaluation du portage en STEC O157
d’un ¢élevage bovin ne peut pas étre obtenue lors d’une seule visite. Par ailleurs, une récente
¢tude a montré que chez des bovins naturellement contaminés, les durées d’excrétion en
STEC 0157 et en STEC 026 fluctuaient respectivement de 1 a 10 semaines, et de 1 a 3
semaines selon les animaux. Pour 10 g de féces analysés, les taux excrétés variaient de 4 a 10’
UFC pour les STEC 0157 et de 3 a 10° UFC pour les STEC 026 (Widiasih et al., 2004). Au
cours d’une autre étude, Ohya et Ito, (1999) ont contaminé des veaux avec une souche d’E.
coli O157:H7. Un veau a été désigné comme « long-term shedder » li¢é a une excrétion

persistante en E. coli O157:H7 de plus de 31 semaines, avec des taux allant de 10 a 10* UFC
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g, Par la suite, le terme de « supershedder » a été utilisé pour désigner les bovins ayant un
taux persistant d’excrétion en E. coli O157:H7 supérieur a 10" UFC g (Omisakin et al.,
2003). L’identification et la neutralisation de ces « supershedders » permettraient notamment
de réduire efficacement la prévalence du portage d’E. coli O157:H7 au sein des troupeaux.
Ceux-ci devraient étre identifiés sur la base de plusieurs campagnes de prélévements réalisées

au cours d’une méme année.

En définitive, le portage en STEC semble varier sous I’action de multiples facteurs dont
I’impact individuel est difficile a apprécier. Cependant, il est important de connaitre ces
facteurs car chacun d’eux peut constituer un levier d’action pour la maitrise du portage des

STEC en ¢élevage.

1.2. Les facteurs de variation du portage sain en STEC

1.2.1. Influence du type d’alimentation

a) Lesvaches et/ou jeunes bovins

Le régime alimentaire des bovins conditionne la multiplication ou la survie des
STEC dans leur tube digestif. 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 fourragere (Couzin, 1998;
Diez-Gonzalez et al., 1998), I’acido-résistance favorisant la survie des STEC au cours du
transit intestinal. Les études de Heuvelink et al. (1998), Jonsson et al. (2001), Rugbjerg et al.
(2003) et Synge et al. (2003) ont montré qu’une alimentation riche en concentrés (céréales,
mélasses...) et pauvre en fibres favorise 1’excrétion en STEC O157. Ceci serait dii & une
augmentation de la teneur en acides gras volatils et une diminution du pH stomacal qui
favoriserait la croissance des STEC O157 dans le c6lon et donc favoriserait leur excrétion. De
nombreuses études ont mis en évidence la tolérance des STEC, et notamment E. coli
O157:H7, a Pacidité (Glass et al., 1992; Abdul-Raouf et al., 1993; Zhao et al., 1993).
Plusieurs mécanismes de résistance a I’acidité ont été¢ mis en évidence chez E. coli O157:H7 :
un systéme oxydatif, un systéme arginine-dépendant et un systéme glutamate-dépendant (Lin
et al., 1996; Choi et al., 2000; Price et al., 2000). Des études ont montré que la résistance aux
conditions acides, mais également a la chaleur et a la salinité, dépendrait entre autres du
régulateur général de réponse au stress codé par le géne rpoS (Cheville et al., 1996; Price et

al., 2000).
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Cependant, il n’existe pas de consensus concernant I’impact du régime alimentaire sur le
niveau et la durée d’excrétion en STEC chez les bovins, et quelques études indiquent des
résultats contradictoires. Ainsi, certains auteurs ont montré que des bovins nourris avec du
fourrage excrétent plus longtemps la bactérie que ceux ayant recus une alimentation a base de
concentrés (Hovde et al., 1999; Van Baale et al., 2004). D’autres ont pointé le passage
instantané d’un régime a base de concentrés a celui a base de fourrage comme une méthode
efficace pour réduire (d’un facteur 1000) les populations d’E. coli excrétées dans les féces des
bovins (Diez-Gonzalez et al., 1998). Ainsi, des ¢tudes complémentaires sont nécessaires afin
d’identifier les mécanismes par lesquels les régimes a base de fibres influent sur 1’écologie

des microorganismes présents dans le tractus digestif des bovins.

b) Les veaux au sevrage

Le sevrage des veaux est une étape critique sur le portage en STEC. Le risque
d’infection serait significativement plus élevé parmi les veaux sevrés que les non
sevrés (respectivement 12,4% contre 2,2%) (Rugbjerg et al., 2003). Ces résultats sont
similaires aux travaux précédemment effectués par Zhao et al. (1995), Garber et al. (1995) et
Cobbold et Desmarchelier (2000). En Australie, les veaux au sevrage ont méme été décrits
comme étant les principaux réservoirs en STEC dans les exploitations laitieres (Cobbold et
Desmarchelier, 2000). L’explication la plus probable serait le changement du type
d’alimentation qui entrainerait des modifications de la composition de la microflore

intestinale, diminuant ainsi 1’effet barrie¢re vis-a-vis de la colonisation par des souches STEC.

1.2.2. Les saisons

Selon Besser et al. (1997), Hancock et al. (1997) et Garber et al. (1999), le
pourcentage d’animaux porteurs de STEC O157:H7 serait plus important en été qu’en hiver et
qu’au printemps. D’une maniére générale, I’excrétion chez les animaux est transitoire et
voisine d’un mois. D’autres auteurs ont observé de la méme facon un pic d’excrétion en été et
I’ont expliqué par un changement de régime alimentaire des animaux mis en pature combiné a
une forte contamination des champs par les féces des bovins favorisant ainsi la contamination
et/ou la recontamination des animaux (Heuvelink et al., 1998). De plus, les conditions
climatiques en été sont favorables a la survie et a la croissance des STEC O157 dans
I’environnement. Méme si la quantité d’animaux excréteurs en STEC serait plus importante

en été, la durée de ce portage serait plus longue en hiver. Une étude menée entre 1995 et 1996

-53 -



tel-00200118, version 1 - 20 Dec 2007

dans 4 élevages laitiers du Wisconsin (Etats-Unis) a permis le suivi de I’excrétion des souches
d’E. coli O157:H7 chez des bovins (Shere et al., 1998). Chez un méme animal excréteur, elle
pouvait durer pendant 4 mois I’hiver et seulement 1 mois 1’été. La quantité d’E. coli O157:H7

dans les féces variait entre 2x 10% et 8,7x 10 UFC g de matiére fécale.

1.2.3. L’age des bovins

De multiples travaux ont montré une association significative entre 1’age des animaux
et leur portage en STEC. Wilson et al. (1998) ont montré que les veaux avaient un taux
d’excrétion en STEC supérieur a celui des vaches. Comme indiqué précédemment, ce sont les
veaux qui sont a 1’age du sevrage (entre 1 et 6 mois) qui présentent une excrétion élevée en
STEC (Heuvelink et al., 1998; Nielsen et al., 2002; Wilson et al., 2002; Rugbjerg et al.,
2003).

De plus, Cobbold et Desmarchelier (2000) ont mis en évidence que des jeunes veaux de
48-72 h d’age peuvent excréter des STEC. Ceci supposerait une exposition accrue des veaux
aux STEC, a la naissance. Ainsi, la question est de savoir si une transmission verticale d’une
meére porteuse a son veau est possible. Précédemment, Garber et al. (1995) ont observé que
les veaux qui descendent d’une mére porteuse en E. coli O157:H7 ont deux fois plus de

chance d’excréter cette bactérie.

En outre, Wilson et al. (2002) ont montré que les veaux de plus de deux semaines
présentent un portage supérieur par rapport aux veaux de moins de deux semaines.
L’hypothese avancée est que le colostrum consommé les jours suivant la naissance serait riche
en immunoglobulines et permettrait une immunisation temporaire des veaux contre les STEC

(Nielsen et al., 2002; Rugbjerg et al., 2003).

1.2.4. Les conditions d’alimentation et d’abreuvement des animaux

Les aliments et 1’eau de boisson des animaux sont souvent a I’origine de 1’introduction
réguliere de bactéries dans les cheptels (Hancock et al., 2001). C’est au cours de
I’alimentation et de 1’abreuvement des animaux qu’ont lieu le plus souvent la contamination
et la recontamination des animaux par les STEC (Kuhnert et al., 2005). La salive serait a ce

titre un vecteur non négligeable de contamination (Cobbold et Desmarchelier, 2002).

L’importance du portage fécal serait corrélée positivement a I’utilisation de seaux

communs pour 1’alimentation des bovins. Pour les jeunes veaux, 1’utilisation de biberons de
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lait ayant des tétines a titre individuel ou une alimentation via la mamelle de leur mére serait

préférable a des abreuvoirs de lait collectifs (Wilson et al., 1998; Wilson et al., 2002).

Les abreuvoirs d’eau destinée au bétail sont une source potentielle de contamination et de
re-contamination des animaux (Faith et al., 1996; Hancock et al., 1998b; Shere et al., 1998;
Van Donkersgoed et al., 2001). La survie d’E. coli O157 :H7 dans les biofilms formés dans
les abreuvoirs peut atteindre 245 jours (Hancock et al., 2001; LeJeune et al., 2001a).

Afin de limiter la contamination des animaux via les abreuvoirs, un acceés individuel a
I’eau serait préférable. Ainsi I'utilisation de tétine individuelle permettrait de diminuer le
risque de transmission (Rugbjerg et al., 2003). Enfin, la surchloration de 1’eau pourrait induire

une réduction du taux de contamination en STEC chez les bovins (Garber et al., 1999).

1.2.5. Les conditions de logement des bovins

Les conditions d’hébergement jouent un rdle prépondérant dans I’importance de la
prévalence du portage fécal en STEC des troupeaux de bovins. Ainsi, Garber et al. (1995),
Synge et al. (2003) et Cobbold et Dermaschlier (2002) ont constaté une augmentation du
risque de contamination lorsque les animaux sont groupés au sein d’un méme enclos. De
mauvaises conditions de logement telles que 1’accumulation de fumier ou un sol humide dans
les étables (Smith et al., 2001), ainsi que le nettoyage des aires de stabulation des animaux par
I’utilisation de jet d’eau et non par raclage a sec (Garber et al., 1999) seraient associés a une
excrétion accrue en STEC.

Par ailleurs, une étude menée en Suéde dans un élevage bovin laitier a montré que chez les
veaux porteurs et excréteurs d’E. coli O157:H7 au printemps, seuls ceux gardés a 1’étable
pendant 1’été excrétent encore la bactérie alors que ceux mis au pré n’en excrétent plus
(Jonsson et al., 2001). 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 des STEC entre animaux a ¢té suggérée. D’apreés Cobbold et Desmarchelier
(2002), les sources de contamination les plus probables seraient la peau des bovins ainsi que

les sols souillés.

1.2.6. Le stress des bovins

Le stress que subissent les animaux peut modifier 1’écosystéme intestinal. Ainsi,

certains auteurs ont montré¢ que de mauvaises conditions de logement, une carence nutritive
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ou un stress lié au transport entrainent une augmentation de I’excrétion en STEC (Cray et al.,

1998).

1.2.7. L’introduction d’un animal extérieur au troupeau

L’apport d’animaux nouveaux au sein d’un troupeau augmenterait le portage fécal
global des veaux ou des vaches de ce troupeau, probablement lié a une inter-contamination
horizontale (Wilson et al., 1998; Wilson et al., 2002). Cette transmission horizontale implique
par conséquent que la bactérie survive lorsqu’elle est excretée dans la maticre fécale des

bovins et dans I’environnement immédiat du troupeau.

1.3. Survie et croissance des STEC dans les feces

L’activité microbienne dans les féces de bovins ainsi que dans les effluents qui en dérivent
(fumier et lisier) est régie par de nombreux paramétres : (i) les caractéristiques physico-
chimiques de I’effluent telles que le pH ou le taux d’humidité; (ii) la composition de
I’effluent (pourcentage en fibres par exemple) ; (iii) I’importance des activités biologiques
(antagonisme, compétition ou prédation), (iv) les facteurs climatiques avec entre autres les
fluctuations de températures, les radiations solaires (UV) ou les événements de pluies ; (V)
I’addition réguliere de matieres premicres qui permet un renouvellement des éléments nutritifs
et des populations microbiennes. Tous ces facteurs n’ont pas fait 1’objet d’études
approfondies, seul I’impact de quelques uns sur la survie des STEC dans les effluents
d’¢levages a été investigué.

Ainsi, Duffy (2003) a décrit que la survie d’E. coli O157:H7 dans des féces de bovins est
comprise entre 49 et 126 jours selon les conditions expérimentales. Une seule étude a décrit la
persistance de STEC non O157 i.e. O26:H11 et O111:H", qui sont capables de survivre
respectivement durant 16 et 10 semaines dans des féces incubés a une température de 15°C
(Fukushima et al., 1999). Récemment, la survie d’E. coli O157:H7 a été investiguée dans des
feces de bovins directement inoculés en laboratoire ou apres passage de la souche a travers le
tractus digestif du bovin (Scott et al., 2006). Les auteurs ont démontré que 1’agent zoonotique
est capable de survivre pendant plus de 97 jours dans la matiere fécale, quelque soit la
méthode d’inoculation employée.

Par ailleurs, le régime alimentaire des bovins semblerait avoir une influence sur la survie

des STEC dans la mati¢re fécale excrétée dans 1’environnement. Wells et al. (2005) ont
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montré qu’une forte teneur en acides phénoliques, composés communs aux fourrages,
diminue significativement le taux de cellules viables d’E. coli O157:H7 dans les feces de
bovins. D’autres auteurs ont inoculé des feces de bovins nourris avec du mais ou de 1’orge
avec une souche d’E. coli O157:H7. Les féces ont ensuite ¢été incubés a 3 températures
différentes : -10°C, 4°C et 22°C (Bach et al., 2005). A -10°C, E. coli O157:H7 a été détecté
pendant 35 jours dans les féces des bovins nourris avec du mais contre 49 jours dans les féces
des bovins alimentés avec de ’orge. Cette différence est principalement associée a la forte
teneur en acides gras volatiles combinée a un pH < 6,5 dans les féces des bovins nourris avec
du mais. A 4°C, E. coli O157:H7 est capable de survivre pendant au moins 56 jours quelque
soit le traitement subi. Enfin a 22°C, E. coli O157:H7 est capable de survivre plus longtemps
qu’aux deux autres températures, probablement du fait d’une diminution de la teneur en
acides gras volatiles plus prononcée a cette température. Dans des conditions expérimentales
bien différentes, Wang et al. (1996) ont décrit qu’E. coli O157:H7 survit mieux dans des féces
stockés a 5°C qu’a 22°C ou 37°C (70, 56 et 49 jours respectivement). Ces auteurs soulignent
I’influence de 1’ay, (activité de I’eau) sur la survie des bactéries, en effet pour des températures
de +22°C ou +37°C, I’a,, des feéces 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.

En bref, les STEC ont la capacité¢ de survivre durant de longues périodes dans les feces
des bovins. Les déjections des animaux émises dans les exploitations sont récupérées sous
forme de lisier ou de fumier. Ainsi, il est important de définir la survie des STEC dans ces

effluents.

2. Dans le lisier et le fumier d’origine bovine

Le lisier est un mélange de déjections animales solides et liquides avec quelques déchets
de litiere (ou sans litiére), et sa teneur en matiere seche varie de 10 a 20%. Le fumier est quant
a lui défini par un mélange de déjections animales solides et liquides avec de la litiere. Ce
mélange contient plus de 20 % de matiére seche (Conseil des appellations agroalimentaires du
Québec, 2004). Dans cette partie, seules les données concernant la survie des STEC dans les
effluents n’ayant subi aucun traitement spécifique ont été rapportées. Les traitements des
effluents ainsi que le devenir des STEC au cours de ces procédés seront détaillés dans la 4°™

partie de ce manuscrit.
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2.1 Prévalence des STEC dans le lisier et le fumier de bovins

Peu de données sont disponibles dans la littérature concernant la prévalence des STEC
dans les effluents d’¢levages bovins. En France, lors d’une étude visant a établir la prévalence
des STEC dans différents types de déchets organiques, 10% (3/30) des échantillons de lisier
ainsi que 11% (5/45) des échantillons de fumier testés étaient positifs pour les genes Stx apres
enrichissement (Vernozy-Rozand et al., 2002). Aux Pays-Bas, Franz et al. (2007) ont obtenu
des taux de prévalence beaucoup plus élevés aprés échantillonnage de fumier dans 25
exploitations laiticres. Ils s’¢levaient a 52% pour le géne rfbE (géne spécifique d’E. coli
0157), 67% pour le géne stx1 et 70 % pour le géne stx2. En comparaison, un taux plus faible
a été obtenu en Suéde pour le sérogroupe O157, puisque sur 125 fermes laitiéres visitées,
seulement 16 possédaient du fumier contaminé par une souche STEC O157. Dans environ 8
% des cas, un isolat STEC O157 a pu étre retrouvé (Eriksson et al., 2005). De plus, lors d’une
¢tude réalisée entre 2000 et 2002 en Angleterre, E. coli O157:H7 a ét¢ détecté dans 13,2 %
des effluents bovins (non traités) testés, & un taux moyen de 1,2x10° UFC g (Hutchison et

al., 2005).

2.2 Survie des STEC dans le lisier et le fumier de bovins

Aucune donnée n’est actuellement disponible concernant la survie des STEC non-O157
dans le lisier et le fumier de bovins. Les données présentées ci-dessous concernent

uniquement E. coli O157:H7.

2.2.1. Dans le lisier

E. coli O157:H7 est capable de survivre pendant un laps de temps important dans du
lisier bovin. En conditions de laboratoire, McGee et al. (2001) ont montré qu’E. coli O157:H7
peut survivre durant au moins 12 semaines dans du lisier incubé a 10°C. De méme, Nicholson
et al. (2005) ont montré qu’E. coli O157:H7 persiste pendant plus de 3 mois dans du lisier
bovin inoculé a un taux de 5,2 log UFC ml™ et stocké & une température inférieure a 20°C.
Comme dans les feces, les basses températures favorisent la survie d’E. coli O157:H7 dans le
lisier. En effet, Kudva et al. (1998) ont montré que le nombre de cellules viables d’E. coli
0157:H7 diminue de 10’ UFC ml" a des taux non détectables en 5 jours dans du lisier bovin
incubé a 23°C contre 28 jours dans du lisier incubé a 4 ou -20°C. Dans des conditions
environnementales, Hutchison et al. (2005) ont montré au contraire que le déclin d’E. coli

O157:H7 dans différents types de lisiers bovins est similaire quelque soit la saison de
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stockage (D-values de 21,6 en hiver contre 24,9 jours en été) et le taux d’humidité des lisiers
testés. Par ailleurs, la composition chimique globale du lisier semble influencer
significativement la survie des bactéries (Avery et al., 2005). Ces travaux n’ont cependant pas
permis de cibler un élément chimique en particulier du fait de la grande disparité des lisiers
utilisés. Ainsi, aprés 64 jours de stockage a 10°C, E. coli O157:H7 inoculé a 10" UFC cm™

était encore détecté dans la plupart des lisiers testés a des taux de 10> UFC cm™.

2.2.2. Dans le fumier

La encore, E. coli O157:H7 montre une grande capacité a survivre dans ce type
d’effluent. Ainsi, il peut se multiplier dans du fumier humide de bovin maintenu a 37°C :
aprés inoculation & un niveau de 7,84 + 0,1 log;o UFC g, la quantité de bactéries dénombrées
aprés 3 jours est de 6,52 + 0,32 UFC g, et de 8,25 + 0,05 log;o UFC g aprés 5 jours
(Delazari et al., 1998). A des échelles de temps plus importantes, la bactérie est
progressivement inhibée au cours du temps. Ainsi, il a été montré que des cellules d’E. coli
O157:H7 sont capables de survivre pendant plus d’un an dans du fumier d’ovins exposé a des
conditions environnementales (Kudva et al., 1998). Contrairement aux lisiers et aux féces, E.
coli O157:H7 survivrait plus longtemps dans du fumier incubé a température ambiante. Une
¢tude réalisée dans des conditions de laboratoire a permis d’évaluer le temps de réduction
décimale pour une population d’E. coli O157:H7 inoculée dans du fumier bovin maintenu a
différentes températures (Himathongkham et al., 1999). A 4°C, le temps de réduction
décimale est évalué a 9 jours en surface et a 18,5 jours en profondeur. A 20°C, les valeurs
sont respectivement de 21,6 jours et 13,5 jours ; a 37°C, elles sont de 8,9 jours et 3,58 jours.
Cependant les conditions de laboratoire sont assez ¢loignées des conditions in situ,
notamment pour le fumier ou I’élévation de température consécutive a la dégradation aérobie
de la maticre organique joue un rdle important dans 1’inactivation des bactéries pathogenes.

Ce procédé ne pouvant se faire que dans des tas de fumier de volume raisonnable.

La prédation par les protozoaires joue un rdle important dans la régulation des populations
bactériennes présentes dans le fumier. En grand nombre, ils constituent de véritables
réservoirs pour les bactéries pathogénes, notamment pour E. coli O157:H7. En effet, une
¢tude a montré que cet agent zoonotique est capable de survivre durant une période

conséquente apres avoir été ingéré par des protozoaires (Barker et al., 1999).

La composition du fumier semble affecter la survie d’E. coli O157:H7. Dans du fumier de

bovins ayant recu un régime a base d’ensilage d’herbe, la bactérie a été détectée pendant plus
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de 133 jours contre 84 jours dans du fumier de bovins nourris avec de la paille (Franz et al.,
2005). Dans cette étude, le déclin du pathogene est positivement corrélé avec des pH élevés

(P=0,003) ainsi qu’avec I’importante quantité du contenu en fibres (P=0,017).

En conclusion, les STEC, et en particulier E. coli O157:H7, possédent une importante
capacit¢ a survivre dans les effluents. Ceci est un pré-requis indispensable a leur
dissémination dans I’environnement immédiat de la ferme. Plusieurs études ont apprécié le
degré de contamination en STEC des exploitations laitiéres et ont observé la survie de ces

microorganismes sur de nombreux supports rencontrés dans les exploitations.

3. Dissémination et survie des STEC au sein des exploitations bovines

3.1. Prévalence et diversité des supports contaminés par les STEC

En France, aucune donnée n’est a I’heure actuelle disponible sur ce point. Aux Etats-Unis
(Rahn et al., 1997) et en Australie (Cobbold et Desmarchelier, 2000), 14,1% et 4,1% des
supports échantillonnés au sein des exploitations étaient respectivement contaminés par des
STEC. Récemment, le sérotype O157:H7 a été isolé dans 9 des 594 (1,5%) échantillons
environnementaux prélevés dans une méme exploitation laitiére (Schouten et al., 2005).

De nombreux supports sont colonisés par les STEC dans une méme exploitation (Cobbold
et Desmarchelier, 2000). Wilson et al. (1992) ont montré que le niveau de contamination de
I’environnement de la ferme serait corrélé positivement a la prévalence de la contamination en
STEC du troupeau. Ainsi, plus le portage fécal en STEC serait quantitativement important,
plus la contamination environnementale des exploitations serait elle-méme importante. La
dissémination des STEC dans I’environnement de la ferme peut impliquer un contact direct
entre les animaux et suggere fortement I’intervention de différents substrats dans la
contamination des animaux. Les abreuvoirs constituent des sources majeures de
contamination et de re-contamination des bovins, notamment par la salive qui jouerait le role
de vecteur de contamination (Faith et al., 1996; Hancock et al., 1998b; Shere et al., 1998; Van
Donkersgoed et al., 2001; Cobbold et Desmarchelier, 2002). D’autres, ont mis en évidence
différentes sources de contamination tels le cuir des bovins, les aires de couchage des
animaux ou encore les bacs d’alimentation collectifs (Shere et al., 1998; Wilson et al., 1998;
Cobbold et Desmarchelier, 2002; Wilson et al., 2002; Das et al., 2005; Doane et al., 2007).
Les autres circulations des souches entre les diverses matrices étudiées s’expliqueraient

essentiellement par des pratiques d’hygiéne défectueuses au sein des exploitations.
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3.2. Survie des STEC dans I’environnement de la ferme

Les données présentées ci-dessous concernent uniquement E. coli O157:H7. Elles
montrent notamment que la bactérie est capable de persister plusieurs semaines voire
plusieurs mois dans I’environnement de la ferme, notamment dans de I’ensilage et dans les
sédiments d’abreuvoirs.

Ainsi dans de la liticre a base de pailles de cedre incubée a une température ambiante de
25°C, E. coli O157:H7 prélalablement inoculé a 10°-10” UFC g™ serait capable de survivre
pendant 35 jours. Dans les mémes conditions, il persisterait pendant 60 jours dans de
I’ensilage d’herbe (Davis et al., 2005). Des travaux précédents ont suggeré que la
contamination de I’herbe par des féces d’animaux couplée a de mauvaises conditions
d’ensilage, favorise la persistance d’E. coli O157. Ainsi, une étude réalisée sur des ensilages
artificiellement contaminés a un niveau de 10° UFC g a permis de mettre en avant la capacité
d’E. coli O157 a croitre lorsque de mauvaises conditions de stockage sont utilisées (humidité
importante par exemple) (Fenlon et 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 cellules d’E.coli 0157 est pass¢ de 10° a 10’ UFC g'. Cette tendance a
I’augmentation du nombre de pathogenes s’inverse légeérement au fur et & mesure que le pH

s’abaisse.

En outre, sur de I’ensilage d’herbe contaminé par E. coli O157 (contamination artificielle
a environ 3x 10° UFC g!), et dans des conditions permettant une dégradation aérobie, a 20°C,
E. coli 0157 peut se multiplier jusqu’a des valeurs de I’ordre de 10° UFC g (Fenlon et al.,
2000). Une autre ¢tude montre que le lactate produit par deux souches bactériennes,
appartenant aux espéces Pediococcus pentosaceus et Propionibacterium jenzenii,
provoquerait une diminution du pH durant ’ensilage, ce qui accélérerait 1’élimination
d’E. coli O157:H7 (Bach et al., 2002). Dans les conditions testées, E. coli O157:H7 n’est plus
détectable apres 7 jours. Dans des conditions identiques mais en absence de ces souches

productrices de lactate, E. coli O157:H7 a été détecté jusqu’a une période de 15 jours.

Finalement, des essais ont été réalisés pour mimer la survie d’E. coli O157 dans les
sédiments d’un réservoir d’eau pour animaux (Hancock et al., 2001; LeJeune 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. Une autre étude évoque la possibilité de prolifération
bactérienne dans les sédiments des abreuvoirs (LeJeune et al., 2001b) a une température de

20°C.
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Des ¢études plus approfondies visant & comprendre pourquoi tel ou tel substrat favorise la
survie des STEC devraient étre conduites. Certaines structures permettraient une protection
physique des STEC vis-a-vis des microorganismes antagonistes ou de tout stress
environnemental. Il est probable que la présence d’une flore indigéne influence favorablement
ou négativement la survie des STEC sur certains substrats. Enfin, I’apport régulier d’éléments
nutritifs (via les matiéres fécales) aux cellules bactériennes joue un réle important dans le

maintien des populations de STEC.

Les STEC semblent pouvoir survivre pendant plusieurs semaines voire plusieurs mois
dans I’environnement de la ferme, mais quel est leur devenir dans les sols, les végétaux et

I’eau ? Cette question est débattue dans la partie suivante.

Points clés a retenir

v Les études réalisées chez les bovins montrent un portage en STEC élevé. Au
sein d’une méme exploitation jusqu’a 100% des bovins peuvent étre porteurs
sains. Les veaux constituent un réservoir important de la bactérie (notamment
au cours du sevrage). L’identification des « supershedders» permettrait de
maitriser le risque STEC au sein des élevages.

v' E. coli O157:H7 survie pendant plusieurs semaines voire plusieurs mois dans
les effluents d’élevages bovins.

v' Aucune donnée n’est disponible concernant la survie des STEC non-O157
dans le lisier et le fumier de bovins.

v' L’environnement de la ferme représente un important réservoir de souches
STEC. Aucune donnée n’est actuellement disponible concernant la prévalence
et la dissémination des STEC dans les exploitations bovines laitiéres en
France.
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TROISIEME PARTIE : SURVIE ET TRANSFERT DES STEC
DANS LES COMPARTIMENTS ENVIRONNEMENTAUX : LE
SOL, ’EAU ET LES VEGETAUX

La contamination fécale est la principale source de contamination de I’environnement
principalement par le biais des déjections des ruminants. Les animaux domestiques ainsi que
la faune sauvage tels les pigeons (Morabito et al., 2001), les lapins (Scaife et al., 2006) ou les
cerfs (Asakura et al., 1998) constituent également d’importants réservoirs de ces bactéries
(Beutin, 2006).

De plus, la longue survie des STEC dans les féces des bovins, laquelle peut atteindre 18
semaines a 15°C (Fukushima et al., 1999), contribue au risque de dissémination du pathogéne
dans D’environnement, notamment a travers 1’¢épandage des fumiers ou des lisiers.
Actuellement, cette procédure est devenue une pratique courante dans la plupart des
exploitations. Plus qu’un moyen d’entreposage des déchets organiques associés aux

troupeaux, cela permet de fertiliser les sols destinés aux cultures maraicheres (Pell, 1997).

Cette partie a donc pour objectif de définir en détail les facteurs clés de la survie des
STEC dans les sols, I’eau et les végétaux. Un accent particulier sera également mis sur la
dynamique de transfert des STEC dans et entre ces différents compartiments. Encore une fois,
outre le peu de données disponibles, la plupart des études existantes ne portent que sur E. coli

OI157:H7.

1. Survie des STEC dans I’environnement

1.1 Survie des STEC dans le sol

Les sols, constitués d'un mélange de sables minéraux inertes (silicates, carbonates, etc.),
de limons, de particules colloidales inorganiques (argiles) ou organiques (humus, fragments
végétaux ou animaux en décomposition), forment un milieu extrémement favorable au
développement des microorganismes.

Durant ces dix dernic€res années, de nombreux travaux de recherche ont permis d’enrichir
la littérature concernant 1’écologie des STEC et plus particuliérement d’E. coli O157:H7 dans
le sol. Il apparait que cet agent zoonotique est capable de persister dans cet écosystéme
pendant plusieurs mois. Les principales données disponibles, concernant la survie d’E. coli

O157:H7 dans du sol modifié¢ ou non par ajout de mati€re organique, ont été répertoriées dans
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le Tableau 5. Elles différent considérablement selon les conditions expérimentales, allant de
25 a plus de 231 jours. Ces données correlent positivement avec celles obtenues pour des E.
coli commensaux qui sont capables de survivre dans des sols argileux/limoneux (AL) et
limoneux (L) exposés a des cycles de températures de 22°C pendant 10h et de 9°C pendant 14
h (Lau et Ingham, 2001). Ces auteurs ont ainsi montré que juste apres I’inoculation (1 jour),
les bactéries se multiplient de 1 a 2 logjy UFC g' puis leurs nombres diminuent
respectivement de 1 et 2 logiy UFC g dans les sols AL et L durant les 12 semaines

d’expérimentation.

Tableau 5 : Survie d’E. coli O157:H7 dans différents types de sols fertilisés ou non par

des déjections animales.

Type et/ou texture | Inoculum Apport de Survie Références
du sol (UFC g'l) déjections STEC
animales (jours)
Argileux 5 (Fenlon et al.,
10 - 175 2000)
. . 34 (Nicholson et al.,
Argileux/limoneux 10°-10 + 31 2005)
. i 2 (Ogden et al.,
Limoneux-sableux <10 + 105 2002)
. 6 (Islam et al.,
Sableux-limoneux 10 + >213 2004b)
Sableux 5 (Fenlon et al.,
10 ) >6 2000)
3 1 (Nicholson et al.,
Sableux 10°-10 + 31 2005)

Sol (texture non définie) 108 - > 130 (Maule 2000)
Sol de prairie (texture 8 (Bolton et al.,
non définie) 10 i 99 1999)

Sol drfolzlrzlérgn(igxmre 107 + 231 (Jiang et al., 2002)
Sol en jachére (limoneux, 10° ) 25441 (Gagliardi et Karns
argileux ou sableux) 2002)
Sol cultivé avec du seigle .
(limoneux, argileux ou 10° - 92496 (Gagh;r(()i(l)ze)t Kamns
sableux)
Sol cultivé (texture non 3 1 (Mukherjee et al.,
définic) 10710 * 69 2006)
5 (Fenlon et al.,
Terreau 10 - 175 2000)
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En général, les populations bactériennes allochtones dans les sols sont affectées par de
multiples facteurs dont :

v les propriétés édaphiques du sol, notamment : teneur du sol en eau et en oxygéne, en
argiles et sables (texture), taux de matiere organique, pH ;

v’ les facteurs climatiques, notamment : humidité de D’air, température, radiations
solaires, pluies ;

v les interactions biotiques, notamment: la compétition, 1’antagonisme et la
prédation.

La plupart de ces paramétres vont étre repris et détaillés ci-dessous.

1.2 Facteurs affectant la survie des STEC dans le sol

1.2.1. La texture et la structure du sol

Un sol est d’abord caractérisé par sa texture et sa structure. La texture d’un sol est la
résultante du mélange argile, sable, limon, dont les pourcentages varient d’un sol a I’autre. La
structure correspond quant a elle a la fagon dont les minéraux sont agencés. On distingue
notamment la structure fragmentaire, particulaire et compacte. Ces deux paramétres vont
fortement conditionner les propriétés physiques et chimiques d’un sol (notamment celles liées
a I’eau) et par la méme influencer la biocénose qu’il abrite. Ainsi, le taux d’humidité d’un sol
tout comme la disponibilité des éléments nutritifs dépendent fortement de la texture du sol,
plus particulierement de la distribution et de la taille des particules, mais également du taux de
matiere organique (Jamieson et al., 2002). En effet, des niveaux élevés de matiére organique
et/ou d’argile augmentent la rétention des ¢léments nutritifs et des particules d’eau au niveau
des microagrégats du sol (Figure 10), et favorise par la méme 1’adhérence et la survie des
microorganismes en leur sein. Berry et Miller (2005) ont démontré que I’apport de fumier
modulerait la quantité d’eau libre disponible pour la croissance d’E. coli O157:H7. A un taux
d’humidité de 0,43 g H,O g' dans du sol mélangé a 25% de fumier, les populations
bactériennes augmentent de 2 log;o UFC g en 3 jours alors qu’en présence d’un taux de
fumier de 75%, les populations restent stables pendant toute la durée de I’expérimentation (14
jours).

De plus, la matiére organique et tout autre agent stabilisant permettent de maintenir la
structure d’un sol, notamment la porosité et I’arrangement des particules de sable, de limon et
d’argile. Dans les sols présentant une bonne circulation de I’air, de I’eau et des nutriments a

travers ces pores, la disponibilit¢ de ces €¢léments pour les microorganismes est favorisée
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(Acton et Gregorich, 1995). A I’inverse les sols de type sableux sont généralement composés
de particules non cohésives qui retiennent trés peu la matiére organique et sont par conséquent
défavorables a la survie des microorganismes. Nicholson et al. (2005) et Fenlon et al. (2000)
ont montré que la survie d’E. coli O157:H7 est inférieure dans un sol sableux par rapport a
des sols argileux ou limoneux. Dans des conditions environnementales, E. coli O157:H7 est
capable de survivre pendant 4 mois dans des sols argileux et limoneux contre seulement 8

semaines dans un sol sableux (Fenlon et al., 2000).

Bactérie

1pm
—

Débris végétaux

Argiles + acides humiques +
exopolysaccharides bactériens

Figure 10 : Détails d’un microagrégat de sol.

1.2.2. Les propriétés physico-chimiques du sol

a) Le taux d’humidité

De nombreux chercheurs ont suggéré que le principal facteur affectant la
survie des entérobactéries dans le sol est le taux d’humidité (Crane et al., 1981; Entry et al.,
2000). Tate (1978) a montré que la survie des populations d’E. coli est plus ¢levée dans du sol
régulierement inondé. Cependant, bien qu’un faible taux d’humidité du sol soit probablement
un facteur limitant du développement des STEC, il ne semble pas I’étre pour leur survie.
Berry et Miller (2005) ont testé I’'impact de différentes teneurs en eau d’un sol incubé a 19°C
sur la survie d’E. coli O157:H7. Jusqu’a une valeur seuil de 0,25 g H,O g, aucune différence
significative n’a été observée entre les cinétiques de survie. Lors d’une autre étude, E. coli
O157:H7 était encore détecté dans du sol fertilisé¢ avec du fumier méme a des teneurs en eau
inférieurs a 1% (Jiang et al., 2002). Par ailleurs, I'eau, méme dans des sols apparemment secs,
peut-étre présente en quantité suffisante, pour les microorganismes. En effet, une partie de
I'eau, généralement non disponible pour les plantes, est adsorbée en un film fortement

adhérent a la surface des particules du sol, permettant 1’établissement des microorganismes.
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b) LepH

Peu d’études se sont penchées sur 1’effet du pH du sol sur la survie des STEC.
Jiang et al. (2002) suggérent que des valeurs basiques de pH (autour de 8 unités) semblent
favoriser la survie d’E. coli O157:H7. De méme, Sjogren (1994) a montré qu’E. coli survit
mieux dans des sols présentant des valeurs de pH neutre ou basique que dans des sols acides

présentant des textures et des taux de matiéres organiques identiques.

1.2.3. L’apport d’éléments nutritifs

Les populations de STEC dans le sol vont étre dans la plupart des cas affectées par le
type et la quantité¢ d’effluents amendés sur le sol. Cependant, I’apport de fumier ne va pas
systématiquement favoriser la survie des entérobactéries, notamment dans le cas d’un sol
riche en éléments nutritifs. Gagliardi et Karns (2002) ont montré que 1’ajout de fumier sur un
sol en jachére n’a aucun effet significatif sur la survie d’E. coli O157:H7, que ce soit dans un
sol argileux, limoneux ou sableux, en particulier du fait de leurs teneurs ¢élevées en éléments
nutritifs. De plus, 1’application intensive de fumier au sol résulte généralement en une forte
inactivation d’E. coli O157:H7, étroitement liée a I’augmentation des flores prédatrice,
compétitive et/ou antagoniste (Jiang et al., 2002). Peu de travaux ont été réalisés afin de
définir la survie des STEC dans un méme sol traité avec différents types d’effluents. Islam et
al. (2004a) n’ont décrit qu’une légere différence entre les taux de survie d’E. coli O157:H7
obtenus dans un sol fertilis¢ avec différents types de compost (i.e. compost issu de bovins
laitiers, compost stabilisé par traitement chimique alcalin ou compost de volailles). Au
contraire, Williams et al. (2007b) ont montré que la survie d’E. coli O157:H7 est supérieure
dans du sol fertilisé avec du contenu d’estomac que dans ceux traités avec du lisier bovin,

bien que cette différence s’annulait au cours du temps.

1.2.4. Les conditions climatiques

Les aléas climatiques tels que les fluctuations de températures et les radiations solaires

(UV) (Yaun et al., 2003) peuvent affecter négativement la survie des STEC dans le sol. De

plus, les événements de pluies (responsables de transfert des bactéries a travers les eaux de

ruissellement ou de percolation) peuvent mobiliser une importante quantité du stock bactérien
présent dans les sols.

De nombreux auteurs ont décrit un effet positif des faibles températures sur la survie d’E.

coli O157:H7 dans le sol, principalement due a un ralentissement du métabolisme cellulaire
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du pathogéne et par la méme de toutes les activités compétitives et/ou antagonistes des
bactéries indigénes du sol (Ogden et al., 2001; Gagliardi et Karns, 2002; Islam et al., 2004a).
Au contraire, Jiang et al. (2002) ont montré qu’E. coli O157:H7 inoculé dans un mélange
sol/fumure n’est plus détectable aprés 231 jours a 21°C contre seulement 77 jours a 5°C. De
méme, Mukherjee et al. (2006) ont montré que le déclin de ce sérotype est plus élevé a 4°C
qu’a température ambiante (10 contre 92 jours). Mais il est possible que d’autres facteurs que

la température aient influencé la survie du pathogeéne dans ces différentes études.
1.2.5. Les interactions microbiennes

a) La compétition et I’antagonisme

La survie des STEC dans le sol est plus ou moins controlée par des interactions
complexes de type compétitive et/ou antagoniste avec les microorganismes indigénes du sol.

La compétition peut résulter de 1’utilisation commune par plusieurs microorganismes de
substrats azotés ou carbonés. Lors d’une récente étude, le déclin d’E. coli O157:H7 était plus
faible dans un mélange sol/fumier autoclavé que dans un systéme non autoclavé (Jiang et al.,
2002). D’autres travaux ont montré que la co-inoculation d’E. coli O157:H7 et d’un
compétiteur Enterobacter asburiae au niveau des racines de plantules d’Arabidopsis thaliana
entraine une diminution significative du nombre de cellules d’E. coli O157:H7 (Cooley et al.,
2003).

L'antagonisme, interaction impliquant la synthése par 'un des microorganismes d’une
substance présentant un caractére antimicrobien, est plus rarement évoqué. Cependant, c'est
un mécanisme mis en place par de nombreuses bactéries du sol associées ou non aux plantes.
Par exemple, certaines bactéries telluriques telles que les Pseudomonas fluorescents (Keel et
al., 1992; Isnansetyo et al., 2003; Weller et al., 2007) ou les Streptomyces (Yuan et Crawford,
1995) sont capables de produire une large gamme de molécules aux propriétés antibiotiques.
Outre, la production d'antibiotiques, de nombreuses PGPR (Plant Growth Promoting
Rhizobacteria) sont de plus capables d’induire une résistance systémique chez la plante, ce
qui diminue le développement des microorganismes phyto-pathogénes (Keel et al., 1992).

Ces phénomenes d’interactions sont amplifiés dans la rhizosphere. Elle constitue la région
du sol directement influencée par les racines des plantes et les microorganismes associés.
C’est une zone riche en ¢éléments nutritifs exsudés (protéines, sucres...) par la plante par le
biais d’un processus appelé rhizodéposition. Dans cet écosystéme ou les interactions biotiques

sont nombreuses, la persistance d’E. coli O157:H7 semble cependant peu altérée. En effet,
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une étude a montré des temps de survie quasiment identiques d’E. coli O157:H7 dans un sol

nu et dans un sol rhizosphérique de mais (Williams et al., 2007b).

b) La prédation

L’importance de la prédation par les protozoaires dans le sol et leur activité de
contrdle sur les différentes populations bactériennes du sol ont été largement décrites depuis
ces derniéres décennies. Cependant, E. coli O157:H7 est capable de survivre et de se
multiplier dans différents organismes de la mésofaune du sol. Plusieurs études ont permis de
le localiser dans un protozoaire fréquemment retrouvé dans 1’environnement, Acanthamoeba
polyphaga (Barker et al., 1999) ou dans un nématode du sol, Caenorhabditis elegans
(Kenney et al., 2005; Anderson et al., 2006). Les protozoaires étant largement répandus dans
I’environnement, ils constituent par conséquent un important réservoir environnemental pour
la transmission d’E. coli O157:H7. Des études réalisées sur d’autres bactéries pathogénes ont
montré qu’apres libération des cellules par les protozoaires, elles peuvent acquérir des
propriétés de résistance aux conditions extérieures (King et al., 1998), aux agents biocides
(Barker et al., 1992) et aux antibiotiques (Barker et al., 1995), et que leurs propriétés de

virulence et d’adhésion sont stimulées (Cirillo et al., 1999).

1.3 Survie des STEC dans ’eau

Les différentes épidémies impliquant I’eau ont motivé les chercheurs a évaluer la survie

des STEC dans le milieu aquatique.

1.3.1. Dans les eaux d’abreuvoir

L’eau de boisson des animaux peut jouer un role important lors de la dissémination
horizontale du pathogéne dans les troupeaux de bovins. Hancock et al. (1998a) ont étudié la
survie d’E. coli O157:H7 dans de I’eau d’abreuvoir de plusieurs fermes aux Etats-Unis. Cette
survie est d’au moins 4 mois. D’autres études ont montré des taux de survie plus faibles.
Ainsi, dans 1’eau de boisson de bovins laitiers, la persistance du pathogéne préalablement
inoculé a 5x10° UFC ml” est de 16 jours (durée de I’étude) aux deux températures
d’incubations testées i.e. 5°C et 15°C (Rice et Johnson 2000). De méme, McGee et al. (2002)
ont montré que dans de I’eau de ferme stockée a I’extérieur, E. coli O157:H7 inoculée a 10°
UFC ml™ est capable de survivre pendant 14 jours a des températures n’excédant pas 15°C.

Récemment, Scott et al. (2006) ont montré que la survie d’E. coli O157:H7 dans de 1’eau
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d’abreuvoir est supérieure lorsque les cellules ont transité dans 1’appareil digestif des bovins,

avec des temps de survie atteignant prés de 4 mois (109 jours).

1.3.2. Dans les eaux de surface et I’eau potable

a) Dans I’eau de mer

Certaines études ont montré la présence des génes stx1 et stx2 dans I’eau de
mer (Miyagi et al., 2001), mais aucune souche n’a pu étre isolée. L’une des hypothéses
avancées fiit le passage a un état viable mais non cultivable des cellules, comme 1’ont
précédemment rapporté Kogure et Ikemoto (1997) ainsi que Wang et Doyle (1998) dans de
I’cau douce. Par ailleurs, le matériel détecté pourrait ére de I’ADN libre ou des
bactériophages portant les génes Stx.

De manicre surprenante, des taux de survie assez ¢élevés ont été obtenus dans de I’eau
présentant une forte salinité. En effet, Miyagi et al. (2001) ont montré qu’E. coli O157:H7
survit pendant au moins 15 jours dans de 1’eau de mer et qu’il peut méme se multiplier dans
un milieu contenant 5% de NaCl. Néanmoins, I’activité métabolique du pathogene diminue

avec I’augmentation de la concentration en sel du milieu (Williams et al., 2007a).

b) Dans I’eau des cours d’eau, lacs et réservoirs d’eau potable

De nombreux travaux ont mis en évidence la survie d’E. coli O157:H7 dans les
réservoirs d’eau douce. La survie de 5 souches d’E. coli O157:H7 inoculées a 10° UFC ml’'
dans des échantillons d’eau potable ou d’eau de lac entreposée a 8, 15 et 25°C a été évaluée
par Wang et Doyle, (1998). La survie du pathogene est d’autant plus longue que la
température de stockage est elle-méme plus basse confirmant les conclusions apportées par
une étude précédente de Rice et al., (1992). A 8°C, la population d’E. coli O157:H7 diminue
de 2 unités décimales apres 91 jours d’incubation alors qu’a 15 et 25°C, le pathogene ne serait
pas détecté apres 14 et 21 jours. De plus, Wang et Doyle (1998) ont observé une plus longue
survie dans de I’eau municipale filtrée et autoclavée, mettant ainsi en évidence 1’effet
inhibiteur de la microflore indigéne de 1’eau sur la survie d’E. coli O157:H7. Lors d’une
récente étude, un effet significatif de la prédation par les protozoaires sur la survie d’E. coli
O157:H7 dans de I’eau de puits a été révélé (Rebekka et Artzaa, 2002).
En outre, Lisle (1998) a montré que des cellules d’E. coli O157:H7 placées dans des
conditions de carence nutritive peuvent devenir plus résistantes a la désinfection au chlore, ce

qui pose un sérieux probléme en santé publique car une telle résistance pourrait se développer
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dans les sources d’eau potable. Lisle (1998) a évoqué également la possibilité qu’a E. coli
O157:H7 de survivre a des procédés utilisés en routine pour la purification de I’eau tels que la
coagulation, la floculation, la filtration et la désinfection. Ces résultats suggérent que la

bactérie pourrait survivre facilement dans les systémes de distribution d’eau potable.

c) Dans I’eau commercialisée en bouteille

Warburton et al. (1998) ont mis en évidence la survie prolongée d’E. coli
O157:H7 dans de I’eau embouteillée. Cette eau a ét¢ ensemencée avec 10 souches différentes
d’E. coli O157:H7 4 des niveaux de 10° et 10° UFC ml™ et entreposée a 22°C. 11 est possible
de dénombrer des cellules viables d’E. coli O157:H7 dans I’eau minérale ou I’eau de source
aprés plus de 300 jours. Les auteurs ont suppos€¢ que la survie de ce pathogeéne dans des
milieux avec trés peu d’éléments nutritifs est rendue possible par la capacité de 1’organisme a
former des biofilms sur la surface interne des bouteilles en polyéthyléne. Cette adhésion est
clairement visible lors d’observations réalisées en microscopie ¢électronique. Une fois
installées dans des biofilms, les bactéries E. coli O157:H7 seraient capables d’utiliser des
¢léments nutritifs relargués suite a la lyse des microorganismes constitutifs du biofilm. De
plus, Kerr et al. (1999) ont confirmé également la survie prolongée d’E. coli O157:H7 dans
I’eau minérale. Cette survie semble étre plus importante dans 1’eau minérale naturelle que
dans I’eau distillée désionisée et 1’eau minérale naturelle stérilisée. Lorsque I’inoculum est de
10 UFC ml™, la persistance du pathogéne a 15°C est de 70 jours pour ’eau minérale
naturelle, 49 jours pour I’eau minérale naturelle stérilisée et de 21 jours pour ’eau distillée
désionisée. Ces auteurs indiquent que la surveillance d’E. coli dans I’eau minérale naturelle
embouteillée devrait étre réalisée par les industriels compte tenu de la dose infectieuse basse

et de la survie prolongée du pathogéne dans des milieux trés pauvres en ¢léments nutritifs.

Le sol et I’eau constituent deux vecteurs potentiels de contamination des végétaux par les
STEC, déja a I’origine de nombreuses épidémies. L.’écologie des STEC sur les végétaux est

décrite dans le paragraphe ci-dessous.

1.4 Survie, adhérence et internalisation des STEC dans les végétaux

1.4.1. Survie des STEC sur les végétaux

En général, les plantes sont considérées comme un habitat hostile pour les bactéries

entériques (Brandl, 2006). Cependant, de nombreuses études effectuées en conditions de
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laboratoire ont montré une survie élevée d’E. coli O157:H7 a la surface ou dans une large
variété de fruits et 1égumes (Islam et al., 2004b; Jablasone et al., 2005; Stine et al., 2005),
mais aussi sur de nombreuses herbes aromatiques (Hsu et al., 2006). Sur les parties
comestibles des oignons et des carottes, le nombre de cellules d’E. coli O157:H7 diminue
respectivement de 2 logjo UFC g™ en 64 jours et de seulement 1,7 log;o UFC g en 84 jours
(Islam et al., 2004b). Enfin, Jablasone et al. (2005) ont inoculé des graines de divers fruits et
légumes « préts a &tre consommeés » (carottes, laitues, radis, épinards et tomates) avec une
souche d’E. coli O157:H7 & un taux de 3,3-4,7 log;o UFC g"'. Les graines ont ensuite été
placées dans un tube en verre contenant un milieu nutritif hydroponique. Le pathogéne se
multiplie dans un laps de temps trés court apres la germination des graines, pour atteindre des
concentrations de I’ordre de 5,5-6,5 logjo UFC g'. Quelque soit le type de graines utilisé, il
persiste a des valeurs de plus de 6 log;o UFC g™ durant 49 jours a la surface des plantes.

Par ailleurs, les conditions de stockage influent également sur la survie d’E. coli O157:H7
sur les végétaux. Ainsi, I'influence de la température ambiante et du taux d’humidité a été
investiguée par quelques chercheurs. Alors que la survie d’E. coli O157:H7 n’est pas
uniformément affectée par de faibles (autour de 45%) ou forts (autour de 90%) taux
d’humidité (Stine et al., 2005), deux études ont montré que I’inhibition d’E. coli O157:H7 est
supéricure a la surface de feuilles de laitues et sur des oranges incubées a des basses
températures par rapport a celles exposées a des températures ambiantes de 15-20°C (Abdul-
Raouf et al., 1993; Eblen et al., 2004).

Enfin, Jablasone et al. (2005) ont récemment isolé une souche d’Enterobacter cloacae
dans la rhizosphére de laitues, qu’ils ont co-inoculé avec E. coli O157:H7 sur les parties
foliaires de plants de laitues. En présence d’E. cloacae, le nombre de cellules d’E. coli
O157:H7 est réduit d’1 log;o UFC g par rapport au systéme témoin inoculé qu’avec E. coli
O157:H7. Récemment, une étude similaire a par ailleurs confirmé ces résultats (Cooley et al.,

2006).

1.4.2. Adhérence des STEC sur les tissus des végétaux

L’aptitude d’E. coli O157:H7 a adhérer a la surface de nombreuses plantes a été
démontrée sur une large variété de végétaux. Par exemple, Janes et al. (2005) ont observé la
présence de microcolonies d’E. coli O157:H7 sur des tissus de pommes, causant par la méme
des dommages cellulaires. Par microscopie confocale, E. coli 0157 a également été observé a

la surface des feuilles de laitues, notamment au niveau des trichomes et des stomates, a la
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surface des tiges (Figure 11) (Takeuchi et al., 2000; Wachtel et al., 2002), mais également au
niveau des racines (Cooley et al., 2006). Une autre étude a montré que le pathogéne colonise
les racines latérales et le pourtour des vaisseaux conducteurs chez A. thaliana (Figure 12)
(Cooley et al., 2003).

Récemment, Brandl (2006) a rapport¢ que de longs fimbriaec agrégatifs qui
interviendraient dans 1’attachement et 1’invasion des cellules épithéliales par E. coli O157:H7,
pourraient jouer un rdle dans le processus d’attachement du pathogéne a la surface de
plantules de radis. Toutefois, les facteurs d’adhésion aux cellules végétales n’ont pas
clairement été identifiés chez les STEC. Par ailleurs, plusieurs facteurs environnementaux
semblent favoriser 1’adhérence des cellules d’E. coli O157:H7, notamment au niveau de tissus
nécrosés des végétaux, tels qu'un fort pourcentage en oxygene (21% versus 2,7%) ou des
températures voisines de 22°C versus 4°C ou 37°C (Takeuchi et al., 2001).

Néanmoins, il a été montré qu’E. coli O157:H7 peut étre facilement détaché de la paroi
des végétaux, par des lavages des plantules dans de I’ecau (Barak et al., 2002). Cependant, ceci
ne suggere en aucun cas ’absence de risque d’infection chez ’homme. En effet, d’autres
travaux ont clairement montré que de faibles populations en E. coli O157:H7 (i.e. 10° a 10’

UFC) peuvent se multiplier durant les processus de stockage des végétaux.
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Figure 11 : Microscopie confocale des tissus de plants de laitues cultivés dans du sol
irrigué a ’aide d’eau contaminée par la souche 96A13466 d’E. coli O157:H7 (pGFPy,).
Les fleches indiquent la présence du pathogene (en vert). (A) Présence de cellules isolées
et de (B) microcolonies d’E. coli O157:H7 associées a la racine. (C) Présence de cellules
isolées d’E. coli O157:H7 adhérant aux cotylédons et (D) localisés a proximité d’un

stomate (d’apres Wachtel et al., 2002).
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Figure 12 : Colonisation de feuilles d’A. thaliana par E. coli O157:H7 marqué avec une
protéine fluorescente verte (GFP). Localisation dans certains interstices (A) et aux
pourtours des vaisseaux conducteurs (B). La colonisation des racines est visible au
niveau de P’apex (C) et au niveau des points d’émergence des racines latérales (D)

(d’apres Cooley et al., 2003).

1.4.3. Internalisation des STEC dans les végétaux

La pénétration d’E. coli O157:H7 a Dintérieur des végétaux a été observée chez
plusieurs plantes maraichéres : radis (Itoh et al., 1998), laitues (Solomon et al., 2002b),
carottes (Seo et Frank, 1999; Auty et al., 2005) jusqu’a des profondeurs supérieures a 50 um.
Takeuchi et al. (2000) ont montré que le pathogéne pénétrait a 1’intérieur des tissus via des
sites de blessure présents au niveau des tiges. Cependant, d’autres voies d’entrée sont
possibles telles que les points d’émergence des racines latérales ou les tissus endommagés des
racines, les stomates ou le systéme vasculaire de la plante (Quadt-Hallman et al., 1997). Par
ailleurs, Cooley et al. (2003) ont montré qu’E. coli O157:H7 était capable de pénétrer a

I’intérieur des racines d’Arabidopsis thaliana puis de migrer vers diverses localisations telles
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que les bourgeons ou les sépales de fleurs (Figure 13). Il semblerait qu’aucune protéine
particuliére ne soit nécessaire pour permettre la pénétration des tissus par le pathogéne. En
effet, suite a I’irrigation de plants de laitues avec de 1’eau inoculée avec une souche d’E. coli
O157:H7 et, parallelement, avec de 1’eau contenant des FluoSpheres (particules inertes
fluorescentes), un nombre similaire de cellules bactériennes et de FluoSpheres a été observé a
I’intérieur des racines (Solomon et Matthews, 2005). Par conséquent, I’entrée du pathogéne
dans la laitue serait plutdt assimilée a un événement passif, indépendant de la bactérie, et
dépendant plus particulierement de la plante.

L’internalisation du pathogéne dans les tissus, le rend inaccessible aux agents hygiénisants
et le protége des interactions potentielles avec les flores compétitives ou antagonistes mais
également de la prédation par les protozoaires. Ceci accroit par conséquent la survie des
bactéries au sein de la plante et pose un véritable probleme dans la maitrise du risque associé

a la présence d’E. coli O157:H7 dans les végétaux.

A B

Figure 13 : Migration d’E. coli O157:H7 marqué a la GFP jusqu’a une fleur de A.
thaliana. Visualisation des bactéries migrant a I’'intérieur de la tige jusqu’a un noeud
(indiqué par une fleche) (A), la base d’un pétiole (indiqué par une fléeche) (B), 3
bourgeons de fleurs (C), et d’un sépale de fleur (indiqué par une fleche) (D) (d’aprés
Cooley et al., 2003).
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L’importante persistance des STEC dans I’environnement est un pré-requis a leur transfert

dans et entre les différents compartiments : sol, eau et végétaux.
2. Transfert des STEC dans I’environnement

2.1 Transfert vertical des STEC dans le sol a partir d’effluents d’élevages

Le transfert de la bactérie a partir d’effluents d’¢élevage dans le sol est régi par de
nombreux parametres (Figure 14). Le principal facteur d’introduction des bactéries fécales a
partir des déjections animales dans le sol est leur mobilisation par les eaux de percolation
(Vansteelant, 2004). Ces flux d’eau sont fortement controlés par la texture et la structure du
sol mais dépendent également des caractéristiques physico-chimiques du sol. En dehors des
périodes de pluies, le déplacement des bactéries dans le sol, par dispersion via la faune du sol
ou par mouvement flagellaire, est trés limité. Certains auteurs ont cependant mis en évidence
le fait que certains vers de terre pourraient favoriser les déplacements verticaux d’E. coli
O157:H7 dans le sol (Artz et al., 2005; Williams et al., 2006). Enfin, la dynamique des
bactéries fécales arrivant dans le sol, est également régulée a plus ou moins long terme par les
phénomenes de mortalité des cellules (Trevisan et al., 2002). Ces différents ¢léments vont étre

repris et détaillés ci-dessous.

uv

Humidité

Biomasse

Taux de matiére organique
Mortalité Morphologie de la canopée

VEGETATION -

Percolation Pluies

Activité biologique
Texture

SOL . PH , .
Mortalité Taux de matiere organique

»
»

Transfert vertical Taux d’humidité
Structure
Texture

Figure 14 : Mortalité et transfert des bactéries fécales dans le sol. Les principaux

facteurs controlant le transfert sont notés en italique (d’apreés Trevisan et al., 2002).
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2.1.1. Les evénements de pluies

Comme évoqué ci-dessus le transfert des bactéries fécales (dont les STEC) dans le sol
est fortement dépendant des événements pluvieux. Il semble cependant que seule une faible
partie de ces populations bactériennes soit 8 méme de migrer a travers les flux hydriques
(Crane, 1983). Ainsi, lors d’expérimentations réalisées in situ, une concentration en E. coli de
seulement 4,5 log UFC g a été observée dans les premiers centimétres de sol rhizosphérique
i.e. [0-3cm] aprés application de lisier contaminé en E. coli a un niveau de 6,5 log UFC g’
(Figure 15) (Vansteelant, 2004). Cette concentration est faible si 1’on considére un bruit de
fond initial en E. coli a la surface du sol de 2 log UFC g”'. Or, les sols présentent une capacité
biotique qui régit I'optimum de la densité microbienne par volume de sol (Dejonghe et al.,
2001). Cette capacité d’hébergement est maximale au niveau des premiers centimetres du sol,
dans le mat racinaire, tandis qu’elle décroit généralement avec la profondeur. Ainsi, dans des
couches de sol situées a des profondeurs comprises entre 4 et 25 cm, des effectifs en E. coli,

tous inférieurs a 2 log UFC g™, ont été observés suite & I’épandage de lisier (Figure 15).

R
4 5

Semaines aprés 1'épandage

Figure 15 : Evolution des concentrations en E. coli observées aprés épandage de lisier
dans les divers compartiments : végétation, sol de surface, horizons A et B (d’apres

Vansteelant, 2004).
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2.1.2. Laporosité du sol

Les particules solides qui composent le sol déterminent sa texture (compacte, poreuse)
et sa structure (les particules dispersées donnent un sol plus asphyxiant que des particules
agrégées). Au final, le sol agit comme un véritable filtre qui va par conséquent influencer le
flux hydrique et donc la dispersion des bactéries dans le sol (Jamieson et al., 2002). Artz et al.
(2005) ont démontré que la porosité constitue un ¢lément majeur du contréle du transfert des
populations d’E. coli O157:H7 dans le sol. In vitro, les auteurs ont notamment montré qu’en
colonnes de sol le niveau de bactéries dans le lixiviat diminue significativement avec
I’augmentation de la densité effective du sol. Certains travaux ont démontré que dans des sols
limoneux, argileux et sableux, le taux d’E. coli O157:H7 dans le lixiviat recueilli oscille de
10° 4 10* UFC le jour de I’inoculation, et de 10* & 10° UFC aprés 18 jours de pluies continues,
excepté dans le sol argileux pour lequel le flux hydrique fut rompu aprés 3 jours de
manipulation, du fait de 1’obturation des pores (Gagliardi et Karns, 2000). Par ailleurs,
Williams et al. (2007a) ont montré une rapide propagation d’E. coli O157:H7 d’un sol
sableux a I’eau de mer, apreés une succession de marées simulées sur 5 jours, principalement

due a la texture poreuse du sol testé.

2.1.3. Le taux de matiéere organique

Les travaux de Gagliardi et Karns (2000) ont montré que 1’ajout de matic¢re organique
(fumier ou lisier) favorise le transport d’E. coli O157:H7 dans les sols. En effet les bactéries
peuvent se lier aux particules de matieres fécales et/ou de sols, lesquelles vont servir de
vecteurs pour le transport des cellules bactériennes a travers le flux hydrique, et contribuer
ainsi a leur dissémination dans le sol, notamment aprés de fortes précipitations. Cependant,
une hypothése contradictoire a ¢été rapportée par Gerba et Bitton (1984). Elle est
essentiellement basée sur le fait que les particules composées de bactéries, maticre fécale
et/ou sol, peuvent interagir entre elles pour former des ponts obturant les pores et prévenir par

conséquent la dispersion des cellules dans le sol via les eaux de percolation.

2.2 Transfert des STEC dans I’eau a partir des sols contaminés

La pollution biologique des eaux souterraines (nappes phréatiques) et de surface (cours
d’eau, rivicres, lacs) est étroitement associée a des sources de pollution ponctuelles et/ou
diffuses. A cause de la difficulté de travailler avec des bactéries pathogenes et le risque d’une

contamination environnementale, aucune donnée expérimentale n’est actuellement disponible
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concernant le transfert des STEC dans les nappes phréatiques, les cours d’eau ou les lacs.
Seules les investigations épidémiologiques ont permis de mettre en évidence le transfert
d’EHEC dans les eaux. Par ailleurs, de récentes ¢tudes ont tenté de simuler le devenir des
bactéries fécales entrainées par les eaux de pluies, notamment a 1’échelle d’un bassin versant.
Un bassin versant (ou bassin hydrographique) est une portion de territoire délimitée par des
lignes de créte dont les eaux alimentent un exutoire commun : cours d'eau ou lac. Il se
caractérise par différents paramétres géométriques (surface, pente), pédologiques (nature et
capacité d'infiltration des sols), mais aussi biologiques (type et répartition de la couverture
végétale).

Lors d’événements de pluies, les bactéries mobilisées par les eaux de ruissellement et/ou
de percolation vont pouvoir étre drainées jusqu’aux nappes phréatiques, les rivieres ou les
lacs, dans lesquels elles vont étre soit emprisonnées dans les sédiments soit restées a 1’état
libre (Pachepsky et al., 2006). Comme évoqué ci-dessus, le sol absorbe et filtre un bon
nombre de contaminants, et seule une faible proportion de microorganismes sera retrouvée
dans les nappes souterraines (Pachepsky et al., 2006). Cependant, la présence de bactéries
pathogenes dans ces eaux représente un risque important pour la santé humaine lorsqu’elles
vont servir de source d’approvisionnement en eau potable pour les populations alentours. Par
ailleurs, lors de fortes pluies, le lessivage des sols souillés par les déjections animales ainsi
que la resuspension des bactéries enfouies dans les sédiments augmentent la concentration en
bactéries fécales des eaux de surface. Nagels et al. (2002) ont montré que 30% des bactéries
peuvent étre libérées des sédiments et resuspendues dans 1’eau aprés de fortes précipitations.
Dans ces conditions et en présence d’agents pathogénes, le risque d’infection humaine est

accentué lors des activités de baignade (Meyer et al., 2005; Thurston-Enriquez et al., 2005).

2.3 Transfert potentiel des STEC vers les cultures de végétaux

Les voies les plus fréquemment impliquées dans la contamination des végétaux sont
multiples. Parmi les voies potentielles de contamination présentées dans la Figure 16,
certaines ont été décrites comme voies majeures de contamination par les STEC et notamment
par E. coli O157:H7. Ce sont I’eau d’irrigation, le sol fertilisé avec des effluents plus ou

moins bien traités et 1’activité de la faune du sol.
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Figure 16 : Illustration des facteurs contribuant a la contamination des végétaux par les

bactéries fécales (d’apreés Brandl, 2006).

2.3.1. L’eau d’irrigation

L’eau d’irrigation est relativement bien décrite comme voie potentielle de
transmission des STEC sur les végétaux, notamment pour les systémes d’irrigation reliés a
des réservoirs d’eau privés. Ibekwe et al. (2004) ont déterminé la distribution spatiale d’E.
coli O157:H7, marqué avec une protéine de fluorescence verte (GFP), sur des plantules de
laitues traitées avec de I’eau d’irrigation contaminée. Les concentrations en E. coli O157:H7
¢taient plus ¢€levées dans la rhizospheére et la phyllosphére que dans la partie non-
rhizosphérique du sol. Au sein de ces 3 compartiments, la bactérie a cependant été détectée
pendant 45 jours. De méme, Wachtel et Charkowski (2002) ont démontré in vitro la
possibilité d’'une contamination croisée des laitues par le biais de I’eau d’irrigation. Ainsi, des
graines de laitues ont été irriguées avec de I’eau contaminée en E. coli O157:H7 a divers taux
d’inoculation i.e. 108, 106, 10* et 10> UFC ml™". Les résultats ont montré que les doses
d’inoculation les plus élevées entrainent une importante colonisation de la plante par les
bactéries, notamment au niveau des racines, 10 jours apres 1’inoculation. Enfin, Solomon et
al. (2002a) ont montré la présence d’E. coli O157:H7 sur les parties foliaires de plants de

laitues apres une seule irrigation en aspersion (29/32 plantes positives) ou apreés une seule
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irrigation de surface (6/32). E. coli O157:H7 persistait sur 9 des 11 plants suivis durant 20

jours apres aspersion par de I’eau contaminée.

2.3.2. Le sol amendé par des effluents

La transmission de bactéries fécales pathogenes vers les végétaux a également été
mise en évidence aprés un traitement inappropri¢ des effluents entreposés sur les sols. Ceci a
été démontré pour les laitues, dont les parties comestibles ont été contaminées suite a une
exposition a du fumier contaminé par E. coli O157:H7 (Solomon et al., 2002b). De méme,
Islam et al. (2004a) ont observé le pathogene sur des plants de laitues et de persils cultivés
dans un sol fertilisé avec du fumier contaminé a un taux de 10’ UFC g'. Ainsi, il fut détecté
pendant 77 jours sur des laitues et 177 jours sur du persil. Cependant, les niveaux de
contamination en E. coli O157:H7 utilisés dans ces études sont loin de ceux habituellement
retrouvés en exploitations. Ainsi, Johannessen et al. (2004) ont réalisé¢ une expérience qui
consistait a semer des graines de laitues dans du sol amendé par du fumier naturellement
contaminé par E. coli O157:H7. Au contraire des études réalisées in vitro, aucune cellule d’E.
coli O157:H7 n’a été retrouvée a partir des laitues échantillonnées, alors que le pathogéne fut
retrouvé dans le fumier et le sol pendant respectivement 8 et 7 semaines. Lors d’une étude
complémentaire, ces auteurs ont ensemencé des graines dans du sol fertilisé avec du fumier
bovin préalablement inoculé avec E. coli O157:H7 a un taux de 10* UFC g'. Aprés 50 jours
d’incubation en chambre climatisée, la bactérie n’a été détectée ni sur les feuilles ni sur les

racines des plantes.

2.3.3. Lafaune

I1 est évident que les insectes peuvent servir de vecteurs de transmission pour les E.
coli pathogénes, cette voie reste cependant mineure par rapport aux deux autres évoquées
précédemment. Récemment, Gibbs et al. (2005) ont montré qu’un nématode (Diploscapter)
communément trouvé dans le sol et le compost servirait de vecteur permettant le transfert d’E.
coli O157:H7 jusqu’a la surface de différents fruits et Iégumes en contact avec le sol. D’autres
auteurs ont montré que les mouches (ex. : Ceratitis capitala) pourraient également véhiculer

des bactéries pathogénes (Brandl, 2006).

A cause de la difficulté de contrdler les STEC une fois déposés dans I’environnement, des

mesures visant a prévenir toute entrée dans le milieu naturel devraient étre suivies.
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Points clés a retenir

Les durées de survie d’E. coli O157:H7 dans les sols vont de 25 a plus de 231
jours. Comme précédemment aucune donnée n’est actuellement disponible
concernant la survie des STEC non-O157.

Une température basse (4°C), un pH neutre ou légérement basique, la
présence d’argiles, de matiéres organiques et un taux d’humidité suffisant
semblent favoriser la survie d’E. coli O157:H7 dans les sols.

De nombreuses études montrent une persistance d’E. coli O157:H7 dans I’eau
pendant plusieurs semaines, notamment aux basses températures.

E. coli O157:H7 est capable d’étre internalisé a ’intérieur des tissus de la
plante, le rendant innaccessible aux agents hygiénisants.

Le transfert d’E. coli O157:H7 dans les sols est positivement lié a la porosité
des sols, les événements de pluies et le taux de matiere organique.

L’eau d’irrigation et le sol constituent deux vecteurs importants de
contamination des végétaux par E. coli O157:H7.

Ces deux dernieres parties ont fait I’objet de la rédaction d’une synthese intitulée

« Long-term survival of Shiga toxin-producing Escherichia coli in cattle effluents and

environment: an updated review » actuellement en révision favorable dans Veterinary

Microbiology. Celle-ci est présentée dans la partie annexe a la page 234 de ce manuscrit.
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QUATRIEME PARTIE : MAITRISE DE LA DISSEMINATION
DES STEC DANS L’ENVIRONNEMENT

Lorsque les STEC arrivent dans 1I’environnement et plus précisement dans le sol, il serait
intéressant de pouvoir controler leur devenir. Quelques études ont montré I’effet inhibiteur sur
les STEC de certains agents phénoliques ou polyphénoliques produits par une large gamme de
plantes (Hara-Kudo et al., 2004; Islam et al., 2004b) ou de la flore indigéne présente dans la
rhizosphére (Schuenzel et Harrison, 2002). Cependant a 1’heure actuelle, aucune étude n’a
obtenu des résultats probants et applicables a grande échelle. Ainsi, il est impératif d’agir en
amont, en mettant en place des mesures préventives visant a limiter ’entrée des STEC dans
I’environnement. La maitrise des STEC passe donc essentiellement par le contrdle du

réservoir bovin et par un traitement approprié des effluents d’¢levages.

1. Limitation du portage bovin en STEC

Il existe trois types de stratégies afin de réduire le portage sain en STEC des
bovins (LeJeune et Wetzel, 2007) :
v Celles visant a limiter I’intercontamination des animaux par la mise en place de

pratiques d’¢élevages adaptées.

v’ Celles visant a inhiber le pathogéne. Cette catégorie inclue I’administration de

bactériophages, de composés antimicrobiens et la vaccination.

v’ Celles visant a prévenir la colonisation de I’appareil digestif des bovins ou a
expulser le pathogéne par modification de la microflore digestive. Cette catégorie inclue

I’utilisation de probiotiques ou de composés nutritionels spécifiques.

1.1 Pratiques d’élevages adaptées

De bonnes pratiques d’élevages sont nécessaires pour limiter 1’intercontamination des
animaux et pour le maintien de I’hygiéne au sein des exploitations, comme indiqué dans la
partie 2 de ce mémoire. Les moyens de maitrise des STEC dans les élevages nécessitent un
nettoyage approfondi des surfaces (nettoyage a la chaux, curage des litieres etc...), une bonne

étanchéité des locaux ainsi qu’une alimentation et un abreuvement a titre individuel des
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animaux (Hancock et al., 2001). De plus, la réduction de la densité des animaux placés dans
un méme enclos (Vidovic et Korber, 2006), le contrdole de 1’accés de la faune sauvage
(rongeurs, oiseaux etc...) et des animaux domestiques aux bacs d’alimentation et
d’abreuvement (Wetzel et Lejeune, 2006), ainsi que le traitement de 1’eau d’abreuvement par
ozonation ou chloration seraient positivement corrélés a une diminution de la prévalence en
STEC dans les ¢élevages bovins laitiers.

En outre, des enquétes épidémiologiques visant a identifier les supports sur lesquels la
charge de contamination en STEC est la plus importante seraient également nécessaires. Ces
différents substrats constitueraient dés lors des sources d’inter-contamination qu’il faudrait
tarir. Cette approche est indispensable a 1’appréciation du risque de la persistance et de la
contamination par ces pathogénes dans chacune des exploitations (Ibekwe et al., 2002; Fegan
et al., 2004). Il faudrait également évaluer la diversité des souches au sein d’une méme
matrice. Cela permettrait par comparaisons croisées de déterminer quelles sont les matrices
représentant les véritables plaques tournantes de la circulation des STEC dans les élevages.
Ces matrices seraient ainsi les échantillons idéaux a prélever en priorité pour établir si une

exploitation est contaminée ou non en STEC.

1.2 Stratégies d’inhibition des STEC

Afin de tarir les différentes sources environnementales de contamination, il serait
indispensable de contrdler dans un premier temps le principal réservoir en STEC, a savoir le

tube digestif des bovins.

1.2.1. Utilisation des bactériophages

Les bactéries peuvent étre dégradées par un large nombre de virus appelés
bactériophages, et parmi eux un certain nombre sont communément retrouvés dans la flore
intestinal des bovins mais aussi dans I’environnement (LeJeune et Wetzel, 2007). Ils
constituent par conséquent des agents assainissants potentiels permettant une élimination
sélective des pathogenes présents dans le tractus intestinal des bovins. Quelques études ont
montré 1’effet négatif des bactériophages sur E. coli O157:H7 (Tanji et al., 2005; Sheng et al.,
2006). Les récents travaux de Sheng et al. (2006) démontrent que 1’application simultanée de
phages lytiques KH1 et SH1 spécifiques d’E. coli O157 directement sur la muqueuse située au
niveau de la jonction recto-anale (a un ratio phage/bactéries > 10%) et dans I’eau de boisson (3

10° PFU ml™") réduit le nombre de cellules d’E. coli O157:H7, sans pour autant inhiber
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complétement le pathogéne. Des investigations supplémentaires sont a 1’heure actuelle
nécessaires afin de déterminer 1’éfficacité réelle de cette méthode chez les bovins. De plus,
leur utilisation pour le traitement des STEC chez les animaux devrait faire 1’objet d’une

réglementation adaptée et requiert I’approbation des consommateurs (LeJeune et Wetzel,

2007).

1.2.2. Utilisation de composés antimicrobiens

Certains auteurs ont démontré une importante prévalence de souches STEC
multirésistantes aux antibiotiques. Ainsi, Mora et al. (2005) ont mis en évidence au cours
d’une étude épidémiologique que pres de 40% des souches STEC O157:H7 (58/141) et non-
O157:H7 (240/581) provenant de diverses origines (cas cliniques, troupeaux ovins et bovins,
aliments) sont capables de résister & au moins un des 26 antibiotiques testés dans cette étude.
Notamment, 10 (7%) souches STEC O157:H7 et 71 (12%) souches non-O157 étaient
résistantes a au moins 5 antibiotiques. Cependant, d’autres auteurs s’accordent a dire qu’E.
coli O157:H7 ne montre pas de résistance particuliére a tel ou tel antibiotique, contrairement
aux autres pathogénes alimentaires comme par exemple Salmonella enterica (LeJeune et
Wetzel, 2007). 11 a été montré que la néomycine sulfate diminue fortement les populations
d’E. coli O157:H7 dans les feéces de bovins (Elder et al., 2002). Cependant, a cause du risque
d’apparition de résistance spontanée, son utilisation dans les troupeaux reste contreversée aux
Etats-Unis. Rappelons qu’en France, 1’ajout d’additifs a action anabolisante ou antibiotique
dans les aliments distribués aux bovins est interdit. D’autres molécules antibiotiques tels que
la Bicozamycine (BCM) ont ét¢ identifiées comme agents efficaces contre les STEC (Misawa
et al., 2000). Une quinzaine de veaux naturellement infectés par des STEC ont été traités avec
10 mg/kg/jour de BCM, quotidiennement, durant 5 jours et quinze autres n’ont pas été traités.
Les STEC n’ont pas été détectés dans 86.6% des veaux traités (13/15), contre 0% pour le
groupe témoin non traité. L’utilisation de polymyxine B et de chlorhedixine permettrait
¢galement de réduire I’excrétion des STEC chez les bovins (Naylor et al., 2007).

De plus, une supplémentation en chlorate de sodium a travers I’alimentation et
I’abreuvement des animaux permettrait de réduire efficacement la colonisation par E. coli
O157:H7 du tractus intestinal des bovins (Callaway et al., 2002). Aprés une contamination
artificielle des bovins avec 3 souches d’E. coli O157:H7, le traitement avec du chlorate de
sodium réduit le niveau du pathogéne par 2 log (10* 4 10 UFC) dans le rumen et 3 log (10° &

10° UFC) dans les déjections. Le mode d’action de ce composé, serait la production de
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chlorite (métabolite antibactérien) grace a la nitrate réductase de la microflore digestive. La
encore son utilisation chez les animaux n’a pas encore été¢ approuvée aux Etats-Unis et en
Europe. D’autres traitements chimiques a base de divers acides ont également permis
d’obtenir d’importantes réductions des populations de STEC OI157:H7, O26:HI11 et

O111:NM dans de I’eau contenant du rumen ou des matiéres fécales (Zhao et al., 2006).

1.2.3. La vaccination

L’utilisation de la vaccination pour prévenir la colonisation des pathogeénes et leur
excrétion dans 1’environnement est basée sur la stimulation du systéme immunitaire des
bovins et de la production d’anticorps contre des antigénes spécifiques responsables de
I’adhésion des cellules a la muqueuse intestinale. Ceux-ci incluent les protéines du systeme de
sécrétion de type III, Tir, ’intimine, ou le lipopolysaccharide O157 (LeJeune et Wetzel,
2007). Cependant, aucun vaccin n’est actuellement disponible pour réduire les taux de STEC

et plus spécifiquement d’E. coli O157 chez les bovins.

1.3 Stratégies d’exclusion des STEC

1.3.1. Type d’alimentation

Ce point sera peu développé ici car il a déja été évoqué dans la partie 2 (paragraphe 1-
2). Rappelons simplement que selon le type d’aliments ingérés par 1’animal, le régime
alimentaire influence et/ou modifie directement les conditions biotiques et abiotiques de
I’écosysteme intestinal. Il s’aveére que des études complémentaires sont nécessaires afin de

statuer sur I’impact de tel ou tel régime alimentaire.

1.3.2. Utilisation de probiotiques

Une autre stratégie prometteuse vis-a-vis de la réduction du portage sain en STEC
chez les bovins serait 1’utilisation de probiotiques. Les probiotiques sont des microorganismes
vivants qui, lorsqu'ils sont ingérés en quantité suffisante, exercent un effet bénéfique sur la
santé de 1'hdte. Les probiotiques sont des bactéries ou levures, ajoutées comme compléments
a certains produits alimentaires.

De nombreuses études ont été récemment réalisées dans le but d’évaluer 1’effet inhibiteur
potentiel de certaines bactéries contre les STEC. Beaucoup de bactéries lactiques ont été

isolées du tractus intestinal des bovins et décrites comme d’excellents compétiteurs qui
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permettraient I’exclusion des STEC (Zhao et al., 1998; Brashears et al., 2003; Gough et al.,
2006). Les espéces de Lactobacillus sont relativement bien décrites comme responsables
d’une forte diminution de I’excrétion en E. coli O157:H7 aprés leur administration a des
bovins. Une souche efficace de Lactobacillus acidophilus (NP51) a été testée chez des bovins.
Ceux dont le régime alimentaire était supplémenté chaque jour avec une dose ¢levée de NP51
(10° UFC) présentaient une importante réduction de la prévalence en E. coli O157 dans leurs
féces mais aussi sur leurs cuirs (Younts-Dahl et al., 2004; Younts-Dahl et al., 2005).
L’efficacité de la souche NP51 sur I’excrétion d’E. coli O157:H7 par les bovins a également
été évaluée lors d’une seconde étude qui se déroulait sur 2 années consécutives (Peterson et
al., 2007). Quotidiennement la souche NP51 a été ajoutée a 1’eau et a la nourriture des bovins
a un niveau de contamination de 10° UFC par bovin. Aprés 2 ans d’étude, le taux d’excrétion
était réduit de 35% chez les bovins traités avec le probiotique par rapport au groupe témoin
non traité. De méme, chez les animaux recevant la souche L. acidophilus NPC747, E. coli
O157:H7 a été 2 fois moins detecté que chez les animaux témoins non supplémentés
(Brashears et al., 2003). L’efficacité de cette souche a aussi ét¢ démontrée en présence
d’autres microorganismes tels que L. acidophilus, Streptococcus faecium, Lactobacillus casei,
Lactobacillus fermentum et Lactobacillus plantarum (Lema et al., 2001). Enfin, 1’utilisation
combinée de Lactobacillus gallinarum avec une souche de Streptococcus bovis LCB6
entraine une diminution significative de I’excrétion en E. coli O157:H7 chez les veaux (Ohya
et al., 2000). En effet, chez des veaux contaminés avec E. coli O157:H7 & un niveau de 10'*"!
UFC g, I’excrétion du pathogéne est complétement inhibée pour I’ensemble des veaux traités
avec le probiotique aprés 28 jours d’étude.

Par ailleurs, certaines souches d’E. coli capables de limiter la croissance des STEC par
compétition ou antagonisme ont été isolées dans le colon des bovins (Schamberger et al.,
2004; Etcheverria et al., 2006). Ainsi, une supplémentation en E. coli productrice d’une
colicine spécifique E7 (DNAse) dans 1’alimentation des bovins diminue ’excrétion fécale
d’E. coli O157:H7 (Schamberger et al., 2004). De méme, des veaux traités avec une souche
d’E. coli (4 un niveau de 10" UFC) contre E. coli 0157:H7 et E. coli O111:NM administrés a
un niveau identique, réduit leur durée d’excrétion respective de 30 a 8 jours et de 12 a 6 jours.
Cependant aucun changement n’a été observé pour les veaux infectés par E. coli O26:HI11 et

traités avec le méme probiotique (Tkalcic et al., 2003).
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2. Gestion raisonnée des effluents d’élevages bovins contaminés par les

STEC

2.1. Les données chiffrées de la production en France et le cadre réglementaire

Les modes de stabulation des bovins sont complexes et aboutissent a la production
d’effluents tres différents, allant du lisier dilué au fumier trés compact. Les quantités et la
composition des déjections varient également selon les types d’animaux, le type
d’alimentation, le niveau de paillage etc... Le tableau 6 présente la nature des déjections
récupérées en ¢€levages bovins. La France produit en moyenne chaque année plus de 300
millions de tonnes (chiffre ADEME) de déchets animaux (correspondant a 40 millions de
tonnes de maticre seche). Pres de 80 % de ces déchets correspondent aux déjections de vaches

(environ 240 millions de tonnes).

Tableau 6 : Nature des déjections récupérées en élevages bovins en fonction du type de

production et du mode d’élevage (d’aprés Leroux, 2003).

Production Mode d’élevage Type de déjection
Vaches laitiéres Stabulation entravée avec litiére 34% | Fumier
Fumier 85.5% Stabulation libre avec pente paillée 15%
Lisier 15.5% Stabulation libre avec litiére accumulée 31%
Stabulation entravée sans litiére 2% | Lisier
Stabulation libre a logettes 7%
Systémes mixtes 11% | 50% fumier
50% lisier
Vaches allaitantes Stabulation entravée avec litiére 55% | Fumier
Fumier 94% Stabulation libre avec pente paillée 26%
Lisier 6% Stabulation libre avec litiére accumulée 11%
Stabulation entravée sans litiére 4% | Lisier
Systémes mixtes 4% | 50% fumier
50% lisier
Taurillons Stabulation entravée avec litiére 21% | Fumier
Fumiers 94% Stabulation libre avec pente paillée 57%
Lisier 6% Stabulation libre avec litiére accumulée 13%
Stabulation entravée sans litiére 1% | Lisier
Stabulation libre avec caillebotis 2%
Systémes mixtes 6% | 50% fumier
50%lisier
Veaux de boucherie Stabulation entravée sans litiére ou libre avec | Lisier de veau
Lisier 100% caillebotis 100%

Les effluents d’¢levages sont une source certaine de pathogenes et il est crucial de limiter

leur dissémination dans I’environnement. La loi prévoit des mesures a cet effet. Les élevages

et leurs batiments doivent répondre aux critéres officiels des installations classées ; les
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modalités de stockage et d’épandage des effluents sont entre autres strictement réglementées.
La loi n°® 76-663 du 19 juillet 1976 est relative aux installations classées pour la protection de
I’environnement (ICPE) et le décret n°77-1133 du 21 septembre 1977 a pris pour application
le centre de cette loi. L objectif principal est de mettre en ceuvre tous les moyens nécessaires
pour éviter la pollution des eaux de surface et souterraine. Ainsi, des distances minimales
d’implantation des batiments de stockage et de traitement des effluents sont a respecter par
rapport aux habitations (100 m), aux lieux de baignade (200 m) et aux sources destinées a
l'alimentation en eau potable ou a l'arrosage des cultures maraichéres (35 m).

Le stockage des fumiers a ’extérieur des batiments doit étre réalisé sur une aire étanche
(généralement bétonnée) munie au moins d’un point bas (collecte des liquides). La superficie
de I’aire de stockage doit pouvoir recevoir les fumiers durant 4 mois. Pour le stockage des
effluents liquides, il est nécessaire de construire une fosse imperméable permettant le
stockage des effluents liquides pendant 4 mois minimum. De plus, le décret n°96-540 du 12
juin 1996 relatif au déversement et a 1’épandage des effluents d’exploitations agricoles (JO du
19 juin 1996), impose de ne pas épandre les effluents pendant les périodes de forte pluviosité,
lorsque les sols sont gelés ou enneigés, et sur les zones en dehors des terres réguliérement
travaillées et des prairies normalement exploitées. Les exploitations agricoles doivent donc
comporter des installations de stockage leur permettant de respecter les périodes d’interdiction
d’épandage de leurs effluents. Par ailleurs, les épandages doivent étre effectués de telle sorte
que la capacité d’absorption des sols ne soit pas dépassée, et que des distances minimales par
rapport aux cours d’eau (50 m), aux lieux de baignades (200 m) et aux habitations (50 m)
soient respectées.

En France, les effluents d’¢élevages bovins sont dans 90% des cas simplement entreposés
sur un emplacement approprié puis épandus en 1’état, et seulement 10% subiront un traitement
spécifique. Le fait que les effluents bovins soient en France généralement non traités
s’explique par une surface au sol extérieur importante des exploitations de bovins laitiers ou a
viande (contrairement aux exploitations hors-sol) permettant de recevoir I’ensemble des
effluents produits par 1’exploitation. Ainsi, ce n’est qu’en présence d’un excédent structurel,
que les effluents seront traités. Les traitements permettront notamment d’accélerer la
dynamique d’hygiénisation d’un effluent liquide ou solide qui est tres lente lors d’un simple
stockage, d’autant plus que les concentrations en microorganismes pathogenes et en ¢léments
nutritifs sont généralement alimentés par un apport régulier de déjections animales. Ainsi, le
fumier sera généralement composté et le lisier pourra étre digéré en conditions aérobie ou

non. L’utilisation de composés chimiques pourrait éventuellement étre envisageable.
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2.2. Traitement des effluents d’élevages

2.2.1. Traitements biologiques

Les traitements biologiques des effluents d’élevages bovins restent actuellement les
plus utilisés dans les exploitations, a cause du moindre colit nécessaire a leur mise en

application.

a) Digestion aérobie

Le principal objectif de la digestion aérobie est de transformer 'azote du lisier en
azote gazeux atmosphérique (N;). Cependant, ce dispositif permet également de réduire les
populations de bactéries pathogeénes. En pratique, le traitement aérobie (injection d’oxygene)
des effluents liquides a lieu en phases psychrophile et mésophile (0-30°C) (Levasseur et
Dutrémé, 2007). Certains auteurs proposent d’y associer 1’action de la température pour
accroitre son efficacité hygiénisante (Juteau, 2006). Dans ce type de procédé, la température,
le stress oxydatif, la concentration en ammoniac et surtout la compétition bactérienne sont les
principaux parametres induisant une réduction du nombre de pathogeénes. Il semblerait
¢galement qu’il y aurait une moindre efficacité hygiénisante des dispositifs d’oxygénation de
surface, vraisemblablement due a une moindre élévation de température par rapport aux

réacteurs équipés d’oxygénateurs de fond de fosse (Strauch, 1991).
Ce méme procédé peut-étre utilisé pour la fraction solide (fumier). Le compostage aérobie
a lieu en présence d’une grande quantité¢ d’oxygeéne. Le compostage se subdivise en trois
phases : une phase mésophile, une phase thermophile et enfin une phase de maturation (Figure
17). Au cours de ce processus, les microorganismes aérobies décomposent la matiere
organique et produisent du gaz carbonique (CO,), de I’ammoniac, de 1’eau, de la chaleur et de
I’humus, qui est le produit organique final relativement stable. Plus précisement, des
organismes mésophiles (dont la température de croissance optimale est comprise entre 20 et
45°C) se multiplient rapidement en présence d’oxygéne grace aux sucres et acides aminés
facilement disponibles. Ils produisent de la chaleur via leurs activités métaboliques conduisant
a une ¢élévation de la température a un point tel que leurs propres activités peuvent ensuite étre
inhibées. De nombreuses bactéries thermophiles (dont la température de croissance optimale
est comprise entre 50 et 70°C) poursuivent alors le processus, en augmentant la température
du compost a 65°C, voire plus. Cette hausse de température est cruciale pour la qualité¢ du

compost car la chaleur inhibe la plupart des bactéries pathogénes (Misra et al., 2005).
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L’augmentation du pH et de la concentration en ammoniac, a I’issue de la dégradation des
acides aminés et des protéines, a également un effet dépressif sur les concentrations en
pathogénes. Cette phase active de compostage est suivie par une période de maturation,
pendant laquelle la température du tas diminue graduellement.

Par ailleurs, la phase thermophile peut étre réactivée par retournements des tas de fumier a
des intervalles de temps réguliers. Pour que le compostage soit reconnu comme un procédé
hygiénisant, au plan législatif en France, la circulaire du 17 janvier 2002 précise qu’il doit
comporter au minimum 2 retournements (ou une aération forcée), le maintien d’une
température supérieure a 55°C pendant 15 jours ou a 50°C pendant 6 semaines (Levasseur et

Dutrémé, 2007).

Micro-organismes
thermophiles
Bactéries thermophiles
méthanogenes

Micro Micro-organismes
mésophiles

OTZanisimes =
non spécifiques

Phase du Phase mésophile Phase thermophile
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— — s
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- ——
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Figure 17 : Le processus de compostage (d’aprés Peigné et Girardin, 2001)

De nombreuses études ont montré 1’effet négatif du compostage sur la survie d’E. coli
O157:H7. Kudva et al. (1998) ont détecté la bactérie pendant 47 jours dans des tas de fumier
bovin retournés. D’autres études décrivaient des taux de survie d’E. coli O157:H7 beaucoup
plus faibles, a savoir 8 jours dans des tas de fumier non retournés contre 4 jours dans ceux

retournés (Nicholson et al., 2005). La disparité de ces résultats pourrait étre du a 1’utilisation
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de protocoles expérimentaux différents, notamment en ce qui concerne la taille de I’inoculum
et celle des tas de fumier. Jiang et al. (2003b) et Nicholson et al. (2005) ont mis en évidence
une corrélation positive entre les températures élevées (= 65°C) enregistrées lors du
compostage et le déclin du pathogéne. Dans un bioréacteur, Jiang et al. (2003a) ont montré
que les populations d’E. coli O157:H7 diminuent de 3.5 log;o UFC g au pied du bioréacteur
et de 2 logjo UFC g au milieu et au sommet pendant 36 jours de compostage a 21°C. Quand
le fumier est chauffé a 50°C, E. coli O157:H7 est rapidement inactivé et n’est plus détectable
aprés 14 jours de traitement. En comparaison, 16,3 et 28,8 min seraient respectivement
nécessaires pour réduire les populations d’E. coli K12 et E. coli 0157 de 10® UFC g a 1
UFC g dans du compost chauffé 4 60°C (Gong et al., 2005).

b) Digestion en anaérobiose

Le principe consiste a introduire des effluents fermentescibles dans un digesteur
clos (milieu anaérobie, Figure 18), chauffé et brassé afin de favoriser le développement d’une
biomasse microbienne permettant la production de méthane. La combustion de ce gaz produit
de la chaleur seule ou de la chaleur et de 1’¢lectricité lorsqu’un co-générateur est utilisé. Les
unités de méthanisation fonctionnent généralement en mode mésophile (37-41°C). Pour du
lisier bovin, le traitement se déroule généralement a 30-35°C pendant 20 jours. Un
fonctionnement en mode thermophile (plus de 60°C) non rentable sur le plan énergétique,
peut s’avérer indispensable pour 1’hygiénisation de certains co-substrats a risque. Dans ce cas,
le traitement thermique de ce co-substrat a généralement lieu en amont du digesteur
(Levasseur et Dutrémé, 2007). Quelques auteurs ont obtenu une hygiénisation satisfaisante
avec une digestion anaérobie en mode mésophile voire en mode psychrophile. Aitken et al.
(2007) ont évalué I’inactivation d’E. coli O157:H7 dans du fumier de bovins placé dans un
digesteur anaérobie et réglé a une de température de 50 ou 55°C. Les temps de réduction
décimale étaient de 1’ordre de 10 min a 55°C et de 1 a 3 h a 50°C. En comparaison, Cote et al.
(2006) ont mis en évidence une destruction totale des E. coli en 20 jours dans du fumier de

porc placé dans un digesteur anaérobie psychrophile (20 °C).
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Figure 18 : Digesteur anaérobie

2.2.2. Traitements chimiques

La chaux est le principal produit chimique utilis¢ a des fins d’hygiénisation.
Cependant, de nombreux autres produits, tels que 1’acide formique, la cyanamide calcique, le
sulfate d’ammonium, 1’urée ou encore la soude caustique ont fait I’objet d’études. Malgré les
excellents résultats que la soude caustique et la cyanamide calcique procurent, elles rendent
les produits impropres a une utilisation agronomique et représente un risque pour la santé et
I’environnement.

Le pH alcalin (pH>12), la réaction exothermique ainsi que la libération d’ammoniac sont
les principaux facteurs hygiénisant associés a 1’emploi de la chaux (Bujoczek et al., 2001).
Une récente étude a montré que I’ammoniac est I’'un des ¢léments majeurs de I’inhibition d’E.
coli O157:H7 dans du fumier bovin (Himathongkham et al., 2000). Par ailleurs, d’autres
auteurs ont investigué I’effet des traitements alcalins, notamment des concentrations en ions
carbonate et ammonium, sur E. coli O157:H7 présent dans du fumier bovin. Ainsi, a un pH
ajusté 4 9,5 en présence de soude, des concentrations respectives de 5 et 30 mmol I en CO et
NH; inhibent plus de 10° cellules g en 7 jours (Park et Diez-Gonzalez, 2003). Il semblerait
¢galement que 1’apport de carbonate de sodium favorise 1’effet inhibiteur de la soude en
augmentant les concentrations en ions CO;5?% et NH; du milieu. Enfin, ’urée semblerait étre
une alternative intéressante a 1’utilisation de la chaux. L’ajout de 100 mmol 1" d’urée
produirait d’importantes quantités d’ions COs™> et NHj, lesquels seraient associés a une

diminution du pathogéne de 10° cellules g de fumier aprés 7 jours.
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Points clés a retenir
v' La digestion en aérobiose (compostage) et celle en anaérobiose sont des
traitements efficaces, écologiques et peu coiiteux afin d’assainir les effluents
d’élevages bovins. Leur application doit cependant se faire en conformité avec
le cadre réglementaire afin d’éviter toute dissémination de bactéries

potentiellement pathogénes dans I’environnement.

v' L’impact du traitement des effluents (compostage du fumier notamment) sur

la survie des STEC non-O157 n’a jamais été évalué.

v" Le contrdle des STEC au sein méme du réservoir bovin reste cependant une
piste prometteuse. Des études complémentaires sont cependant nécessaires
afin de mettre au point une stratégie efficace, facilement applicable et sans

conséquence néfaste pour I’animal.
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CONCLUSION DU MEMOIRE BIBLIOGRAPHIQUE

Il apparait assez nettement a travers ce mémoire bibliographique que les STEC et plus
particuliérement E. coli O157:H7 s’adaptent remarquablement bien a leur environnement. Ce
réservoir environnemental permet d’entretenir le cycle épidémiologique a I’origine du portage
intestinal périodique des STEC chez les bovins. Ainsi, I’ensemble des mesures d’hygiéne
permettant d’éviter la propagation de la bactérie dans I’environnement devraient é&tre
systématiquement et rigoureusement appliquées. En France, aucune donnée n’est actuellement
disponible concernant la prévalence et la dissémination des STEC dans les exploitations
laitieres. La caractérisation de la situation des exploitations par rapport aux STEC est un
préalable a la mise en place d’actions spécifiques ciblées. Par ailleurs, de nombreuses
interrogations subsistent concernant 1’écologie des STEC non-O157 dans les effluents
d’élevages et le sol. Le travail expérimental réalisé et présenté ci-dessous avait donc pour

objectif d’apporter des réponses a ces différents ¢léments.
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MEMOIRE EXPERIMENTAL
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PREMIERE PARTIE : DISSEMINATION ET PERSISTANCE
DES STEC DANS LES EXPLOITATIONS LAITIERES EN
FRANCE

Publication N°1

Dissemination and persistence of Shiga toxin-producing

Escherichia coli (STEC) strains on French dairy farms

B. Fremaux, S. Raynaud, L. Beutin et C. Vernozy-Rozand

Article publié dans Veterinary Microbiology (2006), 117 :180-191
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Presentation de la Publication nwl

1. Contexte et objectif de I’étude

Les produits laitiers a base de lait cru ont été a 1’origine de plusieurs foyers épidémiques a
E. coli éntérohémorragique (EHEC) dans le monde. Deux récentes épidémies associées a la
consommation de fromages au lait cru contaminés par des EHEC ont été rapportées en
France. La premiére impliquait des fromages au lait cru de chévre contaminés avec E. coli
O157:H7 (Espié et al., 2006a) et la seconde était liée a la consommation de camemberts

contaminés par des EHEC de sérogroupe 026 (Espié et al., 2006b).

Dans ce contexte, il paraissait important d’estimer la prévalence de la contamination en
STEC au sein des exploitations laitieres francaises et les modalités de circulation de cet agent
zoonotique afin de proposer la mise en place de moyens de surveillance et de maitrise des
STEC au sein des élevages bovins laitiers. Pour atteindre cet objectif, des féces et des laits
provenant de 151 exploitations ont donc €té analysés lors d’une étude préliminaire (données
non présentées ici). Parmi elles, 13 exploitations ont été sélectionnées et ont fait I’objet d’une
enquéte approfondie avec réalisation d’une multitude de prélévements (eau d’abreuvoirs,
chiffonnage de mamelles, chiffonage de trayons, chiffonage des murs des enclos...). Tous les
échantillons ont été testés par PCR pour la recherche des génes StX et une caractérisation
biochimique et génétique des isolats STEC a été réalisée. La dissémination et la persistance
des souches STEC ont été évaluées par comparaison des profils de restriction obtenus pour les

isolats STEC par champ-pulsé (« Pulse Field Gel Electrophoresis », PFGE).

2. Matériels et méthodes

Parmi 151 exploitations laitieres francaises, 13 fermes ont été sélectionnées et
¢échantillonnées. Cette sélection s’est principalement basée sur la présence des génes Stx dans
le lait de mélange ou dans les échantillons fécaux et sur la présence de sérogroupes
communément retrouvés en clinique humaine (O157, 026, Ol111 etc...). Dans ces 13
exploitations, entre Janvier 2003 et Aolt 2004, 1309 échantillons ont été collectés, incluant
415 prélévements de maticres fécales de bovins et 894 échantillons dits « environnementaux »
(eau d’abreuvoirs, chiffonnage de mamelles, chiffonage de trayons, chiffonage des murs des

enclos...).
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Dés leur arrivée au laboratoire (moins de 48 h), les échantillons ont été enrichis dans de
I’eau peptonée puis incubés a 37°C pendant 18 a 24 h. Apres enrichissement, les échantillons
ont été criblés pour les génes stx par PCR. Sur les échantillons stx’, des isolats STEC ont été
isolés par une technique d’hybridation ADN-ADN sur colonies, a I’aide d’une sonde froide
stx. Une caractérisation biochimique par utilisation de galeries API 20E et d’antisérums 026,
055, O111 et O157 a été réalisée, suivie d’une caractérisation génétique des isolats pour les
génes de virulences : stx1, stx2, eae et ehx. Certaines souches STEC non sérotypées avec nos
antisera ont été envoyées au laboratoire national de référence pour E. coli (Federal Institute
for Risk Assessment, Berlin, Allemagne), afin d’étre sérotypées en utilisant des gammes plus
larges d’anticorps i.e. anti O1-O181 et anti H1-H56. Enfin les différents isolats ont été

comparés par PFGE afin d’établir d’éventuels liens de clonalité entre eux.

3. Résultats et discussion

Les genes Stx ont été détectés dans 145 (35%) échantillons de féces et 179 (20%)
échantillons environnementaux, et un total de 118 isolats a été¢ obtenu. La prévalence des
STEC sur les chiffonnages des trayons et des mamelles des bovins était assez ¢élevée (environ
30%). Pourtant, ces derniers ont rarement été décrits dans la littérature comme sources
majeures de contamination en STEC. D’autres supports se sont révélés positifs au sein d’une
méme exploitation tels que les abreuvoirs, les murs et le sol des enclos ou encore la machine a
traire. Par ailleurs, 16% des laits de mélange échantillonnés étaient positifs pour les génes Stx.

Parmi les 118 isolats STEC, 46% portent le géne stx1, 86% le géne Stx2, 29% le géne eae
et 92% le géne ehx. Au total 16% des isolats possédent les 4 facteurs de virulence testés. Or,
une étude a montré que la présence combinée des génes Stx2, eae et ehx est positivement
corrélée avec une sevérité des signes cliniques chez I’enfant (Boerlin, 1999). Ainsi, ces
données suggerent que certaines souches STEC isolées au cours de cette étude sont
potentiellement pathogeénes pour I’homme.

De plus, la prévalence des génes stx2 et ehx était relativement élevée dans les 13
exploitations échantillonnées. Au contraire, la distribution des génes stx1 et eae variait selon
I’exploitation testée, ce qui souligne 1’existence d’une diversité des profils de virulence des
STEC entre les ¢levages. Parmi les 61 souches STEC sérotypées, au moins 35 sérotypes
différents ont été détectés, dont 2 souches O26:HI11, 1 souche O55 et 3 souches O157:H7,
toutes isolées de feces. D’autres sérotypes ont été fréquemment détectés dans les différentes

exploitations tels que O91:H21, O113:H4 et O179:HS. La plupart des sérotypes isolés dans
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notre étude ont déja été rapportés en élevages bovins lors de précédentes enquétes
épidémiologiques réalisées dans d’autres pays, notamment en Espagne, au Japon ou au Brésil.
D’autres, comme O117:H28, O179:H8 ou O45:H16, n’ont jamais ét¢ identifiés en élevages
bovins. Ceci suggeére notamment que le transfert horizontal des phages portant les genes Stx
est possible entre des souches appartenant a de nombreux sérotypes.

L’¢lectrophorese en champ-pulsé a révélé une grande diversité des isolats au sein d’une
méme exploitation. L’arrivée de nouveaux animaux et le contact avec la faune sauvage
pourraient étre les facteurs explicatifs de ce phénomeéne. Par ailleurs, aucun lien de clonalité
n’a pu étre observé entre les souches STEC issues d’élevages différents. Au contraire, le
pulsotypage a fait apparaitre, au sein de chaque exploitation, des liens de clonalité entre des
souches STEC isolées de maticres fécales et sur différents matériels de 1’exploitation au cours
d’une méme visite, ou a plusieurs semaines voire plusieurs mois d’intervalle. Par exemple, un
clone persistant a pu étre isolé dans 2 échantillons fécaux de bovins prélevés a 1 an
d’intervalle. De plus, un méme clone a été retrouvé dans des féces de bovins et dans de I’eau
prélevée dans un marais accessible au troupeau, ou dans les féces d’un veau et dans de 1’eau
d’abreuvoir, échantillonnés a 1 mois d’intervalle. Le transfert horizontal de la bactérie se fait
en grande partie par les matiéres fécales et les différents substrats souillés par ces dernicres.
Les supports tels que les abreuvoirs, les bacs d’alimentation collective, les surfaces des enclos
ou encore les mamelles et les trayons des bovins constituent de véritables plaques tournantes

de la circulation des STEC dans les ¢élevages.

4. Conclusion

Au vu des résultats de cette étude, il est illusoire de viser une éradication totale des STEC
dans les exploitations. Cependant, il est fondamental de respecter des régles d’hygiene
¢lémentaires rigoureuses et d’avoir des pratiques d’¢levage adaptées afin de limiter la
contamination du lait en STEC. De plus, afin de limiter la dissémination de cet agent
zoonotique dans I’environnement, il est crucial de mieux controler les effluents issus des

exploitations bovines avant leur épandage sur les sols.
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Abstract

Some Shiga toxin-producing Escherichia coli strains (STEC), and in particular E. coli O157:H7, are known (o cause severe
illness in humans, STEC have been responsible for large foodborne outbreaks and some of these have been linked to daimry
products. The aim of the present study was to determine the dissemination and persistence of STEC on 13 dairy fanms in France,
which were selected out of 151 randomized dairy famms. A total of 1309 samples were collected, including 415 faccal samples
from cattle and 894 samples from the farm environment. Bacteria from samples were cultured and screened for Shiga toxin (stx)
genes by polymerase chain reaction (PCR) STEC isolates were recovered from str-positive samples afler colony blotting, and
characterized for therr virulence genes, serotypes and Xhal digestion pattlems of total DNA separated by pulsed-field gel
electrophorests (PFGE). Sty genes were detected in 145 faecal samples (35%) and 179 20% ) environmental samples, and a total
of 118 5TEC isolates were recovered. Forty-six percent of the STEC isolates were positive for stxl, 86% for stx2, 29% for
mtimin (eae-gene) and 92% for enterobemolysin (ehx), of which 16% of the STEC strains carried these four virulence factors in
combination. Furthermore, we found that some faeeal STEC strains belonged to serotypes involved in human disease (O26:HI11
and O157:H7). PFGE profiles indicated genetic diversity of the STEC strains and some of these persisted in the farm
environment for up 0 12 months. A large range of contaminated samples were collected, in particular from wdders and teats.
These organs are potential sources for contamination and re-contamination of dairy cattle and constitute an important risk for
milk contamination.

i 2006 Elsevier BV, All rights reserved.

Keywards: Escherichia coli: Shiga toxin, Farm: Canle; Milk

1. Introduction

* Corresponding author, Tel.: 433 4 78 87 25 50, i : ; i i -
fax: 433 4 78 87 25 54. Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) are

E-mail address: b fremaux@vet-lvon fr (B, Fremaux), emerging foodborne pathogens. STEC strains have

(378-1135/8 — see front matter () 2006 Elsevier BV, All rights reserved,
doi: 10, 10164 vetmic. 2006.04.030
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been associated with sporadic cases and outbreaks of
hemorrhagic colitis (HC) and with hemolytic uraemic
syndrome (HUS) in humans, with children and the
elderly as high risk groups (O’ Brien and Kaper, 1998;
Riley et al., 1983). In addition to Shiga toxins Six/
and/or Ste2 (encoded by the sixd and sx2 genes,
respectively), STEC may possess other virulence
tactors associated with attaching and effacing lesions,
such as intimin encoded by ege and enterohemolysin
encoded by efix (Jerse et al, 1990; Schmidt et al.,
1995). Although E. coli O157:H7 is currently the most
trequently isolated serotype from human patients,
STEC belonging to other serogroups, such as 026,
0103 and O111 are frequently isolated in Europe
(Caprioli et al., 1997) and North America (Brooks
et al., 2005). Cattle are an important reservoir for these
microorganisms and consumption of undercooked
beef contaminated with faecal material is a frequent
source of human STEC infection (Orr et al., 1994;
CDC, 2002, 2005). Worldwide faecal testing of dairy
cattle has shown a wide range of incidence of STEC
O157 (0.2—48.8%) and non-0157 (0.4-74.0%) strains
(Hussein and Sakuma, 2005a). Through faecal
contamination from ruminants, STEC can be found
in some environmental reservoirs, e.g. drinking
troughs, collective feeders or soil pens (Cobbold
and Desmarchelier, 2000; Rahn et al., 1997; Van
Donkersgoed et al., 2001). Two outbreaks linked to
raw milk cheeses contaminated by enterohemorragic
E. coli (EHEC) were recently reported in France. One
was associated with consumption of unpasteurized
goat’s cheese contaminated with E coli O157:H7
(Espie etal., 2006), resulting in two cases of HUS. The
other occurred in December 2005 and was attributed
to Camembert-type cheeses contaminated by EHEC
belonging to the 026 serogroup (unpublished).
Little is known about the prevalence of STEC on
dairy farms in France. In order to set up good control
strategies for preventing contamination of dary
products by STEC, information 1s required regarding
the distribution of this pathogen on such farms. To this
end, our study has been carried out within the
framework of the French “*Aliment Qualité Sécurité,
20027 program. The present study was designed to
determine the prevalence, persistence and diversity of
STEC strains in French dairy cattle. Samples from
fagces, udder swabs, ruminant food and other
locations were collected on 13 French dairy farms.

- 103 -

These samples were then cultured and screened by
polyvmerase chain reaction (PCR) for the six genes.
STEC isolates were recovered from siv-positive
samples after colony blotting, and were characterized
for their virulence genes and serotypes. The dis-
semination routes of some STEC strains in the farm
environment were investigated by pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE) typing of STEC isolates.

2. Material and methods
2.1 Sampling design and sample collection

One hundred and fifiv-one dairy farms were
selected in the course of a longitudinal study in the
French regions of Normandie and Rhones-Alpes. The
criteria designed for randomization of tarms are listed
in Table 1. Factors such as feeding, bedding or seasons
of the year (either winter or summer) were not used
because they would have led to a very small number of
candidate farms. From the 151 dairy farms chosen, 13
farms (noted A-M) were selected and sampled by
means of two criteria: (1) presence of six genes in
samples from bulk tank milk or faecal samples, and (2)
presence of serogroups commonly known to be linked
to human disease such as Q157:H7,026, O11 | and the
like.

Between January 2003 and August 2004, 1309
samples were collected and were composed of 415
faecal samples and 894 farm environmental samples
from udder swabs, ruminant food, bulk tank milk and
others. Several sampling series were carried out during
this time period. Cooled samples were transported to

Table 1
Characterization of the 151 dairy farms initially selected for this
study

Criteria Total of farms
selected

Presence of drop calf ]

Surface waters in cowshed and field, 10

and presence of sheeps or goat
Surface waters in cowshed and field 4
Surface waters in cowshed or field 53
Absence of surface waters 2
Farms tests not randomized

Grand total 151
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the laboratory of the Veterinary School of Lyon
(France) for further investigation.

2.2, Enrviclment procedure

Upon arrival at the laboratory, all samples were
analysed immediately or were kept at 4 °C for a
maximum of 48 h before analysis. Twenty-five grams
of faecal or solid environmental material were
collected and placed in a stomacher bag with
250 ml of buffered peptone water (BPW) (bioMeér-
ieux, Marcy [I'Etoile, France), mixed using a
stomacher and incubated at 37 “C overnight. Liquid
samples and swabs were mixed with 125 ml of BPW
and incubated at 37 °C overnight. The milk samples
were mixed with 125 ml of BPW supplemented with
acriflavine (Sigma, Saint Quentin Fallavier, France;
12 pg ml~! final concentration), in order to inhibit the
growth of Gram+ bacteria.

2.3. DNA extraction from enriched samples

For DNA preparation, | ml of the enrichment
culture was centrifuged at 13,000 = g for 3 min. The
pellet was washed three times with phosphate buftered
saline, pH 7.4 (PBS) containing 4% Tween 20,
followed by two washes with PBS only. After
centritugation, the pellet was resuspended in 400 pl
of Instagene Matrix (Bio-Raz Laboratories, Hercules,
Calitornia), and the mixture was incubated for 30 min
at 56 “C and for 15 min at 100 "C. After incubation,
the mixture was vortexed for 15 s and centrifuged at
11,000 = g for 3 min. The supernatant fluid was used
directly for PCR, except tor faecal samples, which
were diluted (1000-fold dilution) in sterile water, due
to a high rate of PCR inhibitors.

24, PCR detection of stx genes and of £ coli
ribosomal 165 DNA

A total of 1309 samples were analyzed by PCR.
PCR detection of six genes was performed with the
degenerative primers ES 149 and ES 151, as described
by Read et al. (1992). Forty cycles of amplification
reactions were processed in a T3 thermocycler
(Biometra, Géttingen, Germany ). PCR products were
separated by gel electrophoresis on 2.5% agarose and
visualized by ethidium bromide staining.
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Moreover, an internal control PCR using specific
primers for ribosomal 16§ DNA of E coli was
performed for each mix to determine the presence of
inhibitors of Tag DNA polymerase.

2.5, Colony hvbridisation

Enriched samples that gave a positive result for six
by PCR were subjected to colony hybridisation, as
previously described by Bouvet et al. (2002) with
slight changes. The different stages of the hybridisa-
tion procedure were carried out in a hybridisation oven
(Hybaid, UK). Pre-hybridisation was performed with
10 ml of Dig Easy Hyb solution (Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany ) at 42 “C for | h. Hybridisation
was carried out overnight at 42 "C with 2 ml of
hvbridisation solution containing (0 ng of freshly
heat-denatured, digoxyzenine labelled sfx probe,
using a DIG-High Prime kit (Roche Diagnostics).
Thus, the hybridised probe was detected with antibody
conjugated to alkaline phosphatase { Roche Diagnos-
tics). Six-positive colonies were revealed by a
colorimetric reaction (NBT, X-Phosphate, Roche
Diagnostics), as described by the manufacturer
(Roche Diagnostics). Finally, the STEC isolates
corresponding to coloured spots were picked from
hvbridisation plates and grown overnight in nutrient
broth.

2.6, Identification and characterization of
STEC isolates

All isolates were biochemically identified as E. coli
by the API 20E test (bioMérieux) and were further
characterized by PCR for the presence of the sixl,
stv2, uidA genes as described (Cebula et al., 1995), as
well as for the eae (Reid et al., 1999) and efix genes
(Paton and Paton, 1998). Sequences for the primers are
shown in Table 2. Vero cell toxicity and the expression
of hemolysin were Investigated, as previously
described ( Bentin et al., 1996, 1995, 1999).

2.7 Serotyping of STEC isolaies

Serotyping of STEC isolates detected by hybridi-
sation was performed using 026, 055 and OL11
antisera (Bio-Rad). The E. coli OIl57 isolates
previously identified by amplification of the widA
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Table 2
Oligonucleotidic primers used in PCR reactions

Gene Primers Sequence (5'-3'} PCR. product Annealing
size (bp) temperature (“C)
six ES149 COA AAT (CTH2CT) CTC TGT AT(CT) TGICT ) C
ES151 GAAGICIAGIA AAT AAT TTATAT GT 323 44
DMNAr 168 E coli A AGA GTT TGA TCA TGO CTC AGA
s17 GTTACC TTG TTA CGA CTT 1500 50
sixd LP30 CAGTTA ATG TGG TGG CGA AGG
LF31 CAC CAG ACA ATG TAA CCG CTG 348 [i%3
six2 LP43 ATC CTATTC COG GGA GTT TAC G
LP44 GOG TCA TOG TAT ACA CAG GAG C 5H4 64
edae B52 AGG CTT COGT CAC AGT TG
B33 CCATCG TCA OCA GAG GA ST0 50
ehx hivAF GCA TCA TCA AGC GTA OGT TCOC
hivAR AAT GAG CCA AGC TGG TTA AGC T a34 o
uidA FT2 GOG AAA ACT GTG GAATTG GG
PT3 TGATGC TOC ATC ACT TCC TG 252 64

gene were confirmed with anti-O157 agglutinating
serum (Oxoid, Basingstoke, UK). Serotyvping of STEC
which were not identified with these antisera was
performed at the National Reference Laboratory for E.
coli (NRL-E. coli) in Berlin, Germany using antisera
OI-0181 and HI-H56, as described by Beutin et al.
(2005).

2.8 Pulsed-field gel electrophoresis

Each bacterial isolate was subject to molecular
typing by PFGE. using the methods previously
described by Bouvet et al. (2002) with minor changes.
Equal volumes of each bacterial suspension and 1.8%
agarose (InCert agarose, BMA, Rockland, USA) were
mixed with 30 mg ml~! proteinase K, 10 mg ml~! ly-
lysozyme and 10% SDS, and were immediately added
into block tormers. After solidification, agarose blocks
were incubated overnight at 535 “Cin | ml of the TE|
butfer. The agarose blocks were then washed with TE 1
supplemented with phenyl methyl sulfonyl fluoride
and two washings in TEIL, each for 1 h at 42 °C.
Digestion of genomic DNA embedded in agarose
blocks was carried out using Xbal endonuclease
{Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). Electro-
phoresis was performed with the CHEF DR II system
(Bio-Rad Laboratories) at 14 °C in (.53 TBE, with a
pulse ramp of 5 s at the beginning and 40 s at the end,
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for 24 h at constant voltage of 6V cm™'. A PFGE
Marker I (Promega, Madison, USA) was included in
each agarose run.

2.9, Statistical analvsis

Prevalence data was analysed using commercially
available software (Microsoft Excel). Statistical
comparisons between STEC strains isolated from
calves and cows were performed using the ;(z-test for
independence, with statistical significance set at the
95% confidence level (p < (.05). The binomial test
was performed to calculate the confidence interval for
each contaminated substrate from all dairy farms.

3. Results

3.4, Prevalence of STEC in environmenial and

Jaecal samples from dairy farms

Out of 1309 samples tested, 324 (145 faecal (35%),
179 environmental samples (20%)) proved to be six-
positive by PCR. In particular, the highest rate of
contamination by STEC was obtained for teats (49
positive/161 tested) and udders (54/175) with good
confidence intervals, 23.44-38.17% and 24.11-
38.27%, respectively. The lowest numbers of PCR
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Table 3
List of the stx-positive materials on each dairy farm A, B, Cand D
Material Farm
A B C (]
Bovine fasces + + + +
Water trough
Water + + +
Swab + +
Soil, pond + +
Milking
Teat swab + +
Udder's swab + + + +
Milkings swab +
Stall
Wall + + +
Cow trap + + + +

positive samples were found for milking swabs (6/28),
water troughs (16/81), penwalls (7/44), bulk tank milk
(10/64) and cow traps (153/114). At the farm scale,
different environmental sites were shown to be
contaminated by STEC (Table 3). A typical example
on tarm A demonstrated that faeces, water troughs,
udders, pen walls, the milking machine and the soil
were found contaminated with STEC.

Isolation of STEC was successtul from 8() faecal
samples and 38 environmental samples that were six-
positive by PCR, allowing the isolation of one STEC
isolate (118 1solates were recovered).

3.2, Virulence of STEC isolates

Difterent virulence traits were associated with the
STEC strains. Among faecal STEC, 39 (49%) isolates
carried the sixd gene, 70 (87.5%) the six2 gene, 27
(349 ) the eae gene and 76 (93%) the efix gene. Thirty
(37.5%) STEC isolates were stx27 and six ™, and 13
(16%) were stxd™ or 52227, eae” and ehx™. Fourteen

(17.5%) STEC isolates possessed all the virulence
factors tested: ege, six], six2 and efix. The virulence
profiles of STEC from faecal samples of calves and
cows were significantly similar ( p = 0.05) (Table 4).

Among the 3% environmental STEC isolates, 15
(399%) were stxd™, 32 (84%) sex2™, 7 (18%) eae™ and
33(87%) elx™. Eleven (29%) STEC isolates possessed
the stx] and stxe2 genes and 3 (13%) were sixl™, six2™,
eae” and efx”™. No dominating virulence pattern
was recovered from environmental or faecal STEC
1solates.

All tarms showed a high rate for both sx2 and efix
genes. At the farm level, the distribution of sixf and
eae genes varled (Table 35). Specifically, farm B
showed a high rate of carriage for stxf and eqge genes,
which was the converse to farm D in which stx{ was
only harboured by 40% of the STEC isolates and eqe
was scarcely noted. Furthermore, the four virulence
tactors were frequently observed in STEC isolates
from farm B as opposed to other farms.

3.3 Serorvpes of STEC sirains

The serotvpes of representative (61) STEC strains
from this study are shown in Table 6. All STEC
isolates were screened for major O-groups (026,
055, 011l and OI157) associated with human
pathogenicity and two 026, one Q55 and three Q157
STEC were identified. The STEC Q157 strains were
negative tor fermentation of sorbitol and negative for
beta-glucuronidase activity, showing the same widd
genotype as typical EHEC O157:H7 strains. All 026,
055 and Q157 STEC isolates were taken from faecal
samples.

Sixty-one of the STEC isolates were thoroughly
investigated for their serotypes with all available O-
and H-antisera. As aresult, some serotypes were more
frequently detected on different farms: OYI1:H2I
(6/6l), Oll3:H4 4/61) and OI79:HE (5/61).

Table 4
Comparison of virnlence profiles for STEC isolates recovered from faecal samples of cows and calves
STEC strains origin Genes
sixd” a2 eae” ehix” atxd Tax2® sl or s2” std ™ ax2”
and eae"ehx” eae’ ehx”
Cows (n=43) 18 (42%)* 37 (B6%:) 12 (28%:) 41 (95%:) 13 (30%:) T(16%) 4 (9%)
Calves (n =37T) 21 (57%) 33 (R9%) 16 (43%) 35 (95%) 17 (46%) 6 (16%) B(22%)

* MNumber of isolates that carried the specific gene(s) and percentage obtained with respect to the total STEC isolates number.
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Table 5
Comparison of virulence profiles for STEC isolates recovered from farms A, B, Cand D
Virulence profile Farm

A B C D
stxd 5014 (36%) I (64%) 36 (33%) 410 (40%)
stx2 13414 (93%) 1011 (91%:) 5/6 (B3%) L1 O (100%:)
eag T4 (50%) BA1 (73%) 36 (50%) 2110 (20%:)
efx 1414 (1005} 111 (91%:) /6 (100%) B0 (B0%:)
stxd + stx2 + eae + ehx 34 (21%) SA11 (45%) 1/6 (17%) 110 (10%:)
stxl + stx2 414 (29%) 611 (35%) 2/6 (33%) 410 (40%)
stxd or six2 + ede + ehx 414 (29%) /11 (18%) 2/6 (33%) L0 £10%:)

* Positive STEC isolatzs/total STEC isolates recoverad on the farm, and the corresponding percentage.

Table 6
Phenotypes and genotyvpes of some STEC isolates recovered from various dairy farms (n=61)
Serotype or serogroup Farm atxl ax2 eae ehx VT Hem
(PFGE isolate)®
ONT:H2 B (2) - + + + + E-hly
ONT:H2 Bil4) - + + + + E-hlv
ONT:H4 C + - + + ND -
ONT:H1% D - + - - + a-hly
ONT:H19 D - + + + + a-hly
ONT:H21 D + + - T T -
ONT:H21 D + + - + + -
ONT:H21 D + + - + + -
ONT:H21 G - + - + ND -
orough:H21 C + + + + + -
ONTH30 E + + - + + E-hly
ONT:H39 A9) - + - + ND -
ONT:H40 B (10-11) + - - + + -
0OL:H2ZT E - + - + + E-hlv
O6:H10 F - + - + + -
015:H21 E + + + + - -
0O22:HE B (3) + + + + + E-hlv
O26:HT1 A (3) + + + + + E-hlv
026:H11 D + + + + + E-hly
045:H3 E - + - T T -
045:H16 E - + - T T -
055 I + + + + ND ND
068/073:H31 B (3) + + - + + -
OR£H11 A (2) + + - + + E-hly
O491:H2I E + + + + + E-hlv
091:H21 B (8-49) + + + + + E-hly
091:H21 B (12) + + + + + E-hly
091:H21 B (7) - - - + + E-hly
O491:H2I G + - + + + E-hlv
091:H21 G + - + + + -
O105:H2 C + + - + + E-hly
O105:HI8 A (13-14) + - - + + E-hlv
O105:HI8 F + + - + + E-hlv
O110:H2 D - + - - + a-hly
O113:H4 E + + - + + -
O113:H4 B (13) - + - T T -
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Table 6 (Continued )

Serotvpe Or serogroup Farm sted st oae ehx VT Hem
(PFGE isolate)®

0113:H4 C - + + - + -
0O113:H4 D - + - - + -
O113:H11 A 10y - + - + + -
O113:H21 B(4) + + - + + E-hly
O113:H21 A (5) - + - + + E-hly
O113:H21 A (12) + - + + E-hly
O117:H2Z4 E + + - + + E-hly
O117:H28 E + + - + + E-hly
0136:H12 G + - - + + -
O145:H28 A(11) + + + + + E-hly
O157:H7 H + + + ND ND
O157:H7 H + + + ND ND
O157:H7 I - + + + ND ND
0O174:H2 AT) - + - + + E-hly
0O174:HI6 A (16) - + + + + E-hly
0174:H21 D - + - - + -
O174:H21 D - + - - + -
O175:H16 A (B) - + - + + E-hly
O175:H16 A(15) - + - + + E-hly
O1749:HE E + + + + + E-hly
O1749:HE C - + + + + E-hly
O1749:HE C - + - + + E-hly
O1749:HE A (4) - + + + + E-hly
O1749:HE A (6) + + + + + E-hly
O179:H40 B (6} - + - + + E-hly

T, non-typable; ND, non-determinated; VT, vero cell toxicity; Hem, hemolvsin,

* Corresponding to PFGE isolate number s shown in Figs. | and 2,

Although 13 isolates presented non-tvpable (NT) O
antigens, at least 35 distinct serotypes were detected
among the 61 STEC isolates investigated within the
entire range of antiserums tested.

34, PFGE comparisons for STEC isolates

PFGE is a wvery powerful tool that allows the
comparison between individual isolates and the
determination of a possible clonal relationship. PEGE
of Xbal-digested DNA fragments isolated from the
118 STEC isolates generated 74 unrelated Xbal-PFGE
subtvpes from 118 STEC isolates. Individual PFGE
patterns consisted of approximately 200 DNA frag-
ments ranging from 50 to 800 kb in size.

The PFGE patterns of various (29) isolates
recovered from two dairy farms investigated in this
study are shown in Figs. | and 2, and their
corresponding serotypes are shown in Table 6. A
large diversity of REDP (19 different PFGE patterns)
were found on both farms and during ditferent
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sampling periods. Some 1solates with distinct patterns
were only detected once (e.g. isolates 3 or 4 from
farm A). Other STEC types representing possible
clones were recovered several times on the same farm.
In most cases, a STEC clone was isolated from
ditferent animals living on the same farm. This was the
case on farm A (Fig. 1), in which isolates four and six
shared identical REDPs. A persistent clone of serotvpe
ONT:H2 (REDP nos. 2 and [4) was also isolated from
ditferent faccal samples collected | vear apart on farm
B (Fig. 2). The transmission of STEC trom bovine
faecal samples to many farm materials (udders, teats,
pen walls, cow traps, etc.) was also noted, and farm A
was representative of this. The same REDP was
recovered from bovine faecal samples (REDP no. 7)
and a pond (REDP no. 16), or from bovine faecal
samples (REDP no. 8) and an udder { REDP no. 15).
Moreover, a persistent clone (nos. 5 and 12) of
serotype O113:H21 was also recovered from a calf
faccal sample and a water trough, sampled | month
apart. The dissemination and persistence of some
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151 visit (May 2003) 2ndl visit (October 2003)
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Fig. 1. PFGE comparing restriction profiles for STEC isolated from
dairy farm A, Lanes 1 and 17: A molecular weight markers (numbers
on the left are kb weights). Lanes 2-6: solates recovered from
bovine faeces collected in the first visit, Lanes 7-11 and 12-16:
isolates recovered from bovine faeces and environmental sites (12: a
water trough, 13 and 14: a same teat, 15: an udder, 16: a pond),
respectively, during the second visit.

STEC strains was also noted between different farm
materials. For example, an identical isolate of serotype
091:H21 (REDP nos. 8, 9 and 12) was isolated from a
water trough and also from an udder sampled 8 months
apart on farm B. No dissemination of the same STEC
clone has been observed between the 13 dairy farms
investigated 1n this study.

4. Discussion

The presence of STEC in milk is mainly due to
contamination during the milking step (Hussein and
Sakuma, 2005b). Therefore, the present work was
intended to study the persistence of STEC in the dairy
farm environment and to determine the routes of
STEC contamination. We observed that the contam-
ination rate of the French dairy farm environment by
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Fig. 2. PFGE comparing restriction profiles for STEC solated from
dairy farm B. Lanes | and 15: A molecular weight markers (numbers
on the left are kb weights). Lanes 2-7: isolates recovered from
faeces during the first visit. Lanes 8-11: isolates recovered from
environmental sites during the second visit (8-9: 2 same teat, 10-11:
a same cow trap). Lanes 12-14: isolates recovered from an udder
{12} and faeces (13-14) collected in the third visit.

STEC 15 20%. This rate 1s higher than those obtained
by Rahn et al. (1997) in the United States or Cobbold
and Desmarchelier (2000) in Australia, with STEC
contamination levels of 14.1% and 4.1% for those
studies, respectively. We have two plausible explana-
tions for these discrepancies. The first explanation
may be due to the fact that different enrichment
protocols have been used by the cited authors. The
performance of different enrichment protocols could
therefore lead to false negative results. The second
explanation could be linked to different farm practices
or a seasonal effect.

Similarly to previous studies, many different types
of environmental samples were positive for the six
genes (Cobbold and Desmarchelier, 2000; Rahn et al.,
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1997), and among them the bulk tank milk with a
contamination rate reaching 16% (1/64). Other
contaminated sites were the udders (54 six-posi-
tives/173) and teats (49/161), and to a lesser extent the
milking swabs (6/28), drinking troughs (16/81), pen
walls (7/44) and cow traps (15/114). The udders and
teats have rarely been described as a principal source
of contamination with STEC. Nevertheless, many
authors have described drinking troughs as a major
source of contamination (Shere et al., 1998 Van
Donkersgoed et al., 2001). Some studies have high-
lighted other materials contaminated by STEC, such
as so1l, pen walls or collective teeders (Cobbold and
Desmarchelier, 2002; Rahn et al., 1997). Cobbold and
Desmarchelier (2000) have suggested a cause and
effect relationship between the high number of STEC
carriers in cattle and the incidence of contamination of
the farm environment by STEC. In our study, sfx genes
were detected in faecal samples from 35% of the cows
and calves tested. This percentage is close to the
shedding prevalence reported by Rahn et al. (1997),
but differed from the results published by Cobbold
et al. (2004), Moreira et al. (2003), Kobayashi et al.
(2001) with an excretion rate of 20%, 49% and 60%,
respectivelv. According to Fukushima et al. (1999),
the surprising long-term survival of STEC 026, 0111
and O1537 in bovine faeces (1-8 weeks at 15 "C)
showed that such substrates were a potential vehicle
for transmitting STEC to food, cattle and the
environment.

The isolation rate for STEC diftered according to
the tvpe of stx-positive samples. More precisely, the
STEC recovery level was higher for faecal samples
than for the environmental samples (33% versus 21%).
Our principal hypothesis 1s that the material detected
may contain free DNA or bacteriophages carrving the
stx gene or that a high quantity of STEC bacteria was
initially present in faecal samples and not in the
environment samples. Moreover, it is noteworthy that
the hybridisation technique has a lower sensitivity
than that of the PCR (Bouvet et al., 2001).

In our study, the six2 gene was the predominant six
isoform carried by STEC strains isolated from cattle
and environment samples. The experimental and
epidemiological data have demonstrated that six2
may be more important in the development of HUS
than srxd (Boerlinet al., 1999; Nataro and Kaper, 1 998).
The majority of STEC strains analyzed also possessed
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the efix gene and a notable proportion (34/ 118 ) of STEC
strains 1solated trom all samples carried the eqge gene,
allowing attachment and effacement to intestinal cells.
This property is fundamental to the full expression of
their virulence. A similar percentage (29%) was
obtained in Spain by Blanco et al. (2004a), but differed
from studies carried out in Australia (Cobbold and
Desmarchelier, 20000 or in Brazil (Irino et al., 20035)
with a lower occurrence for eae being 0.7% and 1.5%,
respectively. Furthermore, the present study showed
that 17.5% of the strains 1solated from taecal samples
and 13% of the strains isolated from environment had
four virulence factors (stad, st2, eae, eliw), and
consequently could be involved in human illness.
Indeed, Boerlin et al. (1999} have demonstrated a
positive association between the presence of eae, six2
and efiv genes with the severity of the disease in
children. Nevertheless, a STEC strain that is six™, eae™,
ehix™ is potentially pathogenic and could be involved in
colitis and/or HUS. More precisely, some eae-negative
non-0157 STEC strains belonging to serotypes such as
O113:H2] or OY1:H21 have been previously 1solated
trom adults suffering from HUS (Bonnet et al., 1993;
Paton and Paton, 1999). These data suggest that STEC
strains isolated in the course of this study could be
assoclated with a potential risk for humans.

The 61 serotyped STEC isolates belong to 35
different serotvpes as listed in Table 6. Forty-one
percent of these isolates were from nine serotypes:
O22:H&, ONT:H2I, O91:H21, OL13:H21, O113:H4,
O157:H7, 026:H1 1, O174:H2 and O145:H28, which
have all been previously reported to be associated
with hemolytic and wraemic syndrome In humans
(www.microbionet.com.au/vtectable htm). Notably,
the O91:H2L, Ol13:H2] and OI7T9:HE serotypes
were the most frequently serotvpes identified. They
were widely distributed among the difterent French
dairy farms investigated. Furthermore, some of the
serotvpes we found were also reported in other recent
studies carried out in dairy farms in South America,
Europe and Asia. For example, O113:H21, O22:HE,
ONT:H21 and O91:H21 serotypes were recently
isolated in Spain (Blanco et al, 2004b); NT:HI9,
NT:H2,0113:H21,091:H21, ONT:H21 or O105:H1 8
in Brazil (Irino et al., 2005; Leomil et al., 2003);
O26:HLL, O174H21 or ONT:H2ZI in Argentina
(Mercado et al., 2004; Padola et al., 2004);
O113:H21, O105:HI8 and O22:HF in Japan (Miyao
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etal., 1998); 0O26:HI11 in Germany (Geue et al., 2002);
and O2:H27,0136:H12 in France (Pradel et al., 2000).
In contrast, STEC belonging to other serotypes such as
O117:H28, O1T7%HS8, 045:H3, O174HI16, O45:HI16
and ONT:H30 have never been detected from cattle.
Of the 61 STEC isolates serotyped in the present study,
I 3 remained O non-typeable while using all available
antisera. Previous reports showed that rough or
untypeable STEC isolates were commonly isolated
from food and amimal taeces (Blanco et al., 2004b),
and highlighted the emergence of new STEC
SEerogroups.

Pulsed field electrophoresis with Xbal endonu-
clease 15 currently considered by the scientific
community as being a highly discriminatory method
for molecular typing of STEC (CDC, 1995; Martin
et al., 1996). This epidemiological tool is often used
to compare STEC isolates recovered from various
sources. In the present study, different REDP were
obtained from each farm and suggested the
dissemination of STEC clones. This dissemination
within the same cattle (farms A and B) sheds light
on the horizontal transmission mechanism proposed
by Cobbold and Desmarchelier (2002). This can
imply a direct contact between the animals and
various materials such as drinking and feeding
troughs could constitute the most probable sources
of contamination between bovines. In particular, this
may occur through saliva which could act as a route
of transmission (Cobbold and Desmarchelier, 2002).
In addition, bovine skin and pen floors in contact
with animals should also be considered (Cobbold
and Desmarchelier, 2002). The distribution of the
same strain throughout the dairy farm environment
was observed for almost all farms tested. Specifi-
cally, the same strain was 1solated on farm B trom
both a water trough and from an udder. The
contamination of multiples niches, such as udders,
water troughs and cow traps, could represent a point
of intersection for STEC distribution inside dairy
herds.

PFGE demonstrated a wide diversity of STEC
strains found on the same farm. This diversity is
certainly linked to the regular entry of new bovines or
wild animals into the herds and has also been noted by
many other authors (Hancock et al., 1998 ; Nielsenet al.,
2004; Wilson et al., 1998). These entering animals are
possibly healthy carriers of STEC that will contaminate
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the farm environment. Furthermore, some mafrices
could allow a physical protection of the STEC. More
precisely, the presence of symbiotic microflora and
nutritive elements could facilitate the survival of STEC
in the dairy farm environment and consequently explain
the persistence of these strains from months to years on
the same dairy farm (Shere et al., 1998; Widiasih et al.,
2004). As such, the same strain of serotype ONT:H2
was I1solated from two distinet fagcal samples in farm B
collected 12 months apart, and another, serotype
0O91:H21, was isolated from a water trough and an
udder sampled 8 months apart.

In conclusion, the complexity of STEC ecology in
French dairy tarms could give rise to some difficulties
tor its elimination from the farms. Thus, adapted
handling management is necessary to limit STEC
dissemination and consequently the probability of
milk contamination. Many studies have attributed a
lower rate of contamination to dry surface cleaning,
good sealing and disinfection of buildings (Garber
et al., 1999), feeding and drinking with individual
troughs (Hancock et al., 2001), and abundant strawing
tor bed surtaces of the animals. Other strategies would
be to set up measures in an attempt to better control the
tarm’s effluents before spreading or to initally control
the digestive tract of bovines, which remains the
principal reservoir for STEC.
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Presentation des Publications w2 et 3

1. Contexte et objectifs de ces études

Les effluents d’¢élevages bovins sont couramment épandus sur les sols comme fertilisants.
Cette pratique permet de gérer et de valoriser les effluents produits par les exploitations.
Cependant, en présence de bactéries potentiellement pathogénes telles que les STEC, ils
peuvent étre a 1’origine de pollutions biologiques diffuses. Une récente étude réalisée en
France a montré que 11% des fumiers bovins testés étaient positifs en STEC (Vernozy-
Rozand et al., 2002). Quelques travaux ont évalué la persistance d’E. coli O157:H7 dans le
fumier ou le lisier, mais aucune étude s’est penchée sur les autres sérotypes. De plus, les
expérimentations ont généralement été réalisées dans des petits volumes d’effluents, voire en
microcosmes. Ainsi, les principaux objectifs de ces deux études étaient d'évaluer la survie des
STEC non-O157 dans des quantités raisonables de fumier et de lisier, tout deux issus de
bovins laitiers. Notre étude a notamment mis I’accent sur I’impact du compostage du fumier

sur la survie des STEC non-O157.

2. Matériels et méthodes

2.1. Etude n°1 : survie des STEC dans le fumier

Les STEC ne possédant pas de propriété¢ biochimique commune, aucun milieu sélectif
n'est disponible afin de les dénombrer. Par conséquent, 8 souches STEC non-O157
préalablement isolées de feéces de bovins laitiers, ont été transformées par €lectroporation avec
un plasmide portant un géne codant une protéine de fluorescence (GFP) ainsi qu'un géne de
résistance a I'ampicilline (Figure 19). Des pré-essais réalisés dans des microcosmes de fumier
ont été effectués afin de s’assurer du maintien au cours du temps du plasmide dans les cellules
STEC. Ils consistaient a comparer les dénombrements des STEC obtenus sur milieux gélosés

contenant de I’ampicilline a ceux obtenus par une méthode MPN-PCR ciblant les génes Stx.
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Figure 19 : Le plasmide pGFP,, (Clontech™) est un vecteur d'expression procaryote. Il
contient un géne de sélection permettant la résistance a 'ampicilline (Amp®), une origine
de réplication procaryote (pUC Ori) et un promoteur procaryote (pLac) en amont du

géne codant la protéine autofluorescente GFP,,.

Quatre tas de fumier issus de bovins laitiers et d'environ 2 m® ont été préparés dans un
lazaret de sécurité P2. Ils ont ensuite été inoculés avec un mélange des 8 souches STEC
(pGFPy), 4 un niveau de 10° a 10" UFC g’ de fumier. Deux tas de fumier ont été
réguliérement retournés (3 fois a 1 semaine d’intervalle) alors que les deux autres n'ont subi
aucun retournement. Des dénombrements de STEC et le suivi de différents paramétres tels
que : la température, le pH, le taux d'humidité et le potentiel d'oxydo-réduction (POR) ont été

réalisés en différents sites dans les tas de fumier (Figure 20).
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Figure 20 : Emplacement des différents sites échantillonnés dans les tas de fumier.

Pour chaque site et seulement pour les tas non retournés, un modele de régression non
linéaire (Geeraerd et al., 2000) a été utilisé afin d’ajuster les valeurs de dénombrements des

STEC obtenues pendant les 30 premiers jours de 1’étude :

N=(N,-N,)exp(-k,  t)+N.  (équation 1)

ot N correspond a la concentration en STEC en UFC g observée au cours du temps t (en

jours), N correspond a la concentration en STEC en UFC g a T, N, correspond a la

population résiduelle en STEC en UFC g, et k__ est le taux d'inactivation spécifique (en

max
jour™) équivalent a In(10) / D-value.

Par ailleurs, les valeurs moyennes de pH et du POR obtenues pour les différents sites ont
¢té comparées par une analyse de variance a un facteur. Des comparaisons multiples ont

ensuite été réalisées en ajustant les seuils de signification (p) par la méthode de Bonferroni.

2.2. Etude n°2 : survie des STEC dans le lisier

Huit seaux contenant chacun 15 litres de lisier issu de bovins laitiers, ont été placés dans
un lazaret de sécurité P2. Quatre souches STEC de sérotype O26:H11 (appelées A, B, C et D),
préalablement isolées de feces de bovins laitiers, ont été transformées par électroporation avec

le plasmide pGFP,,. De fagon similaire a 1’étude précédente, la stabilité du plasmide dans les
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cellules a été confirmée dans des microcosmes de lisier. Ces souches STEC (pGFP,,) ont
toutes été pulsotypées au début et a la fin de I’étude, et la présence des génes Stx1, stx2, eae et
ehx a été déterminée par PCR. Chaque souche a ensuite été inoculée dans 2 seaux différents a
un taux de 10° UFC ml”. Des dénombrements des STEC 026 (pGFP,,) et un suivi du pH et
du taux d'humidité ont été réalisés.

Les données de dénombrements (en UFC ml™") obtenues & partir des 2 seaux inoculés avec
la méme souche STEC O26:HI1 ont été compilées puis ajustées a I’aide du modele de

régression non linéaire d’équation 1.
3. Résultats et discussion

3.1. Etude n°1 : survie des STEC dans le fumier

Pour I’ensemble des sites testés dans les andains retournés ou non, les STEC sont
fortement inhibés durant les 10 premiers jours de 1’étude et seule une population résiduelle
persiste ensuite dans les tas de fumier. Les STEC ont été détectés en surface des tas pendant
42 jours dans les tas de fumier retournés et 90 jours dans ceux non retournés. Ce résultat a
permis de confirmer l'effet bénéfique du retournement régulier des andains durant le
processus de compostage puisqu'il permet une réactivation de la thermophase liée a la reprise
d’activité de la flore aérobie indigeéne. Il permet également d’assurer une bonne homogénéité
du traitement dans le tas. Un résultat similaire a été obtenu par Kudva et al. (1998) qui ont
détecté E. coli O157:H7 pendant 47 jours dans des tas de fumier retournés. Cependant,
d’autres études ont rapporté qu’E. coli O157:H7 ne survivait pas plus de 8 jours dans des tas
de fumier retournés ou non (Lung et al., 2001; Nicholson et al., 2005). Ces résultats différents
pourraient tre expliqués par les faibles taux de STEC inoculés, mais également par le petit
volume des tas de fumier utilisés par ces auteurs.

En outre, le taux d’inactivation spécifique des STEC (k, . ) différe selon le site

max
échantillonné. Ainsi, dans les tas de fumier non retournés, il est d’autant plus élevé que I’on se
raproche du cceur des andains. En effet, la plus faible D-value (0,48) a été obtenue pour le site

E, seul site ou la température enregistrée atteint plus de 65°C (Figures 20 et 21).
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Figure 21 : Dénombrements des STEC dans les 2 tas non retournés (Tas 1 O, Tas 2 +)
pour chaque site A, E et F, ainsi que dans les 2 tas retournés (Tas 1 O, Tas 2 +) pour
chaque site Aa, Ea et Fa. Les lignes en pointillées (traits ou points) indiquent la
température enregistrée dans chacun des sites échantillonnés. Pour les tas non
retournés, les courbes théoriques ont été obtenues aprés ajustement des données de
dénombrement a I’aide d’un modéle non linéaire. Les lignes verticales en pointillées

indiquent les jours ou les tas de fumier ont été retournés.

Un résultat similaire a été observé pour les sites Ca et Ea des tas retournés avec des
températures respectives de 65°C et 68°C. Jiang et al. (2003b) ont observé le méme
phénoméne avec une diminution de la concentration en E. coli 0157:H7 de 4 log UFC g,
apres 3 h a 55°C et, seulement, 15 min a 60°C et 3 min a 65°C. Ces résultats suggerent qu'une

température supérieure a 60°C est associée a une inhibition marquée des STEC. Concernant
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les autres emplacements, d’autres facteurs biotiques et abiotiques pourraient étre responsables
de I’inhibition des STEC. Ainsi un pH ¢levé, l'interaction avec une flore indigéne antagoniste
et la faible teneur en eau, pourraient étre a l'origine de l'assainissement des tas. Par exemple,
un asséchement accentué (taux d’humidité < 42% en fin d’étude) a été observé a la surface
des tas de fumier, les autres sites échantillonnés présentant un taux d'humidité (compris entre
72% et 83%) a peu pres constant tout au long de 1'é¢tude. De plus, 1’analyse de variance a
montré que les valeurs de pH sont significativement différentes selon le site échantillonné
(P<0,0001). Le test de comparaisons multiples a souligné une différence significative (0,0001
< P <0,004) entre les échantillons collectés au pied des tas (sites A et Aa) qui présentent les
valeurs les plus élevées de pH (9,6 et 9,7), et les autres sites.

Enfin dans notre étude, tout les lixiviats de fumier collectés étaient contaminés en STEC,
avec des effectifs allant de 1 a plus de 2 log UFC ml™. Ils pourraient donc étre a ce titre de

bons indicateurs du niveau de contamination des andains en STEC.

3.2. Etude n°2 : survie des STEC dans le lisier

Aprées ajustement des données par le modele non linéaire, les taux d'inactivation obtenus
pour les 4 souches STEC 026 (pGFP,,) inoculées dans le lisier sont similaires. Les valeurs
estimées de la D-value ainsi que leur intervalle de confiance sont respectivement de 10,19
[9,37 - 11,16], 11,75 [10,65 -13,15], 10,49 [9,55 — 11,63] et 12,01 [10,6 — 13,81] jours pour
les souches A, B, C, et D. Les STEC ont progressivement ét¢ inhibés au cours des 68 premiers
jours, et seules de faibles populations de STEC, détectées seulement apres enrichissement, ont
persisté jusqu’a 88 jours. Avery et al. (2005) ont également montré que des STEC de sérotype
O157:H7 étaient encore détectés aprés 64 jours dans du lisier inoculé a un taux de 10’ UFC
cm’. Les pulsotypes réalisés sur les 4 souches STEC 026 & TO et en fin d’étude (T88) étaient
identiques. Plusieurs parameétres tels que l'interaction avec la flore indigéne antagoniste, le pH
¢levé et la faible teneur en eau, ont été probablement a l'origine de I'assainissement du lisier
en STEC. En effet le pH du lisier atteignait une valeur moyenne de 9,5, et le taux d’humidité

du lisier avait diminué d’environ 15% en fin d'étude.

4. Conclusion

Notre étude démontre que les STEC de sérotype non-O157:H7 sont capables de survivre
durant une longue période dans les effluents d’¢levages bovins. Afin de minimiser le risque de

contamination environnementale par les STEC durant le stockage et apreés épandage des
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effluents sur les sols, des bonnes pratiques de gestion des effluents d'¢levages doivent étre
respectées. Ces résultats montrent que la durée de stockage des fumiers et des lisiers devrait
étre au minimum de 3 mois. Le compostage des fumiers devrait comporter au moins 3 étapes
de retournements des tas de fumier espacées d’1 semaine au minimum. Le stockage devrait se
faire uniquement sur des aires bétonnées, €tre inaccessible a la faune sauvage et tous les

lixiviats de fumier devraient étre collectés par une trappe prévue a cet effet.
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Introduction

Abstract

Aims The main objective of this study was to evaluate the behaviour of non-
0157:H7 Shiga-toxin-producing Escherichia coli (STEC) strains in cow manure,
Methods and Resultss A mixture of eight green-fluorescent-protein-labelled
STEC strains was inoculated around 10°-10°7 CFU g into four manure heaps,
Two heaps were regularly turned and the two others remained unturned. STEC
counts and physical parameters (temperature, pH, moisture content and oxi-
do-reduction potential) were monitored for 1000 manure samples. The highest
mean pH values were obtained near the surface at the base of all manure
heaps. At the surface, the moisture content decreased from 76-5% to 42% in
turned heaps. Temperatures reached 65°C near the main body of all manure
heaps, and only 35°C near the superficial parts located at the base of them.
These two sites (the cenire and the base) were associated with D values for the
STEC counts of 0-48 and 239 days, respectively. We were able w detect STEC
strains during 42 days in mrned manure heaps and during at least 90 days in
unturned ones.

Conclusions: These results emphasize the long-term survival of non-O157:H7
STEC in cow manmure,

Significance and Impact of the Study: Good management practices (eg. turn-
ing) should be respected in order to minimize the risk of environmental con-
tamination by STEC.

are healthy carriers of STEC but highest levels have been
reported for cattle from Brazil (Moreira et all 2003) or

Shiga-toxin-producing Escherichia coli (STEC) are emer-
ging foodborne pathogens. STEC strains were associated
with both sporadic cases and outbreaks of haemorrhagic
colitis and hasmolytic uraemic syndrome in patients,
especially among children and elderly persons. Although
E. coli O157:H7 is currently the most common serotype
isolated from patients and the most reported in literature,
other serogroups incuding 026, 0103 or 0111 are being
more and more frequently recovered from infected
patients,

Ruminants are recognized as the principal reservoir of
STEC, and so undercooked beef, dairy product or vegeta-
bles contaminated by the facces of infected cattle are fre-
quent sources of human STEC infection. 10-25% of cattle

@& 2008 Tha Authors

France (Pradel e al. 2000).

A previous study highlighted that 11% of manure
samples from French dairy cattle were contaminated by
STEC (Vernozy-Rozand et al. 2002). A composting pro-
cess of animal excrements is frequenty included in
farming practices to convert agricultural effluents into
organic  fertilizers before their spreading on culture
crops. The tansfer of pathogens to food through the
application of animal manures to agricultural land is
well described (Cieslak et al. 1993; Pell 1997). Manure
that consists of animal excrements (faeces and urine)
mixed with bedding is a complex biological process with
thermal wvariations mainly because of fermentation by
indigenous bacteria. A recent study demonstrated a
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4 logy CFU g ' reduction of E coli OI5T:H7 in cow
manure compaost after 15 min at 60°C (Jiang et al
2003b). Another study revealed that E coli O157:H7
strains could survive 47 days (Kudva et al 1998) in cow
manure heaps (volume = 100 cm”) exposed to climatic
changes. These smudies were limited to the O157:H7 ser-
otype or were performed on very small manure heaps,
Therefore, little is known about the growth and survival
of STEC strains in dairy cow manure prepared and trea-
ted in compliance with commonly established dairy
farms practices.

The main objective of this work was to study the sur-
vival and growth of STEC strains isolated from dairy
cattle in cow manure. STEC strains were transformed
with the green fluorescent protein  plasmid  vector
(pGFPuv) and inoculated into different 2 m* heaps of
fresh cow manure, Samples were taken at regular time
intervals and in different parts of the heaps for deter-
mination of pH, moisture content, oxido-reduction
potential (ORP) and mumeration of transformed STEC
bacteria by direct plating.

Materials and methods

Transformation of STEC strains

STEC strains

Eight STEC strains, all from faeces of one dairy cattle,
were isolated between January 2003 and August 2004 dur-
ing the course of a previous study (Fremaux et al. 2006).
These E. coli strains were characterized for the presence of
genes coding virdence factors: stx] and ste2, respectively,
coding the Shiga toxins 1 and 2, eae coding the intimin
and ehx coding the enterohaemolysin, Five STEC straing
were stel (+), 6 a2 (+), 4 eae (+) and 7 ehx (+). Two
carried the four genes: stxl, ste?, eae and chxe None of
them belonged to the O157:H7 serotype.

Preparation of the transformant STEC cells

The eight STEC strains were electroporated in the pres-
ence of a plasmid vector pGFPw (Ozyme, Montigoy-
Le-Bretonneux, FPrance) carrying ampicillin  resistance
gene and the green fluorescent protein (GFP) open reading
frame, according to the protocol described by Delazar
et al. (1998) with minor changes. The competent bacter-
ial cells were electroporated in a Gene Pulser 11 (Bio-
Rad, Marnes-la-Coquette, France) with the plasmid
vector pGFPuv and an electrical pulse of 47 ms was
applied at 25 kV and 25 uF with the pulse controller
adjusted to 200 @. The resulting ampicillin-resistant-
transformed cells showed bright green fluorescent colour
when viewed under UV light at 365 nm (Herolab, Wies-
loch, Germany).

B. Fremaux ot al

Control of stability of the plasmid vector pGFPuv in

STEC eells

Each GFP-labelled STEC strain was initially inoculated at
a level of 10° CFU g in small manure piles of 100 g.
Each pile was sampled every week for 1 month. Each
GEP-labelled STEC strain was enumerated by direct pla-
ting procedure and by the most probable number
(MPN)-PCR stx method, as described in the following
section,

The MPN-PCR stx protocol

The MPN procedure was performed using 96-well ul
plates (Haines et al. 1996; Wrenn and Venosa 1996). Six-
fold dilution series were prepared from all the manure
samples. Fifty microlitres of each dilution were placed in
g6-well ul plates, with five replicates per dilution. Then,
150 ul of enrichment broth, buffered peptone water
(BPW; bioMerieux, Marcy I'Etoile, France), was added to
each well containing dilution. The plates were incubated
for 24 h at 37°C. Thus, 1 gl of cach well suspension was
added to the PCR mixture containing bovine serum albu-
min (20 mg ml™) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany)
and dimethyl sulfoxide (Sigma-Aldrich), and subjected to
the PCR stx. For each dilution, the ste-positive wells were
enumerated and the MPN was estimated using standard
Mac Grady tables (Hugues and Plantat 1983).

PCR detection of stx penes

The PCE was performed with degenerate primers ES149
and E5151, as described by Read et al. (1992). The ampli-
fication reactions were processed through 40 cycles in the
PCR T3 Thermocycler (Biometea, Gottingen, Germany).
After an initial denaturation step of 5 min at 94°C, the
cycle program consisted of denaturadon ar 94°C for 30 5,
annealing at 49°C for 30 s and extension by DNA polym-
erase at 72°C for 30 5. To ensure complete strand exten-
sion, the reaction mixture was incubated for 7 min at
72°C after the last cycle. The amplified product was
visualized by ethidium bromide staining after gel electro-
phoresis of 10 yl of the final reaction mixture on 2-5%
aparose,

Preparation and inoculation of the manure heaps

Preparation of the manure heaps

Approximately 10 m® of fresh cow manure was collected
from one dairy farm in Rhéne-Alpes region, in early
spring 2005. To prove that manure was STEC free, several
manure samples were collected from different parts of the
initial manure heap. The enrichment of these and the
DMNA preparation were performed as described previously
(Fremawx et al. 2006). A 1000-fold dilution of the DNA
extract was subjected to the PCR stx. Then, the manure

@ 2008 The Authors
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was divided into five heaps, each of which had a volume
of 2 m’ with a recangular base of approx. 2 m” and a
height of 1 m. The manure heaps were kept indoors in
five separate rooms (P2 safety) for 3 months. The room
temperature remained around 15°C during the course of
the present study. Manure liquids were collected and eva-
cuated by a specific trap. Three of the heaps were un-
turned and the two others were turned by mixing them
three times during the study at interval of 7 days between
each turning Each heap was turned with a pitchfork.

STEC suspension and inoculation of the manure heaps

Each GFP-labelled STEC strain was grown overnight at
37°C on BHI plates (hioMérieux) containing ampicillin
(150 ug ml™") (BHI-A). One colony of each GFP-labelled
STEC strain was cultivated in 1 1of BHI broth plus ampi-
cillin (150 ug ml™') at 37°C for 24 h (total bacterial cul-
ture, & 1. All the cultures reached a final concentration of
approx. 107 CFU ml™", The bacteria were sedimented by
centrifugation at 5000 g for 20 min, and cell pellet was
resuspended in 400 ml of phosphate-buffered saline and
centrifuged. This procedure was repeated once and finally
the cell pellets corresponding to the eight STEC strains
were resuspended together in 800 ml of Tryptone med-
ium (bioMérieux). The mixed suspension (800 ml) was
used to inoculate four manure heaps to yield a final con-
centration ranging from 10% to 107 CFU g at the start
of the study. The last heap was used as a control nepative
heap. Each cubic metre was inoculated by pulverization
with 100 ml of bacterial suspension and carefully turned
and mixed to allow the uniformity of the inoculation.
The latter was checked by enumerating STEC cells. Then
samples of each manure heap were collected and analysed
in the laboratory.

Sampling of solid and liquid manure

Different parts in each manure heap were sampled
according to Fig. 1. For the unturned manure heaps, sam-
ples were collected from surface (sites A and F), the inner
layers (sites B and D) and the main body (sites E and C).
The corresponding sites for turned manure heaps were
noted Aa to Fa. As the manure heaps could settle as a
result of heat and moisture loss over a short time, the dif-
ferent sampling sites were relocated to appropriate relat-
ive positions. Furthermore, after each sampling occasion,
each site was refilled with manure from the same loca-
tion. Manure samples were taken for microbiological ana-
Iysis at regular tme intervals (using sterile ploves,
changed berween samplings). The liquids collected in the
trap and on the floor near the heap were also sampled
every week, Temperature results are obtained from the
average of different points within each location. Inside

& 2008 The Authoes
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Heighit: 1

Width : 1.20

Figure 1 Cross section of a manure heap and location of the differ-
ent sampling sites. The sibes were noted A to F and Aa to Fa for un-
turned and turned manure heaps, respectvely. The stes A, Aa and F,
Fa were at the suface of the heaps fon the first 30 cmj, the sites B,
Ba and D, Da in the inner layers (30-50 em} and the sites C, Ca and
E, Eain the main body (50-60 cm) of the heaps. *Measurements are
expressed in metres,

samples from manure heaps were taken with hands pro-
tected with long sterile gloves. 'When the hand of the
operator reached the appropriate location, a handful of
manure was collected and carefully withdrawn from the
heap o obviate any cross-contamination.

Hundred samples were collected per week (approx.
1000 samples were analysed during the course of the pre-
sent study), transported to the laboratory and analysed at
the same day.

Analysis

Entmeration of STEC cells by divect plating assay

Each manure sample (25 g) was added to 225 ml of
BPW  (bioMérieux) complemented with ampicillin
(150 pg ml™") in a sterile Bagfilter (Interscience, Saint
MNom La Breteche, France) and stomached for 30 s at
medium speed. Aliquots from appropriate dilution series
were spread onto selective BHI-A plates, which were incu-
bated at 37°C for 24 h. The GFP-labelled STEC colonies
were counted under UV light.

Concerning the liguid manure samples, 1 ml of each of
them was taken and added to 9 ml of BHI broth. Aliquot
of 1 ml was spread onto BHI-A plates that were incuba-
ted at 37°C for 24 h.

The enrichment of the sample was required when no
colony of STEC was detected on the plate spread with the
first decimal diluted suspension which means less than
10 STEC ml™. To enrich these poor STEC-contaminated
samples, we incubated the first decimal diluted suspen-
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sion (Baghlter) at 37°C for 24 h. After the enrichment
step, 1 ml of the enriched suspension was plated onto
BHI-A. The plates were incubated for 24 h at 37°C and
pleced under UV light to confirm the presence or absence
of STEC strains in the sample.

Physical and chemical assays

The physical and chemical parameters were measured for
each site in all manure heaps at regular time intervals,
Total moisture content was determined by deying 5 g of
manure at 105°C for 24 h and weighing the residual. The
pH of manure sample was measured after adding 5 g of
manure to 250 ml of distilled water. The suspension was
then stirred for 5 min and was allowed to settle for 5 min.
The pH of the liquid was measured with 2 pH meter 330
(WTW, Champagne au Mont d'Or, France). The ORP was
measured by an ORP electrode sentix 81 (WTW). The
temperature was measured with a thermic probe (WTW).

Statistical analysis

At each site and only for the unturned heaps, the log-
linear model with tailing (Geeraerd et al. 2000) was used
to fit the STEC counts observed at the beginning of the
kinetics, i.e. during the fiest 30 days

N = (Ny — Nre) eXp( —Kmaxt ) + Niees

where N represents the STEC density (CFU g™ observed
at time ¢ (days), Ny is the STEC density (CFU g ') of the
inoculum, Ny is the residual STEC density (CFU g™),
and Ky is the specific inactivation rate (day™') equal to
Ini 10}/ value. Estimated wvalues of kn.. for each site
were graphically reported with their respective 95% con-
fidence intervals. This model was fitted on the decimal
logarithm of the STEC counts using the Ginafit tool
(Geeraerd et al. 2005).

B. Fremaux of al

10° CFU g™', respectively, These results were consistent
with those noted using the MPN-PCE method. After
21 days, no gfp” STEC strains could be detected, even
after an enrichment step.

STEC counts and temperature profiles in unturned
cow manure heaps

As shown in Table 1, the STEC inoculum levels ranged
from 545 to &81 log,, CFU g'. The numerations of
STEC and the readings of temperatures were performed
for each of the six sites of the heaps and during the whaole
sampling period. The results obtained for the sites &, E
and F during the first month of the present study are
displayed in Fig. 2. The log-linear model with tailing was
fitted to STEC counts data (Fig. 2), which permits an
estimation of the specific inactivation rate (kp.,) and of
the D value (In{10)/k,., ). The specific inactvation rates
with asymptotic 95% confidence intervals for each site of
unturned mamire heaps are shown in Fig. 3.

The specific inactivation rate of S5TBEC progressively
increases as it approaches the heart of the manure piles
(Fig. 3). The estimated I? values of the sites A (near the
surface at the base of the heap), F {on the surface at the
top of the heap), B (inner layers at the base of the heap),
C (in main body at the base of the heap) and D (inner
layers in the middle of the heap) were 2-39, 157, 154,
1-15 and 078 days, respectively. Compared with the
results obtained with these precited sites, site E (main
body in the middle of the heap) was associated with the

Table 1 Time of survival of GFPdabellied STEC straims in the different
sites of all manure pikes and maximum temperature recoversd in sach
af them

Statistical comparisons of pH and redox mean values Maximum STEC count N

between sites were performed using 2 one-way ANOVA. lemperature fogso CFU mI™) Time af sunvival
Multiple comparisons were performed using Bonferroni’s Stes o) atday 0 of STEC (cay9
correction for P values, These statistical calculations were Unturnzd piles
performed using the R software version 1.9.0 (lhaka and A 35 &17 a0
Gentleman 1996). B 455 G567 4z

C 59 545 23

D 56 557 16
Results E 5 45 2

F 58 603 a0
Stability of the plasmid vector pGFPuv in STEC cells Tumed piles

Aa 35 &7 4z
A first assay was performed to confirm the stability of the By 455 &81 az
plasmid vector pGFPuv in nonselective conditions. The Ca 65 617 i)
GFP-labelled STEC strains could be enumerated for E: :; :g; i
14 days. At the 7th and the 14th day, the level of all . So.5 557 -
GFP-labelled  STEC  strains  was  around  10°  and

© 2006 The Authers
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weakest [ value of 0-48 days. For all the sites, the STEC
cells markedly decreased during the first 10 days but
residual STEC populations could be detected for at least
90 days in sites A and F, and only 9 days in site E (Fig. 2;
Table 1) The initial temperature was around 20°C in all
sites from the manure heaps. Thereafter, the temperature
reached maximum values of 46-5°C, 59°C, 56°C and 58°C
for the sites B, C, [} and F, respectively, but only 35°C in
site A (Table 1). Inside site E, the temperature was higher
than those noted in other sites, with a maximum tem-
perature being recorded at 65°C. Average temperatures of
37°C in site B, 51°C in sites C, D and F and 61-5°C in
site E were noted between the second and the sixth days.
Then the temperature declined gradually to reach its ini-
tial level (20°C) for all the sites.

yinlog, , (CFU g™

y in log, , (CFU ™)

yinlog,, (CFU g™

=
=T L e #

5 i0 15 20 25 a0
Timea {days)

) T

Survival of STEC in cow manure

STEC counts and temperature profiles in turned cow
manure heaps

The tuming of the heaps resulted in a noticeable fluctu-
ation of both STEC counts and temperature in each sam-
pled site (Fig. 2). As a consequence, no model could be
adequately fitted to the data obtained. STEC strains could
not be detected after 42 days from manure. As shown in
the Table 1, a residual STEC population was recovered
from manure heaps up to 42 days in sites Aa (a: corres-
ponding to turned manure heaps) and Ba, 35 days in Da,
20 days in site Ca and 23 days in sites Ea and Fa.

STEC counts decreased by approx. 4 log, CFU g!
during the first 10 days of our study in sites Az and Ba,
but only for the fiest 8 days in sites Da and Fa and 5 days
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Figure 2 STEC counts abtaned in the two untumed manure heaps [heap 1 (00, heap 2 =] for each site A, E and F and the two turmed manure
neams [heap 1 (0, heap 2 (+)] for each site Aa, Ea and Fa. The dotted bnes indicate each temperature profie abtamed in the site of the two
manure piles, The exponential decay lines represent the kog-inear model wath tating only fitted to the survwal data of the different sites in un-
turned manure heaps. The aeration times are dsplayed with wertical dotted lines for the tumed manure heaps,
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Inactivation rato

0 A B c D E F

Sampling sites

Figure 3 Specfic nactwation rate in cow manure with 95% corfid-
ence interval estimated for each site in unturned manure heaps.

in sites Ca and Ea (Fig. 2). This fall of STEC concentra-
tion was concomitant to a marked increase in the tem-
perature to maximuam values of 65°C and 68°C in sites
Ca and Ea with average wvalues of 58°C and 622°C
between the second and the eighth days, respectively.
Ower the same period, the sites Da and Fa had tempera-
tures ranging from 58°C to 59-5°C with average values of
54°C and 56°C, respectively. The lowest temperatures
were obtained for sites Aa with an average wvalue of
225°C and Ba with 36°C. At the second tuming (13th
day), only residual STEC populations could be detected
in manure heaps. Then the temperature decreased, ran-
ging from 30°C to 37°C in all the sites except for the sites
Aa and Ba for which the temperature reached around
20°C at the 17th day of the study (Fig. 2). The third
turning led to a slight rise in the temperature that
reached 40°C in both the four locations Ca, Da, Fa and
Fa, and 25°C for the sites Aa and Ba, before finally
decreasing to its initial level of 20°C.,

STEC counts in liguid manure

The liquid manure appeared on the soil approx. 9 days
after the storage of the manure heaps in different rooms.
The STEC counts were superior to 2 log, CFU ml™" in
all the sampling sites (floor near all manure heaps and
recuperation traps) except for the recuperation raps close
to the turned heaps in which STEC counts ranged from
1 to 2 logy, CFU ml™". These results were comparable
to those obtained in sites &, Aa, B and Ba (approx.
2 logyy CFU g"}. After the 35th day, a fall of STEC con-
tamination (<05 loge CFU ml™") was noted (a complets

B. Fremaux ot al

drying of the liquid from all manure heaps did not allow
any sampling).

Determination of pH, ORP and moisture content

Results are expressed as mean values obtained on the one
hand for the two unturmed manure heaps and on the
other for the two turned heaps. For each site, the pH and
ORP parameters have only slightly fluctuated during the
course of the study and were consequently expressed as
mean values. The results are summarized in Fig 4.

A significant site effect was obtained for pH wvalues
using the awova test (P < 0-0001). Multiple comparisons
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Figure 4 Box plots of pH and redox values obtained for each site in
unturned and tumed manure heaps, The 25th, 50th {medan value)
and 75th percentiles and extreme values (deplayed by two talk) are
oW,
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showed a significant difference (00001 £ P £ 0:004)
between samples collected near the surface at the base of
all manure heaps (sites A and Aa) that presented the
highest mean pH values (959 and 967) and the other
sites. Concerning these other sites, a mean value of 93
was noted for both mrned and unturned manure heaps.

The ORP values ranged from —97°5 to =200 mV in the
inner layers and in the middle of the cow manure heaps,
with no significant difference between all the sites
(F = 005). Mean values of —152 mV was obtained for
turned and wnturned heaps, indicating anaerobic condi-
tions in the middle and inner layers.

The moisture content was high and remained steady
during the course of the study with values ranging from
72% tw 83% for inner layer and middle of all manure
heaps (sites B, Ba, C, Ca, I, Da and E, Ea) (Fig. 5. At
the surface (sites A, Aa and F, Fa), it decreased over time
from 76-5% to 42% for turned heaps and from 77-5% to
37% for unturned heaps, showing a drying at the surface
of the heaps, with a fastest deying observed near the sur-
face at the base of all manure heaps.

Furthermore, the same trends for pH, redox and mois-
ture content profiles were observed for the nepative con-
trol manure heap (data not shown).

Discussion

As the prevalence of cattle carrying STEC in their faeces
may be high, 6% reported in a US study (Cray et al
1996} to 71% in a French study (Pradel et al. 2000), and
as STEC is known to survive for long periods in cow fae-
ces (126 days at 15°C) (Fukushima et al. 1999), manure
that is a mix of animal excreta (faeces plus urine) and
bedding could constitute an important vehicle for envi-
ronmental STEC contamination (Pell 1997).

The objective of owr study was to examine the survival
of eight GFP-labelled STEC strains inoculated in cow man-
ure. We also monitored the physical and chemical parame-
ters such as temperature, pH, moisture content and ORP,
Previous works studied the survival of E. coli O157:H7 in
cow manure, but nong of them described the behaviour of
non-0157:H7 strains (Kudva er al. 1998; Himathongkham
et al. 1999 liang e al. 20032; Nicholson et al. 2005). Fur-
thermore, we wanted that our experiment was closed to
real farming practices. Consequently, we used heaps of
fresh manure with a volume of 2 m”. This size was larger
than those used by Himathongkham e al (1999), liang
et al. (20032) and Kudva er al. (1998), with 120 g, 15 dm”
and 100 cm” of manure heaps, respectively. The STEC ino-
culum level was fitted to 10°-10° CFU g™' in order to be
in conditions simulating a high STEC guantity in faeces,
which can reach 10" CFU g™ (Fukushima and Seki 2004),
Moreover, a large diversity of STEC strains isolated from
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faecal samples of a same dairy farm was previously repor-
ted (Beutin et al. 1997; Nielsen et al. 2004).Consequently
and in an attempt to be dlosed to dairy farm conditions, a
mix of eight STEC strains was used to inoculate all manure
heaps. In compliance with Furopean rules set for the -
ization of STEC and genetically modified organisms, we
placed the manure heaps in a lazaret of P2 safety level to
ensure environmental protection.

STEC strains do not have common biochemical charac-
teristic allowing the use of specific media for their isola-
tion. Instead of using a genetical method including a
stx PCR on enriched broths followed by a hybridization
step with stx probe to mark the STEC colonies on the
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plate, which is a time-consuming and difficult-to-perform
method, we transformed eight STEC strains with a pGFP
plasmid. These STEC strains were previously isolated
from faecal samples and immediately stocked at —80°C in
order to prevent the loss of survival characteristics and
particularly the ability to attach to surfaces. The stability
of the g gene used to label a large variety of bacterial
species has been checked under different high-pressure
conditions in previous studies (Fratamico et al. 1997; Del-
azari et al. 1998; Ehrmann et al 2001; Vialette et al
2004). The plasmid did not affect the inrinsic character-
istics of the E coli O157:H7 strains under nonfavourable
environmental conditions, Le. high concentrations of
NaCl or high temperatures, and no significant difference
of behaviour was noted between the transformed E coli
O157:H7 strains and their parent strains (Ehrmann et al.
2000; Vialette et al. 2004). To make sure that the eight
transformed STEC strains would not lose their plasmid
during owr study, we made a preliminary experiment
using small manure heaps (100 g} inoculated  with
10° CFU g " of each of our eight STEC strains, An MPN-
PCR stx assay was performed in parallel and confirmed
the counts obtained with the direct plating method, dem-
onstrating a persistence of the plasmid inside the STEC
cells during the course of this preliminary work, Le.
21 days. An MPN-PCR stx assay was also used at some
steps of the present study to check the possible loss of the
plasmid or the none expression of the gip gene. As in the
preliminary work, similar results were obtained by direct
plating method and MPN-PCR stx assay (data not
shown). Finally, PCR detections of six penes were ran-
domly performed to confirm that fluorescent colonies
screened on agar plates under UV light were STEC
colonies.

Fagces composting, i.e. manure, is frequently included
in farming practices to recycle organic materials mainly
because it allows the transformation of organic com-
pounds into biologically stable humic substances that
make excellent soil amendments. This process also leads
to the reduction of the contamination by numerous
pathogenic micro-organisms. This clearance is readily
explained by a thermal destruction. More precisely, the
composting process may be divided into three distinct
phases: a mesophilic phase, a thermophilic phase, during
which common pathogens are killed, followed by a gradu-
ally decrease of temperature, called cuwring phase. The
temperature increase is mainly because of the action of
indigenous aerobic flora (fungi, bacteria and protozoa)
and is associated with an important release of water, CO,
and ammonia, Composting with some turning results in
aerobic conditions allowing the increase of the asrobic
flora activity and then a more efficient decomposition of
the faecal materials (Rynk 1992).

B. Fremaux et al

In our experiment, composting process included a
short mesophilic phase of approx 2 days, followed by a
thermophilic phase of 1 week for unturned manure heaps
and 2 weeks for turned ones, with a marked increase in
temperature for sites C, D, E and F of all manure heaps.
However, only sites Ca, E and Ea showed temperatures
superior or equal to 65°C. Sites A and B of all manure
heaps showed lower temperatures with maximum values
of 35°C in both the sites A and Aa, and 46:5°C in both
the sites B and Ba. These results might be due at least in
part to the loss of heat from the superficial parts (A and
Aa) and to the uneven distribution of oxygen and nutri-
ents that might influence the microbial activity, Further-
moreg, the heat release towards the top of the manure
heap explained the fact that site D or F displayed a higher
temperature than the one noted in site B,

The highest pH value was noted near the surface at the
base of all manure heaps (959 and 967). On the con-
trary, Himathongkham etfal (1999) or Jiang et al.
(2003a) found higher pH values (897 and 845, respect-
ively) near the top of the heaps. We have no explanation
for those discrepant results. The moisture contents were
fairly steady in our study for the middle and inner layers
but decreased on the surface of the manure heaps. The
values ranged from 775% to 37% for unturned heaps
and from 76:5% to 42% for turned manure heaps. Simi-
larly, Himathongkham et al (1999) and Jiang et al.
(2003a) indicated lowest moisture content at the surface
of the heap, near the top of the heap (59-3%) for the first
ones and near the base of the manure heap (44-7%) for
the second ones. As far as the ORP is concerned, it was
negative for all manure heaps, regardless of the turning,
demonstrating anaerobic conditions in main body and
inner layers of the manure heap. Similar observations
have already been reported, with ORP values that ranged
between —-70 and -230 mV (Himathongkham et al.
15499),

The GFP-labelled STEC strains were detected during
42 days in the periphery of turned manure heaps and
90 days in unturned ones. These results confirm the turn-
ing effect and were similar to the carlier findings of Kudva
et al. (1998), who detected E.coli (O157:H7 in turned cattle
manure heaps during 47 days. However, another study
reported that E. coli O157:H7 could survive no more than
# days in unturned manure heaps and 4 days in turned
manure heaps (Nicholson et all 2005). Likewise, Lung
et al. (2001) showed that E. coli O157:H7 could survive
for 4 days in 560 g of cow manure placed inside Pyrex
glass chamber and incubated at 45%C. This short duration
could be explained by the low inoculum size and the small
manure heaps used by the authors and srongly contrasts
with the composting process carried out in farming prac-
tices. All the more, as several factors could affect the
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recovery of STEC from manure heaps and thus influenced
the survival data obtained in our experiment. Especially,
the existence of inaccessible niches to the sampling as a
result of the formation of microcolonies, by attachment to
the surface of manure fibres, could influence the removal
and the undistribution of the bacteria from the heap.
Moreover, the possibility of the unicellular protozoa feed-
ing on the bacteria cannot be dismissed (Kuczynska and
Shelton 1999). A previous study demonstrated that E. coli
D157:H7 may stll be able to survive for an extended per-
iod after being consumed by protozoa (Barker et al
1999),

During the mesophilic phase, no evidence of multipli-
cation of the STEC strains was noted for all manure
heaps, contrary to other studies that indicated a slight
growth of E coli O157:H7 (Delazari o al. 1998; Hima-
thongkham et al. 1999; Jiang et al. 2003a). For example,
Delazari et al. (1998) reported an increase of E coli
O157:H7 counts from 784 to 825 log,y CFU g for the
first 5 days at 37°C. During the active phase of the com-
posting, we noted the highest decrease of STEC counts in
site E for unturned manure heaps and in sites Ca and Ea
for the turned heaps. The high temperature noted in
these sites (265°C) readily explained the marked inactiva-
tion or the death of the inoculated STEC strains. In fact,
liang et al. (2003b) showed a decrease of E. coli O157:H7
concentration by 4 log,, CFU g™ for 3 h at 55°C, only
15 min at 60°C and 3 min at 65°C. These results high-
lighted that a temperature exceeding 60°C is linked to a
far more rapid dearance of STEC cells. But our D values
(=048 days) greatly exceeded those noted in Jiang et al
(2003b) study. This could be explained by the smaller
manure heap used by these authors implying a too rapid
temperature increase that could prevent an adaptation of
some E coli O157:H7 cells o a thermal stress. As far as
the sites C, D, F of the unturned manure heaps and Da,
Fa of the turned manure heaps are concerned, the tem-
peratures ranged from 55°C to 60°C and partially contri-
buted to the inactivation of STEC in these sites. As the
sites A, Aa, B and Ba where the temperatures are not high
enough (<47°C) to explain the STEC inactivation, other
factors such as high pH, antagonistic flora or low moist-
ure content could lead w this reduction. Himathongkham
and Riemann (1999) suggested that an increase of pH by
gassing with ammonia or drying resulted in less than
2 logyg reduction of E coli O157:H7 after 24 h. Drying
followed by passing with ammonia resulted in a
4 logq CFU g' reduction after the same time. Con-
versely, liang et al. (2003a) reported a large difference
between the reduction of E. coli O157:H7 populations in
cow manure placed in a bioreactor at 21°C and 50°C
with reduction values of 05 log,e CFU g~ after 1 week
vs 45 logy CFU g after 24 b, respectively. This finding
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is not in accordance with our results and could be
explained by the small size of the manure heap used in
their experiment. Moreover, the heaps were not placed in
an outside situation and thus not exposed to fluctuating
environmental conditons. In winter, the temperature
often reaches negative wvalues and presumable survival
would be far longer (Wang et al 1996; Kudva et al
1998). The antimicrobial efficacy of solar radiation (UV)
on STEC cells and the rainfall events could not be neglec-
ted (Yaun et al 2003, 2004). Finally, in the farm situ-
ation, fresh material was added to the manure over the
time, leading to possible long-term survival of STEC,

During the curing phase, STEC counts slightly
decreased for all manure heaps. In fact, it has been shown
that treatment of manure by thermophilic digestion
caused a rapid initial decline in the numbers of viable E.
coli, but this decrease was followed by a period during
which the residual population was maintained for an
extended period (Kearney et al. 1993). The gradual stress
conditions in some zones, particularly near the surface of
manure heaps, could explain the survival of this STEC
population linked to the expression of heat shock genes,
thereby resulting in increased resistance of pathopens dur-
ing composting (liang et al. 2003a).

Fimally, the liquid manure that lately appeared on the
soil (ninth day) had a similar STEC concentration to that
of the manure heap at the same time. As a result, it might
be a good indicator to assess the STEC contamination of
the manure heaps,

In conclusion, our study demonstrated a long-term
survival of non-0157:H7 STEC strains in cow manure,
The manure spreading on culture crops may represent a
way for pathogens to travel further up the human food
chain if the composting process was unadapted. European
Union rules (CE no. 1774/2002) recommend minimum
1 b of composting at least to 70°C, These rules were more
adapted to indoor process (bioreactor, wastes transforma-
tion factory, etc.), where the external temperature can be
monitored. This temperature is not reached for all loca-
tions of the manure heaps in farm situation. Conse-
quently, STEC strains would be able to survive during
long periods.

In order to minimize the risk of environmental con-
tamination by STEC, during the storage and following
the amendment of manure to land, pood management
practices should be followed. According to Fenlon et al
(2000} results, the manure should be stored on a cement
floor for a sufficient period (minimum 2 months with
turning) and preferentially in a large heap form allowing
a great temperature rise, and turned to sanitize the man-
ure heap. All liguid manure should be collected in a spe-
cific trap. These farming practices minimize run-off and
leaching of liquid manure into groundwater. A no-grazing
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or cutting period for grass following manure application
was also recommended. Finally, farm manures should not
be applied to fruit or vegetable crops that will be eaten
Faw.
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Abstract

Aims: The main objective of this study was to evaluate the growth and survival
of Shiga toxin-producing Eecherichia coli (STEC) O26 in cow slurry; this sero-
group is regarded a8 an important cause of STECassociated diseases.

Methods and Results: Four STEC were examined by polymerase chain reaction
(PCR) to determine whether they harbour key virulence determinants and also
by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) to obtain overview fingerprints of
their genomes. They were transformed with the pGFPuv plasmid and were sep-
arately inoculated at a level of 10° CFU ml™ in 151 of cow slurry. All STEC
026 strains could be detected for at least 3 months in cow slurey without any
genetic changes. The moisture content of the slurry decreased owver time to
reach a final value of 75% while the pH increased from 85 to 95 units during
the last 50 days.

Conclusion: STEC 026 strains were able to survive in cow slurry for an exten-
ded period.

Significance and Impact of the Study: Long-term storage of waste slurry should
be required to reduce the pathogen load and to limit environmental contamin-
ation by STEC 026,

Introduction

Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) are emer-
ging food-bore pathopgens. Although E. coli O157:H7 is
currently the most frequently isolated serotype from
human patients, other STEC serogroups are frequently
isolated in Europe (Caprioli e al. 1997) and MNorth Amer-
ica (Brooks et al 2005). Among them, serogroup O26 is
regarded as an important cause of STEC-associated dis-
eases (Tarr and MNeill 1996). An outbreak linked to the
consumption of Camembert-type cheeses contaminated
by 026 EHEC was recently reported in France. Six
children of less than 2 years of age developed a
hemaolytic-uremic syndrome (HUS) (Espié et al. 2004).
Cattle are an important STEC reservoir and so under-
cooked beef, dairy products or vegetables contaminated
by the facces of infected cattle are frequent sources of
human STEC infection. The O26 serogroup was fre-
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quently found in cattle with prevalence rates of 51% in
Japan (Fukushima and Seki 2004) or 1'77% in Australia
(Cobbold and Desmarchelier 2000). In France, a recent
study showed that 15% (2/13) of the dairy farms tested
were positive for STEC 026 (Fremaux et al 2006). The
surprising long-term survival of STEC 026 in cow faeces
which can reach 18 weeks at 15°C has important health
implications as they may be spread to crops during direct
application of farm effluents to land (Fukushima et al
1999), Slurry is a common effluent generated by many
farms and comprises a mixture of urine, faeces, water,
spilt feed and bedding. A previous study highlighted that
10% of slurry samples from French dairy cattle were con-
taminated by STEC, but none of them harboured the
026 serogroup (Verozy-Rozand et al 2002). Using
bovine slurry, Kudva et al (1998) showed that E. coli
Q157:H7  wiable cells  fell  from  approximately
10" CFU ml™" to undetectable levels within 5 days at
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23°C whereas MoGee et al. (2001) showed that E coli
O157:H7 could survive at least 12 weeks in cattle sluery.
These studies were limited to the O157:H7 serotype and
were generally performed on very small slurry samples.
Therefore, the fate of non-0157 STEC and especially
STEC 026 in cow slurry still remains unknown.

In the present work, the objective was thus to study
the survival and growth of four STEC 026 strains isolated
from faeces of different dairy cartle. STEC O26 strains
were transformed with the green fluorescent protein plas-
mid vector (pGFPuv) and each was inoculated into two
large buckets of fresh cow slurry. Samples were taken at
regular time intervals from each bucket in order to deter-
mine pH, moisture content and to numerate transformed
STEC 026 bacteria by direct plating,

Materials and methods

GFP-labelling of the STEC (026 strains

STEC O26 strains

Four STEC 026 strains (A, B, C and D), all from faeces
of different dairy farms, were isolated between January
2003 and August 2004 during the course of a previous
study (Fremaux et al. 2006). All these strains were exam-
ined for the presence of the 5T genes ste] and stx2 under
the conditions desceibed by Cebula et al. (1995), as well
as the virulence genes eae coding intimin and ehx coding
enterohemaolysin, as described by China et al. (1996}, and
Paton and Paton (1998), respectively. The amplification
reactions were processed in the polymerase chain reaction
(PCR) T3 thermocycler (Biometra, Gottingen, Germany).

Transformation of the STEC Q26 strains
The four STEC 026 strains were electroporated in the
presence of a plasmid vector pGFPuv (3 ng pl™") {Ozyme,
Montigny-Le-Bretonneux, France) carrying ampicillin
resistance gene and the GFP open reading frame, according
to the protocol described by Fremaux @ al. (2007). Elec-
troporations were performed with a Gene Pulser 11 appar-
ams (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) at 25 kV,
25 uF and 200 v, and with an electrical pulse of 47 ms.
The resulting ampicillin-resistant transformants showed
bright green fluorescent colour when viewed under ulteavi-
olet (UV) light at 365 nm (Herolab, Wiesloch, Germany).
The stability of the plasmid inside the four GFP-labelled
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STEC 026 strains was checked using the protocol used by
Fremaux et al. (2007).

Each GFP-labelled STEC 026 strain was subject to
molecular typing by pulsed-field gel electrophoresis
(PFGE) using the method previously described by Frem-
aux et al. (2006).

Preparation, inoculation and sampling of the slurry

Preparation of the slurry budkets

Fresh cow slurry (approximately 130 1) was collected from
one dairy farm in Rhone-Alpes region, in early spring
2006. The chemical characteristics of the slurey were
shown in Table 1. They were close to chemical properties
reported for bovine slurry in France. Slurry analyses were
performed by CESAR (Centre Scientifique Agricole Regio-
nal, Ceyzeriat, France) using standard methods. The
slurry was distributed into eight buckets of 151 The
buckets were kept indoors in a separate room (P2 safery)
from January to April 2006, The room temperature ran-
ged from 15 to 20°C for the duration of the study.

Three slurry samples were collected from each bucket
to check whether slurry was free of STEC. The enrich-
ment step and the DNA preparation were performed as
described previously (Fremaux et al 2007). A 100-fold
dilution of the DNA extract was subjected to the PCR-stx
using degenerate primers ES149 and ES151 as described
by Read et al (1992).

STEC Q26 suspension and inoculation of the shurry

Each GFP-abelled STEC 026 strain was cultivated with
slow agitation (80 rev min™'} in 11 of Luria-Bertani (LB)
broth (Sambrook et al 1989) plus ampicillin (LB-A)
200 ug ml™') at 37°C for 24 h (total bacterial culture,
41). All the cultures reached a final concentration of
¢ 510" CFU mI™". The bacteria were sedimented by cen-
trifugation at 5000 g for 20 min, and the cell pellet was
resuspended in 200 ml of phosphate buffer saline (PBS)
and centrifuged. This operation was repeated and finally
the cell pellets of the four STEC strains were separately
resuspended in 180 ml of sterile water supplemented with
20 ml of PBS. Each cell suspension (200 ml) was used to
inoculate two buckets (100 ml per bucket) filled with
slurey to vield a final concentration between 10° and
107 CFU ml™. Then the slurry was carefully mixed to
allow the uniformity of the inoculation.

Table 1 Chemical charadterstics of the shurry

Tatal Tatal Tatal waste wed in the pressnt study
ritragen carban Carbans phaspharus Amimania Mitrate
laka™  lgkg)  ntogen  (gkg ) foka™ ke ™)
Slurry waste 426 3538 B3 ] 14 001
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Sampling of slurry

Just before the sampling, the slurry in each bucket was
carefully mixed to evenly disperse the inoculum through-
out the waste, Slurry samples were taken at regular time
intervals, transported to the laboratory and tested within
3 b to determine their microbiological and physicochemi-
cal status.

Analysis

Enumeration of STEC 026 cells by divect plating assay
Each slurry sample (25 ml) was added to 225 ml of buf-
fered peptone water (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France)
complemented with ampicillin (150 pg mI™") in a sterile
bagfilter (Interscience, Saint Mom La Breteche, France)
and stomached for 30 s at medium speed. Aliquots from
appropriate serial dilutions were spread onto selective LB-
A plates, which were incubated at 37°C for 24 h. The
GEFP-labelled STEC 026 colonies were counted under the
UV light. An anti-026 agglutinating serum was randomly
used to confirm that fluorescent colonies screened on
agar plates under UV light belonged to 026 serogroup.

Enrichment of the samples was undertaken when the
first decimally diluted suspensions (baghlter) did not con-
tain STEC colonies (less than 10 STEC per ml). To enrich
these potentially mildly contaminated samples, the bagfil-
ter was incubated at 37°C for 24 h. One millilitee of the
enriched suspension was plated on LB-A. The plates were
incubated for 24 h at 37°C and placed under UV light to
confirm the presence or absence of STEC O26 strains in
the sample.

Physicochemical assays

Physicochemical parameters were measured for each
bucket at regular time intervals. Total moisture content
was determined by drying 5 ml of slurry at 105°C for
24 h and weighing the residue. The pH of slurry sample
was measured after adding 5 ml of slurry to 200 ml of
distilled water. The suspension was then stirred for 5 min
and was allowed to settle for 5 min. The pH of the slurry
was measured with a pH meter 330 (WTW, Champagne
au Mont d'Or, France).

Statistioal analysis

STEC counts obtained respectvely from the two slurry
buckets inoculated with the same strain were put together
and the log-linear model with tailing [eqn (1)] {Geeraerd
et al. 2000) was used to fit them:

N = (Ng — Npes) expl —kmaxt) + Nio i)
where N represents the STEC demsity (CFU ml™")
observed at time ¢ (days), Ny is the initial STEC density
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(CFU ml™), Ne is the residual STEC density
(CFU ml™") and kp. is the specific inactivation rate
{day™") equal to lni10)/D-value,

Furthermore, a classical linear model [egn (2)] was
used to fit the moisture content data observed for each
slurry bucket

X =Xy —kt (2)

where X is the moisture content (ml ml™") observed at
time ¢ {days), Xy is the moisture content {ml ml™) at the
start of the study and & is the specific deying rate (day '),

Models (1) and (2) were fitted using respectively the
file and s functions of the B software version 2-0-1 (Th-
aka and Gentleman 1995),

Results

Characterization of the GFP-labelled STEC 026 strins

Stability of the plasmid vector pGFPuv in STEC 026 cells
under nonselective conditions

The four GFP-labelled STEC 026 strains were inoculated
into small batches of slurry (50 ml) and enumerated up
to the sixteenth day. At the seventh and the sixteenth
days, the level of all GFP-labelled STEC strains was
around 10* and 10° CFU ml™, respectively. These results
obtained by direct plating assay were consistent with
those obtained using MPN-PCR stx method (Fremaux
et al. 2007 ).

Molecular analysis

PCR analysis of wvirulence profiles indicated that all
four STEC O26 strains harboured the intimin gene eae,
the enterohemolysin gene ehx and the shiga toxin gene
stxl.

PFGE of Xbal-digested genomic DNA gave 20 to 25
fragments (ranging from less than 50 to 700 kb) for each
of the four GFP-labelled STEC 026 strains. All PFGE
profiles showed more than three band differences. No
genetic change was observed for any of the STEC 026
strains tested for the duration of the study (88 days).

STEC 026 counts in cow slurry

The STEC inoculum levels ranged from 545 to &81
logyy CFU ml™, Observed kinetics of STEC counts were
correctly fitted by the log-linear model with tailing
(Fig 1), which permits an estimation of the specific inac-
tivation rates (K,,,) and of the D-value (1n{10) /K ).
The specific inactvation rates observed for all STEC
026 strains were similar. The estimated Divalues with
their confidence intervals were 10-19 [937<11-16], 11-75
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Figure 1 Suraval of the four Shiga toxn-producing Eschenchua ool (STEC) 026 drains (A, B, T and D} an slurry. The STEC counts (O and A) were

abtamed from the two durry buckets inoculated with the same strain.

[10-65-13-15], 10-49 [$:55-1163] and 1201 [10-6-13-81]
days for the strains A, B, C and D, respectvely. Within
all the slurry buckets, the STEC counts decreased during
the first 68 days and low STEC populations, only detected
after an enrichment step, were recovered for at least
88 days postinoculation,

Determination of pH and moisture content

The pH data are expressed as mean values obtained from
all slurry buckets. As shown in Fig. 2a, the pH remained
steady (around 85) during the first 50 days. Thereafter, it
markedly increased to finally reach a mean value of 95 at
the 113th day.

Estimated values of the specific drying rates k in each
slurry bucket were graphically reported with their respect-
ive 95% confidence intervals (Fig 2b). For all slurry
buckets, a similar specific drying rate was obtained during
the course of the present study. On average, the moisture
content decreased over time from 898 % at the beginning
to 75% at the end of the study.

Discussion

Organic wastes and especially slurry provide a vehicle by
which zoonotic agents may enter and become dissemin-

ated throughout the agricultural environment, thus pos-
ing a potential health risk. Many studies have described
the survival of E. wli O157:H7 in slurey but none of them
reported the behaviour of STEC of serogroup 26, regar-
ded as an important cause of STEC-associated diseases
(Tarr and Meill 1994). Consequently, the main objective
of the present study was to evaluate the survival of STEC
026 in a suitable guantity of slurry stored into buckets,
In compliance with European rules concerning the use of
STEC 026 and genetically modified organisms, the slurry
buckets were placed in P2 safety rooms. Consequently,
this system can be defined as a model of farm slurry
store, which slightly differed from the real farm situation.

Except O157:H7, S5TEC strains do not have common
biochemical characteristics allowing the use of specific
media for their isolation. Thus, STEC 026 strains were
transformed with a pGFP plasmid to facilitate their isola-
tion. As checked under different stress conditions in pre-
vious studies (Ehrmann e al 2001; Vialette ef al. 2004;
Fremaux et al. 2007), the stability of plasmid-borne GFP-
labelling was confirmed for all STEC 026 strains used in
this study. Furthermore, similar to Vialete et al (2004)
and Ehrmann et al (2001}, no significant difference of
behaviour was observed between the wamsformed STEC
026 strains and the parental strains after their inoculation
into small batches of slurry (data not shown).
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Figure 2 {a} pH values obtained from sach surry bucket (O, &, WV,
o, #®, +, %, B dunng the course of the present dudy. The thick line
fitted the mean value obtaned fram all shurry buckets at each samp-
ling time. (b} Specific drying rates with 95% confidence interval esti-
mated for the two sy buckets noculated with the same Shiga
tamin-producing Eschenchia ool 026 strain (A, B, T and D).

The most important finding of our study is that all
GFP-labelled STEC 026  strains, inoculated at
&5 logg ml™ into cow slurry, were detected for 3 months,
without any genetic change, This is consistent with a previ-
ous work which reported that E coli O157:H7 was able to
persist for more than 2 months in different slurey wastes
(Avery et al 2005). Similar results were obtained by
MeGee et al. (2001), who showed that E coli O157:H7
could survive for more than 12 weeks in cow slurry
obtained from cattle fed with different diets. In contrast,
Kudva et al. (1998) did not detect E. coli O157:H7 5 days
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after inoculation in slurry incubated at 23°C. But these
experiments were performed with small quantity of slurry.

Slurry was rich in nutrients which may sustain bacterial
growth {(C/N ratio of 8-39) (Table 1). It has been sugges-
ted that a higher level of organic matter may lead to a
better adherence of pathogens and therefore, to 2 higher
survival (Kearney et al 1993). In the farm situation, fresh
nutrients were regularly added to sluery pit, leading to
possible long-term survival of STEC 026, Furthermore,
the existence of inaccessible niches to the sampling and
the possibility of the unicellular protozoa feeding on the
bacteria (Kuczynska and Shelton 1999) could also influ-
ence the distribution and the removal of the pathogen.
Indeed, a previous study demonstrated that Eo coli
O157:H7 may still be able to survive for an extended per-
iod after being consumed by the protozoa (Barker et al
1999),

On the other hand, a number of factors such as storage
temperature, high pH values or antagonistic flora could
lead to the reduction of the pathogen load. In our study,
the pH increased during the last 50 days to reach a final
value of 9-5, mainly because of the release of ammoniacal
nitrogen, Mauta and Dufrenne (1998) have estimated that
the maximum pH value enabling the growth was around
-4 for the 75 E. coli O157:H7 strains tested. It is clearly
established that E. coli 0157 can be effectively eradicated
by raising the pH of organic wastes. Bujoczek et al
(2001) reported that increasing pH to 12 for at least 2 h
by the addition of lime resulted in significant pathogen
reduction. In the present work, the slurry was stirred
before sampling in order to evenly distribute bacteria.
Introduction of air into the material could tend to speed
up the decline of zoonotic agents. Moreover, it may have
increased the dreying of the slurry. On average, the mois-
ture content decreased owver time from 898 % to 75%
regardless of slurry buckets. The high dry matter content
observed at the end of the study, which s not usual on
farms, could be explained by the destruction of the crust
on top of the slurry at each sampling This may have
affected negatively the behaviour of O26 strains in the
slurry and lead to an underestimate of the survival occur-
ring naturally in a farm environment. However, in the
present work, the slurey was not placed outside and thus
not exposed to solar radiation (UV) and rainfall events
and to other fluctuating environmental conditions which
may affect STEC survival negatively (Yaun et al 2003,
2004).

This study emphasized the survival of STEC 026 for
an extended period of time in cattle slurry. The long-term
storage (minimum 3 months) of organic wastes led to a
significant and gradual decline in STEC 026 cells num-
ber. Consequently, as suggested by Avery eral (2005),
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storage might be a useful mean to reduce the STEC load
of slurry wastes before land application.
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Presentation de la Publication w4

1. Contexte et objectifs de cette étude

Le fait d’épandre des effluents sur les sols est souvent a 1’origine de contaminations
biologiques diffuses. La persistance d’E. coli O157:H7 dans les sols a souvent été démontrée.
Une récente étude a montré qu’E. coli O157:H7 est capable de survivre pendant plus de 7
mois dans du sol traité avec du fumier (Islam et al., 2004b). La survie des bactéries
allochtones dans le sol est affectée par de nombreux facteurs biotiques et abiotiques. Certaines
¢tudes ont décrit 'impact de la température, des paramétres physico-chimiques (pH, taux
d’humidité ou taux de matiére organique) et de la texture du sol sur la survie d’E. coli
O157:H7. Cependant, aucune n’a évalué leur influence sur la survie des STEC de sérotype
026:H11 (sérotype récemment impliqué dans des épidémies) dans du sol fertilisé avec du
fumier bovin. Ainsi, le principal objectif de cette étude était d’évaluer la survie de 4 souches
STEC 026 (pGFP,,) dans 3 types de sols différents, fertilisés avec du fumier bovin (ratio
1/20), et placés a 2 températures d’incubations i.e. 4°C et 20°C.

2. Matériels et méthodes

Au préalable, trois types de sols ont été collectés durant le printemps 2006, sur 3 sites
différents localisés en région Rhones-Alpes. Les sols notés A et C sont des sols limoneux qui
ont été collectés aux allentours de Thonon-Les-Bains (Haute-Savoie). Le sol B est quant a lui
un sol limoneux-argileux qui a été collecté a La Cote St André (Isere). Le fumier a été préleveé
dans une exploitation laitiere courant Mars 2006. Les analyses des caractéristiques physico-
chimiques du fumier ainsi que I’analyse de la texture et de la structure des sols ont été
réalisées par le centre d’analyse CESAR (centre scientifique agricole régional, Rhone-Alpes).

Les mémes souches STEC O26:H11 (pGFPyy) présentées dans 1’étude sur le lisier ont été
utilisées ici. La stabilit¢ du plasmide dans ces souches a également été vérifiée en
microcosmes de sol amendé par du fumier. Par la suite, chacune des 4 souches STEC 026
(pGFPy,) a été inoculée séparement dans du fumier bovin & un taux de 10° UFC g”'. Afin de
simuler grossierement 1'é¢tape de labour aprés épandage, 200 g de fumier contaminé ont été
mélangés a 4 kg de chaque type de sol, lesquels ont ét¢ incubés a deux températures
différentes a savoir 4 et 20°C. Deux répétitions par traitement ont été effectuées amenant le

nombre de systémes réalisés a 48 (4 souches X 3 types de sols X 2 températures X 2
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répétitions). Des prélévements ont été effectués a intervalles de temps réguliers pendant 1 an,
afin de dénombrer les STEC O26 et certains parametres physico-chimiques tels que le pH et
le taux d'humidité des sols ont été mesurés.

Pour chaque condition, les effectifs en STEC obtenus a partir des 2 seaux de sol inoculés
avec la méme souche STEC 026 ont été compilés et le modele de régression non linéaire (cf
équation 1 p. 117) a été utilisé afin d’ajuster correctement les données. Une analyse de
variance (ANOVA) a été effectuée afin d’analyser I’impact de la temperature (4 ou 20°C) et

du type de sol (A, B et C) sur le taux d’inactivation (K, ) spécifique de chaque souche STEC

max

026.

3. Résultats et discussion

L’analyse de variance n’a pas montré d’effet souche significatif sur le taux d’inactivation

spécifique K, . Les STEC 026 ont été détectés dans chaque sol pendant au moins 196 jours

(voire plus d’un an dans deux des sols testés), indépendamment de la température
d’incubation. Bien que les durées de survie des STEC O26 sont certainement surestimées par
rapport a celles observées in situ (absence d’influence des aléas climatiques), il n’en demeure
pas moins qu’ils survivent remarquablement bien dans les sols. D’une facon comparable, des
travaux antérieurs ont montré qu’E. coli O157:H7 peut encore étre détecté dans des sols
limoneux et argileux, 25 semaines apres son inoculation dans ces sols (Fenlon et al., 2000).
Afin de déterminer I’impact de la température sur la survie des STEC 026, les sols ont été
séparément incubés a 4°C et 20°C, deux températures des cycles diurnes au cours de la
période d’épandage (Printemps). Ainsi, une température de 20°C (versus 4°C) est associée a
une inhibition significativement plus importante (P<0,001) des STEC dans 1’ensemble des
sols testés (Figure 22). Le ralentissement des activités compétitives et antagonistes de la flore
indigéne des sols incubés a 4°C est probablement la cause d’une survie prolongée des STEC a

cette température.
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Figure 22 : Graphique des valeurs moyennes du taux d’inactivation spécifique kK,

obtenues pour les 4 souches STEC 026 inoculées dans les 3 types de sols (A, B et C) et

incubés aux 2 températures (4 et 20°C).

Par ailleurs, I’analyse de variance a montré un effet significatif du type de sol (P < 0,01)
sur la survie des STEC 026, le sol A étant associé¢ a une inhibition plus marquée de la bactérie
que les sols B et C, quelque soit la température d’incubation testée (Figure 22). Bien que le
sol A présente un taux de matiere organique plus faible que les deux autres sols, son pH
basique (autour de 9 unités) est probablement plus a méme d’expliquer I’important déclin des
STEC 026 dans ce sol. D’autre part, le taux ¢levé d’argiles dans le sol C pourrait expliquer la
survie accrue des STEC 026 lorsque ce sol est conditionné a 20°C, 1’argile permettant entre
autres de protéger les bactéries contre les prédateurs ou les parasites (Acton et Gregorich,
1995).

Enfin, les STEC O26 sont capables de persister a des taux d’humidité dans le sol parfois
critiques (< 0,08 g ml™") comme I’ont précédemment démontré Jiang et al. (2002) pour E. coli
O157:H7. En fin d’étude et a 4°C, les sols A, B et C présentent respectivement des taux
d’humidité de 16%, 8% et 6%. Le fait qu'une inhibition marquée des STEC a été observée
dans le sol A placé a 4°C, et ce malgré un taux d’humidité pourtant élevé, montre que ce

facteur n’a pas eu d’influence significative sur la survie des STEC 026 dans les sols testés.
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4. Conclusion

En conditions in vitro, les STEC 026 sont capables de survivre pendant de longues
périodes dans du sol amendé avec du fumier et incubé a 4 ou 20°C. Méme si les valeurs des
temps de survie sont probablement surestimées du fait des conditions expérimentales
employées, cela n’enléve rien a la persistance inquiétante de cet agent zoonotique dans cet
écosysteme. Des facteurs importants contribuant a la persistance des STEC O26 dans le sol
ont ¢té identifiés. Ainsi une temperature d’incubation basse (4°C), la présence d’argile et
probablement un taux élevé de matiére organique pourraient favoriser la survie des STEC

026 dans les sols, alors qu'un pH relativement élevé semble accélérer le déclin de la bactérie.

144 -



tel-00200118, version 1 - 20 Dec 2007

ORIGINAL ARTICLE

Joumal of Applied Microbiology ISSN 1364-5072

Persistence of Shiga toxin-producing Escherichia coli 026 in
various manure-amended soil types
B. Fremaux', C. Prigent-Combaret®, M.L. Delignette-Muller’, B. Mallen®, M. Dothal’, A. Gleizal' and

C. Vernozy-Rozand'

1 Unité de Micrabiologie Alimentaire et Prévissonnelle, Université de Lyon - Ecole Nationake Vétérinaire de Lyon 65280, Marcy I'&toile, France
2 Université de Lyon, Lyan; Unversité Lyan 1, Lyon; CNRS, UMR 5557, Ecologe Mioobienne, Vilkeurbanne, and FR 41, Willeurbanne, France

Keywords
Exchencha cob, 026, Shiga toxn, sal, sureal

Correspondence

Bastien Fremaux, Unité de Microbiologe
Almentare et Prévsannale — Eaolke Matonale
Vetérinare de Lyon 53280, Marcy étails,
France. E-mail: bofremausiivet-yan fr

Z007/0624; recewved 19 Apnl 2007, revsed
and accepted 22 June 2007

doi 1011114, 1365-2672 2007 03532 »

Introduction

Abstract

Aims: To evaluate the behaviour of Shiga toxin-producing Escherichia coli
(STEC) O26 strains inoculated in manure-amended soils under in witro condi-
tios,

Methods and Results: Four green fluorescent protein (GFP )-labelled STEC O26
strains were inoculated in duplicate {at 10° CFU g ') in three different man-
ure-amended soil types, including two loam soils (A and B) and one clay loam
soil (C), and two incubation temperatures (4 and 20°C) were tested. STEC
counts and soil physical parameters were periodically monitored. STEC 026
cells were able to persist during extended periods in soil even in the presence
of low moisture levels, Le. less than 008 g HoO ¢! dry soil. At 4 and 20°C,
STEC could be detected in soil A for 288 and 196 days, respectively, and in
soils B and C for at least 365 days postinoculation at both temperatures. The
ambient temperature (i.e. 20°C) was significantly associated with the highest
STEC count decline in all soils tested.

Conclusions: The temperature and soil properties appear to be contributory
factors affecting the long-term survival of STEC 026 in manure-amended soils.
Significance and lmpact of the Study: This study provides useful information
regarding the ecology of STEC 026 in manure-amended soils and may have
implications for land and waste management.

tion was unknown (Misselwitz ef al. 2003). Furthermore,
an outbreak linked to the consumption of Camembert-

Shiga toxin-producing Fscherichia coli (STEC) strains are
one of the most important emerged groups of food-borne
pathogens. STEC strains can cause a broad spectrum of
human illness ranging from uncomplicated diarrhoea to
haemorrhagic colitis (HC) and haemolytic-uraemic syn-
drome (HUS) (Riley et al 1983 O'Brien and Kaper
1998). Although E. coli O157:H7 is currently the most
frequently isolated serotype from human patients, other
STEC-serogroups were often isolated in Europe (Caprioli
et al. 1997) and MNorth America (Brooks et al 2005).
Among them, serogroup 026 is regarded as an important
cause of STEC-associated diseases (Tarr and Neill 199a6).
In Germany, a cluster of HUS cases caused by STEC
026:H11 was detected, but the source of the STEC infec-

type cheeses contaminated by 026 EHEC was recently
reported in France, Six children of less than 2 years old
developed an HUS (Espie et al. 2006).

STEC strains with O26-serogroup were  frequently
found in cattle with prevalence rates of 51% in Japan
(Fukushima and Seki 2004) or 1'7% in Australia {Cob-
bold and Desmarchelier 2000). In France, a recent study
showed that 15% (2/13) of the dairy farms tested were
positive for STEC 026 (Fremaux et al. 2006). The long-
term survival of STEC 026 in cow faeces (up to 18 weeks
at 15°C) has important health implications as they might
be spread to crops during direct application of farm efflu-
ents to land (Fukushima et al 1999). Nowadays, land
application is becoming a routine procedure for the
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disposal of animal wastes of faecal origin. The potential
transfer of zoonotic agents to food through the applica-
tion of animal excreta as soil fertilizers in agriculture
has been extemsively reviewed (Cieslak et al 1993; Pell
1997 ).

A recent study showed that E. coli O157:H7 is able to
persist for extended time in soil treated with contami-
nated manure (more than 7 months) (Islam er al. 2004).
Baoth biotic and abiotic parameters could affect the persis-
tence of faecal bacteria including E. coli in soil {Chandler
and Craven 1980; Recorbet et al. 1992; Kerry 2000). Many
studies described the impact of temperatures, physico-
chemical (pH, moisture and organic matter content) and
texture soil properties (clays content) on the survival of
E. coli O157:H7 in soil. Jiang et al. (2002) and Mukherjee
et al. (2006) showed that the E coli O0157:H7 decline in
manure-amended soil stored at 4°C was faster than that
of soil stored at ambient temperature. Moreover, Fenlon
et al (2000) showed that E. coli O157:H7 wviabhle cells fell
from approx. 107 CFU ml™" to undetectable levels within
8 weeks in a sandy soil compared with 25 weeks in a clay
soil. However, these studies were limited to the O157:H7
serotype and little information is available regarding the
fate of STEC 026 in manure-amended soils,

Therefore, the objective of the present study was to
investigate the fate of four STEC 26 strains in manure-
amended soils, and to evaluate whether the type of soils
{that differed according to their pH, texture or organic
matter content) and the incubation temperature (4 and
20°C) are contributory factors affecting the behaviour of
STEC 026 in soils.

Material and methods

Characterization of the GFP-labelled STEC 026 strains

Four STEC strains belonging to serotype O26:HI11 (51,
52, 53 and 54) were isolated from faeces of different
French dairy farms between January 2003 and August
2004 dwring the course of a previous study (Fremaux
et al. 2006). The four strains were electroporated in the
presence of a plasmid vector pGFPuv (Ozyme, Montigny-
Le-Bretonneux, France), using a Gene Pulser Il apparatus

Fate of STEC 026 in soil

(Bio-Rad, Marnes-la-Cogquette, France) at 25 kV, 25 uF
and 200 £, and with an electrical pulse of 47 ms (Frem-
aux et al. 2007b). Virulence profiles of the four strains
were also characterized by PCR (Fremaux et al. 2007h).
All the four STEC 026 strains harboured the intimin
gene eae, the enterohaemolysin gene ehx and the Shiga
toxin gene stx]. Furthermore, genome fingerprints of each
strain were characterized at the beginning and the end of
the study by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) as
previously described by Fremaux o al. (2006).

Physical and chemical characterizations of soi and
organic waste samples

Soil samples (A, B and C) were collected, in early spring
2006, from the upper layer (0-20 cm) of three sites under
permanent pasture and located in the Rhones-Alpes
region, France. Soils A and C were brunisols sampled
near Thonon-les-Bains and soil B, a luvisol sampled at La
Cate St André (LCSAp) (Ranjard et al 1997). Soil A and
B correspond to loam soils and contain, respectively, 45
and 382% sand, 39 and 451% silt, and 159 and 166%
clay. Soil C corresponds to clay loam soil and contains
21-7% sand, 389% silt and 39-3% clay. Fresh cow manure
was collected in a farm pear Lyon in March 2006, Analy-
ses of the physical and chemical characteristics of soils
and fresh cow manure were all performed by CESAR
(Centre Scientifique Agricole Regional, Ceyzeriat, France)
using standard methods, and data were presented in
Table 1. PCE on stx genes were performed in order to
check whether soils and fresh cow manure were STEC-
free. The enrichment step and the DNA preparation were
performed as described previously (Fremaux et al. 2006).
PCR-stx was performed on 100-fold diluted DNA extracts
using degenerate primers E5149 and ES151 as described
by Bead er al (1992).

Preparation, incculation and sampling of
manure-amended soils

Preparation of badterial inocula
Each green fluorescent protein (GFP)-labelled STEC 026
strain was grown overnight at 37°C on Luria Bertani

Table 1 Chemical charactenstics of the dverse saik and manure waste used in the present study

Tatal bmestane Tatal M Tatal C Organic matter Tatal P NH.
Material oH fgkg™ lakg™  dakg"  CM lg kg™ CEC fakay dokg}
Linam soil (A) B-19 173 1 BB ] 151 69 o7 -
Loam sail (B 5-B7 a 29 287 9 494 100 064 -
Clay-loam soil (T 7-58 37 57 ] B B1-3 1Z8 005 -
Manure waste 905 - 319 51-13 1604 - - 0as 0-34
CEC, cationic exchange capacity.
& 2007 The Authors
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plates  (Sambrook et al 1989) containing ampicillin
(200 ug ml™") (LB-A). Then, each strain was cultivated
in 11 of LB broth supplemented with ampicillin
(200 ug ml™") at 37°C for 24 h. Al the cultures reached a
final concentration of approx. 107 CFU ml™", The bacteria
were sedimented by centrifugation at 5000 g for 20 min,
and cell pellets were resuspended in 200 ml of phosphate-
buffered saline (PBS) and centrifuged. This operation was
repeated and afterwards the cell pellets were resuspended
in 180 ml of sterile water supplemented with 20 ml of PBS.

Preparation and inoculation of the manure-amended soils
Soil moistures were adjusted to two-thirds of their water-
holding capacity at the beginning of the study (Le. 81-1%
for the soil A, 727% for the soil B and 72-8% for the soil
). Each soil was inoculated in duplicate by mixing man-
ure with each STEC 026 strain (51, 52, 53 and 54).
Amended soils were incubated at two different tempera-
tures, Le. 4 and 20°C, Therefore, 48 buckets of inoculated
manure-amended soils were prepared. For that purpose,
4 kg of cach soil were introduced into each of 16 large
sterile buckets and inoculated with 200 g of manure con-
taining 10" CFU g ' of each GFP-labelled STEC (26
strain. Then, the inoculated manure was mixed mamally
for 5 min with soil in order to disperse the inoculum
associated  with manure particles through  the  soil
The final concentration of STEC O26 was around
108 CFU g' of manure-amended soil at the beginning of
the study. The mamire-amended soils were kept at 4 and
20°C into level 2 safety rooms.

Sampling of the manure-amended soils

Five soil samples were collected from each soil bucket
using a 50 ml sterile Falcon tube, and mixed in a sterile
BagFilter plastic bag (Interscience, Saint NMom La Breteche,
France). Twenty-five grams was then used for enumeration
of STEC 026, Manure-amended soils were taken at
regular time intervals, transported to the laboratory and,
within the same day, assayed to determine their microbio-
logical and physicochemical status,

Analysis

Enumeration of STEC 026 cells by direat plating assay

Each manure-amended soil sample (25 g) was added
to 225 ml of buffered peptone water (bioMérneux,
Marcy UEtoile, France) supplemented with ampicillin
(150 yg ml™") in a sterile BagFilter and stomached for
30 5 at medium speed. Aliguots from appropriate serial
dilution were spread onto selective LB-A plates, which
were incubated at 37°C for 24 h. The GFP-labelled STEC
026 colonies were counted under the UV light. An anti-
026 agglutinating serum (Bio-Rad) was randomly used to

B. Fremaus of al

confirm that fluorescent colonies screened on agar plates
under UV light belonged to O26-serogroup.

Enrichment of the samples was undertaken when the
first decimally diluted suspensions (BagFilter) did not
allow obtaining STEC colonies on LB-A plates (<10 STEC
ml™"). To enrich these weakly contaminated samples, the
BapFilter was incubated at 37°C for 24 h. One millilitee
of the enriched suspension was plated on LB-A. The
plates were incubated 24 h at 37°C and placed under UV
light to confirm the presence or absence of STEC O26
strains in the sample tested.

Physicochemical assays

Physicochemical parameters were measured for soils from
each bucket, at regular time intervals. Moisture content of
manure-amended soil was determined by drying 5 g of soil
at 105°C for 24 h and weighing the residual. The pH of
manure-amended soil sample was measured afier adding
5 gof soil to 200 ml of distilled water. The suspension was
then stirred for 5 min and was allowed to settle for 5 min.
The pH of the manure-amended soil was measured with a
pH meter 330 (WTW, Champagne au Mont d'Or, France).

Statistical analysis

For each condition, STEC counts obtained, respectively,
from the two manure-amended soil buckets inoculated
with the same strain were compiled and the log-linear
model with tailing (Geeraerd e al 2000) was used to fit
them:

N= (Ng—Nre ) eXp( —Kmaxt )+ Nres

where N represents the STEC density (CFU g ') observed
at time ¢ (in days), Ny is the initial STEC density iin
CFU g_]}l. Ny 18 the residual STEC density (in CFU g']}.
and K., 15 the specific inactivation rate (in da}"]} equal
to ln(10)/Dvalue. Model was fitted using, respectively,
the nls function of the B software version 2.0.1 (lhaka
and Gentleman 1996).

An analysis of variance (awova) was carried out in
order to analyse the impact of the temperature (4 and
20°C) and the soil type (A, B and C) on the specific inac-
tivation rate (Kpa.) of each STEC O26 strain, A mixed
awova model was considered, in which the temperature
and the soil type were considered as fixed factors, and the
strain was considered as a random factor.

Results

Genetic stability of the GFP-labelled STEC (26 strains

A first assay was performed to confirm the stability of the
plasmid vector pGFPuv in nonselective conditions. The
GEP-labelled STEC strains were inoculated into manure-
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Figure 1 Fubed-field gel electrophoress of Xbaldigested genomic
DMA obtained far each STEC 026 stram 571, 52, 53 and 54 recovered
fram the sal B held at 452, at the day 0 and at the end of the study
(day 3651 M are malecular weight markers (numbers on the left are
the number of kilobase pars).

amended soil microcosms (50 g) and enumerated up to
the 16th day. At two time points (after 7 and 16 days),
STEC counts obtained by direct plating assay were consis-
tent with those obtained using a MPN-PCR stx method
(described by Fremaux et al. 2007a).

Moreover, PFGE analyses performed at the beginning
and the end of the study showed that no genetic change
was observed for any of the STEC 026 strains tested for
the duration of the study (see Fig 1 for soil B held at
4°C as an example). PFGE of Xbal-digested genomic
DMNA  gave 20-25 fragments (ranging from <50 to
500 kh) for each of the fouwr GFP-labelled STEC 026
strains and all PFGE profiles showed at least three band
differences.

Evolution of STEC 026 counts in manure-amended soils

The STEC inoculum levels ranged from 587 to
635 logyy CFU g™, STEC counts in each manure-
amended soil decreased ower time. Observed kinetics of
STEC counts were correctly fitted by the log-linear model
with tailing (see Fig. 2 for 51 as an example), which
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permits an estimation of the specific inactivation rate
(Kmax ) and of the Dovalue (110} Ky,

The awova did not show any significant effect of the
strain on kKpae. The four STEC 026 strains were able to
swvive during a long period of time in the diverse soils
tested (Table 2). At 4°C, they were recovered for at least
288 days in the soil A and more than 365 days postinocu-
lation for the soils B and C. At 20°C, the same survival
data were obtained, except for the soil A in which the
pathogen was detected up to 196 days. However, the
analysis of variance showed a significant effect of the tem-
perature on Kygy (P < 00001). The STEC counts decrease
wias higher in the manure-amended soils held at 20°C
than that obtained at 4°C (Figs 2 and 3). For example in
soil B, the mean estimated D-values calculated for the
four STEC strains were 185 days at 20°C vs 59-6 days at
£°C (Table 2). Furthermore, there was a significant effect
of the soil type (P < 0:01) and a significant interaction
between temperature and soil type (P < 0005). The soil A
was associated with a higher decline of STEC cells than
the soils B and C at the two incubation temperatures
(Fig. 3). At 20°C, STEC 026 counts decreased faster in
soil C than in soil B, but an opposite finding was
obtained at 4°C (Fig. 3).

Evolution of pH and dry matter

The pH and dry matter data are expressed as mean values
obtained from all manure-amended soil buckets for each
soil type and each incubation temperature. As shown in
Fig. 4a, the dry matter percentage of all manure-amended
soils gradually increased during the course of the present
study. Soil drying was more pronounced at 20°C than at
£5C, On average, the dry matter increased over time from
B1-10% (£0+35), 72.7% (£0-42) and 728% (=26} at the
beginning of the study to values =92% at its end in soils
A, Band C, respectively. This is true except for the soil &
incubated at 4°C, which reached a dry matter of 84%
(£1-24), 365 days postinoculation.

No difference was observed between pH  wvalues
reported for each soil type, according to the incubation
temperature (Fig. 4b). Just afier addition of manure, pH
of all soils increased by approx. 07 pH units [Le 89
(+£0:02), &5 (£002) and 8 (£0:07) for the soils A, B and
C, respectively]. Thereafter, it slightly increased during
the 50 first days and markedly decreased to finally reach,
at the 127th day, a mean value of 775 (£0-03), 527
(£0405) and 644 (£0:01) for the soils A, B and C stored
at 20°C, respectively. Similar results were observed for the
soils held at 4°C. Afterwards, the pH of each soil
increased gradually and tended to reach, at the end of the
study, a pH value close to the initial ones, because of soil
buffering capacity.
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Table 2 Survwal of STEC 026 in the vanows
Storage Mean STEC u:i':.nt manure-amended soils (A, B and O} stared
temiperature (kg CFU mi™ ') Mean 5TEC Time of sumnfal at 4 and 20°C

Salk {=C) at day 0* Devalues™ of STEC idays)
Loam =il (A) 0 615 (=0-18) 171 {=112) 195
Loam soil (B} 20 5-87 (=0-24) 18-5 {=1-10) =365
Clay-loam sail (C) 20 635 (+0-16) 254 (=166} >365
Loam soil (&) 4 613 (=0-13) 269 (=4-1) BB
Loam soil {8} 4 605 (+0-16) 596 (=1-28) =365
Clay-koam soil (C) 4 6-18 (=0-28) 378 =377 >365

*Mean values (250} were caltulated fram STEC counts obtaned for the four STEC 026 straire.

Discussion

The potential presence of zoonotic agents such as STEC
in soils fertilized with animal-derived organic wastes is of
growing concern. Many studies described the persistence
of E coli O157:H7 for considerable periods in waste-
amended soil, which may pose some risks of both human
and animal contamination. In fact, soil and more gener-
ally the emvironment is one of the main pathways of
STEC human infections, and a trend of environmental-
outhreaks  outnumbering  burger-outbreaks s actually

observed (Strachan e al. 2006). Although much informa-
tion is available concemning the survival of E. ooli
O157:H7 in soil, the emergency of new STEC-serogroups
implicated in human infections highlights the need for
soil-survival studies performed on non-0157 STEC, and
especially on STEC from the emerging disease-associated
(O26-serogroup.

This work was thus performed in order to evaluate the
behaviour of four STEC 026 strains in manure-amended
soils. In compliance with Buropean rules set for the utili-
zation of STEC and genetically modified organisms, the
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Figure 3 Interaction plot between the mean values of ke obtamed
far the four STEC 026 strairg at the two temperatures (4 and 20°0)
in the three sail types (A, B and C).

inoculated manure-amended soils were stored in a con-
tainment level 2 laboratory environment. Under these
conditions, STEC O26 strains were shown to be able to
survive during an extended period in all manure-
amended soils. They were still detectable in manure-
amended soils at least 196 days, and up to 1 year
postinoculation in the majority of manure-amended soils
tested whatever the soil-incubation temperature. But the
manure-amended soils were not exposed to solar radia-
tion (UV), rainfall events (responsible of bacteria leach-
ing) and to other fluctuating environmental conditions
encountered in field situation which may affect negatively
STEC survival (Yaun et al. 2003, 2004). Moreover, in our
experiment, manure was immediately mixed with soil in
order to obtain a similar bacterial inoculum for all the
manure-amended soil buckets at the start of the study,
i.e 10° CFU g ' soil. In 2 real field situation, manure was
generally left on the soil surface for typically up to 1 week
before its incorporation in soil (Smith et al. 2001), where
the bacteria can be affected by various environmental
stresses. Taken in combination, the observed long-term
survivals of STEC 026 strains in soils might be an overes-
timation of that occurring naturally in a farm environ-
ment. Many studies have reported differences in E. coli
O157:HT soil-survival rates according to diverse experi-
mental conditions. Jiang et al. (2002) showed that E. coli
O157:HT cells survived for up to 231 days in manure-
amended soil held under laboratory conditions at 21°C,
In comparison, Mukherjee et al. (2006) and Ogden et al
(2002} reported shorter survival periods of this pathogen,
which was detected for 69 days in garden plots fertilized
with cattle manure and 105 days on pasture contaminated
by sheep facces, respectively. In the latter study, the E. coli
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Figure 4 Dry matter content {a} and pH (b} of the vanous manure-
amended sols (A, O B, & O, =) held at the two incubation tempera-
tures (— 20°C; - - - 4°C)

O157:H7 soilsurvival rate is likely underestimated as
contaminated-sheep facces were deposited within  the
fenced area 14 weeks before the sampling step began. Fue-
thermore, Islam et al. (2004) showed that E. coli O157:H7
could survive for more than 7 months in plant-cultivated
soils exposed to southern fall-winter conditions.

In order to determine the impact of temperatures on
026 soil-survival, the manure-amended soils were sepa-
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rately held at constant temperatures of 4 and 20°C, These
temperatures are comparable to temperatures recovered
in spring, a main season for applying manure to fields in
France, Although this model system bears little resem-
bBlance to a real world situation (where the temperature
of soil cycles diurnally as well as seasonally), it allows us
to show that STEC O26 cells were able to survive longer
in all soils held at 4°C than those held at 20°C. It can be
explained by a slowdown of competitive and antagonistic
activities of indigenous bacteria. Some researchers had
already described the positive effect of low temperatures
on E coli O157:H7 survival (Gagliardi and Karns 2002;
Islam et al. 2004). However, these results differ with
many recent studies. More precisely, liang et al. (2002)
reported that E. coli O157:H7 strains inoculated in man-
ure-amended soil were inactivated more rapidly at 5°C
(Le 42 days) than at 21°C (193 days). Similarly, Mukher-
jee et al (2006) showed that the E coli O157:H7 counts
decline was faster at 4°C than in ambient conditions (92
ws 10 days).

Physicochemical properties of soil are also important
factors that could influence the STEC 026 soil-survival. It
is clearly admitted that soil moisture favours the survival
of bacteria. Berry and Miller (2005) showed that E. coli
O157:H7 numbers either stay unchanpged or increase at all
but the lowest moisture levels examined, Le. 011 g HO
g ! dry feedlot surface material. ln our study, no further
water was introduced to the buckets of soil during the
incubation in order to evaluate the persistence of STEC
026 at criical moisture content values (< 10%). Hesults
revealed that STEC 026 can survive for extended periods
of time in manure-amended soil even under very dry
conditions, Le more than 92% dry matter at the end of
the study. This result was consistent with that obtained
by Jiang et al. (2002). Moreover the high STEC dedine
noted in the soil A held at 4°C, which was associated with
the lower dry matter, suggested that moisture content was
not 2 main fctor influencing STEC 026 survival in soil.

All mamure-amended soils used in this study contained
high carbon content that might sustain bacterial growth
(Table 1). It has been suggested that a higher level of
organic matter could lead to a better adherence of patho-
gens to soil micro-apgregates, and therefore, increase their
survival (Kearney et al. 1993). In soil A, where the lowest
organic matter content was observed (Table 1), a mark-
edly STEC O26 inactivation rate was obtained. However,
the high pH values (around 9 units) reported for this soil
during the course of the present study might also explain
this result. Nauta and Dufrenne (1998) have estimated
that the maximal pH wvalue enabling the growth of 75 E
coli O157:H7 strains was around 94, On the contrary, Ji-
ang ¢ al. (2002) showed that basic soill pH wvalues (i.e
pH &) favoured the survival of E coli O157:H7. Finally,

B. Fremaux ef al

soil texture can in part influence the behaviour of STEC
026 in soil. The soil C showed the highest clays content
compared with soils A and B, and this might contribute
to the greatest survival of STEC 026, at 20°C, in this soil.
Clays favour the adsorption of bacteria to soil particles
and create a barrier against microbial predators or para-
sites (Roper and Marshall 1978; Santamaria and Toranzos
2003).

In conclusion, a better understanding of the behaviour
of STEC 026 in soil was obtained, and important factors
that may contribute to the persistence of STEC 026 in
soils were identified. Thus, low temperature, presence of
clays and probably high organic matter content may
favour the survival of STEC 026 in soils, whereas relative
high pH seems to speed up the pathogen decline. Under
laboratory  conditions, STEC O26 survived during
extended period of time in manure-amended soils at 4
and 20°C. Despite the probable overestimation of the sur-
vival times of STEC 026 strains in manure-amended soils
compared with fielld conditions, this zoonotic agent may
nevertheless be able to persist durably in this type of eco-
system. Considering this persistence, appropriate manage-
ment of farm waste is indeed required to limit the spread
of this pathogen to vegetable and crops.
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1. Contexte et objectifs de cette étude

Les STEC sont principalement transmis a ’homme par ingestion d’aliments contaminés
tels que la viande hachée de boeuf ou les produits laitiers a base de lait cru. Cependant,
I’ingestion d’eau de boisson contaminée et de manicre accidentelle d’eau de baignade ont été
identifiées comme d’importantes sources d’infection chez I’homme. Une récente épidémie
impliquant 18 cas d’infections a E. coli O157:H7 a été rapportée en Irlande ; 1’enquéte
épidémiologique a révélé que I’eau de boisson provenant d’un réservoir d’eau local aurait pu
étre a ’origine de la contamination (Mannix et al., 2007).

La forte prévalence des STEC dans les troupeaux laitiers et leur capacité a persister dans
I’environnement sont deux principaux facteurs qui contribuent a la contamination réguliére
des ecaux de surface et/ou souterraines. A 1’échelle d’un bassin versant, les taux de
microorganismes présents dans I’eau a I’exutoire sont principalement régulés par les
conditions hydrologiques et édaphiques du bassin. La pollution des eaux résulte de différents
types de rejets de contaminants dans le réseau hydrographique. Les uns s'effectuent
principalement en période pluvieuse; ils sont dits « diffus » car il est bien difficile de définir
avec précision leurs origines géographiques. Les autres sont rejetés indépendamment du
régime pluvial, lors par exemple d’excrétion de matiere fécale directement dans les rivieres du
bassin ; ils sont dits «ponctuels». Bien que quelques auteurs ont développé des modéeles
permettant de simuler le transport des bactéries fécales dans le sol et les eaux a 1’échelle d’un
bassin versant, aucune donnée expérimentale n’est actuellement disponible concernant les
STEC. Ce travail avait donc pour objectif d’évaluer le transfert de STEC a partir de matiéres
fécales naturellement contaminées dans le sol sous-jacent, et ceci dans différentes stations
d’un bassin versant d’altitude paturé par des ruminants. La persistance des souches STEC a
¢galement été évaluée dans chacun de ces compartiments. Enfin, des prélévements d’eau de
riviere située a I’exutoire du bassin ont été réalisés afin de déterminer la contamination en
STEC des eaux du bassin. Les souches STEC isolées ont ensuite ¢té¢ génétiquement et

phénotypiquement caractérisées.
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2. Matériels et méthodes

L’¢tude s’est déroulée dans un bassin versant situé¢ dans les Alpes du Nord et couvrant une
surface d’environ 400 hectares. L’espace pastoral est valoris¢ par un seul et méme troupeau
de bovins laitiers. Quatres stations caractérisées par une couverture végétale spécifique (gazon
ras (PG), nardaie (NG), rumex (RG) et marais (CG)) et des traits édaphiques particuliers ont
¢été selectionnées afin d’étudier la persistance et la dynamique de transfert des STEC dans le
sol. En 2005, une cinquantaine de bouses ont ét¢ échantillonnées sur les parcelles RG et PG
(zones de repos des bovins), et en 2006 seules 13 et 9 bouses ont pu étre respectivement
échantillonnées sur les parcelles CG et NG (zones de passage des bovins). Toutes ont été
criblées par PCR pour les geénes stx sur bouillon d’enrichissement (eau peptonée). Parmi elles,
3 ont été selectionnées dans chacune des zones explorées, excepté pour la zone du marais ou
seulement 1 bouse était positive pour les génes Stx. Afin d'évaluer les transferts eventuels
(bouse/sol), des prélévements de matiere fécale et de sol situé sous la matiere fécale, a une
profondeur comprise entre 0 et 5 cm ainsi qu'entre 15 et 20 cm, ont été réalisés a des
intervalles de temps réguliers. Des prélevements de sol en aval des bouses (servant de témoins
négatifs), a une profondeur d’environ 10 cm, ont également été effectués. Enfin, des
échantillons d’eau ont été collectés dans la riviére située a 1’exutoire du bassin versant,
uniquement en 2006. Par ailleurs, un suivi de la température de I'air et de la pluviométrie a été
réalisé par I'INRA de Thonon-les-bains de Juin a Octobre de chaque année.

L’évolution des effectifs en STEC dans les bouses, le sol et ’eau a été determinée par
MPN-PCR ciblant les genes stx. En paralléle, les échantillons ont été enrichis dans de 1’eau
peptonée et incubés a 37°C pendant une nuit. Un premier criblage par PCR stx a été réalisé
sur I’extrait d’ADN obtenu a partir des échantillons enrichis. Sur les échantillons stx™, la
recherche d’isolats STEC a été réalisée.

Les isolats STEC ainsi obtenus ont été pulsotypés. L’analyse des profils PFGE a été
réalisée a 1’aide du logiciel GelCompar par la méthode UPGMA associée a un coefficient de
Dice de tolérance < 3%. Pour chaque clone identifié, la présence des genes stx1, stx2, eae et
ehl-y a été évaluée par PCR. Le typage de la sous-unité B de la Shiga-toxine de type 2 a
ensuite été réalis€ par PCR-RFLP au laboratoire national de référence des E. coli (Federal
Institute for Risk Assessment, Berlin, Allemagne). D’autres caractéres phénotypiques comme
leur sérotype (également déterminé en Allemagne), leur capacité a former des biofilms (Ring

test BioFilm) et leur motilité ont également été¢ déterminés.
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3. Résultats et discussion

3.1. Prévalence des genes stX et dénombrement des STEC dans les bouses, le

sol et ’eau

Parmi les 50 matieres fécales échantillonnées en 2005 dans chacune des zones RG et PG,
16 et 12 matiéres fécales étaient respectivement stx'. En 2006, seules 4 des 13 matiéres
fécales échantillonnées dans la zone NG et 1 des 9 maticres fécales échantillonnées dans la
zone CG, étaient Stx'. Trois bouses contaminées en STEC ont ensuite été sélectionnées sur
chaque parcelle, excepté pour la zone CG ou seule 1 bouse contaminée par des STEC a pu
étre identifiée. Les génes Stx ont ensuite été détectés jusqu’a la compléte dégradation des
matieres fécales (2-3 mois). Au début de 1’étude, les effectifs en STEC dans les bouses étaient
de I’ordre de 5 log UFC g excepté pour celle suivie dans la zone CG (< 4 log UFC g™). Ces
taux n’ont que trés légérement diminué par la suite. Les échantillons de sols prélevés sous les
bouses entre [0 et Scm] et [15 et 20cm] de profondeur étaient également positifs pour les
geénes StX, mais devenaient rapidement négatifs pour ceux-ci apres la décomposition naturelle
de la matiére fécale (2-3 mois). En comparaison, les échantillons de sols témoins étaient
toujours négatifs pour les genes stx. L’énumération des STEC dans tous les échantillons de
sols n’a pas été possible par MPN-PCR stx. Ceci est lié a une sensibilité trop faible de la
méthode (200 UFC g ™). De méme, les eaux receuillies a ’exutoire du bassin étaient & chaque
temps de prélévement Stx”, mais avec des effectifs en STEC toujours inférieurs a 200 UFC

ml™.

3.2. Caractéristiques génotypiques et phénotypiques des isolats STEC

La majorité des échantillons stx” ont permis 1’isolement de souches STEC. Au total, 75
isolats ont pu €tre isolés a partir des échantillons collectés dans les différentes zones en 2005
(n=38) et 2006 (n=37). Seuls 3 isolats STEC ont été isolés dans 1’eau. En effet, la forte
dilution des populations de STEC dans I’eau mais aussi la détection probable de genes Stx
portés par de I’ADN libre ou des bactériophages (largement répandus dans I’environnement)
(Muniesa et Jofre, 1998) pourraient expliquer ce résultat. Le pulsotypage de ces 75 isolats a
généré 8 profils différents (notés de C1 a C8), similaires entre eux a plus de 72%. Parmi eux,
les types clonaux C3 et C5 ainsi que C6 et C7 sont quasiment identiques (similarité > 95%).
Les 8 clones identifiés a partir des profils PFGE appartiennent a 6 sérotypes différents,
lesquels ont tous été précédemment décrits en élevages bovins. Tous les isolats STEC

retrouvés durant cette étude sont stx2”, stx1, eae” et ehl-y". L’absence du géne de virulence
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eae n’indique pas forcément que ces souches ne sont pas pathogénes pour I’homme. En effet,
des souches atypiques (absence du gene eae notamment) de sérogroupe 091, O113 ou O174
ont déja été impliquées dans des cas de SHU dans de nombreux pays (Paton et al., 1999;
Pradel et al., 2001; Beutin et al., 2004; Werber et al., 2007). Par ailleurs, le typage de la sous-
unit¢ B de la Shiga-toxine de type 2 a révélé la présence des variants Stx2g et stx2-NV206
récemment identifiés par d’autres auteurs. Enfin, la plupart étaient mobiles et avaient la

capacité a former des biofilms lors des essais effectués in vitro.

3.3. Persistance et transfert des STEC

Les résultats obtenus en PFGE ont montré que les STEC sont capables de survivre dans
les déjections pendant au moins 2 mois, malgré des conditions climatiques contraignantes
telles que des fortes précipitations ou des fluctuations marquées de la température de I’air du
bassin. Dans certains cas, plusieurs clones STEC ont pu étre isolés dans les déjections
provenant d’'un méme animal. L’analyse phylogénétique a par ailleurs révélé la présence d’un
clone persistant (> 12 mois) au sein du troupeau.

Les données obtenues en PFGE ont également permis de confirmer l'hypothése du
transfert de la bactérie de la matiére fécale jusqu’a une profondeur d’au moins 20 cm dans le
sol. Ce résultat a plus ou moins été rapporté lors d'une étude en laboratoire, ou E. coli
O157:H7 a été détecté dans le sol situé sous une bouse pendant 99 jours (Bolton et al., 1999).
Le transport des bactéries fécales dans le sol se fait d’une part, par les eaux de percolation et
d’autre part, a travers les activités biologiques de la faune. Dans notre étude, de nombreux
événements de pluies et une large variété de coprophages et de vers ont été observés (données
non montrées). Par ailleurs, le transfert des bactéries fécales dépend fortement de la structure
et de la texture du sol. Dans notre étude, aucune différence notable n’a été mise en évidence
concernant les effectifs en STEC entre les différentes stations testées, probablement du fait de
la faible sensibilité de la MPN-PCR stx.

Par ailleurs, 1’assainissement rapide des sols en absence de matiere fécale démontre qu’un
faible nombre de cellules STEC semblent étre régulierement transférées dans le sol. Ces
cellules peuvent étre ensuite mobilisées par les eaux de percolation ou inhibées par des
facteurs biotiques ou abiotiques de 1’écosystéme rencontré. Leur abilit¢é a former des
biolfilms, pourrait favoriser leur attachement aux particules de sol ou de matie¢re fécale
permettant leur mobilisation par les eaux de percolation, notamment apres de fortes pluies.
Leur mobilité associ¢e a la présence de flagelles pourrait quant a elle favoriser le transfert

vertical des cellules dans les sols saturés en eau.
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Malgré la forte prévalence des genes Stx dans les eaux a 1’exutoire du bassin, aucune
souche STEC similaire a celles retrouvées dans les déjections des animaux n’a pu étre isolée
dans ’eau. Le transfert des STEC des déjections et/ou des sols a I’eau n’a donc pas pu étre
clairement démontré, méme si il est fortement probable. La forte dilution des populations
bactériennes dans les eaux, 1’entrée dans un état viable non cultivable et les phénomenes de

mortalité pourraient expliquer ce résultat.

4. Conclusion

Cette étude apporte d’importantes informations concernant I’écologie et la diversité des
STEC dans un bassin versant. Leur forte persistance dans les bouses contribue a leur
dissémination dans les sols. Le fait qu’une faible population de STEC a été retrouvée dans la
rhizosphére et dans les couches plus profondes de sols (localisées sous la bouse) constitue un
réel risque pour I’homme si elles arrivent a atteindre les nappes phréatiques ou les eaux de
baignade. Par ailleurs, il est probable que dans le sol rhizosphérique, les STEC soient
confrontés a des interactions antagonistes avec des populations bactériennes productrices
d'antibiotiques, ce qui pourrait expliquer en partie que les STEC ne soient plus détectés dans

le sol en absence de matiére fécale.
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ABSTRACT

During the northern hemisphere summers 2005 and 2006 we attempted to describe the
persistence of Shiga-toxin producing Escherichia coli (STEC) strains and their transfer from
naturally contaminated bovine feces to subsoil layers (0-5 and 15-20 cm) in different pasture
units in a watershed of 400 ha. Contamination of river water at the outlet of the watershed was
also investigated. Selected cow pads and subsoil layers were positive for the Stx gene over a
period of approximately 2 months until the fecal material had completely decayed, and this in
all pasture units investigated. The Most Probable Number (MPN) PCR method indicated that
STEC levels in the cow pads were around 10°° CFU g and slightly decreased during the
course of the study. In soil, STEC cells numbers were always below 200 CFU g'. All the
water samples collected from the river were Stx positive but STEC could be isolated from
only 3 water samples, for which STEC levels were also below 200 CFU ml™. A total of 75
STEC isolates were recovered from samples collected in the different watershed pasture units
in 2005 (n=38) and 2006 (n=37). All carried the gene Stx2 but were negative for the other
virulence genes Stx1, eae and e-hly. Subtyping of the Shiga toxin type 2 revealed the presence
of the recent stx2g and stx2 NV206 variants. PFGE analysis confirmed the transmission of
STEC strains from bovine fecal deposits to subsoil layers and their great persistence in this
ecosystem (> 2 months). Clustering analyses indicated that the same STEC strain can

proliferate over at least 12 months in a same dairy cattle.
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INTRODUCTION

Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) strains have emerged as an important
public health problem. These bacteria can cause severe disease in humans, such as
hemorrhagic colitis (HC) and hemolytic-uremic syndrome (HUS) (24, 36), due to the
production of phage-encoded cytotoxins called Shigatoxins (Stx1 and Stx2) and associated
virulence factors such as intimin and enterohemolysin (26). STEC are common as colonizers
in the intestine of healthy cattle and can be transmitted to humans through food, such as
inadequately cooked ground beef or raw milk. Drinking or recreational water were identified
as other important sources of infection. Indeed, an outbreak of E. coli O157:H7 associated
with bathing at a public beach in the Montreal region was reported in 2001 (9). Another
waterborne outbreak implicated 18 cases of E. coli O157:H7 infection had occurred in a small
rural area located in midwest Ireland. Epidemiologic investigations incriminated drinking
water from a local group water scheme as the vehicle of the pathogen transmission (20).

The high prevalence of STEC in dairy cattle and its ability to persist in environment
are two main factors that contribute to continuous and long-term contamination of water. In
France, Raynaud and colleagues (32) showed that 92% of the dairy farms tested, harbored at
least one animal that carried the Stx genes. An in vitro study illustrated that after application
of fecal material previously inoculated with E. coli O157:H7, the bacteria was still detectable
in the surrounding soil for up to 99 days (8). Both biotic and abiotic factors can affect the
persistence of STEC in soil. In case of a watershed, the fate of microorganisms is primarily
driven by the water flow of the watershed (25). Fecal pathogens may enter aquatic systems by
direct deposition of feces in stream or may arise from non-point source pollution, such as
overland runoff of fecal material deposited on soils, most frequently after heavy rainfall
events (38). Although some authors have developed watershed-scale fate and transport
models for Escherichia coli and for STEC O157:H7 (14, 25), not much is known on the
behaviour of STEC in watershed. Until now no published data are available concerning the
fate of STEC after their deposition in feces to soil.

First, this work aims to study the potential transfer and persistence of STEC strains
from naturally contaminated bovine feces to subsoil layers in different pasture units of a
watershed during the northern hemisphere summers of 2005 and 2006. These areas are
characterized by their dominant plant and associated soil types. Second, in order to evaluate
the contamination of streams by STEC, several water samples were also collected at the outlet

of the watershed in 2006. STEC strains isolated from the watershed were then characterized
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for their virulence profiles, serotypes and pulsotypes. Phenotypic characteristics i.e. ability to

form biofilm and motility were also investigated.

MATERIALS AND METHODS

Site descriptions. The study took place in a high mountain dairy pasture (French
Alps, Haute-Savoie) covering a watershed of 400 ha located at an altitude ranging between
1500 to 2000 m. Relationships between soil and vegetation have been described by others
(13). Four pasture units have been selected to study the survival and spread of fecal STEC
bacteria in the watershed (Table 1). They differed according to the dominant plant of their
vegetal cover, and to the associated soil type and edaphic characteristics. Nardus grassland
(NG) is characterised by acidophilic vegetation, high organic carbon (OC) content in the first
3 centimeters of soil and a very low base saturation (i.e. BS) which indicates acid soil
conditions. Poa alpina grassland (PG) is considered as a mesotrophic area with a high BS. The
soil is characterized by a high stone content (20-30%) which favours a high permeability for
water flow. Rumex grassland (RG) is a nitrophilic station with frequent inputs of exogenous
organic matter from cow dejections. Caltha grassland (CG) is a typical hydrophilic unit with
a very high organic carbon (OC) content. Its location on alluvial materials at the bottom of the
watershed results in a permanent high water content of the CG soil.

Environmental temperatures and rainfall. Average soil temperature and
precipitations were recorded daily by using a basic weather station working (Campbell

Scientific, Loughborough, England) located near the outlet of the watershed.

Sampling design

Field cow pad sampling for stx gene detection. In 2005, 50 fresh (less than 12
hours) fecal samples were collected from cow pads on each of the PG and the RG units, and
in 2006, 13 and 9 from the NG and the CG pasture unit, respectively. Fecal samples were
screened for bacteria carrying the stx gene using the protocol described bellow. All cow pads
sampled originated from the same dairy cattle which was present in the watershed pasture
during the summers 2005 and 2006. Only few animals were replaced in the herd between
2005 and 2006.

Sampling for environmental dynamic and transfer of STEC populations. Three
cow pads harboring stx” E. coli populations were selected in each zone except for the CG

pasture unit for which only one fecal deposit was stx'. A 40g sample was taken each from the
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selected cow pads at regular time intervals during the summers 2005 and 2006. Besides,
triplicate samples from within each stratum, i.e. 0-5 and 15-20 cm subsoil layers (under the
cow pads), were collected at the same time and mixed together for microbiological analysis.
In addition, downhill soil samples (at a depth around 10 cm and far away from the fecal pats
sampled by approximately 3 meters) were also taken from each pasture unit as negative
control. In 2005, samples were collected from the RG and PG pasture units over a period of 7
(from 06/21 to 08/12) and 10 weeks (from 07/19 to 09/26), respectively (Fig. 1A). In 2006,
samples were taken over a period of 12 weeks (from 07/11 to 10/02) from the CG and NG
pasture units (Fig. 1B), and at the same time intervals, water samples (3x50 ml at each
sampling time) were collected in a stream, at the outlet of the watershed. In total, 110 and 70
watershed pasture samples were obtained in 2005 and 2006, respectively, and 21 river water

samples were collected in 2006.

Microbiological analysis

Preparation of the samples. Upon arrival at the laboratory, all samples were analysed
immediately. Twenty five grams of fecal or soil samples, and 50 ml of water samples were
introduced in a sterile BagFilter plastic bag (Interscience, Saint Nom La Breteche, France)
containing 225 and 200 ml of Buffered Peptone Water (BPW) (bioM¢érieux, Marcy I’Etoile,
France), respectively, and mixed using a stomacher. An aliquot of the suspension was
collected for numeration of the STEC cells using the Most Probable Number (MPN)-PCR stx
method (15) with common stx primers ES149 and ES151 as previously described (33). The
minimum sensitivity of the MPN procedure used is of 200 CFU g soil or ml" water. The
numeration of STEC cells was performed for fecal, soil and water samples collected in the
watershed except for those that originated from the RG pasture unit. Thereafter, the BagFilter
content was subjected to an enrichment step by incubating the BagFilter cells culture at 37°C
for 24 h.

DNA extraction from enriched samples. For DNA preparation, 1 mL of the
enrichment culture was centrifuged at 13,000 x g for 3 min. The pellet was washed three
times with phosphate buffered saline, pH 7.4 (PBS) containing 4% Tween 20 followed by two
washes with PBS only. After centrifugation, the pellet was resuspended in 400 ul of Instagene
Matrix (BioRad laboratories, Hercules, California), and the mixture was incubated for 30 min
at 56°C and for 15 min at 100°C. After incubation, the mixture was vortexed for 15 s and

centrifuged at 11,000 g for 3min. The supernatant fluid was either used for stx PCR (33)
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either directly or diluted in sterile water (1000-fold for fecal and 10-fold for soil samples), in
order to avoid PCR inhibition due to the presence of PCR inhibitors in soils and cow pads.

Isolation of STEC. For samples that gave a positive stx PCR result, 100 pl of the
enriched suspension was spread on Sorbitol Mac Conkey plates which were incubated at 37°C
for 24 h. Approximately thirty colonies per plate were randomly subjected to PCR stx and
colonies stx” were inoculated into nutrient broth and incubated at 37°C for 24 h. Finally the
STEC isolates were immediately stored at -80°C in BHI broth with 40% glycerol.

Genotypic and phenotypic characteristics of STEC isolates. First, all the isolates
were biochemically identified as E. coli with the API 20E test (bioMérieux, Marcy 1’Etoile,
France) and were further characterized by PCR for the presence of the Shigatoxin genes Stx1
and stx2 as described by Cebula et al. (10), as well as for the intimin (eae) (35) and the
enterohemolysin (e-hly) encoding genes (26). All STEC isolates were then subjected to
molecular typing by Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) using the method described
previously by Fremaux and colleagues (16). For PFGE analysis, the collection was completed
with several reference E. coli strains, i.e. the north American E. coli O157:H7 strain EDL 933
(ATCC 43895) and two other E. coli strains (the K12 derivatives MG1655 and MC4100
(Collection of the UMR CNRS 5557)). Cluster analysis of PFGE profiles was performed
using the Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean (UPGMA; with an error
setting of 3%) and Dice coefficient (with a maximum position tolerance of 3%), and was
carried out using the software GelCompar II version 4.2 (Applied Maths, Kortrijk, Belgium).

Second, one isolate of each STEC clone (based on the PFGE profiles) was selected.
For each one, subtypes of the B-subunit of stx, genes were determined by PCR, followed by
analysis of restriction endonuclease-digested PCR products (restriction fragment length
polymorphism [RFLP]) as previously described (18, 28). The Vero cell toxicity was also
investigated (2, 5, 6).

In addition, the ability of 22 STEC strains (including various isolates of each clone
randomly selected) to form biofilms was evaluated using the BioFilm Ring Test” (11). For
each one, an initial bacterial suspension was prepared in Brain Heart Infusion (BHI) broth
(bioMérieux, Marcy I’Etoile, France) and mixed with toner (magnetic beads solution).
Thereafter, they were loaded in triplicate inside the wells of 96-wells microplates, which were
incubated at 37°C, and biofilm formation was checked after 2, 4, 5, and 6 h as recommended
by the manufacter. It gives a biofilm indice (BFI) which reflects the potential mobility of
beads under the magnetic field applied using a 96 well magnet. Furthermore, to determine

motility properties of these strains, bacteria were grown in BHI broth for 24 h at 37°C. Fresh
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cultures were used to inoculate by stabbing with an inoculating wire the GI motility medium
(Difco, France). Tubes were then incubated at 37°C for 48 h. Motility was evaluated by
visualization of the diameter of growth around the stab.

Finally, serotyping of STEC clones was performed at the National Reference
Laboratory for E. coli (NRL-E. coli) in Berlin, Germany, using antisera O1-O181 and H1-
H56, as described by others (4).

RESULTS

Prevalence and numeration of STEC in bovine feces, soil and water. Among the
50 cow pads sampled in 2005 in the RG and PG pasture units, 16 and 12 were found to
contain STEC populations, respectively. In 2006, 4 cow pads out of 13 in the NG pasture unit,
and 1 cow pad out of 9 in the CG pasture unit were found to harbor STEC populations.
Thereafter, three cow pads contaminated with STEC populations were selected in each zone
of the watershed except for the CG pasture unit for which only one fecal deposit containing
STEC cells was recovered. STEC strains could be isolated in these 10 selected cow pads over
a period of approximately 2 months until the fecal material had completely decayed (Fig. 1).
At the beginning of the sampling, number of STEC in bovine feces reached approximately 5
log CFU g except for that from the CG pasture unit (< 4 log CFU g) (Fig. 2). STEC cells
number slightly decreased during the course of the study until the natural decay of the cow
pads. The subsoil layers of [0-5 cm] and [15-20 cm] were also containing STEC cells at the
beginning of the monitoring, but STEC became rapidly undetectable by stx PCR in soil after
natural decay of the fecal matter (Fig. 1). However, numeration of STEC in soil samples was
not possible using the MPN-PCR stx method. Indeed, STEC cells numbers were below the
detection limit of this method (<200 CFU g soil), and this was found for all soil samples
from the pasture units of the studied watershed. On the other hand, the downhill soil samples,
which were farther from bovine feces, were all negative for the stx genes. Finally, all water
samples collected in the river at the outlet point of the watershed (where all the runoff and
infiltrated waters were collected) showed a positive PCR-stx result after enrichment, but

numbers of STEC cells were below 200 CFU ml™ water.
Evaluation of rainfall events and temperature in the watershed. Environmental

temperature and rainfall events are shown in Fig. 3. They fluctuate appreciably over the

course of the study. Numerous rainfall events were recorded in 2005 and 2006, and maximum
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peak values of approximately 100 mm/24 h were noted during the two sampling periods. Air
temperature above the watershed ranged between 4.5 to 19.7°C with a mean value of 12.1°C
in 2005, and from 3 to 21.4°C with a mean value of 11.2°C in 2006. However, no clear

correlation could be observed between the STEC survival and the climatic events.

Genotypic and phenotypic characteristics of STEC isolates. A total of 75 STEC
isolates were recovered from samples collected in the different watershed pasture units in
2005 (n=38) and 2006 (n=37) (Table 2). Of these, only three STEC isolates were recovered
from river water in 2006. PFGE typing of Xbal-digested genomic DNA revealed 15 to 25
DNA fragments in a range from less than 50 kb to 700 kb for each of the 75 STEC isolates.
The similarity level between PFGE patterns was higher than 72% (Fig. 4). Altogether, 8
different PFGE patterns were observed (C1-C8), and the clonal types C3 and C5, and C6 and
C7 were closely related (> 95% similarity). At an arbitrary similarity level of 79 %, two main
clusters (G1 and G2, Fig. 4) were identified.

One isolate from each clone was randomly selected for characterization of genetic and
phenotypic traits. The serotypes of STEC strains are shown in the Table 3. The STEC strains
divided into 6 distinct serotypes, and STEC from natural water and feces displayed different
serotypes. All STEC strains were positive in the Vero Elisa test and showed a positive result
after PCR amplification with specific primers for the stx2 gene. Subtyping of Shiga toxin type
2 variant B-subunit yielded 1 strain with Stx2, two strains with stx2v-ha and stx2v-hb, one
strain with stx2-NV206, two strains with Stx2v-ha and one strain harboring the stx2 and the
stx2g genes. None of the strains carried the genes encoding Shiga-toxin 1 (stx1), intimin (eae)
and enterohemolysin (e-hly). The BioFilm Ring Test® revealed that STEC isolates recovered
from the watershed were able to form biofilm with BioFilm Indices (BFI) values <2, 4 h after
inoculation (Table 3). Similar results were obtained after 5 and 6 h of growth. All strains
except two (C1 and C4) were found motile as tested in motility test medium (Difco) (Table

3).

Persistence and diversity of STEC from dairy cattle grazing in the watershed
pasture units. Several results support the possible persistence of STEC strains in the
environmental conditions of the alpine watershed. The PFGE data show that distinct types of
STEC were able to persist during a long period of time in fecal matter excreted onto various
pasture units of the watershed. As an example, the same clonal type (PFGE patterns F2-F12)

was recovered 2 months after the first isolation from a given cow pad (Fig. 5B). Moreover,
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the PFGE cluster analysis revealed the existence of two closely related (95% similarity)
STEC strains (clonal types C3 and CS5) which were recovered in 2005 and in 2006 from the
same dairy cattle grazing in the watershed. In total, 5 different PFGE subtypes were found in
isolates from dairy cattle and two dominant clonal types were recovered in 2005 (C4) and in
2006 (CS5). In some cases, two different STEC clones according to differences in PFGE
patterns were isolated from the same bovine fecal pad, as for example the isolates F12 and
F15 (recovered from a given cow pad the 08/02 and 08/08, respectively) (Fig. 5A). Similar
results were obtained with samples from soil, as for example the isolates S13 and S14 (08/02)

(Fig. 5A).

Transfer of STEC from feces to soil. Transmission of STEC from bovine fecal
deposit to subsoil layers (i.e. 0-5 and 15-20 cm) was observed. As shown in the Fig. 5 (A), the
same STEC strain was recovered in a cow pad and in subsoil layers at a depth up to 20 cm.
This phenomenon was observed in all pasture units investigated (data not shown). On the
other hand, all STEC isolates obtained from the stream water samples displayed distinctly
different PFGE patterns compared to those obtained from cattle feces (Fig. 5B).

DISCUSSION

The presence of zoonotic agents such as pathogenic strains of STEC in recreational
and potable waters is a major concern to the general public. For the United States, 9 % (31) of
the E. coli O157:H7 outbreaks reported to the CDC from 1982 to 2002 were waterborne (31).
E. coli O157:H7 outbreaks associated with drinking or recreational water were recently
reported in Europe. In 2005, 18 cases of waterborne E. coli O157:H7 infection were identified
in a small area of Midwest Ireland (19). Earlier, 7 cases of E. coli O157:H7 infection
involving recreational stream water were identified in England, and epidemiological
investigations showed that STEC O157 excreting cattle was grazing upstream. Cattle feces
are considered as the main source of environmental contamination with STEC (21). But, in
watershed, there is still significant knowledge gaps concerning the fate of STEC after being
excreted in feces and deposited onto soil surface. The present study aimed to get information
about the transfer of STEC strains from naturally contaminated bovine feces to subsoil layers
in different units of a high mountain pastured watershed, and about their persistence in this
ecosystem. To this end, STEC strains were isolated and characterized for their phenotypic and

genotypic traits.
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STEC were found to survive for at least two months in bovine feces excreted to
watershed land, even under extreme conditions encountered in the mountain region such as
high variations of air temperature or heavy precipitations (Fig. 3). In fact, PFGE data showed
that STEC strains were recovered from a same cow pad 2 months after deposition. Similar
result was already reported in in vitro conditions, with survival time up to 12 weeks in bovine
feces inoculated at a rate of 3 log CFU g and incubated at 15°C (16). During the course of
the study, numbers of cultivatable STEC slightly decreased in all bovine feces sampled in the
different pasture units. Furthermore, the cluster analysis showed that isolates belonging to the
same clonal type of STEC (clones C3 and C5 display only one PFGE band of difference and
thus may be considered as belonging to a same clonal polulation) were recovered from dairy
cattle during summers in 2005 and 2006. This indicates that the same STEC strain can
proliferate over at least 12 months in one and the same dairy cattle. Similarly, Fremaux et al.
(16) showed that STEC strains could be isolated one year apart on various contaminated
supports (pen walls, cow traps, water troughs, pen soil or milking machine) from a same dairy
farm.

The strong persistence of STEC strains in cow pads is one of the factors that
contribute to the dissemination of these bacteria in soil. By PFGE analysis we could show that
STEC are able to transfer from bovine feces to deep soil layers, at a depth up to 20 cm. The
major transport modes for bacteria in soil receiving feces are (i) movement with infiltrating
water (34), which is closely dependent on rainfall events, (ii) biological activities, particularly
through soil fauna. In our study, numerous rainfall events (Fig. 3) and a great variety of
coprophage insects, and worms were observed (data not shown). A recent study has shown
that anecic earthworms may significantly contribute to the vertical movement of E. coli
O157:H7 in soil (41). As noted by others (39), the leaching and retention of bacteria largely
depends on the structural and textural soil characteristics, but also on the water retention
capacity of the soil. In our study, STEC levels detected in the different types of soil were
similar despite the great diversity of soil textures analyzed, probably due to the low sensitivity
of the MPN-PCR stx method. But it is the only one culturable method currently available for
detection of STEC which do not have common biochemical characteristic allowing the use of
specific media for their numeration. Thus, STEC cells numbers were always below the
detection limit of the numeration method (i.e. < 200 CFU g') in the 2 deep soil layers,
regardless the watershed pasture unit tested. This evidence that a little part of bacterial
populations carried by fecal matter, are likely to move with vertical water runoff as shown by

Crane et al. (12).
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In our study, the soil became rapidly free of detectable STEC once the cow pad had
naturally decomposed under meteorological and biological actions, suggesting that STEC are
not able to establish in soil despite their capacity to form biofilms. However, this ability could
enable the bacteria to attach to fecal or soil particles and might contribute to their
dissemination in deep soil layers through the displacement of particles with water flow,
especially after rainfall events or snowmelt. The flagellar motility of STEC strains might also
enhance vertical cells movement in soil saturated with water. These properties could explain
that the number of culturable STEC rapidly decreased in subsoil layers because of the flow of
percolating water, which disperses part of the particulate matter into a large volume of either
deep soil or stream sediment. Besides, the influence of various biotic or abiotic factors on the
mortality of bacteria should not be neglected.

Analysis of the 21 water samples at the outlet of the watershed was performed in order
to check the presence or absence of STEC cells. Enrichment cultures from all water samples
were positive for stx specific sequences at the 7 sampling times, but only 3 STEC strains could
be obtained in culture. To explain this discrepancy between the occurrence of the gene stx and
the viable isolates, the presence of free DNA or bacteriophages carrying the Stx gene can be
considered since a study reported significant numbers of free stx2-bearing bacteriophages in
the environment (22). Despite the low numbers of STEC recovered from water (<200 CFU
ml™), it has an important health implications since the estimated infectious dose of E. coli
O157:H7 for humans is as low as 10 bacteria (37). In our study, none of the STEC strains
isolated from cattle feces and deep soil layers was recovered from water samples, thus transfer
of STEC strains from deep soil layers (or from cow pads) to water could not be demonstrated,
which does not mean that it does not exist. This finding could be due to the high dilution of
STEC in water which causes problems for their detection. It could be also due to differences
between STEC strains in their ability to survive or to enter a non culturable state in water.

The genotypic and phenotypic diversities of STEC strains isolated in the watershed
area highlight the fact that cattle can harbor various STEC clones as previously demonstrated
on various french dairy farms by Fremaux et al. (16). The 8 PFGE-patterns corresponded to
the total of STEC strains that were isolated from the watershed site and these were associated
with 6 different serotypes. All ones were previously reported to occur in cattle

(www.microbionet.com.au/vtectable.htm). One of them (O91:H10) had been previously

reported to be associated with hemolytic and uraemic syndrome in humans in France (30).
The finding that all STEC strains were negative for the gene eae does not indicate that these

are apathogenic for humans. Atypical EHEC such as O91, O113 and O174 strains were
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shown to cause bloody diarrhea and HUS in humans in different countries (3, 27, 29, 40).
These strains are characterized by the presence of genes encoding Stx2, which may be more
important in the development of HUS than Stx1 (7, 23). A recent study indicated that the stx2
gene was also more prevalent among the non-O157 strains isolated in France from dairy cattle
(16). Here, an important allelic diversity regarding the gene Stx2 could be observed, similarly
to a previous French study in which the stx2 subtyping of STEC isolated from healthy cows
had been carried out (1). A same Stx2 genotype diversity was also observed for STEC isolated
from animals and food in Argentina and Brazil (17).

In conclusion, this study provides important information about STEC ecology and
diversity in pastured watershed. In these in situ conditions, their strong persistence in cow
pads contributes to the environmental dissemination of the STEC strains. This study
demonstrates that deep soil layers is regularly inoculated with a little part of STEC population
originated from the cow pad, but the bacteria was unable to establish. The fact that all water
samples contain potentially pathogenic STEC population has an important health risk since
this water is used by human populations for drinking, irrigation and recreational purposes.
Further investigations to determine the spatial and temporal distribution of STEC entering the

surface water should be performed in order to estimate the potential risk for STEC infection.
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Figure legends:

FIG. 1. Representation of the sampling times of fecal and soil samples collected in the RG
(€ ) and PG (A) pasture units in 2005 (A), and CG and NG pasture units (A) in 2006 (B).
For each pasture unit investigated (A, A, € ), F and S indicated the time of the complete
decay of the fecal matter and the period for which the Stx gene was not detected in the subsoil

layers, respectively.

FIG. 2. Survival of STEC in the different cow pads followed in the PG (A, +, O) pasture
unit (A) and the NG (A, +, X) and CG (O) pasture units (B). Arrows indicated the complete

decay of the fecal matters.

FIG. 3. Rainfall (bars) and temperature (line) recorded on the watershed during the two
studied periods in 2005 (A) and 2006 (B).

FIG. 4. Cluster analysis of the 8 STEC clones based on UPGMA comparison of PFGE
patterns. E. coli O157:H7 strain EDL 933 and the Shigatoxin-negative E. coli strains
MG1655, MC4100 were included as reference. Two major clusters (G1 and G2) were
arbitrarily defined at 79% similarity.

FIG. 5. PFGE profiles for 30 STEC isolates recovered from cow pads (F) and deep soil layers
(S: 0-5and S: 15-20 cm) located below the cow pads in PG pasture unit in 2005 (A), and in
NG pasture unit and water samples in 2006 (B) at different sampling times. Gray and black
colours corresponded to two different cow pad-soils systems studied in the PG pasture unit
(A). Lanes 1 and 17 correspond to molecular weight markers (numbers on the left are the

number of kilobase pairs).
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TABLE 1. Characteristics of soils sampled in this study

Soil characteristics

Pasture Dominant layer Soil % % %  Organic CEC* BS
area plant texture clay loam sand carbon
g/kg
Poa Poa 0-5 cm Silty clay 429 422 149 85.4 10.7  98.2
alpina alpina 15-20cm  Clay loam 32 37.6 304 22.8 947 110
grassland
Rumex Rumex 0-5cm Clay 59.6 38 2.4 58.4 10.5 105.
grassland  alpinus 3
15-20 cm Clay 59.2 366 4.2 43 9.53  105.
6
Caltha Caltha 0-5cm  Clayloam 349 405 24.6 142 11.6  99.8
grassland  palustris
15-20 cm Loam 19 297 513 254 11.7  118.
9
Nardus Nardus 0-5 cm Silty clay 312 522 16.6 96.5 11 44.5
grassland stricta loam
15-20cm  Silty clay  32.1 489 19 17 11 11.2
loam

* CEC: Cation Exchange Capacity

® BS: Base saturation (%)

-178 -



TABLE 2. Recovery of STEC isolates of different PEGE groups from cow pads® and soil located below a cow pad in the pasture units sampled in 2005 and

tel-00200118, version 1 - 20 Dec 2007

2006.

PFGE Sample type 2005 2006

group Rumex grassland Poa grassland Nardus grassland Caltha grassland

Cl Cow pad 0 pad 1 (1),pad 2 (1) 0 0
Soil 0-5 cm 0 pad 1 (1) 0 0
Soil 15-20 cm 0 0 0 0

C2 Cow pad pad 2 (1) 0 0 0
Soil 0-5 cm 0 0 0 0
Soil 15-20 cm pad 2 (1) 0 0 0

C3 Cow pad pad 3 (2) 0 0 0
Soil 0-5 cm pad 3 (1) 0 0 0
Soil 15-20 cm pad 3 (2) 0 0 0

C4 Cow pad pad 1 (3", pad 2 (3) pad 1 (2), pad 3 (5) 0 0
Soil 0-5 cm pad 1 (5) pad 1 (1), pad 3 (3) 0 0
Soil 15-20 cm pad 1 (4) pad 1 (1), pad 3 (1) 0 0

C5 Cow pad 0 0 pad 1 (5), pad 2 (5), pad 3 (6) pad 1 (1)
Soil 0-5 cm 0 0 pad 1 (3), pad 2 (4), pad 3 (2) pad 1 (1)
Soil 15-20 cm 0 0 pad 1 (2), pad 2 (3), pad 3 (2) 0

* One pad (Caltha grassland) or three pads (other grasslands) were monitored, over 7 (Rumex), 5 (Poa) and 6 (Nardus and Caltha) sampling dates, at which
the presence of STEC in the cow pads and the soil below was established by PCR.

® The number in parenthesis indicates the number of sampling dates at which a STEC isolate of that PFGE group was recovered.
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TABLE 3. Characterization of the different STEC and stx-negative E. coli clones recovered

from fecal and environmental samples in the watershed

N Clone Area Period  stx-genotype e-hly eae Serotype VT- Biofilm® Motility
8 Elisa

5‘3 Cl1 PG 2005  stx2+stx2g - - O116:NM  + n ;

S C2 RG 2005  stx2v-ha - - Ol74H21 + 4+ +

= C3 RG 2005 stx2v-ha + stx2v-hb - - O91:H10 + + +

B C4 PG,RG 2005  stx2-NV206 - - OlI3NM +  + i

G>)h C5 CG, NG 2006 stx2v-ha + stx2v-hb - - O91:H10 + + +

g Co water 2006 stx2 - - 02:H27 + + +

§ C7 water 2006 stx2 - - 02:H27 + + +
%cg water 2006  stx2v-ha - - 0175:H16 + + +

22 STEC strains (including various isolates of each clone) were tested
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FIG. 1. Representation of the sampling times of fecal and soil samples collected in the RG
($) and PG (A) pasture units in 2005 (A), and CG and NG pasture units (A) in 2006 (B).
For each pasture unit investigated (A, A, € ), F and S indicated the time of the complete
decay of the fecal matter and the period for which the Stx gene was not detected in the subsoil

layers, respectively.
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FIG. 2. Survival of STEC in the different cow pads followed in the PG (4, +, O) pasture
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natural decay (absence) of the fecal pats due to climatic events.

- 182 -



A)

B)

100

80

tel-00200118, version 1 - 20 Dec 2007

- o o =
& 2005 -§ - 91 N 2006 §
g £
E £
5 S £
5 , A Er- 8 N ENTA) 3
\ ISl \ \ \ A 4
Ao ¢ [ A
| v - /1
| | ‘\ 4 //\‘\ 0 VT Iy "
S o I -3 = 7 " | Pl |0 B
b I h /o I
o N N R LY (AN o | h, i o)
a A AR R AR \n [ VA A ! N EEREA
I \V Wy - \ 1 W ! J | Moo
= oy l ! A o S s oy L
S A R [EER V|1 I - = S \ ol
- TR V! [ ! ]
\ CEENY I ! I U
| | [ VI |
i \ | M/ \
' b \ i
o w - =
o J I
h
\‘ ‘\‘ \‘w | H‘ ‘\ ‘ | © o711 ' “ H | 08/22 ‘ ' ‘ ol ‘1‘0)02 -
© Tosl21 07/19 0926 [T © : :
T T T T T T
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80
Time (days)
Time (days)

FIG. 3. Rainfall (bars) and temperature (line) recorded on the watershed during the two
studied periods in 2005 (A) and 2006 (B).
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FIG. 4. Cluster analysis of the 8 STEC clones based on UPGMA comparison of PFGE
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arbitrarily defined at 79% similarity.
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Présentation de lao Publication nwe

1. Contexte et objectifs de cette étude

Une multitude de facteurs biotiques et abiotiques peuvent affecter la survie d’E. coli O157:H7
dans le sol. Jiang et al. (2002) et Cooley et al. (2003) ont montré I’effet négatif des flores
compétitives et/ou antagonistes sur la survie d’E. coli O157:H7. Certaines interactions antagonistes
impliquent la production de composés antimicrobiens, incluant des antibiotiques, bactériocines,
certaines enzymes lytiques extra-cellulaires, ou des chélateurs du fer. De nombreuses souches de
Pseudomonas fluorescent isolées dans la rhizosphére sont capables de produire un composé
antimicrobien, le 2,4-diacétylphloroglucinol (Phl) (Wang et al., 2001). En plus de ses propriétés
antifongiques, ce compos¢ présente une activité antibactérienne, notamment mise en évidence
contre des bactéries pathogénes pour I’homme, telles que Pseudomonas areuginosa ou
Staphylococcus aureus. De récents travaux ont montré que certains isolats de P. fluorescens ont la
capacité d’inhiber la croissance d’E. coli O157:H7, mais I’antibiotique impliqué n’a pas été
identifié (Johannessen et al., 2005).

Le but de ces travaux était donc d’analyser ’effet du Phl et de la souche P. fluorescens F113
productrice de Phl, ou de son mutant Phl’, sur la croissance de 73 isolats d’E. coli O157:H7. La
colonisation de plantules de blé par E. coli O157:H7 a également été comparée en présence de la
souche P. fluorescens F113 ou de son mutant Phl. L’observation des 2 populations bactériennes
rendues fluorescentes a été effectuée par microscopie confocale. Enfin, la distribution de la
résistance au Phl selon le profil de virulence, le profil PFGE et 1’origine des 73 isolats d’E. coli

O157:H7 a été analysée.

2. Matériels et méthodes

Une collection de 73 isolats d’E. coli O157:H7 (ENVL, UMAP) provenant de diverses origines
a été utilisée dans cette étude. Tous ont été caractérisés pour la présence des génes de virulence
stx1, sx2, eae et ehx et leur pulsotype obtenu avec 1’enzyme Xbal établi. Ces profils ont été
analysés grace au logiciel GelCompar et leurs relations phylogénétiques déterminées par la
méthode UPGMA. La souche P. fluorescens F113, isolée de la rhizosphére de betterave a sucre
(Irelande), a été utilisée comme souche modele de Pseudomonas producteurs de Phl. La souche
F113G22 est un mutant Phl::Tn5 d’inactivation des génes de la voie de biosynthése du Phl. La
souche PGPR Azospirillum brasilense Cd et la souche phytopathogéne CFBP 2046 de 1’espéce
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Pectobacterium carotovora sous-espéce carotovora ont été utilisées comme souches témoins,
sensibles au Phl.

L’étude se décline en quatre parties :

(i) L’interaction entre les souches P. fluorescens F113 Phl’, son mutant F113G22 Phl et les 73
isolats d’E. coli O157:H7 a été évaluée sur milieu gélosé. Sur une surcouche contenant initialement
10" UFC mlI™" de chaque souche d’E. coli O157:H7 déposée sur une gélose nutritive, 10 ul de
chacune des suspensions de F113 et F113G22 (contenant environ 5.107 cellules) ont été déposés.
Une lecture de la zone d'inhibition (au pourtour des colonies de P. fluorescens) a été réalisée apres
48 h d'incubation a 28°C.

(i1) La concentration minimale inhibitrice (CMI) du Phl a également été déterminée vis a vis
des 73 isolats d’E. coli O157:H7, en suivant le protocole de référence décrit par le Comité
Antibiogramme de la Société Francaise de Microbiologie. Sur des boites contenant des
concentrations croissantes en Phl, allant de 0 a 512 pg ml™, les 73 isolats d’E. coli O157:H7 ont été
inoculés. Les boites ont ensuite été incubées a 37°C pendant 24 h.

(iii) Pour confirmer ces expérimentations et se rapprocher des conditions rencontrées in situ,
des co-inoculations des souches Pseudomonas avec 1 souche E. coli O157:H7, résistante ou
sensible a 256 ug ml' de Phl, ont été réalisées dans la rhizosphére de blé. Les souches P.
fluorescens F113 et F113G22 ont préalablement été marquées avec une protéine fluorescente, la
GFP (pour green fluorescent protein), par acquisition du plasmide pMP2444 par conjugaison
biparentale. Les souches E. coli O157:H7 39236 (sensible a une [Phl] de 256 pg ml") et A33-35
(résistante 3 une [Phl] de 256 pg ml') ont quant a elles ét¢ marquées avec une protéine
fluorescente rouge, la DsRed, par acquisition du plasmide pQE60 Pjo-DsRed-Express selon la
méthode décrite par Chung et al. (1989).

Des graines de blé ont été stérilisées, puis déposées sur milieu gélosé pendant 48 h a 28°C.
Aprées germination (48 h), 3 graines ont été placées sur une grille préalablement fixée dans un tube
en verre contenant un milieu liquide nutritif. Chaque souche d’E. coli O157:H7 marquée a la
DsRed a été inoculée seule ou co-inoculée avec la souche P. fluorescens F113 ou F113G22 ; les
inoculations étant réalisées en triplicat. Les souches marquées de P. fluorescens et d’E. coli
0157:H7 ont respectivement été inoculées a un taux final de 10° et 10° UFC par systéme, au niveau
des graines, sachant que P. fluorescens a été inoculé 48 h avant le pathogéne pour favoriser la
production du Phl. Tous les tubes ont ensuite été placés dans une chambre noire, a 28°C. Apres 5,
12 et 19 jours suivant I’inoculation des Pseudomonas, 2 tubes par traitement (6 plantes) ont servi

au dénombrement des populations bactériennes sur milieux semi-sélectifs. Le troisiéme tube a été
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utilis€ pour localiser les bactéries marquées au niveau des plantules de blé par microscopie
confocale.

(iv) Enfin, une étude statistique (par un test du Khi2) visant a détecter les corrélations entre
différentes variables qualitatives, a savoir 1’origine des souches (incluant 3 modalités : feces,
environnement et viande hachée de beeuf), la présence des genes stx (incluant 3 modalités : Stx1 et
stx2, stx1 ou stx2, stx’), ’appartenance a un cluster PFGE (incluant 3 modalités : C1, C2 et C3) et

la résistance au Phl (incluant 2 modalités : sensible ou résistant 4 256 pg ml™), a été réalisée.

3. Résultats et discussion

3.1. Analyse de la diversité d’une collection d’isolats d’E. coli O157:H7

L’analyse de la diversité de la collection d’isolats d’E. coli O157:H7 utilisée au cours de cette
¢tude a indiqué que 23% des isolats portent les 2 génes codant pour les Shiga-toxines Stx1 et Stx2,
56% ont soit Stx1 soit Stx2 et enfin 21% sont Stx". La répartition des différents profils de virulence
en fonction de [D'origine des souches montre que les souches isolées des feces ont
préférentiellement les geénes stx1 et stx2. Au contraire, les isolats Stx1 ou stx2 et ceux étant StX™ sont
plus représentés dans les échantillons provenant de 1’environnement ou de la viande hachée. A
partir de 1’analyse phylogénétique réalisée sur la base des profils PFGE obtenus pour les isolats E.
coli O157:H7, 10 clades distinctes et 3 clusters (notés de C1 a C3) ont pu étre identifiés a un degré
de similarit¢ de 88%. Chaque cluster regroupe des isolats provenant de diverses origines et
présentant des profils de virulence variés. Notamment, le cluster C2 contient des isolats provenant
a 50% de la viande hachée, a 37,5% de I’environnement et a 12,5% des feces, et sont a 44% stx1
ou Stx2, a 31% stx1 et stx2 et a 25% stx". En bref, une extréme diversité des isolats d’E. coli

O157:H7 a été démontrée lors de cette premiere analyse.

3.2. Effet du Phl sur la croissance des isolats d’E. coli O157:H7

Nous avons observé que la croissance des 73 isolats d’E. coli O157:H7 est inhibée a une
concentration en Phl de 512 pg ml'. Environ la moitié d’entre eux sont sensibles a une
concentration de 256 pug ml™ et seulement 15 sont inhibés par une concentration < 160 pg ml™.
De maniére similaire, Keel et al. (1992) ont obtenu une CMI en Phl de 500 pg ml”' pour des
souches d’E. coli non pathogenes. Ces valeurs sont cependant bien supérieures aux concentrations
que 1’on pourrait retrouver dans la rhizosphére de plantes colonisées par P. fluorescens (de 1’ordre

de 2,4 pg par gramme de racines). En comparaison, les souches témoins de notre étude i.e.
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Azospirillum brasilense Cd et Pectobacterium carotovora CFBP 2046 ont respectivement une CMI
de 128 et 64 pg ml™.

3.3. Effet de P. fluorescens F113 et F113G22 sur la croissance d’E. coli O157:H7
sur milieu gélosé

Afin de confirmer les précédents résultats, des essais de confrontations sur milieux gélosés
entre les souches modéles de P. fluorescens et I’ensemble des isolats d’E. coli O157:H7 ont été
effectués. La souche P. fluorescens F113 a un effet inhibiteur sur la plupart (97%) des isolats d’E.
coli O157:H7, alors que son mutant F113G22 Phl” n’a aucun effet. Cependant, I’inhibition d’E. coli
O157:H7 par P. fluorescens F113 observée dans notre étude est de faible amplitude, allant de 0,5 a
2,5 mm, suggérant que le Phl n’a qu’une faible activité sur le pathogene. Par comparaison, la zone

d’inhibition pour A. brasilense est de 6 mm.

3.4. Effet de P. fluorescens F113 et F113G22 sur la croissance d’E. coli O157:H7

sur des plantules de blé

Afin d’évaluer I'impact du Phl produit dans des conditions optimales (stimulation de la
production par les exsudats de blé (Notz et al., 2001)) par P. fluorescens F113, des essais de co-
inoculation entre le pathogéne et la PGPR ont été réalisés dans la rhizosphere de blé. La croissance
et la survie des deux souches d’E. coli O157:H7 sensible et résistante au Phl sont similaires
lorsqu’elles sont inoculées seules. Les souches P. fluorescens F113 et F113G22 retardent la
colonisation des racines par E. coli O157:H7, sans différence notable entre la souche sauvage F113
et le mutant Phl’, F113G22. En effet, 5 jours aprés I’inoculation, le nombre de cellules d’E. coli
O157:H7 39236 atteint respectivement 6,49 £+ 0,27 et 6,09 £ 0,9 log;o UFC / systéme pour les
traitements co-inoculés avec P. fluorescens F113 et F113G22 contre 7,76 + 0,03 log;o UFC /
systéme lorsque la souche E. coli O157:H7 39236 (souche sensible au Phl) est inoculée seule. Des
résultats semblables ont été obtenus avec la souche A33-35 (souche résistante au Phl). Au temps
T12 et T19 jours, les effectifs en E. coli O157:H7 sont identiques dans tous les traitements. Ces
résultats montrent notamment que P. fluorescens n’est qu’un simple compétiteur d’E. coli
O157:H7. Par ailleurs, les observations en microscopie confocale ont révélé que la présence de P.
fluorescens n’affecte pas la colonisation de la plante par E. coli O157:H7. Les deux populations

bactériennes sont visibles a la surface des racines, au niveau des poils, de leurs extrémités et
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également sur les tiges. Contrairement a P. fluorescens, E. coli O157:H7 a également été localisée

a I’intérieur des racines jusqu’a une profondeur de 46 pm.

3.5. Relation entre la résistance au Phl et le profil de virulence, I’origine et le profil

PFGE des 73 isolats d’E. coli O157:H7

Enfin, un dernier travail visant a corréler la résistance au Phl avec la diversité phénotypique et
génomique des isolats d’E. coli O157:H7 testés a été entrepris. Lors de cette étude, un isolat
présentant une CMI > 256 pg ml™" a été considéré comme résistant au Phl. Ainsi, les isolats issus
des feéces d'origines humaine et animale, ainsi que les isolats portant les génes codant les 2 Shiga-
toxines sont significativement (respectivement, P<0,05 et P<0,001) plus résistants au Phl que les
autres isolats. L hypothése avancée pour expliquer ce constat serait une possible pression sélective
vis-a-vis du Phl ou d’un composé de la méme famille (polycétone) dans le tube digestif des
ruminants, incitant les cellules a acquérir des génes de résistance par transfert horizontal. De plus,
il serait intéressant de voir si I’acquisition de bactériophages portant les génes codant les Shiga-
toxines faciliterait celle de geénes d’antibiorésistance (et réciproquement). Par ailleurs, 1’analyse
phylogénétique des profils PFGE a révélé que les isolats appartenant au cluster C2 sont
significativement plus résistants que ceux des clusters C1 et C3, bien que ce cluster ne contienne
que 31% et 12,5% des isolats retrouvés dans les feces et ayant les genes codant pour les 2 Shiga-

toxines, respectivement.

4. Conclusion

Au vue de cette étude, E. coli O157:H7 est assez résistant au Phl, composé dont 1’activité ne
devrait contribuer que trés 1égérement a 1’inhibition de cet agent zoonotique dans le sol. Ainsi, P.
fluorescens est incapable de prévenir la croissance et la survie d’E. coli O157:H7 dans la
rhizosphére de blé. De plus, E. coli O157:H7 peut étre internalisé a I’intérieur des racines jusqu’a

une profondeur de 46 um, le protégeant de tout contact avec la flore compétitive indigene.
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Abstract

Escherichia coli O157:H7 is a foodborne pathogen that can persist extensively in soil. Here, our
objective was to assess whether 2,4-diacetylphloroglucinol (Phl) and the Phl-producing soil
bacterium Pseudomonas fluorescens F113 could affect survival of E. coli O157:H7. Among a
collection of 73 E. coli O157:H7 isolates of diverse origins, all were inhibited by Phl on plate at
concentrations higher than 128 pug ml™. On solid medium, F113 inhibited most of the isolates. In
contrast, the Phl-mutant F113G22 did not inhibit any of the E. coli O157:H7 isolates. However,
both F113 and F113G22 strains delayed colonization of wheat seedlings by E. coli O157:H7
strains. Microscopic observations showed that P. fluorescens F113 and F113G22 strains were
exclusively found on the root surface, whereas E. coli O157:H7 strains were visualized on roots
and within plant tissues. Diversity analysis of the E. coli O157:H7 collection indicated that Phl
resistance was found in isolates that displayed stx1* stx2™ virulence profile, originated from faeces,
and/or belonged to one of three genomic groups based on PFGE analysis. Thus, despite differences
in Phl resistance in E. coli O157:H7, Phl production by fluorescent pseudomonads is unlikely to be

a significant factor determining survival of the foodborne pathogen in soil.

- 193 -



tel-00200118, version 1 - 20 Dec 2007

245

250

255

260

265

270

275

Introduction

Escherichia coli O157:H7 is an emerging foodborne human pathogen and is associated with either
outbreaks or sporadic haemorrhagic colitis (HC) and haemolytic uraemic syndrome (HUS),
especially in children and elderly persons (Riley et al., 1983; O’Brien & Kaper, 1998). E. coli
O157:H7 strains elaborate two potent phage-encoded cytotoxins called Shigatoxins (Stx1 and
Stx2) (Karmali, 1989; Paton & Paton, 1998b). In addition to toxin production, another virulence-
associated factor expressed by E. coli O157:H7 is a protein called intimin, which is responsible for
attachment of E. coli O157:H7 to intestinal epithelial cells, causing attaching-and-effacing lesions
in the intestinal mucosa (Jerse et al., 1990). Intimin is encoded by the chromosomal gene eae,
which is part of a pathogenicity island termed the locus for enterocyte effacement. Some E. coli
O157:H7 strains produce another virulence factor, the enterohemolysin (Ehly), which is encoded
by the gene ehxA (Schmidt et al., 1995).

Ruminants are recognized as the principal reservoir of E. coli O157:H7, with prevalence rate
ranging from 0.1% (in Spain; (Blanco et al., 1996)) to 62 % (in Canada; (Jackson et al., 1998)).
Shedding of E. coli O157:H7 in cattle facces and application of animal waste as soil fertilizers in
agriculture contribute to environmental dissemination of this pathogen, which can then persist at
least 99 days in soil (Bolton et al., 1999; Gagliardi & Karns, 2002; Islam et al., 2004). This
persistence might be a significant factor for dissemination and contamination of humans and
animals. A recent E. coli O157:H7 outbreak associated with soil contaminated by sheep faeces has
been described (Team, 2000; Ogden et al., 2002). Therefore, it is important to understand
environmental factors controlling survival of E. coli O157:H7 in soil.

Both abiotic (temperature, pH, soil moisture or soil type) and biotic parameters (predation,
competition and antagonism) affect the survival of faecal bacteria including E. coli in soil
(Chandler & Craven, 1980; Recorbet et al., 1992; Kerry, 2000). Jiang et al., (2002) showed that the
decline of E. coli O157:H7 was slower when manure-amended soil was autoclaved, pointing to the
importance of biotic interactions with indigenous soil microorganisms. In addition, Cooley et al.,
(2003) showed that lower CFU numbers of E. coli O157:H7 were recovered from Arabidopsis
roots when it was inoculated in presence of the bacterial competitor Enterobacter asburiae rather
than alone. Competitive and antagonistic interactions often involve the production of antimicrobial
secondary metabolites, including antibiotics, bacteriocins and/or extracellular lytic enzymes, and
iron chelators (Weller, 1988; Whipps, 1997). Antibiotic are produced by a wide range of soil and
rhizosphere bacteria and fungi. In the soil environment, E. coli strains have been found aboudant in
certain plant rhizospheres (Trevisan et al., 2002), i.e. in a microbial habitat where root exudates

constitute a major source of carbon substrates (Hiitsch et al., 2002). The rhizosphere can also
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harbor antibiotic-producing bacteria, but whether E. coli strains are sensitive to antibiotics
produced by rhizobacteria is poorly documented.

Production of antibiotics by rhizosphere bacteria has been extensively documented in the case
of 2,4-diacetylphloroglucinol (Phl), which is synthesized by a diverse range of fluorescent
Pseudomonas strains (Wang et al., 2001). This polyketide has also antifungal properties against
root and seedlings phytopathogens such as Pythium ultimum, Rhizoctonia solani or Fusarium
oxysporum (Fenton et al., 1992; Keel et al., 1992; de Souza et al., 2003). Phl-producing
pseudomonads can protect plants from soil-borne fungal pathogens (Sharifi-Tehrani et al., 1998;
Walsh et al., 2001) and they are involved in the disease-suppressive ability of certain soils (Weller
et al., 2002; Ramette et al., 2003). However, Phl is also active against soil bacteria (Natsch et al.,
1998; Walsh et al., 2003), including the phytopathogen Erwinia (now Pectobacterium) carotovora
subsp. atroseptica (Cronin et al., 1997). In addition, Phl may inhibit human pathogens such as
Enterobacter aerogenes (Keel et al., 1992), Pseudomonas aeruginosa (Keel et al., 1992) and
vancomycin-resistant Staphylococcus aureus (Isnansetyo et al., 2001; Isnansetyo et al., 2003).

The aim of the present study was to analyze the effect of synthetic Phl as well as the Phl-
producing P. fluorescens F113 (and a Phl” mutant) on the survival of a collection of 73 E. coli
O157:H7 strains isolated from ground beef, human and bovine faeces, and environmental sources.
Afterwards, the colonisation of wheat seedlings by two representative E. coli O157:H7 strains (one
Phl-sensitive, the other Phl-resistant) was assessed in presence or absence of P. fluorescens F113
or its Phl” mutant. Finally, potential relations were sought between Phl resistance of the 73 E. coli

O157:H7 isolates and their virulence profile, habitat of origin and PFGE profile.

Materials and methods
Bacterial strains
Seventy three E. coli O157:H7 isolates of various origins and virulence profiles (Table 1) were
used in this study. For pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) analysis, the collection was
completed with several reference E. coli strains, i.e. the North American E. coli O157:H7 strain
EDL 933 (ATCC 43895), the two non-O157:H7 Shigatoxin-producing E. coli strains S1 and S2
(isolated from dairy cattle faeces, collection of the Unit¢ de Microbiologie Alimentaire et
Prévisionnelle (UMAP)) and four Shigatoxin-negative E. coli strains (the K12 derivatives MG1655
and MC4100, the O157 soil isolate E4, and the ground beef isolate E3, UMAP laboratory
collection).

P. fluorescens strain F113, which originates from the rhizosphere of sugar beet (Shanahan et al.,

1992), was used as model of Phl-producing pseudomonad. Strain F113G22 is a Phl-negative
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biosynthetic mutant of F113 (Fenton et al., 1992; Shanahan et al., 1992). The plant growth-
promoting rhizobacterium Azospirillum brasilense Cd (Eskew et al., 1977) and the phytopathogen
Pectobacterium (ex Erwinia) carotovora subsp. carotovora (CFBP 2046) (Hauben et al., 1998)

were used as Phl-sensitive controls in inhibition experiments.

Molecular characterization of E. coli O157:H7 isolates

All E. coli O157:H7 isolates were examined for the presence of the Shigatoxin genes Stx1 and Stx2
under the conditions described by Cebula et al., (1995), as well as the virulence genes eae and ehx,
as described by China et al., (1996), and Paton & Paton, (1998a), respectively. Furthermore, each
E. coli O157:H7 isolate was subject to molecular typing by PFGE using the method previously
described by Fremaux et al., (2006). PEGE Marker I (Promega, Madison, WI) and E. coli O157:H7
strain EDL 933 were included in each gel. Cluster analysis of PFGE profiles was performed using
the Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean (UPGMA; with an error setting of 3%)
and Dice coefficient (with a maximum position tolerance of 1%), and was carried out using the

software GelCompar II version 4.2 (Applied Maths, Kortrijk, Belgium).

Growth inhibition test of E. coli O157H7 isolates by P. fluorescens F113 and F113G22 on
plates

The 73 E. coli O157:H7 isolates, P. fluorescens F113 and F113G22, and A. brasilense Cd were
grown individually with shaking in flasks containing 20 ml of modified Luria Bertani (LBm) (i.e.
LB (Sambrook et al., 1989) with only 5 g 1" of NaCl) broth. For F113G22 strain, the medium also
contained kanamycin at 10 pg ml™. E. coli 0157:H7 isolates were incubated overnight at 37°C and
the others for 48 h at 28°C. Each culture was centrifuged at 4000 g for 10 min and the pellet
resuspended in Ringer solution (CaCl, 560 uM, KCI 1.4 mM, NaCl 19 uM, NaHCO; 300 uM),
resulting in 2 x 10° CFU ml™ for P. fluorescens, 10’ CFU ml™ for E. coli O157:H7 and 4 x 10’
CFU ml! for A. brasilense Cd (estimated from ODgoonm measurements). For E. coli O157:H7
isolates and A. brasilense Cd, 2.5 ml of cell suspension was mixed with 2.5 ml of molten water
agar (15 g.I'") and quickly poured onto modified LB plates. When the agar was solidified, 10 pl of
Pseudomonas cell suspension was spotted onto the surface of each plate. The agar plates were
incubated at 28°C for 48 h and inhibition was evaluated by measuring the width of the inhibition

zone surrounding the Pseudomonas colony.

Determination of Minimum Inhibitory Concentrations (MIC) for Phl
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The effect of Phl against E. coli O157:H7 isolates was investigated using the reference growth
inhibition bioassay described by the Antibiogram Committee of the Microbiology French Society
(C.A.-S.F.M., 1993), as described below. Synthetic Phl (Toronto Research Chemicals Inc., North
York, Canada) was dissolved in methanol at a concentration of 512 mg ml" and serial two-fold
dilutions were performed from 512 to 2 pg ml™”. For the more Phl-sensitive isolates, intermediate
concentrations were also tested. E. coli O157:H7 isolates were grown on blood sheep agar
(bioMérieux, Craponne, France) for 24 h at 37 °C, and A. brasilense Cd and P. carotovora CFBP
2046 on LBm agar for 48 h at 28°C. The cells were suspended in Mueller Hinton (MH) broth (Bio-
Rad, Marnes-la-Coquette, France) and each suspension adjusted to 0.8 Mac Farland units using a
densitometer (bioMérieux). A 107 dilution was performed in MH broth and 400 ul placed in each
well of a 21-well plate. A Steers replicator apparatus (Steers et al., 1959) was then used to drop
inoculate the bacteria onto MH plates containing Phl at the various concentrations (in duplicate).
The plates were incubated during 24 h at 37°C for E. coli O157:H7 isolates and 48 h at 28°C for P.
carotovora CFBP2046 and A. brasilense Cd.

Autofluorescence labelling of E. coli O157:H7 and P. fluorescens strains

The broad host-range vector pMP2444 (Bloemberg et al., 2000) harbouring a Pj5c-egfp gene fusion
and a gentamycin resistance gene was introduced into P. fluorescens strains F113 and F113G22 by
bi-parental mating, as follows. The S17-1 Apir (pMP2444) E. coli donor cell (recA endA thi pro
hsdRM™ QRP4-2-Tc::Mu-Km::Tn7) was mixed to Pseudomonas recipient cells on LB agar plates.
After 16 h of incubation at 28°C, transconjugants were selected on King's B plates (King et al.,
1954) containing ampicillin 40 pg ml”, chloramphenicol 13 pg ml" and gentamycin 25 pg ml’
(i.e. King’s B™ Gm). For labelling of E. coli O157:H7 isolates, a low-copy number vector coding
a protein fusion with the DsRed Express protein and expressing a bright red fluorescence was
constructed. The DsRed-Express encoding gene from pDsRed-Express (Clontech, Saint-Germain-
en-Laye, France) was  amplified by PCR  using primers  DsRed-HindIIl
(CTCTCCAAGCTTAGTGATGGTGATGGTGATGCAGGAACAGGTGGTGGCGGCCC)  and
DsRed-BamHI (ATATCGGATCCGCCTCCTCCGAGGACGTCATCAAG), designed in this
work. PCR amplifications were performed according to the Taq polymerase manufacturer
(Invitrogen, Cergy Pontoise, France). Each reaction tube contained 20 ng template DNA in 50 pl.
The amplification cycle consisted of an initial 5 min at 95°C, 35 cycles (30 s at 95°C, 30 s at 65°C,
45 s at 72°C), followed by a final 7 min extension at 72°C. The PCR product was then cloned
using BamHI and HindIII unique restriction sites into a derivative of the pQE60 vector (Qiagen)
which contains the carbohydrate binding domain (CBD) of FAAL0616 gene from Frankia alni.
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The resulting plasmid was named pQE60 Pj.-DsRed-Express. The CBD domain was first
amplified by PCR using primers CBD-Ncol
(GTGGTCCCATGGCACGACTGTCAATCCGTCTTG) and CBD-BglII
(TCGTTAGATCTGTGCCATCGCTGGTAATTT) designed in this work, using the same PCR
conditions but with an annealing temperature of 56°C. The PCR fragment was cloned into pQE60
with Ncol and BglII restriction enzymes. The pQE60 Pjoc-DsRed-Express was introduced into the
Phl-resistant E. coli O157:H7 isolate A33-35 and the Phl-sensitive isolate 39236, according to
Chung et al., (1989). The labelled E. coli O157:H7 and P. fluorescens strains were used in wheat

seedlings colonisation experiments (described below).

Effect of P. fluorescens F113 and its Phl’ mutant F113G22 on the survival of a Phl-sensitive
and a Phl-resistant E. coli O157:H7 isolate on wheat seedlings

Wheat seeds cv. Fiorina were surface-sterilized under moderate vacuum by soaking in 50 ml 70 %
(v/v) ethanol for 3 min, rinsing three times with sterile water (1 min per rinse), and subsequently
treating the seeds with a sterile-filtered solution of 3 % (w/v) calcium hypochlorite and 0.1 % (w/v)
SDS, for 30 min. Afterwards, seeds were rinsed three times with sterile water (1 min per rinse) and
soaked in sterile-filtered 2 % (w/v) sodium thiosulfate solution . Finally, seeds were rinsed three
times with sterile water, left in sterile water for another 30 min and germinated on water agar (15 g
I'") for 48 h in the dark at 28 °C.

Before seedling inoculation, P. fluorescens F113 (pMP2444) and F113G22 (pMP2444) were
grown in modified LBm broth at 28°C for 48 h with shaking. The two DsRed-labelled derivatives
of the E. coli O157:H7 A33-35 (Phl-resistant) and 39236 (Phl-sensitive) strains were grown on
BHI broth (bioMérieux, Marcy I’Etoile, France) at 37°C for 24 h. P. fluorescens and E. coli
O157:H7 cell suspensions were collected by centrifugation, gently washed and resuspended in 1 ml
of Tryptone medium (Fluka, Buchs, Switzerland).

Plant experiments were done using an hydroponic system consisting of cotton-plugged glass
tubes containing 20 ml of nitrogen-free Marvin-Prevel-Charpentier-Lavigne (MPCL) medium
(Jofré, 1998) and three seedling deposited on a plastic grid. Each DsRed-labelled E. coli O157:H7
strain was inoculated alone or co-inoculated with the GFP-labelled P. fluorescens F113 or the
GFP-labelled strain F113G22 (9 tubes per treatment). P. fluorescens and E. coli O157:H7 strains
were inoculated (50 pl of an appropriate dilution) onto the three seedlings to yield a final
concentration of 10° and 10° CFU per tube, respectively. P. fluorescens strains were inoculated 48
h before E. coli O157:H7 to favour strain establishment and Phl synthesis inside wheat
microcosms. The tubes were incubated at 28°C in the dark. After 5, 12 and 19 days post-
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inoculation of pseudomonads, two tubes from each treatment were used for enumeration of
bacterial populations. Each entire wheat microcosm (i.e. MPCL medium and plant) was added to
Tryptone medium (qsp 100 g) in a sterile bagfilter (Interscience, Saint Nom, France) and
stomached for 30 s at medium speed. Appropriate dilutions were spread onto E. coli O157:H7
semi-selective cefixim-tellurite (bioMérieux, Craponne, France) Sorbitol Mac Conkey plates
(Biokar Diagnostics, Beauvais, France) supplemented with ampicillin 100 pg ml”, which were
incubated at 37°C for 24 h, and onto Pseudomonas semi-selective King’s B Gm plates, that were
incubated at 28°C for 48 h. The third tube from each treatment was used to visualize bacteria using
laser scanning confocal microscopy (LSCM). Additional tubes containing non-inoculated plants

were used as negative controls.

Microscopic observations of bacterial colonisation of wheat seedlings by LSCM

Different parts of wheat plants (root apex, hair root zones, older root parts and shoots) were
examined by LSCM after 5, 12 and 19 days post-inoculation of pseudomonads. Samples 1-2 cm in
length were mounted in Aqua-Poly/Mount (Polysciences, Eppelheim, Germany) and examined immediately
using a 510 Meta LSCM microscope (Carl Zeiss S.A.S., Le Pecq, France) equipped with argon-
krypton and HeNeon lasers, detectors and filter sets for green fluorescence (i.e. 488 nm for
excitation and 509-531 nm for detection) and for red fluorescence (i.e. 543 nm for excitation and
552-584 nm for detection). Confocal images were captured and overlaid into a single image using

the LSM software release 3.5 (Carl Zeiss S.A.S.).

Statistical analysis

The descriptive statistics were conducted using the R software version 1.9.0 (Ihaka & Gentleman,
1996). The nominal variables studied were the origin (with three modalities: faeces, environment
and ground beef), stx virulence profile (with three modalities: both stx1 and stx2, either stx1 or stx2
and neither stx1 nor stx2), PFGE cluster (with three modalities: C1, C2, C3) and Phl resistance
(with two modalities: sensitive or resistant to 256 pug Phl ml™) of E. coli O157:H7 isolates. The

Chi-squared test was used to compare distributions (P < 0.05).

Results

Diversity analysis of the E. coli O157:H7 collection

A collection of 73 E. coli O157:H7 isolates was assembled to assess sensibility to synthetic Phl and
Phl-producing P. fluorescens F113. Diversity analysis indicated that all E. coli O157:H7 isolates

harbored the intimin gene eae and the enterohemolysin gene ehX, based on PCR data (Table 1). In
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contrast, 23% isolates carried the two Shigatoxin genes Stx1 and stx2, 56% displayed either stx1 or
stx2, and 21% were stX” (i.e. neither stx1 nor Stx2).

When E. coli O157:H7 isolates were classified according to their habitat of origin, i.e. ground
beef, facces and environment (Table 1), it appeared that the distribution of the virulence profiles
for the different origins of E. coli O157:H7 isolates were significantly different (P<0.01). Indeed,
the majority of stx1” stx2" isolates were recovered from faeces, whereas the isolates carrying either
stx1 or stx2 and the stx isolates originated mainly from ground beef and environmental samples,
respectively (Fig. 1).

PFGE of Xbal-digested genomic DNA gave 15 to 25 fragments (ranging from less than 50 kb
to 700 kb) from each of 70 E. coli O157:H7 isolates, whereas Xbal digestion was not successful for
the three others (B76, ENV143 and 267). The similarity level between PFGE patterns was higher
than 76% (Fig. 2). As many as 36 different PFGE patterns were observed, meaning that the E. coli
O157:H7 isolates were genetically very heterogeneous. Fourteen patterns (i.e. 14 strains) were
represented by at least two isolates. At an arbitrary similarity level of 88%, the E. coli O157:H7
isolates were divided in 10 distinct clades, and three main clusters (i.e. each with more than 9
isolates) were identified (noted clusters C1 to C3; Fig. 3). The isolates in each cluster were
obtained from various origins and displayed different virulence profiles. Isolates from cluster C1
and C3 were recovered mainly from ground beef (85%) and environment (90%), respectively, and
carried mainly one stx gene (70% and 100%, respectively), whereas those from C2 displayed a
more heterogeneous distribution in terms of habitat (50% from ground beef, 37.5% from
environment and 12.5% from faeces) and virulence profile (44% either stx1 or stx2, 31% carrying
both stx1 and stx2, and 25% no stx gene). Isolates carrying both stx1 and stx2 were absent in C3
and rare in Cl1.

In summary, the collection of 73 E. coli O157:H7 isolates displayed significant diversity.

Effect of Phl on growth of E. coli O157:H7 in vitro

The growth of all 73 E. coli 0157:H7 isolates was inhibited by Phl at 512 pg ml™ (Table 1). For 15
isolates (i.e. 20%), growth was inhibited at a Phl concentration below 160 pg ml”', whereas the
reference soil bacteria A. brasilense Cd and P. carotovora CFBP2046 displayed MIC of 128 and
64 pug ml”, respectively. Growth inhibition of 50% of the isolates required a Phl concentration of
256 ug ml™ (Fig. 3). Consequently, 256 pg ml”" was used as reference concentration to distinguish

Phl-resistant E. coli O157:H7 isolates from less resistant isolates (hereafter termed sensitive).
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Effect of P. fluorescens F113 and its Phl-negative mutant F113G22 on growth of E. coli
O157:H7 in vitro
On plate, P. fluorescens F113 inhibited growth of all E. coli O157:H7 isolates but two (i.e. isolates
261 and 267), which are Phl-resistant and originate from municipal sewage treatment plants.
However, growth inhibition was of small magnitude, with inhibition zone width ranging from 0.5
to 2.5 mm (Table 1), whereas a larger inhibition zone (about 6 mm) was observed for the control
strain A. brasilense Cd. In contrast, the Phl-negative biosynthetic mutant F113G22 did not inhibit
growth of any of the 73 isolates of E. coli O157:H7 or of A. brasilense Cd.

There was no apparent relation between Phl-resistance and inhibition of E. coli O157:H7 by the
Phl-producing strain F113. Indeed, the fraction of isolates sensitive to F113 was 22% in the group
of Phl-sensitive E. coli 0157:H7 isolates (CMI below 256 ug ml™) versus 27% in the group of Phl-

resistant isolates.

Effect of P. fluorescens F113 and its Phl-negative mutant F113G22 on the survival of Phl-
sensitive and Phl-resistant E. coli O157:H7 isolates on wheat seedlings

The impact of F113 on the survival of E. coli O157:H7 was assessed using wheat seedlings,
because Phl production by fluorescent Pseudomonas occurs primarily on roots (Notz et al., 2001).
When inoculated alone, the Phl-resistant E. coli O157:H7 strain A33-35 and the Phl-sensitive
strain 39236 grew similarly (Fig. 4). Strain F113 delayed colonization of wheat seedlings by E. coli
O157H7 strains. However, the effect of the Phl-negative mutant F113G22 was comparable to that
of the wild-type strain. Indeed, at 5 days, the E. coli O157:H7 39236 strain reached 6.49 + 0.27 and
6.09 + 0.09 log;o CFU per tube when coinoculated with P. fluorescens F113 and F113G22,
respectively, and 7.76 £ 0.03 log;o CFU per tube when inoculated alone. Similar results were
obtained with strain A33-35. At 12 and 19 days, E. coli O157:H7 cell numbers were similar in all
treatments.

Using confocal microscopy, fluorescent derivatives of both P. fluorescens and E. coli O157:H7
isolates were found as single cells as well as micro-colonies, all over plant roots, i.e. in the root
hair zone, on root apex and stems (Fig. 5). The presence of P. fluorescens F113 or F113G22 did
not affect qualitative colonisation patterns of wheat seedlings by E. coli O157:H7 isolates. Unlike
P. fluorescens, the pathogen was also visualized at depths of up to 46 um below the surface of

plant tissues, suggesting migration to internal locations within roots (Fig. 6).
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Relation between Phl resistance and virulence profile, habitat of origin and PFGE profile for
the 73 E. coli O157:H7 isolates

Resistance of E. coli 0157:H7 isolates to Phl (256 ug Phl ml™) varied (P < 0.05) according to the
habitat of origin (Fig. 7A). Indeed, the faeces isolates were more often Phl resistant than the others.

Phl resistance of E. coli O157:H7 isolates depended also on virulence profile (P < 0.001).
Noticeably, the stx1” stx2” isolates were associated to a higher level of Phl resistance compared
with isolates carrying either stx1 or stx2 and stx isolates (Fig. 7B).

Finally, Phl resistance of E. coli O157:H7 isolates varied according to PFGE properties. The
percentage of Phl-resistant isolates in cluster C2 (75 %) was higher (P < 0.001) than in clusters C1
and C3 (Fig. 7C). This result could not be explained by the fact that cluster C2 displayed more
isolates recovered from faeces and/or that were stx1" stx2". Indeed, only 31% (i.e. 5 of 16) and
12.5% (2 of 16) of C2 isolates were respectively stx1” stx2" and recovered from faeces. In addition,
the level of Phl resistance between closely-related isolates could differ. As illustrated in Table 1,
isolate 36148 was inhibited by 160 pug Phl ml” whereas isolate 36153 was able to grow until 512
g Phl ml”, despite the fact that both isolates displayed the same PFGE pattern (Fig. 2).

Discussion

Recent results suggest that the rhizosphere might represent a significant reservoir for coliforms
such as E. coli in grassland ecosystems (Trevisan et al., 2002). Accordingly, the emerging
pathogen E. coli O157:H7 was found to persist extensively in certain soils (Bolton et al., 1999;
Gagliardi & Karns, 2002; Islam et al., 2004), and here E. coli O157:H7 effectively colonized
wheat seedlings. In soil and especially the rhizosphere, E. coli O157:H7 is confronted to antibiotic-
producing bacteria and the antibiotics the latter produce. A previous study evidenced that P.
fluorescens isolates could inhibit E. coli O157:H7 growth in vitro, but the antibiotic(s) involved
were not identified (Johannessen et al., 2005). This prompted an assessment of the ability of Phl
and of Phl" biocontrol P. fluorescens strains (such as F113) to affect survival of E. coli O157:H7.
Whereas Phl can inhibit a wide range of fungi and bacteria, Phl" P. fluorescens strains are common
inhabitants of the rhizosphere of a wide range of crops (Keel et al., 1996; Wang et al., 2001) and
are effective rhizosphere antagonists (Rezzonico et al., 2007).

First, Phl MIC were determined for a diverse range of E. coli O157:H7 isolates. Indeed, genetic
diversity was indicated by the fact that the 73 isolates yielded as many as 36 different PFGE
patterns. Diversity was even found among isolates from a same origin (e.g. from a same beef
factory), and similar findings have been made on other occasions, for instance inside a same farm

(Liebana et al., 2003). In this context, it is important to note that all 73 E. coli O157:H7 isolates
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were successfully inhibited by synthetic Phl, but with MIC values of 128 pg ml” or higher.
Similarly, (Keel et al., 1992) measured a MIC value of 500 pg Phl ml™" for non-pathogenic E. coli.
In comparison, several bacterial taxa are more sensitive to Phl, with MIC value lower than 10 pg
ml™ for Bacillus subtilis, Streptomyces lividans, Staphylococcus aureus or Enterococcus spp. (Keel
et al., 1992; Isnansetyo et al., 2003). Other bacteria e.g. certain fluorescent pseudomonads
(Moenne-Loccoz et al., 2001) display Phl sensitivity levels similar to those of E. coli O157:H7,
whereas Pseudomonas aeruginosa and Pseudomonas putida are resistant to Phl, with MIC values
superior to 1000 pg ml" (Keel et al., 1992). Therefore, it appears that E. coli O157:H7 strains are
sensitive to Phl, but their sensitivity is not as high as that of certain bacterial taxa. Furthermore, the
MIC values for E. coli O157:H7 isolates are superior to Phl levels recorded so far in the
rhizosphere of Pseudomonas-inoculated plants (in the order of 2.4 ug per g of root or per 4 x 10°
CFU of Phl-producing pseudomonads) (Bonsall et al., 1997; Raaijmakers et al., 1999).

Second, we showed that Phl-producing P. fluorescens F113 had an inhibitory effect on most
(97%) E. coli O157:H7 isolates on plate, whereas its Phl-negative biosynthetic mutant F113G22
had no effect at all on any of the isolates. Strain F113 could produce other antimicrobial factors,
such as hydrogen cyanide, siderophore(s) and extracellular protease(s) (Wang et al., 2001), but (i)
F113G22 is a phl" mutant unaffected in their productions and (ii) the antagonistic properties of
strain F113 rely on Phl production (Shanahan et al., 1992). However, the inhibition of E. coli
O157:H7 by P. fluorescens F113 observed in our study was of small magnitude and suggests that
Phl is poorly active against E. coli O157:H7 (only at concentrations higher than 128 pug ml"). In
contrary, (Shanahan et al., 1992) showed that E. coli SM10 was markedly inhibited by P.
fluorescens, but that strain is not a O157:H7 pathogen.

Third, P. fluorescens F113 delayed colonization of wheat by E. coli O157:H7, but (i) final cell
numbers at the end of the 19-day experiment were not affected, and (ii) the phl” mutant F113G22
had the same effect than the wild-type. Therefore, under experimental conditions which maximized
potential antagonistic effects of the pseudomonad (Notz et al., 2001), it appears that Phl did not
play a significant role and that P. fluorescens F113 was only a weak competitor of E. coli
O157:H7. This findings are reminiscent of short-term competitive effects previously documented
for Enterobacter asburiae on roots of Arabidopsis and lettuce (Cooley et al., 2003; Cooley et al.,
2006). LSCM visualization of inoculated wheat revealed that E. coli O157:H7 was present at the
root surface and at subsurface locations, confirming previous results with lettuce (Solomon et al.,
2002) and A. thaliana (Cooley et al., 2003). Various routes of entry exist for bacteria, especially
areas of emergence of lateral roots, or root damages (Quadt-Hallman et al., 1997). (Solomon &

Matthews, 2005) suggested that the entry of O157:H7 into lettuce plants may be a passive event,
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not mediated by specific bacterial factors but rather governed by the plant. In the current work, the
root colonization pattern of O157H7 isolates was the same in all treatments, i.e. regardless of
whether a P. fluorescens strain was present. As consequence of their subsurface location, many E.
coli O157:H7 cells were inaccessible for antagonistic or competitive bacteria such as root surface-
colonizing P. fluorescens F113, which may favour survival of the pathogen. However, competitive
effects of strains F113 and F113G22 towards Phl-sensitive E. coli O157:H7 isolate were also
evidenced in sterile soil microcosms, and there again the impacts of F113 and F113G22 were
similar (data not shown).

Therefore, it appears that the level of Phl resistance varied from one O157:H7 isolate to the
next, but that Phl production by fluorescent pseudomonads was unlikely to be a significant factor
determining survival and selection of the foodborne pathogen in soil ecosystems. A further
assessment of the significance of Phl resistance in these bacteria was done by considering the
diversity of the E. coli O157:H7 isolates. Indeed, isolates that displayed stx1™ stx2* virulence
profile, that originated from faeces isolates, and/or that belonged to one of three PFGE clusters
were more resistant to Phl compared with isolates not displaying these properties. The
physiological properties involved in enhanced resistance of bacteria to Phl are not known. In Phl
producers, which are highly resistant to Phl, it is possible that the phlE-encoded permease protects
the cell from Phl by functioning as an efflux pump (Abbas et al., 2004). Whether this gene can be
transferred to fellow y-Proteobacteria such as E. coli O157:H7 has not been assessed. Conditions in
the rumen fluid of cattle are favorable for the transfer of antibiotic-resistance plasmids to E. coli
O157:H7 (Mizan et al., 2002) and it is known that horizontal transfer of antibiotic-resistance genes
has wider significance when antibiotics are present inside the intestinal tract (Sorum & Sunde,
2001). In this context, it is important to consider that many faeces isolates were stx1” stx2', a
virulence profile that correlates with enhanced Phl resistance. Both stx1 and stx2 are phage-
encoded, and it will be of interest to determine whether phage infection can lead to transduction of
Phl-resistance gene and/or facilitate subsequent horizontal transfer of antibiotic-resistance genes.

There was no obvious link between the PFGE pattern of O157:H7 isolates and their MIC for
Phl, and some isolates sharing an identical PFGE pattern did not display the same level of Phl
resistance. Nevertheless, all E. coli O157:H7 isolates belonging to cluster C2 displayed high
resistance to Phl. Only 31% and 12.5% of E. coli O157:H7 isolates from that cluster were stx1"
stx2" and/or were recovered from faeces, two characteristics in correlation with Phl resistance.
Consequently, genotypic features unrelated to the virulence profile and the habitat of origin must

account for Phl resistance in isolates from cluster C2.
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In conclusion, this study establishes that E. coli O157:H7 isolates of contrasted origins,
virulence profiles and PFGE properties are rather resistant to Phl, and that this antibiotic is unlikely
to contribute to growth inhibition of E. coli O157:H7 in natural soil. Despite the competitive effect
of P. fluorescens on E. coli O157:H7, it is evident that P. fluorescens did not prevent the growth of

E. coli O157:H7 on roots, where the pathogen may be able to survive.
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840 Table 1. F113 growth inhibition, Phl sensitivity, PFGE property and virulence profile of the 73 E.
coli O157:H7 isolates used in the study.

Isolate Origin Growth ~ MIC PFGE Virulence
inhibition (pgml') cluster gene'
by F113

stx stxl stx2

Ground beef isolates

MKB Factory F1* TNE 512 C2 + -+
MK41242  Factory F1 ++ 512 Cl + - +
MK41242B Factory F1 ++ 256 Cl + - +
05117A Factory F1 ++ 160 Cl1 + - +
05117B Factory F1 + 192 Cl + - +
05117C Factory F1 ++ 160 Cl1 + - +
07065 Factory F1 ++ 160 Cl +  + 4+
36148 Factory F1 + 160 Cl1 - - -
36151 Factory F1 ++ 160 Cl - - -
36153 Factory F1 + 512 Cl1 - - -
37006IDC  Factory F1 ++ 160 Cl + - +
37006IDC2 Factory F1 ++ 160 C1 + - +
39031C Factory F1 ++ 192 Cl - - -
39071C Factory F1 ++ 192 C1 + - +
39074C Factory F1 ++ 160 Cl + - +
39086 Factory F1 + 512 Cl1 + - +
39236 Factory F1 ++ 160 Cl + - +
39239 Factory F1 ++ 192 Cl + - +
421971 Factory F1 ++ 128 C2 - - -
421972 Factory F1 + 512 C2 - -
421975 Factory F1 ++ 224 C2 - - -
421976 Factory F1 + 512 C2 - - -
38214 Factory F1 ++ 512 C2 + - +
LS23 Factory F1 ++ 512 O + 4+ o+
LS25 Factory F1 ++ 512 C2 + o+ -
435 Factory F1 ++ 512 0] + + 4+
448 Factory F1 ++ 512 O +  + 4+
LS2 Factory F2 ++ 512 0) + + 4+
LS27 Factory F2 ++ 512 O +  + 4+
LS28 Factory F2 ++ 512 O + 4+ o+
LS30 Factory F2 ++ 512 C2 + o+ o+
L.S240 Factory F2 + 256 0] - - -
Environmental isolates

B26 Slaughterhouse F3 ++ 512 C2 + - +
B68 Slaughterhouse F3 ++ 256 O + - +
B76 Slaughterhouse F3 ++ 224 - - - -
B77 Slaughterhouse F3  ++ 224 Cl1 - - -
B177 Slaughterhouse F3 ++ 256 C3 + - +
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845

B178 Slaughterhouse F3 ++ 256 O + - +
B182 Slaughterhouse F3 ++ 512 O + - +
B183 Slaughterhouse F3 ++ 512 C3 + - +
B184 Slaughterhouse F3 ++ 512 O + - -

B188 Slaughterhouse F3 ++ 512 C2 + - +
B195 Slaughterhouse F3 ++ 512 O + - +
ENV143  STEPSI' + 512 - + -+
ENV166 STEP S1 + 512 @) + - +
ENV174 STEP Sl ++ 192 C3 + - +
ENV177 STEP S1 ++ 160 C3 + - +
ENV178 STEP S1 + 192 C3 + - +
ENV180 STEP S1 + 192 C3 + - +
ENV181 STEP S1 ++ 160 C3 + - +
ENV184 STEP S1 ++ 160 C3 + - +
ENV185 STEP Sl ++ 160 C3 + - +
E26SM1-1 STEP S1 ++ 512 C2 + o+ o+
267 STEP S2 0 512 - - - -

261 STEP S2 0 512 0) - - -

FCH6 STEP S3 + 512 C2 + o+ o+
FVLA STEP S3 + 512 C2 + - +
NFA STEP S3 + 512 C2 + - +
6351B Soil + 256 C1 + - -

6352B Soil + 192 Cl + - -

Faeces isolates

R33-9 Bovine faeces + 512 0] + - +
R93-1 Bovine faeces ++ 160 C3 + - +
A33-35 Bovine faeces + 512 @) + - +
LS1 Human faeces ++ 512 O - - -

LS3 Human faeces ++ 512 0] + + -

LS4 Human faeces ++ 512 O - - -

LS21 Human faeces ++ 512 0] + + +
LS24 Human faeces ++ 512 O + + +
LS26 Human faeces ++ 512 C2 + + +
LS29 Human faeces ++ 512 C2 + + +
LS32 Human faeces ++ 512 0] + + +
LS33 Human faeces ++ 512 O + + +
LS56 Human faeces ++ 512 0] + + +

: Membership to main clusters C1, C2 and C3; O, PFGE pattern outside of main clusters; -, no
PFGE pattern obtained.

850 T All isolates were eae” ehx*
' Beef factories F1, F2 and F3.
8 0, no growth inhibition by F113; +, inhibition zone from 0.5 to 1.5 mm; ++, inhibition zone > 2
mm
Y STEP: effluent from municipal sewage treatment stations S1, S2, and S3.

855

-213-



tel-00200118, version 1 - 20 Dec 2007

860

865

870

875

880

885

Figure legends
Fig. 1. Distribution of E. coli O157:H7 virulence profiles according to the habitat of origin (white

areas, Stx1 and stx2; shaded areas, stx1 or stx2, black areas, stx-negative).

Fig. 2. Cluster analysis of 70 E. coli O157:H7 isolates based on UPGMA comparison of PFGE
patterns. E. coli O157:H7 strain EDL 933, the non-O157:H7 Shigatoxin-producing E. coli strain
S1, and Shigatoxin-negative E. coli strains MG1655, MC4100, E3 and E4 were included as
reference. Three major clusters (C1 to C3) were arbitrarily defined at 88% similarity. " Phl
sensitivity of E. coli O157:H7 isolates was indicated (+, Phl resistant isolates with MIC > 256 mg
Phl ml'; blank, Phl sensitive isolates with MIC < 256 mg Phl ml™).

Fig. 3. Effect of synthetic Phl on E. coli O157:H7 isolates (n = 73) in vitro. The frequency of E.
coli O157:H7 isolates inhibited by synthetic Phl is indicated.

Fig. 4. Influence of P. fluorescens F113 (A, B) and F113G22 (C, D) on the survival of the Phl-
resistant E. coli O157:H7 strain A33-35 (B, D, E) and the Phl-sensitive strain 39236 (A, C, F) in
wheat microcosms. P. fluorescens strains were inoculated 48 h before E. coli O157:H7. P.
fluorescens and E. coli O157:H7 strains were introduced at about 10° and 10° CFU per tube,
respectively. Results (----: E. coli O157:H7; —: P. fluorescens ) are expressed as mean of cell

counts per tube.

Fig. 5. Colonization of wheat seedlings by the GFP-labelled P. fluorescens F113 strain and the
DsRed- labelled E. coli O157:H7 A33-35 strain, based on CLSM image analysis, 10 days (A, B
and D) and 18 days (C) post-inoculation of seedlings by P. fluorescens. Similar seedlings
colonization patterns were observed between F113 and F113G22 and between A33-35 and 39236.
Bacterial cells expressing GFP are green and those expressing DsRed are red, whereas white/grey
backgrounds correspond to the plant root (A-C) or stem (D) images formed by the transmitted
light. Bacterial colonization of a root apex (A), a lateral root (B), a primary root (C) and a stem (D)
are shown. In C, a maximum-intensity X-projection was generated from a z-series of 33 optical
sections using Zeiss LSM software 3.5. rs, root surface, a apex, Irs lateral root surface, prs primary

root surface, SS stem surface.

214 -



tel-00200118, version 1 - 20 Dec 2007

890

895

900

905

910

915

920

925

930

Fig. 6. Colonization of the root surface by the GFP-labelled P. fluorescens F113 strain and the
DsRed- labelled E. coli O157:H7 39236 strain, 7 days after inoculation of seedlings by P.
fluorescens. Digital images of the x-projections (A) and of the sagittal section (B) of the root were
generated from a z-series of 46 optical sections using Zeiss LSM software 3.5. The location of the
sagittal section (z-projection) is materialised by a white line in A and the boundary of the root
surface by a white curve in B. Bacterial cells expressing GFP are green and those expressing
DsRed are red, whereas white/grey backgrounds correspond to the root image formed by the
transmitted light. Unlike P. fluorescens F113, E. coli O157:H7 39236 was found on the root

surface and within the root tissue. rs, root surface, rh root hair, ir inside root.
Fig. 7. Sensitivity of E. coli O157:H7 isolates to 256 pug Phl ml" (the white areas correspond to

resistant E. coli O157:H7 isolates and the black ones to sensitive E. coli O157:H7 isolates)

according to their origin (A), virulence profile (B) and main PFGE cluster (C).
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Frequency of 0157:H7 isolates
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES
DE RECHERCHE
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Cette partie sera consacrée a la discussion globale des résultats obtenus au cours de la

thése et surtout aux perspectives de recherche pouvant faire suite a ce travail.

1- Ecologie complexe des STEC dans les exploitations laitiéres.

Notre étude souligne une forte prévalence en STEC au sein des exploitations laitiéres
testées. Une importante diversité des souches STEC isolées et la présence de clones
persistants ont été mises en évidence. Certaines sont capables de coloniser divers supports
présents dans les exploitations tels que les abreuvoirs, les murs, les mamelles ou encore les
trayons. Ces substrats sont régulierement souillés par la matiére fécale des animaux ou par
d’autres vecteurs tels que la salive, notamment lorsque le niveau de contamination en STEC
est fort ou lorsque les mesures d’hygiéne générale sont défectieuses. Ils constituent par la
suite les véritables plaques tournantes de la circulation des STEC dans les élevages, qu’ils
faudraient tarir. Des investigations supplémentaires devraient donc €étre menées afin d’estimer
la part de chacun de ces substrats dans la contamination horizontale du troupeau par les
STEC. Afin de répondre a cet objectif, des inoculations contrdlées de diverses matrices de
I’exploitation avec des souches STEC marquées pourraient étre effectuées. La dissémination
horizontale de ces souches au sein du troupeau devrait ensuite étre évaluée sur plusieurs mois.

Par ailleurs, ces résultats laissent suggérer un risque important de contamination du lait
lors de la traite. Une étude paralléle a la notre a montré que 15% des échantillons de lait
collectés étaient stx’, dont 8 ont permis ’isolement d’une souche STEC (Raynaud et Heuchel,
2005). Au vu de ces résultats, il semble important d’estimer la prévalence de la contamination
par les STEC dans les fromages au lait cru et d’identifier en paralléle la diversité des souches
présentes dans ces matrices. Ceci fait partie intégrante du plan de surveillance, financé par le
Ministere de I’ Agriculture et de la Péche et par les industries laitieres, actuellement en cours

au laboratoire.

2- Survie des STEC dans les effluents d’élevages bovins

La présence d’animaux porteurs sains en STEC dans les exploitations rend indispensable
le controle systématique des effluents épandus sur les sols, afin de limiter la dissémination
environnementale de la bactérie. Les expérimentations ont révélé une persistance accrue de la
bactérie dans du lisier et du fumier issus de bovins laitiers, atteignant environ 3 mois. Le
retournement des tas lors du compostage du fumier peut cependant réduire de moitié le temps

de survie des STEC. La température enregistrée au cceur des andains lors de la phase
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thermophile du compostage, laquelle dépasse le plus souvent les 65°C, est 1étale pour les
cellules STEC. Le fait de retourner les andains permet d’une part de relancer la phase
thermophile du compostage mais ¢galement d’homogénéiser le processus a I’ensemble du tas.

On peut cependant reprocher a ces travaux d’avoir été réalisés en zones confinées, du fait
du risque biologique encouru. Les tas de fumier et le lisier n’ont donc pas été exposés aux
conditions environnementales, notamment aux radiations solaires (UV) ou aux fluctuations de
températures qui auraient pu affecter négativement la survie des STEC dans le fumier et
accentuer par conséquent le déclin des bactéries en surface des tas. Cependant, le fait
qu’aucun réapprovisionnement en matieére premicre (donc en éléments nutritifs et en bactéries
(STEC)) n’ait été effectué¢ lors de ces expérimentations, contrebalance 1’effet inhibiteur des
facteurs environnementaux sur la survie des STEC dans les effluents. Afin de mieux cerner
ces 2 paramétres, la réalisation d’expérimentations in sSitu, par exemple dans des fermes
expérimentales, permettrait d’estimer avec précision la survie des STEC dans les effluents.
Ces études devraient étre étendues aux sérogroupes a risque cités par I’avis de I’AFSSA
(Saisine n° 2001-SA-0184 du 28 novembre 2001), et aux effluents provenant des autres
filicres.

En outre, ces travaux ont permis de dégager plusieurs points essentiels afin de maitriser au
mieux le risque STEC associ¢ a la gestion des effluents. La premicére recommandation serait
de ne pas épandre les effluents bovins en 1’état sur les sols et de les stocker au minimum 3
mois apres le dernier ajout de matiéres premicres, sur des emplacements adaptés. La seconde
préconiserait de retourner les andains ou de brasser le lisier afin d’assurer une
homogénéisation des processus biologiques hygiénisants. D’autres expérimentations devraient
étre menées afin d’évaluer efficacité des traitements chimiques sur les effluents d’¢élevages
bovins contaminés par des STEC. En effet, I'utilisation de la chaux ou de la cyanimide
calcique a montré une bonne action hygiénisante des effluents d’élevages hors-sol. Les
quantités nécessaires de chaux sont généralement de 30 kg/t pour un traitement d’effluents
solides et de 7 kg/m’ pour des effluents liquides avec des durées moyennes de traitement de 7
jours (Heinonen et al., 2006). 1l serait donc intéressant de valider des couples concentration-
durée d’exposition permettant d’assainir différents types d’effluents contaminés en STEC.
Cependant, leur utilisation reste encore contreversée du fait des risques potentiels pour la
santé et I’environnement. De plus, le colit élevé généré par ce type de traitement freine leur
utilisation dans les exploitations bovines possédant généralement une surface agricole

suffisante pour permettre I’épandage des effluents.
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3- Persistance et transfert des STEC dans I’environnement

Il est d’autant plus important de traiter les effluents que les STEC se montrent
extrémement résistants dans 1’environnement. En conditions in vitro, les temps de survie des
STEC 026 dans la plupart des sols testés atteignent plus de 1 an. Certains facteurs, tels
qu'une basse temperature, la présence d’argile et probablement un taux ¢levé de maticre
organique, contribuent a la persistance des STEC 026 dans les sols. Au contraire, un pH élevé
semble accélérer le déclin de la bactérie. Comme pour les effluents, il serait intéressant de
confirmer ces résultats en conditions in Situ, par exemple aprés épandage d’effluents bovins,
contaminés en STEC de divers sérogroupes, sur les sols. Une autre perspective de travail
serait d’évaluer I’impact des saisons et des aléas climatiques associés, sur la survie des STEC
dans cet écosysteme. De telles expérimentations ont déja été réalisées dans le cas de
populations non pathogénes d’E. coli par Vansteelant (2004), lequel a évalué la dynamique de
ces populations suite a I’épandage de matieres organiques sur des prairies de montagne. Ces
travaux pourraient constituer un support intéressant pour la mise en oeuvre
d’expérimentations similaires dans le cadre de populations d’E. coli pathogénes.

Dans un contexte bien différent, les expérimentations menées in Situ dans un bassin
versant paturé par des ruminants et situé¢ a plus de 1400 m d’altitude, montrent que dans les
déjections des bovins, les STEC sont capables de survivre pendant plus de 2 mois malgré les
conditions extrémes rencontrées sur le bassin. Cette persistance contribue a leur transfert
régulier dans les sols a des profondeurs d’au moins 20 cm. La rapide disparition des STEC
dans les sols dés la complete dégradation de la matiere fécale résulte probablement des
phénoménes de mortalité et/ou de leur mobilisation par les eaux de percolation puis de leur
redistribution a travers le flux hydrique du bassin. Il serait donc intéressant de réaliser un suivi
plus précis des cellules STEC introduites dans les différents compartiments
environnementaux afin de confirmer cette hypothése. Ainsi, I'utilisation d’un lysimétre serait
idéale pour estimer le nombre de cellules qui sont réellement mobilisées par les eaux de
ruissellement et/ou de percolation. Par ailleurs, les données obtenues a partir de cette étude
ont montré une prévalence élevée des STEC dans les eaux collectées a 1’exutoire du bassin
qui ont permis lors de deux collectes, 1’isolement de souches STEC viables. La question de la
qualité microbiologique de I’eau est rendue cruciale par I’urbanisation de la montagne et le
développement du tourisme, notamment hivernal avec le développement de la neige de
culture. Aujourd’hui, 19% de I’eau prélevée dans les unités d’eau potable est ainsi utilisée

(Dugleux et Roux, 2002). D’autres activités sont également touchées par la qualité
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microbiologique de I’eau, telles que les usages agro-alimentaires (alimentation des troupeaux,
risque pour les fabrications fromageres fermicres) ou les fonctions récréatives (baignade,
sports d’eaux vives). Cette situation sanitaire des eaux n’est pas en accord avec 1’image
largement répandue d’eaux pures de montagne ; elle n’est pas non plus compatible avec les
fonctions portées par cet espace, celui de chateau d’eau, de support a une politique de
développement agricole basé sur la haute qualité des produits. Ainsi une autre perspective de
travail serait la mise en place d’un plan de surveillance visant a établir la qualité
microbiologique, notamment vis-a-vis des STEC, des eaux de montagne et de manicre plus

générale des eaux de surface en France.

4- Moyens de prévention et de maitrise de la dissémination

environnementale des STEC

Nos études montrent globalement une remarquable adaptation et une extréme résistance
des STEC dans I’environnement. Ils soulignent également le manque de moyens que I’on a a
I’heure actuelle face aux pollutions biologiques diffuses. Leur contréle dans les sols par des
flores compétitives ou antagonistes sélectionnées pourrait constituer une piste intéressante
méme si nos résultats avec une souche de P. fluorescens productrice de Phl n’ont pas permis
d’identifier une bactérie antagoniste d’E. coli O157:H7. Dans cette étude, le modéele de
bactérie rhizosphérique productrice d’antibiotique choisi, P. fluorescens, n’est qu’un simple
compétiteur d’E. coli O157:H7 sans effet notable du Phl. Il serait cependant intéressant de
confirmer ces résultats sur d’autres sérogroupes tels que 026 ou O103. Par ailleurs, une
recherche plus approfondie, et visant a identifier d’autres populations bactériennes capables
de limiter la croissance des pathogénes dans les sols rhizosphériques, devrait étre entreprise.

Au vu de ces résultats, il est évident que le probleme doit étre trait¢ a la source. Eviter
toute entrée des STEC dans I’environnement semble primordiale. Lorsque les animaux sont
regroupés dans les étables en période hivernale, le traitement des effluents suffit a limiter la
dissémination des STEC dans I’environnement. Par contre, lorsque les animaux sont mis en
pature lors de la transhumace d’été par exemple, il devient alors impossible de maitriser le
devenir du pathogeéne une fois excrété dans les déjections des ruminants sur les sols. Un
moyen de lutte efficace serait le controle du réservoir de ces bactéries, a savoir le tube digestif
des bovins. Cela passe essentiellement par I'utilisation de probiotiques ou de bactériophages
anti-STEC. Comme on a pu le décrire dans le mémoire bibliographique, des résultats

encourageants ont été obtenus pour E. coli O157:H7. Au vu de la diversité (en terme de
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sérotypes et/ou de pulsotypes) des souches STEC rencontrée en élevages, des études plus
abouties et surtout étendues aux différents sérogroupes a risque, tels qu’ils ont été définis par

I’avis de ’AFSSA, devraient &tre menées.

5- Vers une analyse comparative avec des souches STEC de diverses
origines

Les souches STEC isolées lors de nos différentes études en ¢€levages bovins pourraient
étre comparées du point de vu de leur sérotype ou de leur pulsotype avec des souches STEC
isolées des différentes filiéres agroalimentaires et de I’environnement. Cela permettrait entre
autres de déterminer si il existe, malgré la diversité des souches STEC observée, des clones
persistants au sein des différentes filiéres, et si certains sont plus fréquemment isolés dans les
denrées ou impliqués lors d’épidémies. Une banque européenne visant a rassembler les
données sur les souches STEC isolées en Europe, obtenues a 1’aide d’un outil de typage de

référence, est en cours de réflexion.
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CONCLUSION GENERALE

-229 -



tel-00200118, version 1 - 20 Dec 2007

Ces travaux ont entre autres permis de déterminer avec précision la prévalence de la
contamination en STEC dans les exploitations laitieres frangaises. L’extréme diversité des
STEC et leur importante dissémination au sein de ces exploitations rendent illusoire (comme
pour la plupart des agents zoonotiques) la totale maitrise des STEC en élevages. Seul le
contrdle du réservoir bovin permettrait de maitriser le risque STEC. En attendant que les
différents traitements soient en passe d’atteindre des résultats probants, il est essentiel de
respecter des mesures d’hygienes strictes afin de limiter la propagation des STEC dans
I’environnement.

Cela passe notamment par une gestion adaptée des effluents d’élevages avant leur
épandage sur les terres destinées aux cultures maraichéres ou au patiirage des animaux. Nos
travaux révélent que les STEC sont capables de survivre durant 3 mois dans les effluents
d’élevages bovins non traités, le retournement des andains permettant de réduire leur temps de
survie de moitié. Le stockage des effluents est le moyen le plus économique afin d’assainir
naturellement les déchets organiques d’une exploitation. Il doit cependant durer plus de 3
mois apres le dernier ajout d’excréments, étre réalis€ dans des emplacements prévus a cet
effet, et étre inaccessible a la faune sauvage. Pour les andains, tous les lixiviats doivent étre
collectés au niveau de trappes spécifiques.

Ces mesures devraient d’autant plus étre appliquées que les STEC sont extrémement
résistants dans le sol. Notre étude souligne qu’ils sont capables de survivre de 6 mois a plus
d’un an dans les sols testés, qu’ils soient conditionés a 4°C ou 20°C. Malgré les conditions in
vitro de cette étude, il est important de considérer la persistance du pathogéne dans cet
écosysteme.

Par ailleurs, 1’étude réalisée dans un bassin versant d’altitude paturé par des ruminants,
souligne que les STEC sont capables de persister dans la mati¢re fécale de bovins
naturellement contaminée durant plus de 2 mois. Ceci malgré leur exposition a des conditions
climatiques extrémes telles que des variations marquées de températures et/ou des fortes
précipitations. Pré-requis indispensable, la persistance des STEC dans la mati¢ére fécale
contribue & leur transfert dans le sol. Une faible population de STEC (< 200 UFC g) a été
détectée jusqu’a une profondeur de 20 cm dans le sol situé sous les déjections des bovins. Par
le biais de divers vecteurs tels que le transfert via les eaux de percolation, étroitement associé¢
aux événements de pluies, et via les insectes, la bouse permet d’inoculer réguliérement le sol
sous-jacent en STEC. Le devenir des cellules est ensuite incertain, principalement régi par
leur transfert dans des zones de sol plus profondes ou par les phénomeénes de mortalité.

Malgré I’importante prévalence des genes Stx dans les eaux du bassin ainsi que I’isolement de
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souches STEC viables dans ces échantillons, le transfert des STEC dans 1’eau a partir des
déjections des animaux et/ou des sols n’a pu étre démontré, méme si il est fortement probable.

Dans la rhizosphere, la survie des STEC peut étre affectée par des populations
microbiennes productrices de métabolites antibactériens. Les essais effectués avec une souche
de P. fluorescens productrice de Phl sont peu concluants. La souche P. fluorescens ne fait que
retarder la colonisation de la plante par le pathogéne, sans effet notable du Phl. Les
observations en microscopie confocale soulignent la présence d’E. coli O157:H7 a I’intérieur
des racines, le rendant en partie inaccessible aux agents hygi¢nisants ou aux flores indigénes
compétitives et/ou antagonistes.

Au vu de ces résultats, dire que I’environnement peut constituer un second réservoir pour
les STEC n’est pas complétement abusif. La persistance ainsi que I’entrée réguliére et non
maitrisée de la bactérie dans I’environnement risque de devenir une réelle problématique

¢cologique a laquelle les agriculteurs vont devoir faire face avec 1’appui des scientifiques.
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ANNEXE 1 : REVUE SUR L’,E’ZCOLOGIE DES STEC DANS LES
EFFLUENTS D’ELEVAGES BOVINS ET
L’ENVIRONNEMENT

Publication N°7

Long-term survival of Shiga toxin-producing Escherichia coli in
cattle effluents and environment: an updated review

B. Fremaux, C. Prigent-Combaret et C. Vernozy-Rozand

Synthése en révision favorable dans Veterinary Microbiology
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Abstract

Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) are one of the most important emergent
foodborne pathogens. STEC are common as colonizers in the intestine of healthy cattle and
are spread into the environment by fecal shedding or following surface application of farm
effluent on soil. The bacteria can be transmitted to humans through food, such as inadequately
cooked ground beef or raw milk. During the last decade, a wide variety of environment-
related exposures have emerged as new routes of transmission. Major outbreaks due to the
consumption of raw fruits and vegetables or natural soil and water contaminated by STEC
have been increasingly reported. STEC behavior in cattle effluents, soil, plants and water is
discussed in the light of new knowledge about both biotic and abiotic factors which may
affect their survival or enhance their dissemination in environment. The ability to persist in
cattle environment may be one factor that contributes to the contamination and
recontamination of cattle, as well as for human infection. Consequently, effective control
strategies must be considered on cattle farms, in order to limit entry of STEC cells into the

environment.

1. Introduction

Shiga-toxin-producing Escherichia coli (STEC) strains are an important group of food-
borne pathogens. STEC strains elaborate two potent phage-encoded cytotoxins called
Shigatoxins (Stx1 and Stx2) (Karmali, 1989; Paton and Paton, 1998). In addition to toxins
production, STEC pathogenicity involved other factors including factors associated with
attaching and effacing lesions, such as intimin encoded by eae and enterohemolysin encoded
by ehx (Jerse et al., 1990; Schmidt et al., 1995). Enterohemorrhagic Escherichia coli (EHEC)
are STEC strains isolated from human infections. They can cause a broad spectrum of human
illnesses ranging from uncomplicated diarrhoea to hemorrhagic colitis (HC) and hemolytic-
uremic syndrome (HUS) (Riley et al., 1983; O’Brien and Kaper, 1998). Although everyone is
susceptible to EHEC infection, young children and the elderly are most at risk for developing
serious complications and sometimes blood transfusions and kidney dialysis are required.
Several serogroups have been associated with human diseases (026, O55, 091, 0103, O111
or O145) but the most frequent EHEC serotype implicated worldwide in outbreaks is E. coli
O157:H7.
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Well-known vehicles for transmission of STEC include contaminated food products,
especially of bovine origin, such as dairy products and undercooked minced beef which were
directly contaminated by cattle feces during milking and slaughtering processes, respectively.
In addition, raw fruit and vegetables, which were indirectly contaminated via irrigation water
or through soil treated with farm effluents, are also an important vehicle of STEC
contamination (Hilborn et al., 1999; Michino et al., 1999). Other modes of transmission are
person-to-person spread, contact with animals, and contact with contaminated water or soil
(Ogden et al., 2002; Olsen et al., 2002; Kassenborg et al., 2004).

In the past ten years, remarkable changes in the epidemiology of EHEC-associated human
infections have occurred, and environment related exposures have been increasingly reported
(Caprioli et al., 2005). Cattle feces are the main reservoir of STEC. Fecal pathogens may enter
environment through direct deposition of feces to land or through overland runoff of fecal
material deposited on soils, especially after heavy rainfall events (Thurston-Enriquez et al.,
2005). As in bovine feces, STEC has a great capacity to survive for extended periods of time
in soil and water. An in vitro study illustrated, that after application of fecal samples
previously inoculated with E. coli O157:H7, the organism was still detectable in the
surrounding soil for up to 99 days (Bolton et al., 1999). Another study showed that E. coli
O157:H7 was able to survive for 13 weeks in lake water held at 15°C (Wang and Doyle,
1998). This great persistence in soil and water combined with intensive agricultural practices
such as regular application of farms effluents to land and high cattle density on farms, may
explain the recent increase of STEC outbreaks linked to the environmental pathways.

A lot of information has been reported on the survival of STEC and especially of the
serotype O157:H7 since the publication of the reviews of Maule (2000) and Duffy (2003), and
this work aims at compiling all these data in order to better understand the fate of STEC in
cattle effluents, soil, plants and water. Special attention is given to the major abiotic and biotic

factors which may affect their persistence or enhance their dissemination in the environment.

2. Overview of the environmental outbreaks associated with water, soil, raw

fruits and vegetables

During the 1980s, most of the outbreaks of EHEC O157 infection were foodborne and the
food vehicles implicated were mostly undercooked ground-beef or dairy products (Caprioli et
al., 2005). During the ten past years, STEC outbreaks associated with environment-related

exposures have been increasingly reported. Between 1994 and 2003, out of the 35 E. coli
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O157:H7 outbreaks identified in Scotland, 19 (54%) implicated environment as suspected
vehicle (Strachan et al., 2006). Among them, 8 (23 %) and 4 (11 %) were respectively linked
to contaminated water and soil and one may have involved both. In the United States, the
same phenomenon was reported by Rangel et al. (2005) who observed that approximately half
of all E. coli O157:H7 outbreaks were transmitted by non-food routes between 1982 and
2002, with an increase of the incidence of environmental transmission from 1995. Although,
other STEC-serogroups are frequently isolated in Europe (Caprioli et al., 1997) and North
America (Brooks et al., 2005), E. coli O157:H7 is currently the most frequently isolated
serotype from human patients infected through exposure to contaminated water or soil or
through consumption of contaminated fruits or vegetables. However, in 1999 and 2001, 2
waterborne outbreaks linked to recreational water contaminated with STEC 026 and
O121:H19, respectively, were reported in the United-States and another one implicating

drinking water contaminated with STEC O26 was identified in Japan (Hoshina et al., 2001).

2.1. Outbreaks linked to water exposure

Worldwide, the presence of zoonotic agents such as EHEC in potable and recreational
waters is a major concern to the general public. Between 1997 and 2004, the surveillance
system of the United States reported that EHEC were implicated in 6% of the waterborne
outbreaks of zoonotic disease (Barwick et al., 2000; Lee et al., 2002; Blackburn et al., 2004;
Yoder et al., 2004; Dziuban et al., 2006; Liang et al., 2006) versus 3% in United Kingdom
(Smith et al., 2006).

Waterborne EHEC diseases implicating contaminated drinking water can occur as a result
of contamination of the water source, water treatment failure or post-treatment water
contamination. The most important outbreak of EHEC infections occurred in May 2000, in
Ontario (Canada). An estimated 2,300 people became seriously ill and 7 died from
microbially contaminated public drinking water supply. Subsequently, there has been a
consistent decline in the number of waterborne outbreaks associated with public water
supplies due to the intensification of preventive measures, including water disinfection
treatments (by chlorination, ozonation or exposure to ultraviolet light), and the increase of the
number of water quality controls. Currently, numerous outbreaks were associated with
consumption of untreated water from both surface and groundwater sources, and private wells
were particularly incriminated (Lee et al., 2002; Smith et al., 2006; Strachan et al., 2006).
Surface water and unprotected groundwater are susceptible to fecal contamination from

humans, livestock, wild animals and house pets. A cohort study of farm workers identified
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exposure to private water supplies as an important risk factor of contamination by E. coli
0157 (Chalmers et al., 2000). Recently, a large E. coli O157 outbreak due to private group
water scheme was reported in a small area of Midwest Ireland, and 18 cases including 2 with
HUS were identified (Mannix et al., 2005).

Swimming in contaminated waters appears to be another important route of exposure.
Recreational waterborne outbreaks attributed to E. coli O157:H7 in United-States, were
primarily associated with swimming in fresh waters such as lake or streams, due to the
relative susceptibility of E. coli O157 to water treatment processes applied in swimming-pools
(Craun et al., 2005). The most recent outbreaks were reported in England (Ihekweazu et al.,
2006) and Canada (Canada Communicable Disease Report, 2005), where children played in a

stream and a water spray park both contaminated with E. coli O157:H7, respectively.

2.2. Outbreaks linked to soil exposure and consumption of raw fruits or vegetables
contaminated by STEC

Contaminated soil was recently described as an important transmission route for STEC.
Some outbreaks have occurred among persons attending open-air events such as a music
festival (Crampin et al., 1999) or camp-sites (Ogden et al., 2002). In Scotland 4 of the 35
outbreaks reported were linked to soil contaminated by cattle feces. Among them, the most
important one occurred in May 2000 for which twenty scouts aged between 8 and 20 were
later confirmed as having E. coli O157 (Ogden et al., 2002). Investigations revealed that the
field had been grazed by approximately 300 sheep prior to the camp and among them, that 17
of the sheep shed the pathogen.

STEC infections in humans can also occur through the consumption of raw fruits and
vegetables directly contaminated through soil treated with farm effluents or during water
irrigation processing. A large spectrum of fruit and vegetables were described as potential
vectors of contamination such as potatoes, onions, radish, lettuce or spinach. They are major
components of a healthy diet, but eating fresh uncooked produce is not risk free. In fact, after
the massive outbreak associated with consumption of radish sprouts in Japan (Michino et al.,
1999), other ones associated with the consumption of bagged fresh spinach and lettuce were
reported in the United States, in September (183 patients infected with E. coli O157:H7
including 29 HUS and 1 died) and in December 2006, respectively (Centers for Disease
Control and Prevention, 2006). Furthermore, E. coli O157:H7 was also recovered from 120

infected patients after the consumption of fresh lettuce, in Sweden (Soderstrom et al., 2005).
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To conclude, environment is implicated in various EHEC outbreaks. The keys to breaking
transmission of these bacteria through drinking water are to (i) protect the water source by
preventing contamination from occurring, (ii) protect the population from ingesting
contaminated water by treating the contaminated supply, and (iii) secure the distribution of
treated water. The same precautions should be taken to ensure quality of water used for
vegetable crop irrigation. Post-harvest measures must also be followed, and vegetables should
be washed under running water and even disinfected with a chlorine solution. In some cases,
these processes are however insufficient to sanitize them due to the internalization of the
bacteria in the inner tissues of the plant. An effective alternative strategy to ensure their safety
should be the use of ionizing radiations (see chapter 4.3).

In contrast, it is rather difficult to draw strategies in order to limit the dissemination of the
pathogen in recreational water and soil, especially in the case of non-point source pollutions.
The best one will be to reduce STEC carriage in cattle. The control of STEC in cattle has been
recently reviewed by Lejeune and Wetzel (2007). The supply of probiotics such as
Lactobacillus acidophilus in cattle feeding appears as an effective strategy to reduce STEC
carriage in cattle and has gained widespread adoption. More research has to be carried out in
order to determine the effectiveness of parallel and simultaneous application of one or more
control strategies to substantially reduce the incidence of human EHEC-related illness, by
intervention at the farm level. Pathogen controls can also be based upon treatment of cattle
effluents before their amendment to land, because it has been demonstrated that STEC are

able to survive for extended periods of time in farm waste.

3. Survival of STEC in cattle effluents

The persistence of STEC in animal feces and derived effluents (manure and slurry) can be
influenced by various factors such as the: (i) chemical characteristics of the waste including
pH, moisture content or composition; (ii) microbial interactions (antagonism, competition and
predation) (Kuczynska and Shelton, 1999) and biological activities of insects; (iii) outside-
exposure including diurnal temperature fluctuations, solar radiation (UV) or rainfall events;
(iv) and regular addition of fresh material, leading to possible long-term survival of STEC.

Impact of these factors was evaluated with survival experiments of STEC in farm waste.

3.1. Survival of STEC in untreated cattle effluents
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STEC are able to survive for an extended period of time in cattle feces. The survival of E.
coli O157:H7 in bovine feces ranges from 49 to 126 days, and STEC O26:H11 and O111
have been documented to survive for 16 and 10 weeks in feces held at 15°C, respectively
(Fukushima et al., 1999). Moreover, in a high mountain watershed, non-O157 STEC cells
were able to persist for approximately 2 months until the fecal material had completely
decayed (Fremaux et al., submitted).

On farms, bovine feces are generally mixed with urine (slurry) or with bedding plus urine
(manure), and these supplies are likely to modify the physicochemical parameters and the
microbial populations of cattle feces. However, it appears that the long-term survival of STEC
in fecal material is not affected by these changes. Indeed, different studies showed that E. coli
O157:H7 and STEC 026:H11 strains could survive for up to 3 months in cattle slurry (McGee
et al., 2001; Avery et al., 2005; Nicholson et al., 2005; Fremaux et al., 2007b). Similarly,
STEC of non-O157 serogroup could survive in vitro for 90 days in unturned manure heaps
stored at a temperatures of 15°C (Fremaux et al., 2007a).

The survival of STEC in cattle effluents largely depends on the external temperature. High
temperatures are generally associated with a high decline of E. coli O157:H7 cells in bovine
effluents. Thus, E. coli O157:H7 viable cells fell from approximately 10’ CFU ml" to
undetectable levels within 5 days in bovine slurry held at 23°C whereas they were detectable
for more than 28 days in slurry incubated at 4°C or -20°C (Kudva et al., 1998). This
phenomenon is mainly due to the slowdown of metabolic activities of indigenous competitive
or antagonistic microorganisms, but also of an important effluent-drying which occurred at
low temperatures. Indeed, under different experimental conditions, E. coli O157:H7 survived
better in feces stored at 5°C than at 22°C or 37°C (70 days versus 56 and 49 days). This can
be explained by the low water activity a,, (amount of free water available for microbial
populations) values recorded at 22°C and 37°C (i.e. ay, < 0.5 versus 0.98-0.99 at 5°C) (Wang
et al., 1996). According to these results, the temperature in winter often reaches low or
negative values of Celcius and presumably survival would be longer. However, under
environmental conditions, Hutchison et al. (2005) showed that the E. coli O157:H7 decline in
various cattle slurries was not significantly affected by the season of waste deposition and
storage, with mean D-values (decimal reduction time) of 21.15 days (£ 16.7) in summer
versus 27.85 days (£ 7.7) in winter, nor by the dry matter content of the slurries.

In specific cases, E. coli O157:H7 survival seems to be enhanced by an ambient storage
temperature of cattle effluents (Himathongkham et al., 1999; Bach et al., 2005). For example,

the survival of E. coli O157:H7 was evaluated to be two-fold increased at 22°C compared to
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at 4°C and -10°C in feces previously inoculated by E. coli O157:H7 (Bach et al., 2005). In
this study, authors demonstrated a positive correlation between the decline of the pathogen
and the presence of fecal volatile fatty acids and a pH below 6.5 units.

Whether cattle diet can influence the survival of E. coli O157:H7 in cattle effluent was
also determined. Roughage type may be important not only in controlling shedding but also
with respect to pathogen survival in fecal material. Franz et al. (2005) showed that bacterial
survival decreases faster in manure derived from a diet of straw (lower energy and higher
fiber content) compared to low-digestible grass silage and to high-digestible grass silage plus
maize (higher energy and lower fiber content). E. coli O157:H7 was detected by plate
counting for 84 days in the manure derived from a straw diet and for more than 133 days in
manures derived from grass silages. In their study, the rate of decline was positively
correlated with high pH (P=0.003) and high fiber content (P=0.017). However, high-grain
diets are thought to create a more acidic rumen environment because the starch is
incompletely digested and is fermented in the colon, leading to the selection of more acid-
tolerant E. coli (Diez-Gonzalez et al., 1998). Furthermore, cattle diet may modify indigenous
microbial populations thereafter recovered in manure, like unicellular protozoa which are able
to feed on bacteria (Kuczynska and Shelton, 1999). However, some authors demonstrated that
E. coli O157:H7 is still able to survive for an extended period of time after being consumed
by protozoa (Barker et al., 1999).

These data suggest that STEC are able to survive for extended periods of time in cattle
effluents. Persistence of STEC in effluents seems to be enhanced by low temperatures (< 5°C)
and when effluents are originated from cattle fed with high-grain diets. These factors may
play a role in the seasonality of transmission and prevalence of this bacterium in cattle.
According to this persistence, good management practices of farm effluents should be

implemented during their storage and following their amendment to land.

3.2. Impact of cattle effluents treatments on the survival of STEC

As recently outline by Fenlon et al. (2000), several good management practices of farm
effluents could be proposed: (i) effluents should be stored on a cement floor for a sufficient
period ( > 3 months), which is also necessary to provide optimal fertilizing properties; (ii) all
liquids should be collected in a specific trap, in order to minimize run-off and leaching of
liquid manure into groundwater; (iii) a no-grazing or cutting period for grass following
effluent application should be respected; (iv) farm effluents should not be applied to fruit and

vegetable crops that will be eaten raw. In addition, practical and effective treatments must be
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applied in order to sanitize farm effluents. These include biological processes (aerobic and
anaerobic digestions), physical treatment such as heat drying, and chemical treatments by
addition of lime, urea or calcium cyanamid (Duffy, 2003). However, the last ones have not
been readily adopted due to environmental risks. More precisely, after land application of
treated farm effluents, chemical compounds may have harmful effects on the environment as
they could be easily leached into ground and surface water causing eutrophication,
accumulate into plants or evaporate into the atmosphere.

In most cases long-term storage cannot be expected to completely eliminate STEC cells
from slurry. Treatments particularly suited to slurries include anaerobic digestion typically at
30-35°C, with 20 days retention for cattle and poultry slurry, or 12 days for pig slurry. The
addition of lime (leading to a pH rise to 12 for at least 2 h) also results in significant pathogen
reduction (Bujoczek et al., 2001).

Feces composting, i.e. manure, is frequently included in farming practices to recycle
organic materials mainly because it allows the tranformation of organic compounds into
biologically stable humic substances which constitute excellent soil amendments. This
process also leads to the reduction of contamination by numerous pathogenic micro-
organisms. This clearance is readily explained by a thermal destruction. More precisely, the
composting process may be divided into three distinct phases: a mesophilic phase, a
thermophilic phase, for which common pathogens are killed, followed by a gradual decrease
of temperature, called the curing phase. The temperature increase is mainly due to the action
of indigenous aerobic flora (fungi, bacteria and protozoa) and is associated with an important
release of water, CO, and ammonia. Composting with some turning results in establishment of
aerobic conditions allowing the increase of the aerobic flora activity and then a more efficient
decomposition of the fecal material (Rynk, 1992). The manure should be stored under a large
heap form (> 2 ), allowing a temperature rise (> 60°C), and turned a minimum of 3 times to
sanitize the manure heap (Fremaux et al., 2007a). Thus, GFP-labelled STEC strains
inoculated into a large manure heap at a rate of 10’ CFU g were detected for only 42 days in
turned manure heaps (versus 90 days in unturned ones). These results confirm the importance
of the turning of manure heaps to decrease their bacterial load, and were similar to the earlier
findings of Kudva et al. (1998) who detected E. coli O157:H7 in turned cattle manure heaps
for 47 days. However, another study reported that E. coli O157:H7 could survive no more
than 8 days in unturned manure heaps and 4 days in turned manure heaps (Nicholson et al.,

2005). This short survival duration could be explained by the low inoculum size and the small
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manure heaps used in this study that strongly contrast with the composting processes usually
done on farms.

High temperature recorded in the main body of the manure heaps was strongly correlated
with an important decline of STEC cells (Jiang et al., 2003b; Nicholson et al., 2005; Fremaux
et al., 2007a). In a laboratory-scale bioreactor, E. coli O157:H7 was still detected after 36
days of composting at 21°C. When manure was heated to an external temperature of 50°C, E.
coli O157:H7 was not detected 14 days post-composting (Jiang et al., 2003a). Jiang et al.
(2003b) evaluated the thermal inactivation of E. coli O157:H7 in cow manure compost, and
showed that the pathogen concentration decreased by 4 log;o CFU g within 3 h at 55°C
versus within only 15 min at 60°C and 3 min at 65°C. In contrast, a weaker survival time was
observed for E. coli K12 (16.3 min versus 28.8 min for E. coli O157) in compost heated at
60°C (Gong et al., 2005). This result strongly suggests that the pathogen, unlike the non
pathogenic E. coli K12 strain, was able to express specific heat shock genes that enhance its
heat-resistance. Finally, anaerobic conditions seem to speed up the E. coli O157:H7 decline
during composting of cattle effluents. Thus, in a thermophilic anaerobic digester, the D-value
for E. coli O157:H7 in manure was in the order of only 10 min at 55°C and 1-3 h at 50°C
(Aitken et al., 2007).

Moreover, some chemical treatments could be used to sanitize manure waste. Some
studies indicated that accumulation of free ammonia in manure as well as drying of manure to
a moisture content of 10% resulted in a marked reduction of the pathogen (Himathongkham
and Riemann, 1999; Himathongkham et al., 2000). A reduction of E. coli O157:H7 in manure
can be achieved by a combination of high concentrations of carbonate and ammonia which
are pH-dependent parameters. In fact, control of COs* and NH; concentrations in cattle
manure by pH adjustment to 9.5 with sodium hydroxide killed more than 10° cells g in 7
days (Park and Diez-Gonzalez 2003). Furthermore, addition of sodium carbonate enhanced
the killing effect of NaOH by increasing the CO;% and NHj; concentrations. Addition of 100
mmol "' urea, produced high levels of CO5* and NH; and decreased the pathogen count by at
least 10° cells g after 7 days.

Currently, biological treatments (aerobic and anaerobic digestions) constitute the best
approach to sanitize farm effluents because (i) they constitute an ecological strategy to
significantly reduce the number of EHEC pathogens, (i1) they are not expensive, (iii) and they
are easily applicable on farms. As mentioned above, important management practices should

be rigorously followed during the sanitizing processes. In the case of aerobic digestion,
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aeration of effluents by turning them at least three times and their storage on an impermeable

area for a sufficient period (> 3 months) should be performed.

4. Survival of STEC in environment

The most obvious route by which STEC cells may enter the environment is in feces shed
directly onto pasture land by animals, particularly cattle and sheep. But domestic and wild
animals such as pigeons (Morabito et al., 2001), deer (Asakura et al., 1998), or rabbits (Scaife
et al., 2006) also constitute important reservoirs for these bacteria (Beutin, 2006). Moreover,
the long-term survival of STEC in cattle feces has important health implications since they
might be spread to crops during direct application of farm effluents to land (Fukushima et al.,
1999). Traditionally, land application is becoming a routine procedure for the disposal of
animal wastes of fecal origin, and the potential transfer of zoonotic agents to environment
through the application of animal excreta to agricultural land has often been addressed

(Cieslak et al., 1993; Pell, 1997).

4.1. Survival of STEC in soil

During the past ten years, the behavior of STEC in soil has been increasingly studied,
especially for STEC of serotype O157:H7. Many studies reported that it persists for extended
periods of time in manure-amended soil, but this persistence varied according to the
experimental conditions (e.g. environmental conditions or level of STEC inocula), ranging
from 25 to more than 231 days (Table 1). Concerning the other STEC serotypes, only one
study carried out in our laboratory showed that STEC O26:H11 could survive in vitro more
than 1 year in various manure-amended soils at both temperatures of 4°C and 20°C (Fremaux
et al., in press). These data correlate well with those obtained for commensal E. coli strains,
which are able to survive for a long-time in silty clay loam (SCL) and loamy sand (LS) soils
fertilized with manure. In these soils, exposed daily to 10 h at 22 °C and 14 h at 9°C, E. coli
decreased by only < 1 and about 2 log CFU g in SCL and LS, respectively, after 12 weeks of
experimentation (Lau and Ingham, 2001).

This persistence might be a significant factor in the initial contamination and
recontamination of cattle, as well as for human infection. Therefore, it is important to better
understand environmental factors controlling survival of STEC in soil. In fact, both abiotic
(pH, soil moisture or soil texture) and biotic soil parameters (predation, competition and

antagonism) can affect the survival of fecal bacteria entering into this ecosystem (Chandler
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and Craven, 1980; Recorbet et al., 1992; Kerry, 2000). In addition, fluctuating environmental
conditions encountered in a field situation such as rainfall events, solar radiation (UV) or
temperature variations (Yaun et al., 2003, 2004) may affect the STEC survival in soil.

Numerous researchers have described the positive effect of low temperatures on E. coli
O157:H7 survival, because (i) they are responsible of a slowdown of competitive and
antagonistic activities of indigenous bacteria (Ogden et al., 2001; Gagliardi and Karns, 2002;
Islam et al., 2004a), and (ii) they avoid major decrease of the moisture content of the soil.
However, a different result was obtained by Jiang et al. (2002) who reported that E. coli
O157:H7 strains inoculated in manure-amended soil were not detected after 77 days at 5°C
versus 231 days at 21°C. Similarly, Mukherjee et al. (2006) showed that the E. coli O157:H7
cells decline was faster at 4°C than in ambient conditions (92 vs 10 days). But it is possible
that additional factors, linked to the use of different experiment designs, could have
influenced soil survival of the EHEC pathogen.

Physicochemical properties of soil have also an important impact on the STEC persistence
in the soil ecosystem. The pH constitutes an important factor controlling the survival of
bacteria in soil, but its impact on STEC cells remained unambiguous. A study reported that
high soil pH values (around 8 pH units) favour the survival of E. coli O157:H7 (Jiang et al.,
2002). A similar result was obtained for a non pathogenic E. coli strain which is able to
survive longer at a neutral to alkaline pH than at an acidic pH in soils of similar texture and
organic matter content (Sjogren, 1994). However, it appears that the alkaline tolerance of
STEC cells is limited, especially when pH values were > 9. Indeed, a recent study revealed
that STEC O26:H11 cells were strongly inhibited in manure-amended soil with a pH of 9
units (Fremaux et al., in press). By comparison, Nauta and Dufrenne (1998) estimated that the
maximal pH value enabling the growth of 75 E. coli O157:H7 strains in broth medium was
around 9.4 units.

Moisture status was previously defined as a critical factor for the survival of enteric
bacteria, but it seems to poorly influence the persistence of STEC in soil. Indeed, E. coli
O157:H7 cell numbers remained unchanged until a moisture level of 0.25 g H,O g’ dry
feedlot surface material (FSM) (Berry and Miller, 2005). In addition, Jiang et al. (2002)
revealed that E. coli O157:H7 can survive for extended periods of time in manure-amended
soil even under very dry conditions, i.e. less than 1% moisture content. Similarly, STEC of
serotype 0O26:H11 could persist in soil even in presence of low moisture levels, i.e. less than
0.08 g H,O g dry soil (Fremaux et al., in press). Soil moisture content depends on its texture

(Jamieson et al., 2002). Soil organic matter and clay content influence the retention of
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nutrients and water in soils, thus affecting the survival of pathogens inside soil micro-
aggregates. Berry and Miller (2005) demonstrated that manure modulated the effect of water
availability on E. coli O157 growth. At a same water content of 0.43 g H20 g dry FSM,
increasing the amount of manure added to soil (from 25% manure to 75%) was not associated
with an increase of E. coli O157:H7 population level, because the level of free water available
to sustain microbial growth decreases. Other experiments reported that addition of manure
will not systematically enhance survival of enteric bacteria, especially in the case of a soil rich
in nutrients. A study showed that addition of manure to fallow soil did not enhance the
persistence of E. coli O157:H7 in any of the three soils tested, mainly due to the high nutrients
content of these soils (Gagliardi and Karns, 2002). Moreover, intensive application of manure
to soil (e.g., 1 part manure to 10 parts soil versus 1:25, 1:50 or 1:100) generally resulted in a
greater inactivation of E. coli O157:H7 due to the increase of competitive flora level (Jiang et
al., 2002). On the other hand, soil organic matter and other binding agents stabilize the
arrangement of pore spaces and of sand, silt, and clay particles. High-quality soil structure
allows air, water, and nutrients to move through the spaces within and between aggregates
(Acton and Gregorich, 1995), and the establishment of bacterial populations within soil
porosity. In contrast, sandy soil is composed by non-cohesive particles and poorly retains
organic matter, resulting in the decline of E. coli O157:H7 cells (Fenlon et al., 2000;
Nicholson et al., 2005). Indeed, E. coli O157:H7 inoculated in clay, loam and sandy soils
exposed to external ambient temperatures, survived for up to 4 months in the clay and loam
soils versus 8 weeks in the sandy soil (Fenlon et al., 2000).

Survival of STEC in the field is also controlled to a certain extent by complex interactions
1.e. competitive and antagonistic, with indigenous soilborne bacteria. Competition may be the
result of consumption by telluric bacteria of carbon and nitrogen resources, also used by
STEC. Jiang et al. (2002) showed that the decline of E. coli O157:H7 was slower when
manure-amended soil was autoclaved, pointing to the importance of biotic interactions with
indigenous soil microorganisms. Similarly, cell numbers of E. coli O157:H7 inoculated on
roots of aseptically-grown Arabidopsis plants were lower in presence of a bacterial
competitor, Enterobacter asburiae (Cooley et al., 2003). However, they were insufficient to
alter the persistence of the pathogen in soil, which is able to compete with other
microorganisms. In fact, even under rhizosphere soil, the survival of E. coli O157:H7 was
poorly affected. A recent study revealed that E. coli O157:H7 counts were similar in
unplanted soil cores and in cores planted with maize seedlings, demonstrating that, the

presence of a plant rhizosphere did not significantly influence the pathogen survival
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(Williams et al., 2007b). Nevertheless, rhizosphere soil differs substantially from bulk soil
because roots modify their immediate soil environment through the processes of nutrient
uptake, root sloughing and the release of carbon-rich exudates, which support the growth of
the soil microflora. Microflora and exudates present in rhizosphere vary according to the type
of plant, and influence the persistence of exogenous bacteria. Indeed, a study performed on
onions and carrots illustrated that E. coli O157:H7 cell numbers increased within 64 days by 3
log CFU g in soil in which green onions were grown and only by 2.3 log CFU g within 84
days in soil beneath carrot roots (Islam et al., 2004b). The same authors demonstrated that E.
coli O157:H7 persisted longer (by >60 days) in soil covered with parsley plants rather than
lettuce (Islam et al., 2004a).

Finally, survival data obtained for E. coli O157:H7 in soil experiments were often under-
estimated because protozoan feeding processes were not actually taken into account. In fact,
E. coli O157:H7 has been shown to survive and replicate in various parasites such as a
common environmental protozoan, Acanthamoeba polyphaga (Barker et al., 1999) or a free-
living soil nematode, Caenorhabditis elegans (Kenney et al., 2005; Anderson et al., 2006).
According to their wide distribution in soil, they constitute an important environmental
reservoir for transmission of the pathogen.

In conclusion, many factors may influence the survival of STEC in soil, but these
foodborne bacteria may be able to persist durably in this type of ecosystem. It seems that low
temperatures (< 5°C) and a high-quality soil structure enhancing the air, water and nutrient
circulation through soil spaces may favour the survival of STEC in soils. The effect of pH on
the STEC survival in soil remains not clear, and supplementary studies are necessary to really
draw conclusions on this point. Finally, the presence of competitive flora in soil poorly affects
the persistence of this zoonotic agent, which is able to compete with other microorganisms.

During rainfall events, numerous STEC cells present in soil and/or in fecal material can be
disseminated in ground-water and surface-water. Whether STEC can survive in water is

discussed below.

4.2. Survival of STEC in water

Survival data showed that E. coli O157:H7 could survive for extended periods of time in
water, depending on the experimental conditions and the type of water tested. In farm water
stored outdoors in a field, E. coli O157:H7 survived for 14 days at temperatures < 15°C

(McGee et al., 2002). It appears that the pathogen survival in cattle drinking water may be
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enhanced by its passage through the gastrointestinal tract, with survival time up to 109 days
(Scott et al., 2006).

Surprisingly, E. coli O157:H7 was able to persist for 15 days in marine water and could
multiply in a medium containing 5% NaCl (higher than marine water) and in sterilized marine
water (Miyagi et al., 2001). Nevertheless, the pathogen activity declined with increasing
seawater concentration (Williams et al., 2007a). Furthermore, in these conditions STEC cells
can enter into a probable viable but non culturable (VBNC) state, as previously reported by
Kogure and Ikemoto (1997) and Wang and Doyle (1998).

Several studies have reported a long-term survival of E. coli O157:H7 in cold water (Rice
et al., 1992; Wang and Doyle, 1998; Maule, 1999). For example, Rice et al. (1992) showed
that the pathogen could survive in water for only 40 days at 21°C and for more than 70 days
at 5°C. Similarly, Wang et Doyle (1998) monitored the survival characteristics of a mixture of
five E. coli O157:H7 strains in filtered and autoclaved municipal water, in reservoir water,
and in water from two recreational lakes for a period of 91 days at 8 and 25°C. Greater
survival was observed in filtered autoclaved municipal water compared with lake water,
especially when water is held at cold temperatures. E. coli O157:H7 populations decreased by
1 to 2 log within 91 days at 8°C, whereas the pathogen was not detectable (> 3 log decrease)
within 49 to 84 days at 25°C in most of the water sources tested. The fact that E. coli
O157:H7 persist longer in filtered autoclaved municipal water highlights the inhibitory effect
of indigenous microflora on the pathogen survival in water. The lack of nutrients mainly
explains that competition is one of the most important factors controlling microbial
population sizes in this ecosystem. Moreover, Rebekka and Artzaa (2002) highlighted
significant protozoan predation effects on the survival of E. coli O157:H7 in drinking water
wells.

Finally, E. coli O157 has been shown to persist in commercial bottled water (previously
inoculated at a rate of 10°-10° CFU ml™) in which it was still detectable after 300 days of
storage at 22°C (Warburton et al., 1998). It was suspected that survival of this pathogen in
these very low nutrient systems was permitted by the ability of this organism to form biofilms
at the surface of bottles, where bacteria can benefit from nutrients released during cell lysis of
other members of this complex consortium (Maule, 2000).

On the other hand, due to the difficulties in working with pathogenic bacteria and the risk
of environmental contamination, no data is available concerning the fate of STEC in streams
and lakes. However, recent studies have attempted to describe and simulate the behavior of

fecal bacteria into flowing water. So once suspended in water, fecal bacteria can travel as free
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cells or be attached to suspended manure or soil particles. Sediments in streams may also
present a favourable environment for bacterial survival (Pachepsky et al., 2006). In both
conditions (in water and in sediments), STEC may be inactivated by high temperature,
pressure, solar radiation or predation. A recent study demonstrated that fecal bacteria can
survive much longer, with cells content 10-10,000 times higher, in stream sediments than in
the water column in both fresh water and marine environments (Bai and Lung, 2005). Another
study, conducted in Swan Creek (Grand River watershed of Ontario), showed that E. coli can
survive in stream bed sediments for up to 6 weeks and that sediment-associated bacteria are
available for resuspension during individual storm events (Jamieson et al., 2005).

The high persistence of STEC cells in soils and water appears as an important risk factor
for contamination of crops, and the ability of STEC cells to survive on the surface of, and
within plants has been increasingly reported during the last 5 years. A survey of the recent

literature is provided below.

4.3. Behavior of STEC on plants

A high survival of E. coli O157:H7 was described on a great variety of fruits and
vegetables (Islam et al., 2004b; Jablasone et al., 2005; Stine et al., 2005), but also on various
fresh culinary herbs (Hsu et al., 2006). On onions and carrots, E. coli O157:H7 cell numbers
decreased within 64 days by more than 2 log CFU g and within 84 days by 1.7 log CFU g™,
respectively (Islam et al., 2004b). Jablasone et al. (2005) inoculated E. coli O157:H7 on the
seed of various ready-to-eat products (carrots, cress, lettuce, radish, spinach and tomato) at a
rate of 3.3-4.7 log CFU g, and placed them in glass tubes containing solidified hydroponic
nutrient solution. The pathogen became rapidly established shortly after germination,
attaining cell densities of 5.5-6.5 log CFU g'. Regardless of the seed type, it was able to
persist at more than 6 log CFU g on the surface of plants, but was not detected in internal
locations, 49 days post-germination. In this work, they isolated one Enterobacter cloacae
strain from lettuce rhizosphere, which reduced E. coli O157:H7 level by 1 log CFU g on
lettuce, during co-inoculation experiments. Another study revealed that Enterobacter asburiae
decreased E. coli O157:H7 survival 20- to 30-fold on lettuce foliage grown from coinoculated
lettuce seed (Cooley et al., 2006). Moreover, critical factors such as humidity and temperature
were investigated by some researchers. The survival of E. coli O157:H7 on the surface of
cantaloupe, lettuce, and bell peppers was not uniformly affected by low (45.1 to 48.4 %) or
high (85.7 to 90.3 %) relative humidity (Stine et al., 2005). Moreover, two studies revealed
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that the E. coli O157:H7 decline in lettuces and oranges was faster at cold temperature than in
ambient conditions (Abdul-Raouf et al., 1993; Eblen et al., 2004).

Many works reported the ability of E. coli O157:H7 to attach to vegetable and fruit
surfaces. It would seem that curli were not necessary for the binding of pathogenic strains to
plant surfaces and that these bacteria may harbor different types of appendages to attach to
plant surfaces (Jeter and Matthysse, 2005). Brandl (2006) reported that long aggregative
fimbriae that mediate binding to, and invasion of, epithelial cells in E. coli O157:H7, are also
implicated in the attachment of these pathogens to alfalfa sprouts. Some factors were reported
as enhancing the attachment of E. coli O157:H7 cells, especially to damaged lettuce tissues
such as high oxygen content (21% versus 2.7%) or ambient conditions (22°C versus 10°C and
37°C) (Takeuchi et al., 2001). Furthermore, it appears that E. coli O157:H7 and plant-
associated bacteria adhered 10 to 1,000 fold less than S. enterica Newport (Barak et al., 2002).
In fact, most of the E. coli O157:H7 cells were removed from alfalfa sprouts with 3 repeated
washing steps, while 1 to 2 log CFU of S. enterica remained attached per sprout. Although
these results showed that E. coli O157:H7 could be easily rinsed from alfalfa sprouts, they did
not suggest a diminished risk for human infection by E. coli O157:H7 in association with
alfalfa sprouts. Earlier work clearly showed that small populations of E. coli O157:H7 (i.e.,
10° to 10" CFU) could grow on vegetables to high populations over several days, depending
on environmental conditions and this might occur between production and consumption of
fruit and vegetable (Charkowski et al., 2002).

E. coli O157:H7 was able to colonize various plant surfaces. Janes et al. (2005) showed
that E. coli O157:H7 formed bacterial aggregates on apple tissues and can grow by causing
degradation of the apple cellular components. On lettuce, E. coli O157 was found attached to
the surface, especially in trichomes, stomata, and cut edges whereas in carrots, it was found
mainly at cell junctions and in intracellular spaces up to 50 um deep by confocal scanning
laser microscopy (Seo and Frank, 1999; Auty et al., 2005). Furthermore, some studies
revealed that the pathogen can be internalized in the inner tissues (at depths of up to 45um) of
various plants, including radish (Itoh et al., 1998) or lettuces (Solomon et al., 2002a). As
consequence of their subsurface location, many E. coli O157:H7 cells were inaccessible to
antagonistic or competitive bacteria and were protected to the antimicrobial effects of surface
chemical treatments (with chlorine solutions), enhancing the survival of the pathogen inside
plants. Various routes of entry exist, including areas of root damage, areas of emergence of
lateral roots, stomata or vasculature (Quadt-Hallman et al., 1997). It appears that bacteria may

not require any specific structures or gene products for entry into plants. In fact, after
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irrigation of lettuce plants with water containing either E. coli O157:H7 or FluoSpheres
(particles devoid of bacterial surface moieties, appendages and adptative responses), Solomon
and Matthews (2005) showed that their numbers in plant tissue were similar. Consequently,
they suggested that the entry of the pathogen into lettuce plants may be a passive event not
mediated by specific bacterial factors but rather governed by the plant.

This brief survey of the recent literature highlights the ability of E. coli O157:H7 to persit
on the surface and within vegetables. In the case of plants that have been shown to internalize
EHEC, washing might not be a sufficient process to guarantee their safety, especially when
they are eating raw. lonizing radiations are known to penetrate foods, and could be an
alternative strategy to inhibit internalized bacteria. A recent study showed that, unlike
chemical sanitizers, ionizing radiations eliminated efficiently internalized E. coli O157:H7
cells from leafy green vegetables. In this study, the bacteria was pushed inside the leave with
a vacuum perfusion process. Therefore, the leaves were treated with a 3 minute chemical
(sodium hypochlorite solution) or a physical antimicrobial treatment. Results showed that a
ionizing radiation of 1.5 KGy reduced E. coli O157:H7 cell numbers by 99.99% on romaine
lettuce and 99.9% on spinach, whereas the chemical treatment gave less than 90% reduction
(Niemira, 2007). Nevertheless, these encouraging results should be confirmed by
supplementary assays, and the organoleptic quality as well as the innocuousness of the
irradiated products should be checked.

The long-term survival of STEC in environment challenges the notion that enteric
pathogens are defined mostly by their ability to colonize the intestinal habitat. Environment
might constitute an important reservoir of these bacteria, and their persistence might be a
significant factor for their transfer between the different environmental compartments.
Numerous pathways by which STEC can be disseminated in the environment are described in

the next part of this review.

5. Dissemination of STEC in the environment

5.1. Transfer in soil and water

After shedding in cattle feces or application of STEC-contaminated animal waste as soil
fertilizers in agriculture, the fecal bacteria dynamics in soil is the result of a balance between
inputs from leaching and biological activities (insects or coprophages), outputs linked to water
percolation, the retention properties on the soil layer and to a lesser extent the phenomena of

mortality (Trevisan et al., 2002). Environmental conditions have thus an important impact on
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the STEC transfer through soil, which is closely dependent of rainfall events. Crane et al.
(1983) demonstrated that a small proportion of bacterial populations carried by fecal matter,
are likely to move with vertical water runoff. The transport of E. coli O157:H7 cells in intact
soil cores could be enhanced by the presence of manure (Gagliardi and Karns, 2000). In fact,
bacteria could be attached to a mixture of fecal and soil particles which could serve as carriers
for microbes through the water flow and might contribute to their dissemination towards deep
layers soil after heavy precipitations. Furthermore, their results showed that for most of the
soil cores, the total amount of the pathogen in leachate samples (calculated by adding the
amounts obtained after eight 25.4 mm rainfall events) ranged from 10° to 10° CFU on the day
of inoculation and from 10 to 10° CFU after 18 days, except in the intact clay loam soil cores
in which leaching ceased after 3 days due to clogging. By comparison, Williams et al. (2007a)
obtained a dissipation of E. coli O157:H7 within sand and seawater, after 5 days of repeated
tidal simulation with seawater due to the soil texture (sand) and the low amount of organic
matter. In fact, retention and leaching largely depend of the structural and textural soil
characteristics. Compaction and the occurrence of pores providing preferential water flows
are prime determinants in the degree of leaching of E. coli O157:H7 through soil (Artz et al.,
2005). Moreover, leaching rates of E. coli O157:H7 significantly decreased in in vitro
conditions with increasing of dry bulk density, and increased by the presence of earthworms
(Lumbricus terrestris) (Artz et al., 2005). Similarly, Williams et al. (2006) highlighted the fact
that anecic earthworms might significantly aid vertical movement of E. coli O157:H7 in soil.

On the other hand, the vegetated buffer strips between fields or pastures and streams,
could prevent STEC from entering the streams, by acting as an efficient filter which let few
pass and go out of exogenous bacteria (Pachepsky et al., 2006). However, some ones were
able to transfer through surface and/or subsurface water flow, which move through a network
of drainage pathways to converge into streams, rivers or other water reservoirs, where
microorganisms can be trapped in sediments or remained as free cells (Pachepsky et al, 2006).
After rainfall events which produce runoff from livestock manure-applied to agricultural
fields but also resuspension of bacteria from sediments, large microbial loads are released and
could have a significant impact on water bodies (Meyer et al., 2005; Thurston-Enriquez et al.,
2005).

5.2. Environmental transfer to vegetables and fruits

The persistence of STEC in feces and in the environment may play a significant part in the
contamination and recontamination of vegetables and fruits. Common vehicles by which

STEC may be introduced into crops are (i) STEC-contaminated irrigation water, which is of
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particular concern for production of fruits and vegetables in areas where the supply of fresh
water is scarce, and where water reclaimed from effluents serves for agricultural purposes; (i)
STEC-contaminated soil treated with improperly composted manure or other farm effluents;
(ii1) biological activities of insects.

Irrigation water was relatively well described as transmission route to ready-to-eat

produce. The spatial distribution of GFP-labelled E. coli O157:H7 has been determined
through lettuce seedlings planted in soil treated with contaminated irrigation water (Ibekwe et
al., 2004). These authors observed that E. coli O157:H7 concentrations were higher in the
rhizosphere than in the non-rhizosphere soil and in the phyllosphere, but it can persist for over
45 days in all of these compartments. Similarly, Wachtel and Charkowski (2002)
demonstrated the cross-contamination of lettuce by the way of irrigation water in in vitro
conditions. Thus, soil-grown seedlings were inoculated via irrigation water contaminated with
various E. coli O157:H7 levels i.e. 108, 10°, 10* and 10° CFU ml". Results showed that the
highest inoculation doses resulted in the greatest association levels, especially on the roots, 10
days post-inoculation. In addition to irrigation water, the transmission of E. coli O157:H7 also
occurred from contaminated manure to plants. The pathogen was transmitted to lettuce and
parsley previously planted in a manure amended-soil contaminated at a rate of 10’ CFU g’
and persist for 77 and 177 days on lettuce and parsley, respectively, after seedlings were
planted (Islam et al., 2004a). However, the levels of E. coli O157:H7 used in these studies are
far greater than what may be found on an agricultural field.
Under field conditions, lettuce seeds were planted in soil fertilized with naturally E. coli
O157:H7 contaminated manure (Johannessen et al., 2004). In contrast to in vitro studies, no E.
coli O157:H7 was recovered from the lettuce plants at harvest, although it was isolated from
manure and manure amended-soil 8 and 7 weeks before harvesting, respectively. A further
work performed by these authors concurs with this result. More precisely, lettuce seedlings
were transplanted into soil fertilized with bovine manure which had been inoculated with
approximately 10 CFU g™ of E. coli O157:H7. After 50 days of growth in climate-controlled
room, the bacterium was not detected on leaves or lettuce roots.

Finally, the ubiquitous presence of insects in effluents and soil warrants examination of
this type of transmission as a factor in the preharvest contamination of produce (Brandl,
2006). Evidence was found for the transmission of pathogenic E. coli via insect vectors such
as the fruit fly (Ceratidis capitala) to apples and for its excretion from inoculated house-flies
(Brandl, 2006). Recently, Gibbs et al. (2005) showed that a free-living soil bacterial-feeding

nematode (Diploscapter) commonly found in compost and soil in the US has the potential to
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serve as a vector of E. coli O157:H7 in soil, leading to the contamination of the surface of

preharvest fruits and vegetables in contact with soil.

6. Conclusion

This review emphasized the survival of STEC for an extended period of time in cattle
effluents and following their shedding in soil, water and plants, which might constitute
important reservoirs of these bacteria. Because of the difficulties to control this zoonotic agent
once deposited into the environment, effective strategies to limit their dissemination including
control of the bovine reservoir and appropriate management practices for farm effluents
should be followed. Nevertheless, further research aimed at determining the efficient adaptive
mechanisms that contributed to their great resistance in new environmental and biological
circumstances should be performed. A better understanding of the factors contributing to their
environmental long-term survival is an important issue to be addressed in order to inhibit

STEC cells once present in these ecosystems.
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Table 1: Survival of E. coli O157:H7 in un-planted and planted soils.

Soil type Inoculum  Addition of Survival References
(CFU g'l) cattle effluents time
(days)
Cla Fenlon et al.,
Y 10° - 175 (
2000)
s (Fenlon et al.,
Loam 10 - 175
2000)
- (Nicholson et al.,
Clay/loam 10°-10 + 31
2005)
5 (Ogden et al.,
Loam/sandy <10 + 105
2002)
. (Islam et al.,
Sandy/loam 10 + >213
2004b)
Sand Fenlon et al.,
Y 10° - 56 (
2000)
- (Nicholson et al.,
Sandy 10°-10 + 31
2005)
Soil (texture not defined) 108 - > 130 (Maule 2000)
Fallow soils (loam, cla Gagliardi et Karns
( g 10° - 25a41 (Gog
or sandy soils) 2002)
Cultivated soil (loam, . (Gagliardi et Karns
) 10 - 92496
clay or sandy soils) 2002)
Garden soil (texture not - (Mukherjee et al.,
10°-10 + 69
defined) 2006)
Grassland soil (texture (Bolton et al.,
10° + >99
not defined) 1999)
Grassland soil (texture ;
10 + 231 (Jiang et al., 2002)

not defined)
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ANNEXE 2 : COMMUNICATIONS N°1 ET 2

Poster présenté aux congres :

v" 3rd Congress of the European Society for Emerging
Infections, Octobre 2004, Paris (France)

v VTEC 2006, Octobre 2006, Melbourne (Australie)

Dissemination and persistence of Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) strains

on French dairy farms

Some Shiga Toxin-producing Escherichia coli strains (STEC), and in particular E. coli
O157:H7, are known to cause severe illness in humans. STEC have been responsible for large
foodborne outbreaks and some of these have been linked to dairy products. The aim of the
present study was to determine the dissemination and persistence of STEC on 13 dairy farms
in France, which were selected out of 151 randomized dairy farms. A total of 1,309 samples
were collected, including 415 faecal samples from cattle and 894 samples from the farm
environment. Bacteria from samples were cultured and screened for Shiga toxin (Stx) genes by
polymerase chain reaction (PCR). STEC isolates were recovered from Stx-positive samples
after colony blotting, and characterized for their virulence genes, serotypes and Xbal digestion
patterns of total DNA separated by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE). Stx genes were
detected in 145 faecal samples (35%) and 179 (20%) environmental samples, and a total of
118 STEC isolates were recovered. Forty-six percent of the STEC isolates were positive for
stx1, 86% for stx2, 29% for intimin (eae-gene) and 92% for enterohemolysin (ehx), of which
16% of the STEC strains carried these four virulence factors in combination. Furthermore, we
found that some faecal STEC strains belonged to serotypes involved in human disease
(026:H11 and O157:H7). PFGE profils indicated genetic diversity of the STEC strains and
some of these persisted in the farm environment for up to 12 months. A large range of
contaminated samples were collected, in particular from udders and teats. These organs are
potential sources for contamination and re-contamination of dairy cattle and constitute an

important risk for milk contamination.
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Some shiga toxin-producing Escherichia colf strains (STEC), and in particular £ colf O157:H7, are known to cause severe illness in humans. STEC have been responsible for large foodborne
outbreaks and some of these have been linked to dairy products. Two outbreaks linked to raw milk cheeses contaminated by enterohemorragic £. coli (EHEC) were recently reported in France. The
bovine intestinal tract is the principal reservoir of STEC strains. Through faecal contamination from ruminants, STEC can be found in some environmental reservoirs, e.g. drinking troughs, collective
feeders or soil pens.

S

e Obiecﬁve: the aims of this present work were to determine the prevalence, the dissemination and the
¥ persistence of STEC strains on French dairy farms.

W S AMPLING DESTGN % TsoLatron anp pETECTION OF STEC

Sample + enrichment broth : Buffered Peptone

13 farms were selected out of 151 randomized dairy farms by means of two Water

criteria : Incubation : 37°C, 18-24 hours
- (1) presence of stx genes in samples from bulk tank milk or faecal samples,

- (2) presence of serogroups 0157, 026, O111 and the like. ﬂ

DNA extraction and purification (1ml of
enrichment broth) and PCR stx

ﬂ Pasitive result

PCR (uidA) |

Posit ive \‘qu'

H_/

1309 samples: 415 faecal samples from cattle and 894 samples from the farm |
C

environment were collected and analysed for STEC.
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N ! Immuno -conce ntration Colony hybridation with stx
selected for this study (VIDAS ICE) bioMérieux probe
500pl of the enriched broth
Criteria Total of farms selected il il
Presence of drop calf 6
) 3 Spread of the released Subculture and PCR stx on
Surface waters in cowshed and field, and presence of 10 suspension onto 0157:H7 ID spotted colonies onto Sorbitol
(bioMérieux) Mac Conkey (SMAC)
sheeps'gogat Incubation: 37°C, 24 hours
Surface waters in cowshed and field 24
Surface waters in cowshed or field 53 ﬂ ﬂ
Absenc it 52
ot sfociters Biochemical identification API 20E (bioMérieux)
Farms tests not randomized 6 Serotyping : serogroups 026, 055, 0111 and 0157
Genetic characterization : detection of stx1, stx2, eae and ehx genes
6rand Total 151 PFGE (Pulse Field Gel Electrophoresis) analysis

W Positive pcr-stx samples : ﬁ Pece oF stec 1soLates From ONE FRENCH DATRY FaRM

Number of samples

Number of PCR

Samples tested positive-stx sample 15t visit ng visit gt};‘nsn
Faeces 415 145 (35%) (February une  February
2003y 2003) 2004)
Environmental samples 894 179 (20%)
Bulk tank milk 64 10 (16%) 12345676 9101112131415
"W Highest rate:of contamination by STEC cbtained for samples collected from
~ farm environment
800—
No of samples No and percentage
_Sample analysed of samples stx Confidence interval 00—
Swab udder 175 54 (31%) [24.11%-38.27%] 400—
Swab teat 161 49 (30%) [23.44%-38.17%]
200—
Water trough 81 16 (20%) [11.73%-30.09%]
Pen wall w4 7 (16%) [6.64%-30.07%]
Cow trap 114 15 (13%) [7.56%-20.77%]
¥ 50 —

H 1 18 isolates were recovered (77 isolates from environmental samples, 3 from
" bulk tank milk and 38 isolates from cattle faeces) : 46% stxl (+), 86% stx2 (+),
29% eae (+), 92% ehx (+)

A important diversity of STEC strains and a persistence of some of them, in the farm's
environment, during 12 months were demonstrated by PFGE ( ==). A large range of
contaminated samples were recovered, in particular the udders (n°8-9) and the drinking
troughs (n°12), and the circulation of STEC was demonstrated between them ( ==).

16% of the isolates were stxl (+), stx2 (+), eae (+) and ehx (+)
"ﬁ 6 isolates, all from faeces, belong to serogroups implicated in human diseases :
" 2[026], 1 [055], 3 [0157:H7].

Udders and drinking troughs are potential sources for contamination of milk and dairy products by STEC in farms. However no serotype implicated in human diseases was recovered from milk.

The low rate of STEC strains isolated in milk, suggests that STEC were present in small quantity in bulk fanks. Consequently classical hygiene's rules and adapted farm's handling applicated for
all faecal pathogens, would be able to prevent milk contamination.

This study was carried out within the framework of the Aliment Qualité Sécurité 2002 program and was support ed by funds from ARILATT RECHERCHES and French Research Ministry. We are especially greatful to Mr. Vincent Heuchel for his significant contributions to this work. We
also thank the dairy companies, Groupements de Déf ense Sanitaire (6DS) from the Calvados, Eureand Orne regions, the Syndicat Interprofessionnel duReblochon, INRA from Tours and the stockbreeders who participed in this study.
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v 8" Symposium on Bacterial Genetics and Ecology,
BAGECO, Juin 2005, Lyon (France)
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Survival of Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) strains in cow manure

The main objective of this study was to evaluate the behaviour of non O157:H7 STEC
strains in cow manure. In this attempt, a mixture of 8 green fluorescent protein labelled STEC
strains were inoculated around 10°-10" CFU g into four manure heaps. Two heaps were
regularly turned and the two others remained unturned. STEC counts and physical parameters
(temperature, pH, moisture content and Oxido-Reduction Potential) were monitored for one
thousand manure samples. The highest mean pH values were obtained near the surface at the
base of all manure heaps. At the surface, the moisture content decreased from 76.5% to 42%
in turned heaps. Temperatures reached 65°C near the main body of all manure heaps, and
only 35°C near the superficial parts located at the base of them. These two sites (the center
and the base) were associated with D-values for the STEC counts of 0.48 and 2.39 days,
respectively. We were able to detect STEC strains during 42 days in turned manure heaps and
during at least 90 days in unturned ones. According to the long-term survival of non O157:H7
STEC in cow manure good management practices (e.g. turning) should be respected in order

to minimize the risk of environmental contamination by STEC.
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SURVIVAL OF SHIGATOXINS-PRODUCING ESCHERICHIA COLI STRAINS (STEC) IN COW MANURE (4

B. Fremaux **, M.L Delignette-Muller * . C. Prigent Combaret 2 A. Gleizal *, C. Vernozy Rozand !

ke Nascle
Vo i (1) Unité de i — Ecole Nationale Vétéiinaire de Lyon 69280 Marcy I'étoile a?ssa
(2) UMR CNRS 5557 Microbial Euology Université Claude-Bemard-F-69622 Villeurbanne

* Presenting author

INTRODUCTION

The Shigatoxin-producing Escherichia coli (STEC) strains are associated with sporadic and epidemic bloody diarrhea, haemorrhagic colitis, and potentially life-threatening haemolytic-uraemic syndrome, especially
among children and elderly persons. The bovine's intestinal fract is the principal reservoir of STEC strains. Ten to 25% of cattle are healthy carriers and this rate can reach 70% in France. A composting process of
animal excrements is frequently included in farming practices fo convertagricultural effluents into organic fertilizers and to reduce the pathogen levels. It can be divided in 3 phases : a mesophilic phase, a
thermophilic phase (temperature increase is linked fo aerobic flora activity) and a curing phase

> The aim of this present work was to evaluate the survival and growth o f
OBJECTIVE STEC strains isolated from feces of dairy cattle in cow manure

MATERIAL AND METHODS |

Eight STEC strains isolated from feces of a same dairy

cattle were electroporatedwitha plasmid carrying the

Green fluorescent protein open reading frame and the
Resistance Ampicilline gene (pGFPuv)

U

Amix of the 8 electroporated
STEC strains grew in BHI +
Ampicilline (150 4g ml)

iy

Manure piles were inoculated with the 8
electroporated STEC strains. Two piles were
furned (three times at interval of 7 days
between each turning) and two others remained
unturned

ll

Sampling was performed at
regular fime intervals as shown in
Fig. 1

Width: 120

Fig.1. Cross section of a manure pile and localisation of the different samplingsites : noted A to Fand Aato Fa
for unturned and turned manure piles, respectively (< measures were expressed in meters)

Parameters measured for each site in all manure piles
»_STEC counts by direct plating (under UV light)

25 g of manure were added to 225 ml of Buffered Peptone Water : dilutions series
were spread onto selective BHI agar plates containing Ampicillin (150 pg ml™*)

»_Physical and chemical parameters

- The pH and Oxydo Reduction Potential
- The moisture content
- The temperature (it was measured using a specific probe)

| RESULTS AND DISCUSSION |

Untumed manure piles Tumed manure piles

Temperatures in the
manure piles

STEC counts for the
two manure piles (o

T s ands)

Fig. 2. Boxplots of REDOX values obtained Fig. 3. Boxplots of PH values obtained for each Regression model fitted to

for sites indeepers layers and in mainbody inall  sites inall manure piles STEC survival data
S c —L

)
No significant difference was The pH was sigri ficantly
noted betweenall the sites superior near the bottom of all
manure heaps

Fig. 5. Evaluation of the S TEC counts and temperature profiles of

c each site inturned and unt urned manure piles

STEC count's decrease was observed at the beginning of the study. STEC
populations survived for 42 days in turned manure piles and for 90 days in
unturned ones, at the surface of the piles. This result permits to confirm
the benefit of the turning effect associated with the increase of aerobic
flora activity

r——

H
M

5
&

A : l i

Fig. 4. Mean values of MOISTURE CONTENT profiles during

the course of the study for each sites in turned and unturned manure piles

Fig. 6. Specific inactivation rate in cow manure with 95% confidence inferval estimated for each site

in unt urned manure piles
A drying was observed at the surface of the manure piles. The c . .
other sites remained fairly steady > The site E showed a temperature > 65°C leading fo a best clearance of
STEC cells

>The other sites (A, B, C, D and F) showed rather similar inactivation rates.
But the temperature was not a crucial factor. Indeed, different factors
suchas high pH, antagonist flora or low moisture content could be the main
causes of the STEC clearance.

CONCLUSIONS

> Our study demonstrated a long-term survival of non O157:H7 STEC strains in cow manure (90 days in unturned piles). In order to minimize the risk of environmental confamination by STEC, during the
storage and following the amendment of manure to land, good managements practices should be followed. The manure should be stored on a cement floor for a sufficient period and turned to saniti ze the
manure heap and all liquid manure should be collected. These farming practices minimiz run-off and leaching of liquid manure into groundwater. A no-grazing or cutting period for grass following manure
application was also recommended. Finally, farm manures should not be applied to fruit or vegetable crops which will be eaten raw

* This work was support ed by funds from the French Food Saf ety Agency (AFSSA)
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Croissance et survie des Escherichia coli producteurs de shigatoxines de sérotype non O157:H7

dans du fumier d’origine bovine

Growth and survival of non O157:H7 Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) in cow

manure

B. FREMAUX (1), M.L. DELIGNETTE-MULLER (1), C. PRIGENT-COMBARET (2), A. GLEIZAL (1), AND C. VERNOZY-

ROZAND (1)

(1) Unité de Microbiologie Alimentaire et Prévisionnelle — Ecole Nationale Vétérinaire de Lyon 69280, Marcy I’étoile,

France.

(2) UMR CNRS 5557 Ecologie Microbienne, Université Claude Bernard (Lyon1), 69622 Villeurbanne, France.

INTRODUCTION

Les Escherichia coli producteurs de Shigatoxines (STEC)
sont des pathogénes émergents, associés a des diarrhées
sanglantes et au syndrome hémolytique et urémique,
touchant particuliérement les enfants en bas dge et les
personnes agées (O’Brien and Kaper, 1998). Le tube
digestif des bovins est le principal réservoir des STEC. Dix
a 25% des troupeaux sont porteurs sains, ce taux pouvant
atteindre 70% en France (Pradel et al., 2001). Le
compostage des excréments d’origine animale est
fréquemment utilisé afin de convertir les effluents
d’élevage en engrais organiques. Ce procédé peut étre
divisé en 3 phases : une phase dite mésophile, une phase
thermophile ou une élévation conséquente de la température
est observée, suivie d’une phase de maturation. Le but de
cette étude était d'évaluer la survie de souches STEC dans
du fumier.

1. MATERIEL ET METHODES

Huit souches STEC toutes isolées de féces provenant de
cheptels bovins laitiers ont été marquées par électroporation
avec un plasmide portant deux génes codant respectivement
pour une protéine de fluorescence et une protéine de
résistance a ’ampicilline (pGFPuv). Quatre tas de fumier
d’environ 2 m’ ont été inoculés avec un mélange des 8
souches transformées a un taux de 10°10” CFU g'. Deux
piles ont été retournées (trois fois a 7 jours d’intervalle) et
deux autres n’ont subi aucun retournement. Le taux de
STEC ainsi que plusieurs paramétres physico-chimiques
tels que le pH, la température et le taux d’humidité ont été
mesurés en différents points du tas (Figure 1).

Hieight - |

Figure 1. Coupe d’un tas de fumier présentant les différents sites
de prélévements

2. RESULTATS ET DISCUSSION

Les STEC inoculés ont été détectés a la surface des tas
pendant 42 jours dans les tas de fumier retournés et 90 jours
dans ceux non retournés (Tableau 1). Ce résultat confirme
le bénéfice du retournement qui permet un accroissement
de la température li¢ a l'augmentation de l'activité¢ de la
flore aérobie indigéne du fumier.

Tableau 1. Survie des STEC et température maximale enregistrée
dans chacun des sites prélevés

Site  Inoculumen  D-value Temperature Survie des

STEC (log)o (jours) maximale STEC
CFU g (°C) (jours)
Tas non retournés
A 6,17 2,39 35 90
B 6,67 1,54 46,5 42
C 5,45 1,15 59 23
D 5,57 0,78 56 16
E 6,45 0,48 65 9
F 6,03 1,57 58 90
Tas retournés
Aa 6,7 ND 35 42
Ba 6,81 ND 46,5 42
Ca 6,17 ND 65 20
Da 5,81 ND 58 35
Ea 6,07 ND 68 23
Fa 5,97 ND 59,5 23

Une diminution conséquente du nombre de STEC a été
observée durant les 10 premiers jours de 1’étude pour
I’ensemble des sites prélevés. Celle-ci étant plus marquée
pour les sites dont la température atteignait les 60-65°C
avec une D-value de 0,48 pour le site E. Des valeurs de pH
¢élevées (comprises entre 9,14 et 9,67), un taux d’humidité
faible (42% en périphérie du tas vs 76% au début de
1’étude) et une forte activité antagoniste de la flore indigéne
pourraient également expliquer I’inhibition du pathogene.

CONCLUSION

Les STEC non O157:H7 sont capables de survivre jusqu’a
90 jours dans du fumier bovin non retourné. Afin de réduire
au minimum le risque de contamination environnemental le
fumier devrait étre stocké sur un sol cimenté pendant une
période suffisante et retourné afin d’hygiéniser le tas. Tous
les jus de fumier devraient étre collectés afin de réduire au
minimum ['écoulement et la lixiviation des jus dans les
eaux souterraines. Enfin les effluents d’élevages bovins ne
devraient pas étre appliqués sur les récoltes de fruits et
légumes qui sont destinés a étre consommés crus.

Cette étude a été financé par I’Agence Frangaise de
Sécurité Sanitaire des Aliments (AFSSA).

O’Brien, A.D., Kaper, J.B., 1998. Shiga toxin-producing
Escherichia coli: yesterday, today and tomorrow, In J. B. Kaper
and A. D. O’Brien(ed.), Escherichia coli O157:H7 and other
Shiga toxin-producing E. coli strains. ASM Press, Washington,
D.C.

Pradel, N., Boukhors, K., Bertin, Y., Forestier, C., Martin, C.,
Livrelli, V., 2001. Heterogeneity of Shiga toxin-producing
Escherichia coli strains isolated from hemolytic-uremic syndrome
patients, cattle, and food samples in central France. Appl Environ
Microbiol 67, 2460-2468.
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INTRODUCTION

Les Escherichia coli producteurs de Shigatoxines (STEC) sont des pathogénes émergents, associés a des diarrhées sanglantes et au syndrome hémolytique et
urémique, touchant particuliérement les enfants en bas dge et les personnes dgées. Le tube digestif des bovins est le principal réserwoir des STEC. Dix & 25% des
troupeaux sont porteurs sains, ce faux pouvant atteindre 70% en France. Le compostage des excréments dorigine animale est fréquemment utilisé afin de convertir
les effluents d'élevages en engrais organique. Ce procédé peut étre divisé en 3 phases : une phase dite mésophile, une phase thermophile ol une élévation conséquente
de |a température est observée, suivie d'une phase de maturation.

OBJECTIE : Le but de cette étude était d'évaluer la croissance et la
survie de souches STEC dans du fumier en compostage

MATERIELS ET METHODES

Huit souches STEC isolées de féces de bovins
laitiers ont été électroporées avec un plasmide
(pGFPuv) codant :
- une protéine de fluorescence
- une protéine de résistance a I'ampicilline

g

Les 8 souches STEC ainsi
marquées ont été ensemencées
en BHI + Ampicilline (150 1g ml)

Iy

Quatre fas de fumier (2 m?) ont été inoculés avec les 8
souches STEC @ un taux de 106-107 CFU g'.. Deux tas ont
été retournés (rois fois a 7 jours d'intervalle) et deux
autres n'ont subi aucun retournement

Iy

Des prélévements réguliers ont été
réalisés au niveau de différents sites
prédéfinis dans les tas de fumier (Fig. 1)

Tidth - 120

Eig. 1. Coupe dun fas de fumier et localisation des différents sites échantillonnés : notés
de A & F pour les tas non retournés et de Aa & Fa pour les tas retournés (“en métres)

Paramétres mesurés pour |'ensemble des sites :
> Dénotrbrement des STEC (sous UV)

25 g de fumier ont été ajoutés a 225 ml d'eau peptonée puis les
dilutions comptables ont été étalées sur milieu gélosé sélectif
contenant de I'Ampicilline (150 g mi-)

»_Parametres physico-chimiques :
-LepH

- Le potentiel d' Oxydo-Reduction
- Le taux d'humidité

- La température

RESULTATS ET DISCUSSION

Redox (m\)
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. Temperatures des 2 tas - 5
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Eig. 2. Boxplots des valeurs REDOX
obtenues pour les sites localisés en
profondeur des tas

A Aa B Ba C CaD DaE Ea F Fa
Sites

Eig._3. Boxplots des valeurs de pH obtenues

pour chaque site dans tous les fas de fumier

@ Aucune dif férence
significative a été notée
entre tous les sites

5 Le pH était significativement
supérieur au pied de tous les
tas de fumier

moisture content (%)
60
|

time (days)

Eig. 4. Valeurs moyennes du taux dhumidité obtenues durant I'étude pour chaque
site des tas de fumier retournés et non retournés

[f3Un asséchement a été observé & la surface de I'ensemble des
tas de fumier. Les autres sites ont gardés un taux d'humidité
d peu prés constant

—————— tas de fumier (o and +)

Modeéle de régression

non linéaire

5

+
F

¢

5 Crmdtmd
Eig. 5. Taux de STEC et profiles de température obtenus pour certains
sites des fas de fumier non refournés et retournés

@Une diminution du taux de STEC a été observée au début de I'étude
pour I'ensemble des sites festés. Celle<ci étant plus marquée pour les
sites dont la fempérature atteignait les 60-65°C (sites E ou F).

Site Inoculumen D-value Temperature  Survie

Tab. 1. Survie des STEC STEC (logiy  (jours) ~ maximale  des STEC
et température maximale CFUg") O (jours)

enregistrée dans chacun  Tasnon retournés

R A 617 2,39 35 %
Eeiiespge S B 6,67 1,54 46,5 2
c 545 115 59 23
D 557 078 56 16
E 6,45 0,48 65 9
F 6,03 1,57 58 920
Tas retournés
Aa 6,7 ND 35 42
Ba 6,81 ND 46,5 2
Ca 6,17 ND 65 20
Da 581 ND 58 35
Ea 6,07 ND 68 23
Fa 5.97 ND 59,5 23

@Les STEC ont survécu pendant 90 jours dans les tas de fumier
non refournés et seulement 42 jours dans les tas retournés.

CONCLUSIONS

Les STEC non O157:H7 sont capables de survivre jusqua 90 jours dans du fumier bovin non retourné. Afin de réduire au minimum le risque de contamination
environnemental, le fumier devrait étre stocké sur un sol cimenté pendant une période suffisante et retourné afin d'assainir le fas. Tous les jus de fumier devraient
&tre collectés afin de réduire au minimum |'écoulement et la lixiviation des jus dans les eaux souterraines. Enfin les ef fluents d'élevages bovins ne devraient pas étre

appliqués sur les récoltes de fruits et [égumes qui sont destinés a &tre consommés crus.
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Ecological interaction of Escherichia coli O157:H7 with a biocontrol Pseudomonas

fluorescens strain producing 2.4-diacetylphloroglucinol.

Escherichia coli O157:H7 is an emerging foodborne pathogen that can persist extensively in
soil, which might be a significant factor of contamination of cattle and humans. Here, our
objective was to assess whether the 2,4-diacetylphloroglucinol (Phl)-producing soil bacterium
P. fluorescens F113 could act as a natural biocontrol agent of E. coli O157:H7, since Phl can
inhibit certain bacteria. First, growth inhibition tests of 73 E. coli O157H7 isolates of diverse
origins by P. fluorescens F113 and its Phl-negative biosynthetic mutant F113G22 were
performed on solid complex medium. Inhibition of E. coli O157:H7 by P. fluorescens F113
took place but was of small magnitude, whereas F113G22 did not inhibit the growth of any of
the O157:H7 isolates. Accordingly, all E. coli O157:H7 isolates were inhibited by synthetic
Phl on plate, but the minimum inhibitory concentration was rather high (> 128 pg ml™). The
73 E. coli O157:H7 were then characterized by Pulse Field Gel Electrophoresis (PFGE) and
their virulence profils by PCR on shigatoxin-encoding Stx genes. The E. coli O157:H7 isolates
that were resistant to high Phl concentrations were found in three main groups, which
correspond to stx1” stx2” virulence profil, faeces isolates, and isolates belonging to one
particular PFGE cluster. In addition, both P. fluorescens F113 and Phl-negative derivative are
able to limit the growth of E. coli O157 in sterile soil and to a lesser extent in the wheat
rhizosphere. Microscopic observations showed that P. fluorescens F113 was exclusively
recovered on the root surface, but E. coli O157:H7 was also visualized within the plant
tissues. In conclusion, Phl-producing P. fluorescens has the potential to inhibit the survival of
E. coli O157:H7 in soil and rhizosphere but Phl is only a minor component of this inhibition

effect.
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Ecological interaction of Escherichia coli 0157:H7 with a biocontrol

Pseudomonas fluorescens strain producing 2,4-diacetylphloroglucinol %
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INTRODUCTION

., Ecole Nationale Vétérinaire de Lyon, 69280 Marcy | Etoile, France

Escherichia coli O157H7 is an emenging foodborne human pathogen and i associated with either outbreaks or sporadic haemorrhagic colitis (HC) and haemolytic uraemic syndrome (HUS), especially in children and elderly persons. Ruminants
are recognized as the principal reservoir of £ coli O157:H7. Shedding of & coli O157:H7 in cattle faeces and application of animal waste as sl fertilizers in agriculture contribute to envirormental dissemination of this pathogen, which can
then persist for extended period of fime in soil. In rhi spheric soils, a wide range of bacteria and fungi are able fo produce antimicrobial secondary metabolites which can affect the behaviour of £ coli O157:H7. Production of antibiotics by

rhi mbacteria has been extensively documented in the case of 2,4-diacetylphloroglucinol (Phi), which is synthesi zed by a diverse range of

strains. This polyketide has been mainly studied for its antifungal properties

against root and seedlings pytopathogens but it is also active against soil bacteria including enterobacteria suchas Pectobacterium carotovoraand against various human pathogens suchas e or

Objecﬁve v Andlyze the effect of synthetic Phl as well as of the Phl-producing 2. fluorescensF113 (and its Phl- mutant F113622) on the growth of a collection of 73 £

coli O157:H7 isolates.

¥ Assess the colonisation of wheat seedlings by £. coli O157:H7 in presence or absence of P. fluorescensF113 or its Phl- mutant.
v Evaluate potential relationships between Phl resistance of the 73 £ co/i 0157:H7 isolates and their virulence profile, habitat of origin and PFGE profile.

MATERIAL AND METHODS

> Determination of Minimum Inhibitory Concentrations (MIC) for Phl

Suspension of one £ coli
O157:H7 isolate

> Bacterial strains

¥ 73 E. coli O157:H7 isolates of various origins, virulence and PFGE profiles

A steers replicator apparatus was then

v P. fluorescens strain F113 used as model of Phl-producing Aseucomonas, andits
Phi-negative biosynthetic mutant F113622

¥ The plant grow th-promoting rhizobacterium Azospirillum brasilense Cd and the
phytopathogen Pectobac terium subsp. (CFBP 2046) were
used as Phi-sensitive confrols in inhibition experiments.

> Characterization of the E. coli 0157:H7 isolates

+ By PCRs, for the two Shiga-toxins genes s7xZ and s#x2, the intimin gene eae and
the enterohemolysin gene ehx.

v By Pulse Field Gel Electrophoresis. Cluster analysis of PFGE profiles was performed
using the Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean (UPGMA: with an
error setting of 3%) and Dice coefficient (witha maximum position tolerance of 1%).
v Relationships between Phl resistance of £ coli 0157:H7 isolates and their habitat
of origin, sx virulence profile and PFGE profile were andlysed by a Chi-squared test.

F° "N > Growth inhibition test of £. coli 0157:H7 isolates by A.
k fluorescens F113 and F113622 on plates
— Addition of an £ co/i O157H7 cells Addition of 10 u of Pseudomonas

suspension (107 CFU ml1) + moten water cells suspensions (10° CFU mi-).
agar (15 g 1) Incubationat 28°C for 48 h

} [©)
| LB plates | F113
L

F113622
Inhibition was evaluated by measuring the width of the inhibition zone surrounding the
Pseudomonas colony.

Serial two-fold dilutions of synthetic Phlwere used to drop inoculate the bacteria (£ col/

performed from 2 to 512 4g ml 0157:H7 cells suspension adjusted to 0.8

M

Mac Farland urits) onto MH plates.

.

Mueller Hinton (MH) plates

Tncubation for 24 h at 37°C.

> Effect of P. fluorescens F113 and its Phl- mutant F113622 on the
survival of E. coli O157:H7 on wheat seedlings
v Labelling of 2. fluorescens and E. coli O157:H7 strains:

Q The broad host-range vector pMP2444 harbouring a P, .., gene fusion was
introducedinto 2. fluorescens strains by pi-parental mating.

Q For £ coli O157:H7 isolates, a low-copy number vector coding a protein fusion
with the DsRed Express protein was constructedandintroducedinto cells.

v Wheat seeds cv. Fiorina were surface-sterilized ; seedlings were depositedona plastic gridand
inoculated with bacteria

20 ml of nitrogen-free
Marvin-Prevel-Charpentier-
Lavigne medium

RESULTS AND DISCUSSION

A B

Resistont £ coliOISTH7 =
isolates

More sersitive £ c
01577 slrs Gowbitons

Sersitive £ cal/OISTHT
olates (nhbition zone. -
from 051015

Fig. 1. Effect of Phl-producing 2. fluorescens F113 and its Phl-negative biosynthetic mutant F113622 () as
well as synthetic Phl (8) on £ coli O157:H7 isolates (n = 73)
> On solid medium, P fluorescens F113 inhibited 97% of th eisolat es. Howev er, growth inhibition
was of small magnitud e (from 0.5t0 2.5 mm versus 6mm for the control strain A. brasilense Cd). In
contrast, the Phi- mutant F113G22 did not inhibit any of the E. coli O157.H7 isolates (Fig. 14).
> Allisolates were inhibited by Phi on plate at concentrations higher than 128 ug mi-, whereas A
brasilense Cd and P. carotovora CFB P2046 displayed MIC of 128 and 64 ug mi, respectively. The
growth of all E. coli 0157:H7isolates was inhibited by Phl at 512jg m I (Fig.18).

> As many as 36 different PFGE pattems were
observed, meaning that the E. coli O157:H7
isolates were genetically very heterogeneous. At a
similarity level of 88%, three main clusters (i.e.
each with more than 9 isolates) were identified
(noted clusters C1to C3) (Fig. 2)

. 3. Sensitivity of £ coli O157:H7 isolates to 256 g
Phl i (the white areas correspond to resistant £ coli
O157:H7 isolates and the black ones to sensitive £ coli
O157:H7 isolates) according to their origin (A), virulence
profile (B) and main PFGE clust ers (C).

> The faeces isolates (P<0.08), the stx1* and stx2*
isolates (P< 0.001), and those belonging to the cluster
C2 (P<0.001) were more often Phl (256 g Phl mi-1)
resistant than theothers (Fig. 3)

. <ol 0157:17 39236 . coll O157:H7 A33-35

mmmmmmm

Wi
Fig. 2. Cluster analysis of 70 £ coli 0157 :H7 isolates based
on UPGMA comparison of PF GE patterns.

Fig. 4. Influence of P. fluorescensF113 and F113622 on the survi
the Phl-resistant £ coli O157:H7 strain A33-35 and the Phi-s

strain 39236 in wheat microcosms. Results (----: £ coli O157:H7; __

fluorescens) are expressed as mean of cell counts per tube.

Each DsRed-labelled £ coli O157:H7 strain was
inoculated (105 CFU per tube) alone or co-
inoculated with the GFP-labelled P fluorescens
F113 or F113622 (103 CFU per tube).

P, fluorescens strains were inoculated 48 h before
E coli O157:HT to favour strain establishment and
Phi synthesis.

Incubation

:

28°C,

Erameraion and viesaization by LSCH of
bacterial populations after 5, 12 and 19
days

Sagittal section

(2-projection)

Fig. 5. Colonization of wheat seedlings by the GFP-labelled 2. fluorescens F113 strain and the
DsRed- labelled £ coli O157:H7 A33-35 strain, based on CLSM imageanalysis. 7 days (E and

F),10 days (A, B and D) and 18 days (C) post-inoculation of seedlings by . fluorescens. Rs: root
surface, rh:root hairs, Ir: inside root, Ss: stem surface, Prs: primary root surface, Lrs: lateral

root surface.

» Fluorescent derivatives of both P. fluorescens and E. coli O157:H7 isolates were
found as single cells as well as micro-colonies, all over plant roots, i.e. on root apex
(Fig. 5A), in the root hair zone (Fig. 58), or on stems (Fig. 5D). The presence of P.

> When inoculated alone, the Phl-resistant E. coli O157:H7 strain A33-

fluorescens F113 or F113G22 did not affect colonisation pattens of wheat seedlings
byE. coli O157:H7 isolates.

35 and the Phl-sensitive strain 36236 grew similarly. Both P, fluorescens

F113 and F113G22 strains delayed colonization of wheat seedlings by E.

> Unlike P. fluorescens, the pathogen was also visualized at depths of up to 46 um

coli 0157:H7 strains, but Phi-production has no effect (Fig. 4)

CONCLUSION

below the surface of plant tissues (Fig. 5E and F), suggesting migration to internal

locations wit hin roots.

This study establishes that the level of Phl resistance varied fromone 0157:H7 isolate fo the next, but that Phl production by fluorescent pseudomonads was unlikely fo be a significant factor determining

survival and selection of the foodborne pathogen in soil ecosystems.
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RESUME

Les Escherichia coli entérohémorragiques (EHEC) sont considérés comme 1’un des plus
importants groupes de pathogénes émergents responsables de toxi-infections alimentaires. Depuis ces
dix derni¢res années, I’environnement est de plus en plus incriminé dans les épidémies a EHEC. Dans
cette étude, nous nous sommes intéressés a la prévalence des E. coli producteurs de Shiga-toxines
(STEC) dans les exploitations laitiéres ainsi qu’a leur survie dans les effluents d’élevages et le sol.

Au sein des exploitations laitieres, une grande diversité de souches STEC, capables de persister
sur de nombreux supports (abreuvoirs, murs et sol des enclos, etc), a été observée. Dans les effluents
d’élevages (fumier et lisier bovins non traités), la survie des STEC non-O157 a été évaluée a plus de
90 jours. Lorsque les tas de fumier sont retournés (pratique d’assainissement menée par les
exploitants) la survie est de seulement 45 jours ; la température élevée au cceur des andains (> 65°C)
est associée au déclin important des STEC.

En ce qui concerne la survie dans les sols, nous avons montré qu’in vitro les souches STEC
026:H11 persistaient pendant plus d’une année dans différents types de sols mélangés a du fumier,
méme en présence de taux d’humidité faibles (< 0,08 g H,O g™ sol sec). La température ambiante (i.e.
20°C versus 4°C) est significativement associée (P<0,001) a une inhibition marquée des STEC. In
situ, la survie et le transfert des STEC dans le sol a partir de bouses naturellement contaminées ont
également été évalués dans différentes stations d’un bassin versant d’altitude situé dans les Alpes du
Nord. Les STEC sont capables de persister dans la mati¢re fécale et sont détectés dans le sol
rhizosphérique sous-jacent (jusqu’a 20 cm de profondeur) pendant environ 2 mois, jusqu’a la
disparition compléte des bouses.

Dans la rhizosphére, la survie des STEC peut étre affectée par des populations microbiennes
productrices de métabolites antibactériens. En prenant comme mod¢le de populations telluriques
antagonistes, une souche de Pseudomonas productrice d’un antibiotique, le 2,4-diacétylphloroglucinol
(Phl), aucun effet négatif de la production de cet antibiotique sur la survie d’E. coli O157:H7 dans la
rhizosphére du blé n’a pu étre cependant mis en évidence.

L’ensemble de ces résultats suggere que I’environnement constituerait un réservoir important en
STEC dont le controle passe notamment par le respect de mesures d’hygiéne rigoureuses en

exploitations.
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ABSTRACT

Enterohemorragic Escherichia coli (EHEC) is one of the most important foodborne
pathogens. During the last decade, cattle environment has frequently been implicated as the
cause of EHEC outbreaks. This work aims to study the prevalence of Shiga toxin-producing
E. coli (STEC) cells on dairy farms, and their survival in cattle effluents and soil.

In dairy farms, a wide diversity of STEC strains, which were able to persist on various
materials (water troughs, pen walls, soil, etc) was observed. In cattle effluents (untreated
cattle manure and slurry), non-O157 STEC strains could be detected during more than 90
days. In turned manure heaps, the STEC survival is of only 45 days, and the high temperature
recovered in the main body of the manure heaps (> 65°C) is associated with the serious
decrease of STEC cells number.

In vitro, STEC 026 strains were detected in various manure amended-soil types for at
least 1 year, even in presence of low moisture levels (i.e. less than 0,08 g H,O g dry soil).
The ambient temperature (i.e. 20°C versus 4°C) is significantly associated (P<0,001) with the
highest STEC count decline in all soils tested. In situ, the persistence of STEC and their
transfer from naturally contaminated bovine feces to subsoil layers were determined in
different pasture units of a high mountain watershed located in North Alps. STEC are able to
persist in bovine feces, and to be transferred in subsoil layers at a depth up to 20 cm, over a
period of approximately 2 months, until the fecal material had completely decayed.

In the rhizosphere, STEC survival may be affected by antibiotic-producing microbial
populations. However, using a 2.,4-diacetylphloroglucinol (Phl)-producing Pseudomonas
strain as a model of biocontrol rhizobacteria, any negative effect of the Pseudomonas
production of Phl on E. coli O157:H7 survival in wheat rhizosphere was observed.

According to these results, cattle environment constitutes a second significant reservoir of
STEC cells, and effective measures to prevent STEC cells entry into environment should be

adopted.
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