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RESUME

Les Escherichia coliproducteurs de ShigaToxines (STEC) sont responsables de maladies
humaines séveres. Les ruminants sont considérés come étant leur principal réservoir. La
Tcootocef—cte THe f— ofce THe £Z1 f%ote To— Zcxt Fo "f'—ct o
Tre.. —te—«tZZFete— o ZiceUotoe—c'e tTiteocZf%ote ...'e—focoted

Les bactéries lactiques peuvent étre employées comme agents laologiques ou dans des

ZifZ

stratégies de bie’ " —F ... —<'e&4d —" Z3F "Zfe tf Zitee<Zf%tad $ZZ%s E'—fe— —o

peuvent également représenter une barriere a la survie de pathogénes comme les STEC.

Ce travail a permis de sélectionner des bacti&s lactiques inhibitrices de la croissance de divers
sérogroupes de STEC. Les études de compétitions ont mis en évidence un phénomeéne

bactéricide sur certaines souches, dont le mécanisme reste encore non élucidé.

Le potentiel inhibiteur des bactéries lacigues sélectionnées a été testé indépendamment dans
des ensilages de mais contaminés a différentes étapes de leur réalisatianla mise en silos, a
Z-I-‘_"‘iﬂ__ﬂi l_ fi”o. _.i Iiﬂ(LTi TTig".(—(‘. fi”‘”(ia

En cas de contamination a la mise en silos, lesusties de STEC testéesine pas survécu dans

des ensilages correctement menés. Une souchelde mesenteroidea permis de limiter la survie

tte o-— .. Ste ti Tfee ZFe feecZf%ote ..te—focote o Zi'—"f"——

Fifa"focod f— . foo' ffRAitsTt— "= .. —t—" f" 224

"t

I e—"@7% 11 ZifZcote—foc's fecofZt frco tf Zcoc—1" Zite-"x1%

épidémiologique ' —""f<— tre.. 'feef” f" Zite'Z'¢< tF ,f..—x"<kte Zf..

cependant les Bonnes Pratiques nécessaires Zf "+ fZcsf—<‘s T+1 Zitee<Zf% ta

Mots-clés : STEC, bactéries lactiques, ensilage, inhibition, Bonnes Pratiques.

fo.omf="<"f 1if: UniteCIITYSS, Equipe EMSMAP/LNR STEC
VetAgro Sup, Campus Vétérinaire de Lyon
Avenue Bourgelat, 692 r f”..>Z1 —'<Z%
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Title : Limitation of Shigatoxin producing Escherichia coli(STEC) asymptomatic carriage by

cattle, bio-protective potential of Lactic Acid Bacteria in cattle feed.

ABSTRACT

Shigatoxin producing Escherichia col(STEC) are responsild for severe human disease<Cattle
are considered as thamain reservoir of this pathogen STEC dissemination in farm environment

is linked to cattle feed and potentially to ingestion of contaminated silage.

Lactic Acid Bacteria (LAB) could be employed astarters in fermentations or in strategies of
bioprotection. In silage, LAB playa preservative role and could also represent a barrier for the

survival of pathogenic bacteria such as STEC.

The selection of LAB strains, able to inhibit the growth of seval serogroups of STEC strains,
was performed in this study. Competitions assays have shown a bactericidal effect on some STEC

strains, but reasons of this phenomenon remain unclear.

Inhibiting potential of the selected LAB strains was tested independentl in corn silages
contaminated at different steps of their realizations: at ensiling, at opening or after aerobic

exposure.

In case of contamination at ensiling, STEC strains tested did not survive in walhde silages. A
Ln. mesenteroidesstrain allowed the limitation of the STEC strains survival in silage
contaminated at opening. However, after 144 h of aerobic exposure, no inoculant showed any

protective effect.

Control of cattle feed, in order to limit STEC entry in their epidemiological cycle, coulae
reached through LAB utilization; however, Good Manufacturing Practices involved in silage

making should not be omitted.

Key words : STEC, Lactic Acid Bacteria, silage, inhibition, Good Manufacturing Practices.
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Avant propos

fo'"f="<"F Tif.. .. —1<Z

te —"f f—8 T3 "1...S17...St "tete—te tfee Lkt —ete— ‘e k% "tfZ:
«Consommateur-Aliments TypiquesSécurité Santé> (CALITYSH UR2011.03.100, dirigée par
Madame le Professeutsabelle Chevallierde Zristitut d'enseignement supérieur et de recherche
o fZcoto—f—c'od ofo—*t focofZta o...cfe...fe f% " et étAgioeSdp- AL Zite ¢”
sein de cette unité Z i + “ — Ecblogie Microbienne et Sécurité Sanitaire des Aliments(EMSA),
dirigée par Madame le Docteur $Z°'S«<e3: Sx71e‘—4 «acLlisdeidest interactions
microbiennes entre bactéries lactiquesEscherichiacoli producteurs de Shigatoxines (STEC) et
Pseudomonas Z sif % <— 'Z—e "t ..cotxeto— FTif V1" tie ot ef_ctes e 7
Tice—d"f...—coe " —"foe_ f&ceo—1'Unbepatit desiactiViies”der techerchede cette
unité propre estdéléguée par leLaboratoire National de Référence (LNR) des. coliproducteurs

de Shigatoxines.

‘e _"fTf<Z tF -Sc°efdans«2-de¥%3”axes présentés cdessusd Zix—-—t1f Tie "Z'"%
technologiques et la thématique de recherche relative aux STEC sous la"d ... —<'e t7 of $771%
Chevallier (Directrice dethése) et de Delphine Thévenot (CoDirectrice dethése). Ce travail a été

en partie financé par le pble ESTIVE,ayant "‘*—" ‘&% ...—<«" 1fdsf structwds’ de

T+ 32 Fete— T — —F""«—"<"F Tfef %It ~f2F1 talifrientaire 2irfedpdrtie

de ces travaux de recherche a été réalisée avec la participation financiére de la Direction
%otex"fZt T3 Zi Zcofo—f—c'e Z a

Problématiques de Recherche T+ Zi+*—«<'%

Problématique relative aux STEC

Les Escherichia colproducteurs de $iiga-toxines (STEC) sont considérés comme des pathogénes
tet”"%ote—e te ofe—t ' 7 —1td te f..—x"cte ofe— Vielteef ZFe tix'c
grande ampleur aux conséquences parfois gravissimeBurant ces trente dernéres années

of—"f Lteefcoesfoe F tE Zix'<txec'Z %<t Tie évolug et.if acétd miohtrE tete—
que ZFe "Z—8 —ke—c<FZe I te—fecof-cte 13 ZiS'eed #-fote— e Z%

nombreuses étapes.
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Les contaminations humainessont principaZ fete— Zctte o Zf .. ‘ee‘eef_—<'e tifZcofo—o
insuffisamment cuits mais peuvent également étre dues a un simple contact avec un animal

porteur ou son environnement.Les ruminants et plus particulierement les bovins constituent le

réservoir animal desSTECegt il a été montré queces pathogénespeuvent survivre de maniere

durable tfee Zite < oottt eZitZt " f%F ¢'Z4& "C.. R .[Roto-F& Tfee
Zite < teetetfe_ f" Zite fecefia les "fédesy "eonstitue la principale voie

T itreduction de ces bactéries en élevage.fe fZcsteo—e T— Zitf— T1 ,'cootimes‘s— +%of 2
source potentielle de(re)contamination des animaux.

Cette capacité a survivre pendant de longues durées contribue au risque de disséminatues

STEC au sein desoupeaux et entretient le portage sain par les ruminants.

Afin de limiter les risques de contamination humaine par les STEC, @kt nécessaire de

eiceo—+" T oo tdiff¢rentds étapes du cycle épidémiologiquesituées t+ feo'e— T1 ZiS‘eet

Ainsi, ce travail de thése «i 1 fecalisé sur la niche environnementalet t Zi+Z &t plis +

particuliérement sur le plan des aliments poumbétail tels que Zifee<Z f %o &

Problématigue relative aux bactéries lactiques

Les bactéries lactiques regroupent un ensemble trés s de microorganismes ayant la capacité

tE Tt —<E tE Zif b Zf -t —F Cf7 ex—f,Zceet TTefe—fo"fa te

utilisées depuis de trés nombreuses annéesee —fo— “—if% te—e —1..Se 7 '%daris—F+e4 o' —f

des opérations de fermentation de aliments. Elles sont aussi utilisées comme agent de bhio

i f =<t Tfee —e o2 ofec—fc"tA Fe f..—x"c¢fe Zf .- —Fe ‘e

protecteur au travers de compétitions ou par la production de substances a effet antimicrobien.

Ellesson— ti‘"te t— t+@e fe'Z'stte """ —foeofo— o tfe "coe "+ fe_"fe tf

notre vie quotidienne (lait fermenté améliorant le transit intestinal, amélioration de la
Lteed T f—cte tE Vit —<—e tF Zf 174 &

La sécurité sanitaire des aliments est ungriorité incontournable pour les états et organismes

internationaux tels que la FAO (Food and Agriculture Organization) ou la WHO (World Health

Organization). Actuellement, il y a une demande de plus en plus forte de la part des

consommateurs pour obtenir T3s '"‘t—c—e o‘ces _"fee " "eted ——<Zcofoe— oicee T
it —<'e . Scec* —1ta Tfe— """ —'<A Zi——<Zcof—<'e Tt f..—x"<Fte Zf

alimentaire des produits est favorablement percue par les consommateurs. Ce travail de thése

sid— fceoc co—x"teex o Zixt_—— ffroteeteut ‘det bactéres lattiques dans un type
tifZcotor "B AitpeZ f%ota
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Problématiqgue des travaux de thése

iteecZf%F FTo— —o T1e oo "1 3 ' cesentre'ces2 thématiquesfderduerche.
Cette technique de conservation des cultures par fermentation permet de conserver la valeur
s ——Vc<—<'eet77t tT1 Zi fidit-ehegarantissarftda sécurité sanitaire du produit fini.

ifeecZf% T “fe<— "f"—<F tF ZifZcote— fot-écosybtEme” constitifes urr pdssible.
moyen de mairise du portage sain des STEC par les ruminant8ien que b contamination des
fourrages verts au moment de la récolte nepuisse pas étre facilement contrélée, il est
envisageable de maitriser le développemat des STEC au travers des fermentations dans
Zitee<Zf% T «'-af cAjput-de’ bactéries lactiques.

T —"f7f<Z T3 —S°ef eicee. V<~ tfee —ef tref” .St "t Fe—"t T %ofe-
humaines par les STEC. De nombreux sérogroupes ont été ligpés en clinique humaine et les
co"ef—ctes "EZf—<"fe o Zix'ctxec'Z'%o<t feT<"'eefefe_fZt Tt . te
parcellaires. Au cours de ce travail, nous avons fait le choix deusofocaliser uniquement sur
ZiteecZ f %o tpmrtief du féservoir environnemental de ces pathogéneset de développer des

moyens de préservation pouvant étre utilisés envers de nombreuses souches de STELprojet

sice—x"Feet o Zi——<Zcof—<'e T1e ’'§'d&s bactérieg dacfigies poudarantir la
gualité sanitaire des aliments du bétail, ayant pour conséquencesla réduction du risque
tice’Zfo—f—c'e tHe tfee ZF ——,f T<%o7eétudentioncpourarfibiiord f—-—1

T3 fTcoco—t” Zito—"2F tTde ,f.—t"cte "f-5 %oete Tfoe Zahtades. 2% + <tz

contaminations humaines.

Les résultats de e travail sont exposés dans urr ‘<"1 $8'+"cete—fZ4 "2 . ttx Ti—ef o>
bibliographique permettant de replacer notre étude dans son contexte scientifique général. Ce

mémoire bibliographique « i f " —e auteu? de 3 parties:

- —— tif,"TA —ef tefe—f—<'e %Z',fZF THe tT2.."<"fe—4 Fe-"
leur cycle épidémiologique et les principales stratégies de limitation au sein du réservoir
animal.

- Ensuite, une partie rassemblant les princigles informations sur les bactéries lactiques,

notamment leur taxonomie et classification, leurs métabolismes et leurs diverses

utilisations.

- efced —ef fr—<t Tt tete—f—<'e T Zitee<Zf%ia ‘"cite—xF
microbiennes pouvant y étre retrouvéfe “—3%t . F e'<— Fe —fe— “—7""%f
— 3.8 Z %o —te ‘— "%ofecoote tifZ-t"f—<'e f— "f-S'%°etfed f
o—"f—t%ocFe o oF——"F fe a—""1F "' —" Zcoc—1" tit"fe——1tZ7%e tx%"f
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Te (.A‘”.f_(‘.. ""+oetfe_+ T Tfo. [ U Ti";@i; ’Tfl'”_gjt 59.4_"3‘0(._1: Z.-Ix_.(o:t

la revue «Animal Feed Science and Technology

it——11 18 2"cefe—fZ3F "1 "tet Ziteete,ZF tHdie"fZF38 Z—"Fteff %,
it —f—" Tt t<Tf7ete [ f..—%"c¢te Zf ... —<"—1te Fe8SSTELidan/des—f —<‘e f
ensilages afin de limiter leur portage asymptomatique par les bovinsPlus précisément, e

travail a été mené en 2 phases

- Uef '"tec°”t 'Sfet inivitroqpbrtant sur la recherche et Zi<tfe—< c...f—c'e T4
bactéries lactiques inhibitricte Tt t— o—" Zitinhibitiontt ... f-——1

- Une 2me 'S fet T1in-sitd pour visualiser le devenir des STEC dans des ensilages

expérimentaux en présence de ces bactéries inhibitrices.

To "#0— 7 f—o £8'#"cofof—8 ‘o “fe— Z¥VAEAT—FT tEAZZ L [Fes. PECE
«Applied and Environmental Microbiology y +..fe,"F trss & t- Zif—="% ‘-
prochainement dans ce méme journal, ainsi que de 2 communications orales présentées lors de
congrés nationaux et 2 communications affichées pséntées lors de 2 congrés internationaux et

1 congrés national.
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Chapitre 1 : LesEscherichia coli producteurs de
Shiga-toxines (STEC)

Ce chapitre présente les principales informations disponibles sur lesEschericlia coli
producteurs de ShigatoxinesLa pathogénie et le cycle épidémiologique de ces bactéries y sont
abordés ainsi que les principales stratégies ciblées ou globales, pouvant limiter la présence des

STEC au sein de leur réservoir.

1. Généralités sur les STEC

1.1 Caractéres généraux t 1 Zit e Eschédrichia coli

ite— te szzw “—1f Z% "xt<f-"F fZZFefet Sxt"F .. St"c..S «o'ZFf -
le bacille Bacterium coli commung fréquemment présent dans les selles desourrissons. En
1919, en hose f %ot f—S8 —"f"f—3& ti «...S%"<...S& fe—FZZfec t— SfZetf"s
cette bactérieEscherichia coli
Le genre Escherichiaappartient, ainsi que Salmonella ou encore Shigella a la famille des
Enterobacteriacea. Le genreEscherichiaregroupe traditionnellement cing espéces E. blattae, E.
coli, E. fergusonii E. hermanii et E. vulneris. Cependant Priest & Barker (2010) ont démontré que
Zte+ o' — ESotattapétaient en réalité a reclasser dans le gen@himwellia te —fe— “—ite’° . &

Shimwellia bhttae. Chaque espéceti «...S 1 "possBdef des caractéristiques biochimiques

spécifigues,permettant de les différencier(Grimont, 1987) (Tableaul).
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Tableaul : Principaux criteres différentiels des espéces du genréscherichiat 1 f ’” Gfimont

(1987).
Caractéristiques E. colinon E. coli E. hermanii  E. vulneris  E. fergusonii
O157:H7  0O157:H7

Pigment jaune - - + (+) -
LDC (+) (+) - + +
oDC +/ - +/ - + - +
>xylosidase - - - + -
>glucoronidase +) - - - -
Sorbitol + - - - -
Malonate - - - + .
Indole + + + - +
Adonitol - - - - +

(+) positif pour la majorité des souches +/- positif ou négatif selon les souches LC Lysine

Décarboxylase, ODC Ornithine Décarboxylase.

Les Escherichiacoli sont des bacilles a Gram négatif, aémnaérobies facultatifs, oxydase

négative “fcefe— "f"—<t Tt Zf "Z'"1 .. meetdesianimhul & sang chau€es

organismes colonisent généralement le tractus gastrimtestinal infantile de maniére
asymptomatique dans les premieres heures de la vie et représente par la suite prés de 80% de la

flore colique anaérobie facultative humaingNataro & Kaper, 1998; VernozyRozand &Montet,

2001).

Escherichia coli et plus largement les coliformes thermotolérats, sont recherchés dans les

aliments comme indicateurs de contamination fécale ; leur présence fournit ainsi une indication

o—" —et +"te——F77% te—fecoef—<te T ZifZcotoe— "f" tie f..—x"cte '}
(e.g.Salmonella typhimuriumE. col swya ya a

LesEscherichia colis ‘e — T< " +"Fe . cxe o Zifctt T3 Zf ..Zfeec ... fdede "ottt ]
travaux de Kauffman en 1944qui se base sur la détermination des antigenes de surfa@éataro

& Kaper, 1998). Principalement deux antigénesont pris en compte : les antigenes O somatiques

et les antigénes H flagellaired_es antigénes somatiques O définissent le sérogroupe descoli Il

existe 174 antigenes O(Stenutz et al., 2006) et 56 antigenes H différentschez E. coli Une

combinaison ¢ '+ ... <" <“—F fTi—e foe—<%o°e} T— MiZde ofte™ %o it Fof e . Ste T
coli appartenant a des sérotypes spécifiques sont régulierement associées a des pathologies,

mais en général ce ne sont pas les antigenes emémes qu conférent la virulence aux bactéries

(Gyles 2007).
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f7 f<ZZt—"e& ,<te “—1t Zf «f CE: colisniehteommensalbs; ceftdinestite—"1
elles sont associéesa des pathologies intestinalesou extra-intestinales trés diverses chez
ZiS*eeflevine, 1987). Les pathovare « Zi'"<%o<ef Ti<e" Fintestihakest Soninfe les
UPEC (pour « UropathogeniE. coliy & "fe’‘eef Zfe tice f...—c'ee t— —Efcoi—e —"co,
associés a des méningites (MNEC pour « MeningitissociatedE. coli») ou a des septicémies ont
récemment été regroupées sous le terme de EXPEC (pour « Estrgestinal pathogenic E. coli»)
(Russo &Johnson 2000)

1.2 Classification des E. colien pathotypes responsables de troubles
intestinaux.

Comme la plupart des pathogénes des muqueuses, les-sa.. SE.«colijathogénes utilisent une
stratégie d'infection dont les points clés sont les suivants colonisation des mugueuses,
+ " fe——F77fefe— <o fecte The [ F77—7%ted o—7—-Zc..f—<'ed £ fec'e THe
2iS@-ta —" Zf ,feftidsdteifcte f— tie ecUoets ..Zcoec*—Fe ti Zice
pathotypes intestinaux ont été décrits et sont présentés @essous.Actuellement, les souches
co'Zc¢"—xFe Tfee tThe <o f. . —c'ee co—1e_gonf £ldgsées B @ix @atSotypds :
Figure 1).
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Figurel: Pathogée<fe fee' ... <xtfe f— & xoliregponsablestde diarrhéestif’”Rataro
& Kaper(1998).

Les E. coli entérotoxinogénes (ETEC) sont une cause majeure deliarrhée infantile dans les

pays en voie de développement. lls sont aussi responsables de la « diarrhée des voyageurs » (ou

U ——"co—f y & 1 ‘eet te— 7% ""co. . <'fZ "xet 'és’ETEC-adhérenSau f e
Fo—x7 o—Fe tF Zico—Foe—fo %ol2Z FifFSxHcotli o "cfc"ted Zte “f .. —Ft—"0
(CFA)(Cassels &Wolf, 1995). La diarrhée de type aqueuse est provoquée par une entérotoxine
thermostable (ST) et/ou une entérotoxine thermolabile (LT)pénétrant « Zice—+"<t—" t3 Zf ...1Z

apresliaison a leurs récepteurs respectifs(Levine, 1987).

Les E. coli entéroaggrégatifs (EAEC) ont été récemment reconnus comme responsables de

diarrhées persistantes 1 » tZtecoete— Zix'<—St7c¢c—e tF Zice—toe—co %"27% %-
produisant une adhésion dite « aute f %o %o "+ %o f —<~ 1 y te U ,"<“—1te fe'«Zxtfe y o Zif
fimbriaires appelées «aggregative adherence fimbriae (AAFs) et formant des biofilms épais

provoquant des dommages a la muqueuse intestinale. Les EAEC sécrétent plusieuxgtes dont

la Shigellaenterotoxin 1 (ShET1) etla toxine EAST1(« EnteroAggregative heatStable Toxin 1»)
S'e'Z'%o—7F o Zite—x"'—'Scet —S 1" ¢Kapef gial, 2004).
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LesE. colia adhésion diffuse (DAEC) ont été associés a des diarrhées pouvaétre aqueuses et

contenir du mucus, chez les jeunes enfants, en particulier entre 1 et 5 ans. Ce pathotype est
également asscié a des infections urinaires Environ 75 % des souches DAEC produisent une
fTSteced <o "cfc"F ZF—" .. 'e %" f «hésior « diffuse»: Cettd Bfiliésine se lie &

une '"'—xcet tF e—""f . f Tie fe—x7' >—fe tTF Zice—fe—co %"27Z%ta to
cytopathique caractérisé par le développement de longues extensions entourant les cellules

bactériennes(Cookson &Nataro, 1996).

Les E. coli entéroinvasifs (EIEC) sont proches des shigelles du point de vue génétique,
biochimique et pathogénique(Brenner et al., 1972). Elles provoquent des diarrhées aqueuses
évoluant rapidement en une dysenterie (sellegontenant du sang et d mucus). Leur principal

réservoir est homme. Les EIEC pénétrent les entérocytes du colon, provoquent la lyse de la

“tec...—ZF titet .o—tet F— of o—Z7_'Zcte—4 VT —foe— Zf o= . FZ7—
mouvoir dans le cytoplasme et de pénétre ensuite dans la cellule adjacentepar la
Zsex cof—c'e tF Zif..—<oF . EZZ—7f<F o —e Tt Zt—" "@7%4

LesE. colientéropathogénes (EPEC) sont responsables de diarrhésinfantile s sévéres dans les

pays en voie de développement, particulierement chez les emits de moins de 1 an. 12-"%

humain constitue un réservoir important de ces bactéried.es EPEC adhérent aux entérocytes de
Zi<e—tfgréles et provoquent les lésions df ——f ...Sftefe— $ " f . Fete— a ...f"f..—
Zit " f . Ftete— tie ec.. ”'lindles et par-une adhésion étroite des bactéries sur la

membrane cytoplasmique des entérocytesPlusieurs génes dont le géneae («attaching and

effacingE. coli») et le genebfp sur le plasmide pEAF (€€EPEC adhesion factor) ssont impliqués

dans la viulence (Bugarel etal., 2011).

Les E. colientérohémorragiques (EHEC) provoquent des symptémes allant de diarrhés peu

sanglantes a des colites hémorragiques (CH), voire & un Syndrome Hémolytique et Urémique

8t Zitetfeo e e e ik mEmE i tect i L8t Zif
pouvant conduire parfois a la mort(Riley etal., 1983). Les ruminants sont reconnus pour étre le
principal réservoir. ¢ %" fet ‘¢, "F T1 e£”'—>"te Fi fe— . f'foZ% T " t—%

type A/E au niveaudu colon. Néanmoins le point central de leur pouvoir pathogéne est la
production de toxines Stx1 et/ou Stx2codées par les génestx, qui pénetrent dans la circulation
sanguine et provoquent des atteintes extrantestinales potentiellement mortelles
(Konowalchuk etal., 1977).
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iteete, ZF t1e o E-colpdssédant au moins un génstxreprésente le groupe desShiga-
toxin -producing E. coli (STEC) ‘' — efZ'e Zife..cteet tinternationale(pour
verotoxin-producing E. col). Il est important de souligner que les STEC rsont néanmoins pas
—f— e " f=S "% °ete ' {FighiieR)s s+

Figure 2 : Diagramme de Venn illustrant le systéme de classification actuel des

AEEC/EPEC/STEC/HEC a partir des signes cliniques et des facteurs de virulence associés aux

«'— ... SE cofi T f’ " Naylor etal. (2005). Les surfaces des disques et intersections ne sont
Tfe 't _cteet77Fe o Zf 2" fZFe. f TR cOli< Tt te—e > fe ti

Le phénotype Ti1f ——f ... Ste+Fe— £t fadéipatwnildgtde pathogéniehromosomique, le LEE. Les
toxines Stxs sont codées par des bactériophag8®utes les souches possédant le LEE, gsiglie soent les
signes cliniques associés, appartiennent au groupe des AEEQutes les souches possédant les génes
codants pour les toxines Stxs, quels que soient les signes cliniques associés, sont des STEC.
fe o' — .. St ote— feot ctfe o the ff""Stte fr—t—ete . Stce ZiS'eet I-
souches possédant le LER aee produisant pas de toxine Stx. Sur la base de la présence du plasmide pEAF,

on distingue les souches EPEC typiques des souches dites atypiques.

I ote— fee' ctte . Stoe ZiS'eef o —et . 'Z¢—%F Ste " fUoc"—F f— ‘— o —o
urémique € produisent des toxines Stxs. La grande majorité des EHEC possedent le LEE et les souches
a 88 efe_ "f "o " f7 ¢kt T —>'¢“—Fed «<oecA —'——Fe ZZFe ole_

les souches STEC, méme celles qui possedent le LEE, ne samfgrcément associées a la maladie chez
ZiS "+ «(AFSSA2010).
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2. Pathogénie

f —f<ZZ2ZFf T— %ote‘ed t1e o —E. Sdiiest fupSridtre «deepldsieurs centaines de
kilobases a celle de souches non pathogenes : enviros@ kb pour les souches O1B contre
4 600 kb pour une souche banale de laboratoire. Dans certains cas, ces régions supplémentaires
LTV et e o Zi—ec—t Boketect—F Tte —<'eetZ7F ti—e f..—x"<Sf %o
constituer des Tlots de pathogénie ou correspondre a desgsmides. Une partie des genes codant

les facteurs de virulenceestportée par des éléments mobiles du génom@FSSA2003).

2.1 Les facteurs de virulence des STEC

a) Les shigatoxines

Les souches STEC se caractérisent par la production de cytotoxines capiabe 1 i <« B vjtdo”les

cellules Vero (cellules rénales t — ece% F “"F"— i ""<*—1 Fe eireversible fedr " f -
multiplication (Konowalchuk etal., 1977). Ces toxines sont regroupées sous le terme de Shiga

toxines (Stx) ou Shigalike toxines (St) étant donné leurs homologies avec la toxine d&higella
dysenteriaede type 1( T "<F e a.-1982). On considére deux grandes classes de Shigines :

les toxines Stx1, neutralisables par des anticorps arBhigatoxine de Shigella dysenteriadl, et

les toxines Stx2 qui ne le sonpas (Strockbine etal., 1986). Depuis la premiére description des
Shigatoxines, un nombre conséquent de variants génétiqueus a des mutations de la séquence
codantedes toxines Stx1 et Stx2a été décrit (Beutin et al., 2007). LesShiga-toxines sont codées

T —e Tk"te tiLe"<" e StUr ', %okex"fZiete— —x "f" Hike, f..—+"<"Sf %o

Les Shiga—‘S<efe ofo— tfe St_+7""""75e°"te t1 yre f-uhité-Ade B3kDatetde—
5 sous —e<—*te t1 yay -+« ha préetierd iétape, la toxine se fixe a la membrane
cytoplasmique de la cellule cible : les sousnités B, assemblées en anneau, se lient a un

récepteur glycolipidique, le globotriosyl céramide Gb3Lingwood et al., 1987). La toxine est

ensuite internalisée " f” —e e .. fecoof Tifet . . >—tef f— o— «— —e _Tfeet"_ T4
ZVFUF ECZ Tt 7% <A <o 2% Ttoc. T e tet T feect —4A [ o'—e —oc
"fr—<te s t— t f" "tt—. . —c'e ti—e "o tcoe—Z7"—"14 sgnafthitét s fcoec
N-%oZ>.. <t fet o—" Zi ", et e o g sausunité 602 ‘du—+ilosome(Lea etal.,

1999), conduisant a un arrét des synthéses protéiques et par conséquenla mort cellulaire

Figure 3). Les récepteurs Gb3 se trouvent a la surface des cellules épithéliales de la

microcirculation sanguine, notamment au niveau rénal et cérébrdAFSSA2003).
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Figure3 & .. feceet Tif .. —«'="§det«Sk¢irfozy-Rozand &Montet (2001).

T 723 —F—" LU eF eFfe— frUfrteete— "fe 7% of—7 <o'Zc¢"—2x tfee 7%
Shiga—‘Sceted o £°"1-84 —et +——1f ——<Zcofe— —in vitro& démdmtré... — 7 ——":
“—f Z5+'«—St7c—e <o—te_cof7 1 ZeQéepar la‘texinefStx2 en I'dbsphce de

récepteur Gb3(Schiller etal.,2004).

b) LesfacteursGfDGKpVLRQ

e "f..—F—"e TiftStecte ofe Zie— 2-"f tie tZtete—o ofEF—" tF Zf
et ... feceote TiftStec's t£..7¢c—e .. .St dppel & destimbriae, des’prowinés —

de membrane externe et des lipopolysaccharidefWagner & Hensel 2011). Chez les STE®

existe de nombreux”™ f ... —F—"¢ "te'teef Zte t— "7 tee—e TiftStec'e

La colonisation du tube digestif par certaines souches de STECf ... ... ‘o f%o et T— Tt FZ " teds
de lésions spécifiques des entérocytes dited ++<‘ee Tif——f -effatement (A/E), qui se

limitent au colon et au caecum(Donnenberg etal.,, 1993). Cfe Zxec'ee Tif, "t t+..7<—fe .S
EPEC, se caractérisent par un effaceme Tfe ec.. "' "<ZZ'ec—%e tie . tZ7—7%e Tt
intestinal (Ismaili et al., 1995) et un réarrangement pour former un piédestal sur lequel les

bactéries viennent se lier de facon étroiteLe mécanisme de résorption des microvillosités

intestinales seraite— ¢ Zi‘"<%ocef Tfe ese’—@Foete T(f""Stc“—feo ' of" ke 7'7e t1e
Les genes responsables des lésions A/E sont portés par le locus chromosomique LEE (Lofus

Enterocyte Effacement). Le LEE esiotamment caractérisé parun systeme de sécrétion de fye

Il (Jarvis &Kaper, 1996), parle géneeae(E. coliattaching and effacing) codanune protéine de

membrane externe appelée intimine (Jerse etal., 1991) et impliguée dans 1T+~ " f ... fefe— Tt
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microvillosités et par le génetir codantle corécepteurspécif<*—3 t1 Zice—<cecetd « "feeZ' ..
Intimin Recepton.
if—="%¢ "f..—f—"¢ tif t@nme hotaniment te-facteurSaa(STEC autoagglutinating

adhesin) ou encore la protéindha (Iron-homologueadhesin) mais ne seront pas dévelppés ici.

c) Les factaurs plasmidiques

Les STEC possedent un mmide de 90kb, portant différents facteurs de virulence.
ife—x""S+e'7Z>ehiyiA a été mise erévidence chez les STEC en 198Beutin etal., 1988).
Cette —‘Scef eicee®”f fTfoee Zf ote "fet .. >—" 2§ pordsrehgandrdrt'aidsi tine
lyse osmotique descellules (Soloaga etal., 1999). Elle permettrait notamment de stimuler le

développement des cellules bactériennes grace au fer libéré suite a la lyse des hématies.
if—="%¢ "f..—F—"+ Chrimecthc%rnes protéase EspP,la catalase peroxydase
périplasmique KatP, des toxines de typeClostridium difficilelike, ainsi que le systémede

sécrétion de type Il (Burland et al., 1998) sont impliqués dans la pathogénie des STE®ar

ailleurs, le géneastAcodan— Zife—x"'—‘8cef fo—s f -+ <tfe—<"cx ...Stoe ti o
STECet cf——1 —‘&cot ""—""fco E‘—1" —e "@Z% tfee Zicot—..—c's t1 Zf
aqueuse.

d) Autres éléments impliqué dans lavirulence

La survie des bactérieglans les alimentsetdans Zite—‘ef ... .77 %fe’ et o —ef +—f'F co’*”
du processusinfectieux. La capacitédes STEG survivre a des pH acides a été mise en évidence

dansdes aliments tels quda mayonnaiseJe jus de pomme, les produits carnéiermentésou des
fromages(Doyle, 1991; Glass efal., 1992; Abdul-Raouf etal., 1993; Zhao etal., 1993; Montet et

al,2009) & Z—ect—"e ot . foecoetes T1 ”+enkétd mis én évidérfce.cheles STEC

un systeme oxydatifinhibé en présence de glucoseun systéme argininedépendant et un

systeme glutamatedépendant (Lin et al., 1996). Ces systemes dépendent de génes spécifiques

ainsi que de facteurs de régulation globaux tels que RpdbBong & Schellhorn 2010). Les 2

derniers systémes permettent la décarboxylation des acas en @minobutyrate et agmatine,

expulsés hors de la cellule. Ces réactions consomment unét produisent une molécule deCQ

Figure 4). Lorsquele pH extérieur estde 2,5 ... f¢ T+ ... f",'§>Zf—c'eoe "t et —jotie— Zif—%
T— 7 e[ 3272 —Zf<"F F— ZiceTivec'e t— i—tfe—<iZ oFfE,PHfc"TA Lo
(Richard & Foster, 2004).
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Figure4 & s>e—°efe ti'freweifeo.. .t T+ fetfe— Tif .. Elfchbk systeme-argirihece

décarboxylase et systéme glutamate décarboxylase.

AdiC: antiport arginine/agmantine ; AdiA: arginine décarboxylase; GadC antiport glutamate/GABA;
GadA et B glutamate décarboxylases GABAA -ginobutyrate

Des études ont montré que la résistance aux conditions acides, mais également éhleur et a
la salinité, dépendentre autres du régulateur gnéral de réponse au stress codgar le génerpoS
(Coldewey etal.,2007).

2.2 Pathologies humaines associées aux STEC

‘—e ZFe %" '—'fe TiY%1 't—"1e— 2-"1 SPEGhien-que lef enfanttlemeins. St
de 5 ans et les personnes de plus de G@s soient plus sensibles et plus gravemertbuchés
(Espié etal., 2005). La sensibilité des patients aughiga-toxines est probablement infllencée par
plusieurs facteurs tels qued Zit—f— T1 sfe—+a Z1 o'e adx toxindst Stxfét-lbs— "
traitements médicaux suivis f%ofe—e tcece—fe— Zf e'-"c..<—% <oe—te—<efZ1t4
(Vernozy-Rozand &Montet, 2001). Plusieurs études montrent que & dose infectieuse minimale
semble faible (inférieure & 100 bactéries pathogénegar portion alimentaire) (Griffin & Tauxe
1991; Tilden et al., 1996; Strachan etal., 2001; Teunis etal., 2004) mais elle peut varier en
fonction des ... f"f...—%"ce—<“—Fe T+ Zf o' — . STA& tfe o'—" . Fe TF ... 'e—fecof
delastfeec «Z<-htett Zi

e ete— o 7&'Ue¥symptomes cliniques variés : diarrhée non sanglante, colite
hémorragique, syndrome hémolytique et urémique (SHU), particulierement chez l'enfant et le
sujet 4gé, ou purpura thrombotique thromboo —*’ + e <“— 1t ... S H(@@rrZet Alf, 2005)- +

En 1983 Karmali et al. (1983) ont établi pour la premiere fois la relation entre une infection

co—te—cofZ1 o t— Zf «—"Lé9 sighesfbielogiquesi sont toujours une anémie

hémolytique microangiopathique (altération des petits vaisseaux sanguin®u des capillaires),
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une trombocytopénie (raréfaction du nombre de plaquettes sanguines)et une insuffisance
rénale aigué.L'apparition du SHU se fait emmoyenne une semaine aprés le début des symptémes
digestifs pour environ 10 % des personnes ayant déaré une diarrhée sanglante(Heuvelink,
2000). Le SHU typique, ou SHU pedtarrhée, représente environ 90 % des cas de SHU de

I'enfant et représente la premiere caused'insuffisance rénale du nourrisson Une atteinte

Tif—="% "% fefe ’'fe.."vpwacentral)petit égalementétre observée Elle estdue
a la présence de recepteurs Gb3 a la surface de ces celllesirat et al., 1992) & 7Tf—-—Fce—F T—
systéme nerveux central estt i f<ZZ+—"+ f .. ——1 Zdld eduse dédfces@ecludt etal.,
2000).
‘oot " 7% 4 Zixt—<'Z'% <t t— "F—— 2-"F tF t<Tinmune.l),<%oce e  —

T— Zf "tZf—<'e fe—"tECON $Wyd'y T Zif' f" =<' T iaétéldémeritrée t
par Kovacs etal., (1990). Le PTT touche essentiellerm I'adulte. On considére le PTT comme

étant une forme clinique plus large que le SHU, avec fiévre et troubles neurologiques.

2.3 Epidémiologies

a) Description des épidémies

Selon les pays, les infections dues aux EHEC sont recensées soit directementjratirectement
fTZf e—""t<ZZfe...F tEe .. fe t1% a f” t8fe’Z%ta& 1t "fe..fd t— "f«
épidémiologique des infections gastreintestinales a EHEC, la surveillance des infections dues
aux STEGest basée, depuis 1996, sur les donnéee recensement des SHU chez les enfants agés
de moinsde 15 ans et repose sur un réseau hospitalier de néphrologues pédiatres volontaires.
T——F o —""F<ZZfe. F fe— Ut reett f7 Zi ee—cesdenniéds rélatl/@sta fec«—f <"1
Zi+'<t+ec Aé%affections humainesdépendent du systémede surveillance mis en place
dans chaque pays et pourraient donc étre biaisées.
cte “—i—ef " —Zf—<'e o Vet —1t ' —toute jperserine pbut”poteftiellement
développer une diarrhée, voire un SHU. Paailleurs, certaines personnes étant en contact

fréquent avec un réservoir animal de STECdu fait de leurs activités professionnelles (i.e.

+Z1t7F—"e& ‘— ti Zi—"e Z'ce<"e fe"fe—e feo [ Zfee} sOHt"-fa "1
particuliérement exposées
Cepent fe—a Z% "“"—f%t —"feec—'¢"F fore'—‘of_c“—fadéf été rappStEce ZiS e

occasionnellement(Silvestro et al., 2004). Une étude de 2 ans portant sur des travailleurs de
fermenon malades T3 u "+ %oc<‘se fTco—ceo. .. —Fe Ti % ZF—1""téchartilorizdé —F udau”
sérum des personnes considérées possédaient des anticorps a®tl57, acquis suite a un contact
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7 te%ot fTE.. ..fe fe—<%°ete tfee Ziter Cospdradnnes sant Agnsiderécs

comme des porteurs saingQuilliam et al.,2011).

icoctte f foe—t27% t— "ttof-"<"—3F fe "fe.f te— 't St t1%
"fre f—""tFee t— it SEZ'eet o otcoe fi—e  fe ''—" srr r(inge " fo—o T1i
et al., 2009). En France, depuis 1996, des cas sporadiquele SHU aveaine recrudescence
saisonniére pendant la période estivale ont été enregistré§uin - septembre) (Haeghebaert et
al., 2003). Cette augmentation estivale est aussi observéef ¢« 11 f ——"Angleterré et Pays
de Galles(Anon, 2000), Belgique,PaysBaset Allemagne (van de Kar etal., 1996), ou encore en
Amérique du Nord(Michel etal., 1999).

Plus de D0 sérotypes de souches EHEC ont été mis en évidewbez les patientgJohnson etal.,

1996; Paton etal. 1996). Les EtatsUnis, le Canada et le Royaurdéni sont les pays ou la

"t —te  t ficetZietoe— t— ex"'—>'t swyd y fe— Zf 'Z—s <o’ —fe—14
décrit dans de multiples épidémies survenues dans différents pays européenwnt la France, et

également enArgentine, Suéde ou encoren Israél (Lopez etal., 1989; Lerman etal., 1992; Espie

et al., 2005; Soderstrom etal., 2005). + “f<- “—%f tife E —aliG157:HT isoent
"fr—<..—Zc°"Fete— «o'Zxte . Stoe Tie 'focte—e ‘— tfee t<TEVete of "¢
le fait que ce séotype présente des caractéristiqgues phénotypiques qui lui sont propres et qui le

rendent plus facilement identifiable que les autres STEC. En effet, EmuchesE. colid'origine

humaine fermentent le sorbitol a l'inverse as souchesappartenant ausérotype O157:H7 qui ne

le fermentent pas. En outre, la plupart de<€. colisont >glucuronidase positives,alors que la

grande majorité des STEC 0157 rmrésentent pas 1 f ... —d€ cette enzyme(voir [Tableau 1).

Enfin, Zadik etal. (1993) ont montré que les concentrations minimales inhibitices (CMI) de
tellurite et de céfixime étaient plus élevées pour les STEC 0157 que pour les autEescoli
T fetfe— f— .. —"e tie foeexted —ef f—Y0ofe—f—c'e T— oo " t% .. f
STEC norO157 a été constatédZimmerhackl et al., 2010; Caorioli et al., 1997), notamment
%"V ..F o ZifexZ<'"f—c'e tte ox-S'tie tice'ZFoete— t— Tt Tx—F..—c'e ti.

En France, ls principaux sérogroupes STEC mon- swy y "fe'‘eef 7% t1% .St Zit
entre 1996 et 2009 ont étéE. coliO26,E. coliO55 etE. coliO111 (Figure 5) (King etal.,2009).

46



70% 2
60%
50%
40%
30%
20%
10% 14% 18%
0% : B L T/ S B .

E. coli 0157 E. coli 026 E. coli O55 E. coli O11lautres STE(sérogroupes
non typés

Figure 5 : Histogramme représentant les pncipaux sérogroupes de STEC responsables de SHU
(%) ...Stce Zite fe— t1 «'(donnéds dencoproculture), France, 199€009.

b) Les principales épidémies

Pendant les années 80, la plupart des infections & EHEC étaient associées a la consommation de
THe”xde Ti7¢%ocot focofZFTa Tx'<txec'Z %<t Tévoluée Ulirant te «20¢ f

derniéres années, et ingestion de végétaux ainsi que le contact avec les animaux et leur

environnement sont de plus en plus impliqués en clinigue humainévoir|Tableau2). Différents

parameétres peuvent expliquer —e3 —177% +"*Z——<'ed ‘—— Tif,""1 ZFe fe*—2_1e
ete— Tt 'Z—e e "7 —o £3Sf—e—<"Fe Zcoc—foe— fcooc Zf "V _cte Tix'ctte
‘e ete el cetted fe ese—Cefe FiEE Zc—f—<'e f% <. ZF F— e'—foeete— .
de plus en plus intensifs afin de répondre a la demandaimentaire mondiale ce qui accentue les

risques de dissémination et persistance des STEC aeirs des élevages et dans la chad

alimentaire. Enfin, une évolution du régime alimentaire est constatée dardifférents pays avec

une augmentation de la consommation de produits frais tels que les fruits et Iégumes.

La premiere épidémie recensée &u lieu aux USA en 1982, ou 46 personnes ont été malades

e—<—F o Zf ..teetecf—cte TF Tc<fett Sf .. RpdrHE tolj@Q57H7.(RHeyfetak

1983). La plus importante épidémiemondiale étaitliée a la présence du sérotype O157:H7 dans

des germes de radis blanc ayant été consommés au Japoragant conduit aplus de 9000

malades et 12 décégMichino et al., 1999). En Ecosse, entre 1994 et 2003, sur 35 épidémiefa

coli O157:H7 identifiées, 19 (54%) étaient associées a des sources environnementales de
contamination (Strachan etal., 2006). De méme aux Etattnis, 12% des épidémies survenues

entre 1982 et 20rt +—fcte— Zctte o Zitf— ‘— o —o e f . — fTL... —e fecefZ

que 21% des épidémies investiguées présentaient une source de contamination inconnue
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(Rangel etal., 2005). Le|Tableau 2

STEC depuis 200@vec une attention particuliére pour les épidémies ayant eu lieu en France

retrace les principales épidémies dans le monde dues aux

Tableau?2 : Principales épidémies dues aEHECdans le monde depuis 200@vec une attation

particuliere pour les épidémies ayant eu lieu en France

Année Pays Sérogroupes Nb de malades Aliments Référence
de EHEC (SHU etdéces) suspectés ou
confirmés
2300 ) Hrudey etal.
2000 Canada 0157:H7 Eau de boisson
(7 déces) (2003)
205 _
2000 Espagne 0157:H7 Saucisse Bosch(2000)
(6 SHU)
11 Espié,Grimont, et
2002 France 0148:H8 Viande de mouton
(2 SHU) al. (2006)
70 _ . Mailles etal.
2005 France 0157:H7 Viande de ,a—"~
(17 SHU) (2006)
Espié, Mariani
2005 France 026 6 SHU Camembert Kurkdian, etal.
(2006)
2 Fromage au lait Espié, Vaillant, et
2005 France 0157 R
(1 SHU) cru de chévre al. (2006)
120 _ Sdderstrom etal.
2005 Suéde 0157:H7 Laitue
(7 SHU) (2005)
199 _ Wendel etal.
2006 USA O157:H7 Epinards
(31 SHU et 3 déceés) (2009)
2
2009 France 0123 Hamburger King (2010)
(2 SHY
2010 USA 0145 19 Laitue CDC(2010)
3816
Germes de
2011  Allemagne  0O104H4 (845 SHUet 54 ) Frank etal. (2011)
. Fénugrec
déceés)
12 Germes de
2011 France 0104:H4 EFSA(2011)
(7 SHU) Fenugrec
Viande hachée d
2011 France 0157 (12 SHY A INVS(2011)
” a‘ -
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La plupart des ces épidémies sont dues a des souches classiques de STEC, et particulierement au

sérotype O157:H7, portant les génesaeet stx.

it '<txect T—1 f—dE.ColO108:H4 se distingue particulierementes autres F effet,
fe o' — ... Ste <e'ZxFe o—c—F o ZiHlin20440nt gimilfiresta tetledentifié es et
caractériséee tfee Z%t ... f17% t1 Ziz’<t+Maiklin, ed Alerhaghe de cette méme
année.Cette homologie des isolats combinée au caractér "f"+ t+f Zf o' —..St o Zi""<%o<e1
épidémies, laisse supposer que ces deux événements sont liés a une source commuings “ —2—1
épidémique a identifié des germes de fenugrec comme étant la source la plus probable de
contamination (ANSES2011a).
Cette souche épidémique appartient au sérotype 0104:H4, et posséde le gé&stie qui code la
toxine STX2. Elle ne posséde pas les gérea® ... T fe— ZicohlyAcod ‘dife— ZiSxte'Zrecot
et astA(codant la toxine EAST1) mais héberge le gérggR,codant un fadeur de régulation de
Zit& "Feecte TE Tce Vcff Vheltesf ZFe ti—et —7°e "% f1St"fe t o Z
F——F o' — .St £'cttoc —1f oife— "fo —o «—" 2% "Zfe %otet—<“—1F ofc
acquis un genestx2. Par ailleurs, cette souche ngsente un profil de multi-résistance aux
antibiotiques (résistance aux molécules suivantes : ampicilline, céfotaxime, ceftazidime,
streptomycine, sulfaméthoxazole, triméthoprime, cotrimoxazole, tétracycline et acide
nalidixique) (ANSES$2011a).

3. Cycle épdémiologique

3.1 Réservoir des STEC

DessouchesSTEC ont été isokés a partir d'animaux domestiques et sauvages comme les bovins,

les ovins, les caprins, les porcs, les volailles, les chevaux, les chats, les chiens, les cerfs et les
oiseaux (Nataro & Kaper, 1998; Gyles 2007; Bolton et al., 2011). Toutefois la prévalence des
STEC est supérieure chez les ruminant®t plus particulierement chez les ruminants
domestiques tels que les bovingCaprioli et al., 2005; Hussein 2007). En effet, s bovins ne
possedent pas les récepteurs Gb3 de liaison des Shigines et ne présentent par conséquent
aucun symptéme lorsque les STEC transitent dans leuube digestif. Lesbovins sont dits
porteurs sains (Karmali et al., 2010). De nombreuses études de prévalence de&3TEC dans le
bétail ont été menéesmais les résultatsne sont pas toujours comparablesiotamment a cause

de différences dans lesérogroupes recherchés ou dans laechniques de détection utilisées.
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Au niveau mondial,les taux de prévalenceconcernantle portage fécal chez les bovins sortés
variables et vont de 0,2% a 27,8% pour le sérogroupe 0157 et de 2,1% a 70,1% pour les STEC
non-0157 (Hussein & Bollinger 2005). Moreira et al. (2003) ont réalisé une étude de prévalence
tTi—ef feext o—" taitiers'de 60 fermes différentes au Brésil. Les auteurs ont observés
gue les STEC étaient isolés dans 95% des fermes testées et 49% des animaux al fai sein
des fermes, la prévalence variait considérablement entr@% et 100% de bovins porteurs. Enfi,
parmi les souches deSTEC isolées, 67% appartenaient aux 2 mémes sérotypes O91et
OI157:H. Ali+...St7Z7F «o—f"ef—<'efZta T1 —" e STEC bat-&é détectés tlans
les féeces de bovins laitiers, dont 35 ont déja été isolés chez des patemels que O157:H7,
0103:H2, 026:H11, 0O145:4bu encore 0111:H(Hussein & Sakuma2005).

Concernant uniguementle sérotype O157:H7, les taux de prévalenaelevéssont beaucoup plus
faibles. Meyer-Broseta et al. (2001) ont réalisé une synthése portant sur26 études
épidémiologiques effectuées aux Etatbnis et en Europe. Pour les Etatgnis, la prévalence des

troupeaux qui excrétaientE. coliO157:H7 oscillait de 0t ~ E —e*“—je tt "4 o —"""t4& Zfe ~f,
relevées+ —f<fe— 'Z—e " f<¢, 21+ ' —iertenirk D B3 % desreupefiux étudiés.

if'"°e T3¢ +——17eId eantdmindtiod des élevagesserait principalement due a la
refe,t tfee Zte 7' —ff—8 ti—e o'e "t "fc Extréteufoxedsigrnaat Z1e U o —
les bovins ayant un taux pes<e—fe— tTi1S.. B €cli®15%H7 en plus grande quantité
comparé a la plupart des animaux porteursqupérieur a 10 UFQg) (Ferens &Hovde, 2011). En
effet, des modéles mathématiques établis pour décrire la transmission des souches Elecoli
O157:Hy f— efce Tie —"'—"Ff—38 ‘o ece feo +7ctte . f Zf ""toefe. .t fTi—o
excrétant ce pathogéne de maniere plus importantGMatthews etal., 2006). Arthur et al. (2009)
ont démontré une corrélation entre la prévalence fécale et la contaminatiode la peaudes
animaux. Selon ces auteurs, des pourcentages de 20 % de prévalence fécale ou de 80 % de
prévalence surla peau seraient les seuils de contamination caractéristiques de la présence
T1f <o f—supettexcréteurs» dans les troupeauxLa capacitéa excréter ces bactéries en plus
grande quantité ou sur une plus longue période serait associée a la colonisation de la partie
distale du tube digestif des bovingChaseTopping etal., 2008). Un tropisme de certains tissus a
été observé chez les ruminargt, au niveau @ la jonction rectcanale plusfortement contaminée
par E. coliO157:H7 chez les bovins(Naylor et al., 2003; Low et al., 2005). Chez les petits
ruminants cependant, il semble que la colonisation des STEC se fasse de maniére diffeigang
du tractus digestif fZZfe— t— ...f%...—+ (EaRdgieriefenl, 2005;1a-Ragione etl.,

2006) mais cesrésultats restent controversés(La Ragione etal., 2009). A titre de rappel, wn

schéma du tractus digestif des ruminants egirésentgFigure 6
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Figure6: S+ef T— —"f...——¢ T <% 1 ¢isslietiBarone{1997)f « —

ifS..."x—<'e tie s swgsttealefient Z«+=Z o1 ZF '+"<'tf tf Zifeo
T — o Zie8 %nimalx. Ainsi, les STEC sont excrétés avec une fréquence plus importante pendant
les mois chaudsRugbjerg etal. (2003) ont notamment observé dans 8 troupeaux dnois que le
pourcentage de vaches laitieres excrétant des STEC 0157 était minimal en JamyR%),
f—%oete—fc— "7 %o "Feec " Foete— E—e“—TiFe —<eo stT T—<eo tFescoe—fc«— I
“frcf—ctee ofcetenco e T ZiFE etat'dr T fe <"exte "f” fifHancbdke +—— 1 fe
etal.,2001; Ferens & Hovde2011; Monaghan etl.,2011).
Cesauteurs ont aussiobservé que Zit§..."x—<'s "+ ... fZ1 tto SWY Foe— "Z—e co’t7.
veaux que chez les adultes ‘"¢ Ti—ef £——11 efeti 1+ veauragésaurhadihum
de 5 mois Pearce etal. (2004) ont observé que 94% des animaux excrétant des souchegle E.
coli 026 et 51% des souchede E. coliO103. Les souchesappartenant auxsérogroupes 0145 et
0157 ont été rarement retrouvées et aucune souche de coli sss *if *—+ Les ¥Yeald
porteurs de STEC peuvent étre atteints de diarrhée @rtaines souchesde STEC appartenant a
des sérotypes rarement retrouvés en clinique humaing@euvent étre isolées chezes animaux,
telles queE. coli z& z4 trd s{ ‘— ssud tsd f *+"'—>'Ff swyady *if £-% f
diarrhées que de maniére exceptinnelle (Mainil & Daubg 2005) au contraire du sérogroupe
0118 fréquemment isoléchezdes veaux atteints de diarrhées en Allemagn@Vieler et al., 1998).

<te “—1% Z%- sifcte— "fo t—% foe' <tFe o tie ofZftcte .St Zt. ,
pourraient jouer un rdle dans le syndrome hémorragique du jejunum, en association avec
Tif—="%e "f..—f—"¢ "Z—e ‘— o'cos cFe «tfe—<"cted o' —foBdines,Zf '"tete
Erb, Turkington, etal.,2011)
Selon Hussein (2007) le portage des STEC pae$ bovins est transitoire, ¢k’ tet fe—a Zif' ‘" -

réegulier de STEC a travers les feces des animaux est en partie responsable de la persistance de
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cespathogénesdans les élevages. i f ——"F¢ "Z—38 fe ¢ "‘eefoete_f—§ E'—foe— f—eoc
dissémination et lapersistance des STEC au sein des élevages et les principaux sont teci

apres.

32 "+ fZte... .t tnfirendeident de laferme

a) Dans le ol

Monaghan etal. (2011) ont étudié 600 échantillons de sols de fermes irlandaises sur une

période de 1 an et oh détecté la présence de genstx, caractéristiques des souches de STEC,

Tfee ty” tite—"%t T —88 f “f cf—c'e ofcotoec®’t * of""xF _"ftc—c'eetZ7:
fécala aussi été observé pour ces échantillons de soldDe nombreuses études ont montré qella

survie des STEC dans le sol pouvait étre de longue durées STEC peuvent survivre plus de 213

jours dans un sol sableudimoneux inoculé a 16 UFC/g et recevant desdéjections animales

(Islam etal.,2004).

La survie des souchesle STEQans, ou su, le sol dépend denombreux paramétres tels quela

température, del'activité de I'eau et de la compétition avec la flore présentdl a été montré que

des souches STEC 026 inoculées artificiellement dans des sols fertilisés naturellement et incubés

a4° — trt " fcte— "flece—F" E—o“—ie UXW E‘—"¢ "% o' —Zf—c'e
plus élevée soit associée a un déclin plus rapide du nombre de STE€@maux etal., 2008). Ce
phénoménea aussi étéobservé par Jiang efal., (2002), quiont montré que la survie des souches

de STEC est fortement diminuée en présence de la flore de compétition du sol et passe de 231

joursa 193jours ' —" —ef —Fe't"f—-—"F TFice...— f—-<'e tTF tst & fe "f"e T —1%
participer a la prolifération des souchestE. coliO157 dans le sol et faciliter leur dissémination

(Prysor Williams etal., 2006), de méme que la présence de certains protozoaires du g@arker

etal.,, 1999).
La nature du solinfluence égalementla durée de survie des souchesfi. coliO157 : elle est
ot <ZZF—"F tTfee the ec..” . feete "exe ti 'f”{Maule-2000)etsembe t— tiSt”

plus courtt tfee —e o7 of 7t —3 ) gue-danssles parcelles de sol argileux ou de
terreaux (environ 90 jours) (Gagliardi & Karns, 2002;Fenlon et al., 2000).

b) 'DQVa® TH

te f,7F—""¢"e titf— tTHe—coxe f—  avérpede sdcontamirdtion' des anitaux.
(Faith et al., 1996; Shere efal., 1998; Kuhnert etal., 2005; Gautam efal.,2011). La salive serait a

ce titre un vecteur nan négligeable de contamination(Cobbold & Desmarchelier2002).
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Hancock etal. (1998) ‘e— e‘e—"+ “—1 7 fEs€oliOIB7:ty Tfee T+ Zitf— tif,"t—""
T fi— fo—tcot "t v etced fee tI ZATFF—Hif Zff.. F+IBGHE o z —
UFC/ml de E. coliO157H7 «f"fcte— Tx—F ... -1t Ejouss regpectpenient (2Vang &

Doyle, 1998). 1l a été prouvé que la survie des STEC dans des biofilms formés dans les abreuvoirs

pouvait atteint”+ tvw E‘'—"+ - ZEs coli©1578% mohirent encore une activité

infectieuse chez les veaux apréx +‘<s t1 «+@E‘'—" i géctendliehfent de diarrhées)

(LeJeune, Besser & Hancock001). Enfin, une augmentation de la contamination des abreuvoirs

par E. coliesto,«f""+1 t—"fe— Z1 {Hancock ttak, 2001).

c) Dans les fecest les effluents qui en dérivent fumier et lisier

it——11 «1eBuffy (R003) amontré que tte« «'— .. B ¢oliOlLB7:H7 pouvaient survivre
jus“—ie stx @dahsdes fécesde bovind ti1f——-"%¢ f——F—"¢ ‘e—esdedbet 1O0Fes o—""¢
semaines pourkE. coliO26:H11 et O111(Fukushima etal., 1999). Plus récemment la survie deE.
coli O157H7 a été démontrée dans des féces dmvins durant plus de 97 jours(Scott et al.,
2006).
La survie des STEG@ans les féces semble liéa plusieurs paramétres physicechimiques. En
effet, Wang etal. (1996) ont observé “—EI coliO157:H7 survit mieux dans des fecestockéesa
wl “—7Je ttl ‘— uyl! yra wx I— v{ E‘—"e "Fe’'t ... —<"Fefe— &4 Fe f——F—
Zj factivité de Zitf— eo—" Zf e—""<f tie ,f..—x"cfed Fe F77F— —" tie —;
auyl Ay Aiffe "°...te fe Tco tE et ef%F Fe— <eTt"ct—"% o rawéd fZ'7e “—
0,99 pour un stockage a +5°C.
De nombreuses études ont montrgue les STEC swivaient plusieurs semaines dans le lisier et
le fumier de bovins (Kudva et al., 1998; Himathongkham etal., 1999; McGee etal., 2002;
Nicholson etal., 2005). Le brassage du fumier pendant la période de stockage a pour effet de

diminuer la survie de STE@réalablement inoculés(Fremaux, DelignetteMuller, etal.,2007). De

plus, Fremaux etal. (2010) ‘e — e‘e—"+ “—%f T3 T fcFe— o """ E—e"—ie t
féceset quela dispersion des pathogénes étaitf "+ "+1 E —e“—ie tr ..o o' —eolstf «—""f .. 1
paturages alpins. f <—"" &} cdliO157dans des sols fertilisés par du fumier ou du lisier

représente un risque non négligeable de (re)contamination des animaux, des végétaux ou encore
t+ ZiS*{Franz etal., 2011).

d) Dans les locauxetlemattd LHO GpOHYDJH

Cobbold & Desmarchelier(2002) ont observé “—i—e3 %" fet 3 7' Eehdntilldnse

environnementaux au sein des exploitations étaicontaminée par des STECDe plus,Wilson et
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al. (1992) ‘e— e'e—"+ “— 1% 7% e<"if— t1 ..'e— prrerhent'de fatfeifriet sérait
positivement corrélé a la prévalence de la contamination en STEC du troupeau. Ainsi, plas

proportion des animaux porteurs sains dans le troupeau est importante, plus la contamination
environnementale est forte.

Une étude avecdes troupeaux inoculés 2 fois avec 10 tE. coli O157:H7 a montré

frequemment des résultats positiE en détection du pathogéne pour les éléments
environnementaux alors qui<Ze e‘e— o+ %0 f Jde$fécds—des animaux La litiere est

Zit ... Sfe—ddsAréquement "f—" —"+ "fec—< A t— Zfe f——f—"0 fe_ t ek Tx 4
pouvait servir de substrat pour la croissancet t+ «‘— .. B doliOfL57:H7dans ce milieu(Davis

etal.,, 2005). Les STEC transitent essentiellement parfle f Z <+t e—« te-bdigsbfiluhhert et

al., 2005). Par ailleurs, une étude menée en Suede dans un élevage bovin laitier a montré que

chezles"ff—3§ **"—f—"¢ f— EScoliOA57H7Z Au priftemps, seuls ceux gardé » Zi+—f 7%
'feot fe— Zit+entddcore Pabactérit fZ'"e “—1 ...f—3 «excfetentplas (Johsson
et al, 2001). Ceci i f8'Z<“—3F 'f” —eF "f.. 'e—foecof—c'e Tfe focof—38 "f" Zi

Zite < testoete Tt ZixZ1 " f%1&Z ... f—8& of-2"<tZ

Il a été démontré que des souches de STEC 0157 pouvaient giwre 60 jours dans le fourrage

t1S £"(Davis etal, 2005) t— “—itZZ%te +—fsctd—of. pF 72K Z<t" E—e“—ie Tie
107 UFC/g dans des ensilages mal conservéSenlon & Wilson, 2000). 1« 1 f—38 tif " ‘ef% f T3
végétaux pourraient également étre cotaminées par des déjections animales dfa présence

TE.coli T fee tde ...Sfe’e f77 et ffik’” Wdgotilléd ou non traitée a été observée

a de faibles taux (de 15 a 4xJ0UFC/g) (Weinberg etal., 2004). te o‘— ... Ste <t iE—coli—fe i
0157 ont été retrouvées dans un sol et dans des eaux de lessivage suggérant ainsi que les
bactéries pourraient étre disséminées non seulement dans les eaux de surfada les eaux de
ruissellement, mais aussi dans les eaux profondes des nappes phréatiquéa les eaux de
lessivage(Gagliardi & Karns, 2000).

Des souches deSTECappartenant au sérogroupeO26 ontpu étre " —-""—"+te E—e“—ie U ‘<

apres leur inoculationdans des bouegFremaux, PrigentCombaret, etal., 2007).

Ces divers travaux montrent que les SEC peuvent étre présents dans différentes niches
écologiques deZite"«"‘eetete— ti—et "17etdes.pdntsfae-cohtamination multiple

des animaux

33 ‘Tt Tt —"feeecoocio o 7275 0t

Teo t——Tfe Tit <txec'Z ' %<t gnquitesépidérhiqiies ahtpermis tifexZ < "t” Zfe
connaissances sur les modes de transmission et les sources de contaminatdes STECLa
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Figure 7|présente Zfes "Z—38 '‘—Fe—<tZe+ tte Te—"1 Z3F "2 "TZISEVEZ t-

fo.——FZ27%& ZFe v "o fZFe Ticte tice d tifZcomte—cheRE ZTfeY%eteeclts
hydrique (eau de boisson ou de baignade), la transmissidnterhumaine et le contact avec les

animaux de ferme et leur environnement.

Figure 7 : Flux potentiel des STEC. Les fléches indiguent les flux potentiels de STEC engre le
réservoirs “— 1 "f—"Fe— "t "tefe_F" ZFe fecof—35 (AFSBAZ0PIpTe f— ZiS‘eet

a) Transmission alimentaire

La majorité des infections T+ ZiS*eest le "+ +— 7 urfe-transmission alimentaire. Aprés
enquétes épidémiologiques, o grand nombre des infections aE. coliO157:H7 a été relié a la
consommation de denrées animales(Vernozy-Rozand & Montet, 2001). La viande de ,a—"
constitue la source majeure de te—fecef—c's t—1F o TFe 7 Z°efe TiS>%0<°et Z'"e t:
o—<Tce Ti—ef .. —coo'(Roberts-étal e JOO5HA [ “<fett Tif——"Fe foecef—85 TI -
ou de volailles a également été mésen cause(Doyle, 1991; Griffin & Tauxe 1991; Paton etal.,
1996; AFSSA2003). De méme, des produits végétaux contaminés et des produits laitiers ont été
o Z1'""<%o<et TiHSoHerstrdm etal.,, 2005; Denny etal., 2008; Guh etal., 2010; CDG2010;
EFSA2011). Pour les végétax des études ont fait état ded transmission des STEC de sols vers
des laitues et du persil & partirrespectivement de 77 et 177 jours aprés semiglslam et al.,
2004). ‘—" .. f"—fcee fZcofe—ed ZiS>''—S°ef ti—ef te—fecof—<te . Ticex
,a—ouvia Z1——<Z < f — silesichatarinés a été avancée.
Les résultats obtenus dans le cadre du plan de surveillance 2009 mené en France par la
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"Pomc'e Yotet"fZE TH 2T Zcote—focte 7 "s7oZfe —ef te_fecef-
,aA—" """ (%ox"xe t1 Z5'7t"% tefcandesnidatioh deg wiahdds hachées surgelées

avait été évalué a environ 0,3% lors du plan de surveillance 200Zes données de ce plan de
surveillance permettent d'évaluer la prévalence apparente de contamination des fromages au

lait cru par les STEC pathgénes a environ 1%, tous sérotypes confondus. La prévalence de
contamination des fromages au lait cru par O157:H7 est pour sa part inférieure a 0,3BGAI

2010).

b) Transmission hydrique

Teo t'cttocte Ti7c%ocod St ¢ —1F oo Yoot fZef'etf—cfoootitcfte tob Zf
plceete f e ZicoY%ote—cte fo... .. <tfe—3Z27% titf— Z'7¢ T3 ,fcSoeftied o-—
TE. colipathogénes = —fcte— "f1—"'—"xfe tfoee x" Tie t'ctrecte t—Fe o Zice9
boisson contaminée au USACraun etal., 2005). En Agleterre, 7 personnes ont été malade

o—<—1 o Zico%otoe—<te f... .. <tte—1727% titf-E coHOIFr(Yhekivdazu.etod—feocott ' f
2006) & e+ <ed —ef x'¢txect H.icoliOL57Hc" & fait plus de B00 malades au Canada

en Mai 2000 suite a la... “ee‘ee f—c'e T7%f— T@Hrydey€tal, 2003). E. coliO157:H7 a

été retrouvé dans des eaux de surfaces ou des eaux usées au Ca(kinen etal., 2010).

Z—ect—"0 t'cttocte Zctte o Zico%ote—c'e T "%+ —f—Fecenséeg ecets 'f
s—«—F o Zi<""<%of—<'e Tie . —Z——"%e "f" tie tf—8§ .. ‘edeflsiertied o Zi
tdnimaux contaminés (Ackers et al., 1998) & f"—fcofe *——Tte ¢ — % %o°"Fe— o2¢f

T1<"" <% f — <" contamnef les végétaux par leurs racineg§Wachtel etal., 2002).

c) Transmissioninterhumaine

Le portage sain humain de STEC existeaims semble rare et transitoire(Silvestro etal.,2004). La
sfE'"<—% tie . fe "te—7-% ti—et ..'e—févidfnce ehez lps’persondesren: i
contact avec les maladegl semble quecette transmissionsoit T f——fe— 'Z—e <o’ "—fo—_F 7'"e
ZiS>%<°+1 %o+ malifarsk ef gue les contacts sont étroits. La transmission ofécale est

une réelle préoccupation dans les créche{Sugiyama etal., 2005) ou les centres de smms

journaliers (Reida etal., 1994) & F ‘T3 T3 —"fesecoec'e To— f—oec "fo''eef 7% 11 Z
Zice ... —<'e f— ofce T1e "fecZZ1¢Bdlductefals 2004s KSr@ak etfal-£099). La

durée du portage serait en moyenne de 13 jours lorde colites hémorragiques et de 31 jours lors

de SHUKarch etal., 1995). Des épisodes de transmission interhumaine ont été observés durant

la derniere épidémie allemande incriminant des graines germées de Fenugrec contaminées par

E. co0liO104:H4 (Hauri et al., 2011).
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d) Transmission par contact avec un animal porteur ou son environnement

f —"fesecesE.cOliiswyad y o ZiS*eetd "f” ...'e—f..— T« t..animhauxdet«’t...— f
ferme ou leurs déjections, a été décrite lors de cas sporadiqu@eutin etal., trrra 1 "<fal,f-
2001) sfce f—eoc Z'"e Ti@likteetall 1999; Crump etal., 2002; Muto etal., 2008). Par
ailleurs, le taux de porteurssains enE. coliO157 est plus élevé dans les populations vivant en
contact permanent avec lesinimaux (Evans etal., 2000).
Le sol contaminé par les déjections desfec<ef—3 t3 “f7"e¢% f t%ofZtete— £—%
T2 «txec<Ees coliO157:H7, notammentdurant des événements en plein air, tels que des
festivals (Crampin et al., 1999) ou des campements touistiques sur des sols préalablement
paturés par des ruminants(Ogden etal., 2002). En Ecosse, du sol souillé a été impligué dans

11% des infections environnementales &. coliO157:H7(Strachan etal., 2006).

4. Stratégies de limitation de la présence des STEC au sein du
réservoir animal

En tant que réservoir de bactéries pathogenes particulierement virulentes, la mise au point de

stratégies de limitation du portage sain des STEC chez les bovins est un objectif prioritaire pour

tout les acteurs de la santgublique. f "+~ fZFe...f tie cfe,ZF TfU<Er ot —e Zi
e T T e Cfmh—Te Frec Zicelf— cot<Tct—17 e t< e <2t e [
e E et e 2R Fifacte T Zf ofA—"cef t—
Le controle efficace des STEC passetamment " f” Zf "+t —..—<'e T3 Zf ""x“—Fe . f -

Tt Zit§.."x—<'s 2. fZf Tt ..t f-S‘'%°et f" Z%f ,x—f<Z Feo 'Z-
environnementales de cet organisme. Eparalléle T £ ,‘eefe ' f—<*—1te, ddstabtions %o
localiséespeuvent étre mises en place pour diminuer la prévalence des STEC dans les élevages et

ainsi limiter leur entrée dans la chaine alimentaire Le chapitre ci dessous présente les

principales actionssusceptibles ddimiter le portage sain chez les STEC.

4.1 Actions globales

f—<“—1te Tisahtlrf éasemble de régles appliquées par les professionnels

Tt Zf "<Z<°"f ,Tcot tfee ZF ,—— TF UEFT —ef toefec —t FixTZ——<*
Zif tec” T— exveut” TeitAB"f—<'e f-<'ofZ% t1 ZiLdchafdkeds bonfes

pratiques insiste sur 7 points essentiels

- TctFe—<T f—<te the foecof—8 <ot o E'—" t— "t%oco—"F TixZ1"f %ot
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- La qualification sanitaire (respect des vaccinations, surveillance deZi+—f— t3 efe—+ t—
-"—"ff—4&

- fe —V"fc—fefe—e ofec—fc"te —"f-f «Zc—% Tie —"fc—fete—ed "f'+"f%t T
- ifZcofoe—f—c'e ofcet f— ofA-Tcott et ef%%$A ff. Tl e LS

IR

- iSH>% <ot T Zf 't — e DG Fk of . Scefed o' Ztote— Tie &'t 1
- 7S5 %o < ° detbign-étre des animaux (propreté des locaux, atiri’ * —” ZiS< f” &

- TReT<teeteteZfit—. %0 o ZixZF %ot ofA-"<ot tie 177 Z —fe—ed %ofoe—c'e
Z te— ’teec 7gurices Wifkérents leviers pour diminuer la prévalence des STEC dans les

élevages.

Z if%<—tiffZ*"Z«" et °%oZte eco’ZFed 'F— ..'8-t—ete o of——"1 teo a—

potentiellement un effe important sur la réduction des STE@ans les élevages.

a) $X QLYHDX GH OfTHQYLURQQHPHQW GH OfYfpOHYDJH

Coc—1" ZFe L te—fecef—ctes "k fZ%e Tfes Zitepduspbedettre def Zf “17e

diminuer la prévalence des STEM@e nombreux éléments de la ferme ont été identifiés comme

sources de dissémination de STEC nfteefe— ZFe o'Zed ZF "—ect” t— Z3% Z<oct”a Zit
locaux.
{7 cocof—ce T4 Zf ""tete. .t tie T f anc Daitffct o floietif f "o Riat 77+t

du réseau ou eau de forage) régulierement contrdlée (analyse bactériologique fréquentegrpe
maintien des réserves et citernes couvertes et des abreuvoirs propres. Le non respect de ces
feecY%oete Fo— feet <k o —e TE% "+ t1 .. Eccofiplusfrportant {Ledédng— f”

Besser, Merrill, etal., 2001). Afin de limiter la contamination via les abreuvoirs il serait

préférable de mettre en place des accés individugls Ziff— —+—«<cete cdlfsefaittaussiZZ 1+ &
eed 7% FiteT<of%ot" —ef “<Z-"f—c's t1 Zitf— *troependant cettef fe— T
x-Sttt «if f—..—aépiS6des dereconiainination futurs.

Les principaux aliments composant le régime alimentaire des bovins sontle foin, la paille,

ZitescZ % T dgefled minérgux et vitaminesds aliments concetrés (farines et coproduits),

les f11<—< e {Norihardfetal,2005).Les aliments comme la paille, le foin, les farines ont

des taux de matiére seche tres élevgsupérieur a 80 %) ce qui suffit & priori pour limiter la

présence de pathogénes. Par conséquent, les aliments a risqueregard de la sunie et de la

e F— T foc'e the ce ZifeecZf%t to ..t —fcoe FHISEI TS o

paturée.
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La survie des STEC dans le sol pendant de longues durées est avévé@ 3.2 a)) et il est
ot . Feefc"f fice'ZE” Z1e+ e shlimbatsdes. aurfSzdnepduvant étre souillées. le
reste du site esten acces libreaux personnes etaux animaux T+ Zi+Z Fif%ot —if—3 foecef—3§
cotxec”f Z%te 7ief”duideprésentent un vecteurpotentiel de dissémination des STEC
i<e'Z 1t tHes zones de stockage dans des entrepdts fermés, propres, et en accés controlé
fTe'2, .St Zico—"'tT— .. —c'e T— Zf tcootecof_c'e 1o f— """ [ Tce
Contréler la qualité sanitaire des aliments par un cahier des charges rigoureux ainsiamettre
Te "Zf..t ti Lteete f—<"—1te tFiteecZf%t 'tret- Tt Z<ka-t" Zf
Lle—fecof—cte <oc—<fZt t1 Ziftia qiésenade dés badérieg dans la terre, les
" f%ote Th7—e f— fe "f Tfee Zie oe— o—fo  teduddnlparhaibt fofe—
(Weinberg etal., 2004). <%+ ‘“ureipériode de 2 mois doive étre respectée entre le dernier
+ fetf%t $— Zf tf-% t%f Zf "+...'Z-F3& .5 Zf's Tt —fe’e site— "fo o_""
des pathogénes(AFSSA 2004). Lorsque les condi—<‘se Tifefx"' <‘of o'e— <cohes-""cofo—1
bactéries indésirables, notamment les STEC, peuvent se dévelopdeenlon & Wilson, (2000)
ont observé une augmentation de 19a 107 %o E.icoli Swy <o‘...—Z% tfee T+ ZitoeecZfX
étanchéifié et stocke a 20°Qdurant une semaine.
ilksemble difficile de maitriser la contamination des fourrages verts au moment de la récolte, il
est envisageable de nitriser le développement des STECf” Zi<e—1”«idés ferhkntations
T fee Ziteqvarfhapitre 3). Des mesures pratiques permettent d'éviter l'incorporation de
terre potentiellement contaminée dans les fourrages : suppression des taupiniéres dans les
parcelles, réglage approprié de la hauteur des barres de coupe pendant la récolte, aménagement
de la circulation des remorques de fourrage et des engins de tassement pendant le chantier
T5feecZf%ta

b) Entretien des locaux

T oef—"fcote tetc—cies tF Z'%oFete— —1ZZ%te “—F Zif.. .. —e—Zf—<'s T1%
les établesde mémeque le nettoyage des aires desf ,—Z f—<‘s Tte foecof—8 'f" Zi——<Z<o|
Titf— t— o' "f7 "f..Zf%F o oF... ot "fcte— feo' cte(SmithegtalfS..."2—c'o
2001; Davis etal, 2005). D— “f<«— t%f Zf ...f'f..<—% Tte o e—"TTME ffee
pendant de longues duecfe& Zf ' ece—fo...F tfoee ZixZF f%t To— "f'—c...—Z<°"

nettoyage des locaux est une étagacontournable.

Ellis-lversen etal. (2008) ont montré que de telles mesures étaient efficaces pour diminuer la
prévalence des STEC dans les élevageDes essais cliniques contrdlés portant sur une
cinquantaine de fermes ont monté que des mesures de nettoyagéentretien de la litiere
of—feete— f— TFice'Ziete— tie E+—-1fa pfuscefficacss.Dufant les Adots et
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demi Tt Zi+—— tres shivanf des consignes ont observé uméminution de 48% du nombre

TH. coliO157 contre 18% pour les fermes t€moin@ i f>fe— "fo o T <k ZF—"9e "7 f—c“—1o
Bien que les STE@e soient pas connues commsouchesfortement productrices de biofilm, &
Zi<eSgtif——="1Fe f..—x7"<Ee * f—S %tewg sp.phZekdmplelCarpentier & Olivier
Cerf, 2011), de nombreux auteurs ont fait état de la pré&nce de STEC dans des biofiims a
différentes étapes de la chaine alimentaireNotamment, LeJeuneBesser &Hancock(2001) ont
recensé des souches d&TEC dans les biofilm présents dans des abreuvoirs et Sofos &
Geornaras (2010) ont observé des biofiims @ns des produits carnés. Les opérations de
nettoyage et désinfection effectuées de maniere réguliére danssldndustries alimentaires
suffisent dans la plupart des cas a éliminer le pathogéne. Cependant, ces opérations ont lieu dans
les industries agroalimentaires mais un suivi devrait étre mis en place au niveau des élevages,

plus particulierement pour assurerla propreté des abreuvoirs.

c) Séparation des animaux

Teo tefc—cioe TiSt 1" %otete— E'—te— —e "@ZF "t et "fo— tfoee Zf '
en STEC des troupeaux bovins. Ainglusieurs auteursont constaté une augmentation du risque
de contamination lorsque les animaux sont groupé f— stce Ti—e e2¢Emith et Zl,e
2001). Comme aucune méthode ne peret actuellement de détecter leaanimaux excréteurs de
STECde maniére rapide et fiabled <Z 18ce—1 tfe . f—2%‘"<Fe Tifecoef—§ . teectt”s
et devant étre isolés des autres. Ce soles jeunes veaux car ils excréeteriE. colien plus gande
quantité que les adulteRugbjerg etal.,2003) & Ztes foecef—3 ofZftte T<f""Stted fcos
f—="Fe¢ fe'°.fe foecofZise o'——teea .. Sigdlgmertade..cES ~drdimaux
potentiellement porteurs permettrait de limiter | es contaminations croisées. Les veaux élevés
ensemble sans nouvel arrivant, développent le méme statut immunitaire contre le€. coli
existants dans leur environnementEn effet, lie—"1t — ... —<'e ti—e focofZ t3 e—f—- <o
différent peut provoquer un déséquilibre de la relation hétepathogene et ainsi provoquer une
excrétion plus importante et une augmention du nombre de pathogénegEllis-lversen etal.,
2008). f e2¢f Z'Tete§1 17 fecefZ "t@E'ce— ZixZi"f%ta —eF 'z 7t
st . feefc"t [fTfe— tF Zice—2%"t" f— - '—"Ff—&a if"'"— Tifecef—8§ o'-
augmenterait le portage fécal global probablement lié a unenter-contamination horizontale
(Wilson et al., 1998).
Les animaux superexcréteurs caractérisés par une excrétion fécale bien plus longue et
importante que pour les autres animaux, servent de relais de contaminatigwoir 3.1). Il serait
donc nécessaire ddes identifier pour les isoler. @pendant, aucune méthoderapide et peu

colteuse*itS<e—1 ¢ .Deplds, selba les méthodes de détection employées, le portage peut
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étre sous estimé(Cernicchiaro et al., 2011). Les auteurs ont aussiévalué Zif " "t— t— "+ %<e%
alimentaire et de différents adlitifs sur des animaux supefexcréteurs mais les résultats sont

fortement dépendants de la méode de détection utilisé et ne sont donc pas significatifs
(Cernicchiaro etal.,2010).

4.2 Actions ciblées :

En plus des bonnes pf —<*“—*t+ 1i1+Z1"f #s Lidéssus, des actions préventives peuvent
étre mises en place pour diminuer la prévalence des STEC dans les élevages et ainsi limiter leur

entrée dans la chaine alimentaire.

a) Le changement de ration alimentaire

Z tS8co—F T% e'e "f—ote xZ _Fahoe pFTZT¢%ocoFt fZcote—f<"t t— Zit§..”
dans les féces de bovinsPourtant, ace jour, f —...—e+1 ...'""+*Zf—<‘s foeorhige €N"—F oif 4
évidencepour servir de base a de nouvelles méthodes et de nouvelles pratiques nutritionnelles
visantarédui”t Zit§.."+—<G. t 1o

o 17t — Zf "Z—"f"— tte £——tte tete te— Fire "te 7 f_o te_"ftc. . "
la colonisation des STEC dans le tube digestif des bovins suivant un régime a base déatésou
a base de foin(Tableau 3). Les études ——<Z<efe— teo %otex”fZ —e "fc,ZF o' "% tif
fortes variations individuelles sont souvent observéesce qui conduit a une significatiité
statistique trés faible. Les méthodes de détection employées varient selon les études, or la
détection des EHEC suivant des techniques moléculaires ou en utilisant la séparation
immunomagnétique a montré que le taux de détection d&. coliO157:H7 est 100 fois plus
<o’ fe— " —ite ——<Zcofo— tie o+ Sltdrdsapreg gnrctiisseinentCallawayet
al., 2003).

Effet du régime alimentaire

Le régime alimentaire, notamment le type deéréales, laméthode de conservation des aliments

et leurs qualités »‘s— tfe "f..—F—"¢ <o"Z—1+-fBE~CcOEPLE7 £hgzdse runinants

(Jacob etal., 2009). Z ete,Z% “—i—e .. Sfe%ofete— t1 ”d%uouh effftcaure—f < T oi
Zit§.."+Ec'oli@157:H7 lorsque les animaux sonprésents dans lesnclosdepuis un mois

ou plus (Stanford etal., 2005) & , <%+ “adttestduteursaient montré une augmentation de la

T—"2F TifS..."2—<c'e T1e t—1% o —e . Sfe%tete—, sdnspredsett "+ %oce]
cependantle —fe«’¢ T1f 1 f’ -dés-animaux(Hovde etal.,, 1999). Une synthése des nombreux

U FTf—& e tvefe— Zit " fi— Tt . Sfe%otefe—s T 1¥L %S EICON ThELe—f <
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0157:H7 réalisée parCallaway etal., (2009) a mis en évidenceune forte variabilité des résutats
obtenus. Russell etal. (2000) ‘e— & fecex T« "x"fte—fe +——Ffe o—" Zit "t ti—

régime a base de graimvers un régimea base de foin et inversement Suk. colj en termes

tédcido-résistance des bactéries ettt t—"+f t— ...Sfe%tet+— t1 HAdotammentd%o<t T —
Un régime a base de grains induit une fermentation plus importante au niveau du colon pouvant
favoriser la suvie de E. coli fcsec “—%t Z%t tx..Z%fe..Stete— Fix fe——17.

Tif..ct 7deco—fe.t ..Stoe .7 "f-S‘%°eF& o "x%o<ef o fef TF “ce ‘— o
[Pt tif—="%e fZcoto—e o fe— Tro. . ""2"2"f 7% etZ'e . fe f——F—"04
Le régime alimentaire peutdonc influencer le devenir des STEC dans le tube digestif des
"—ecofe—e F— i-te—<«FZZ%tete— "txt—<"t Zite-"zxa chane.alimentdireS %o ° e
(Tableau 3).
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Tableau3 & f,Z2ff— "*..f'«<—=—Zf—-<" t1e+ *-durdyime afimertairesur” Zit " f-
Zit3..."t—c'e Tto ..Stoe Zte ,fTceed fe teex“_teaufe ote— ' of”"
changement de Régime initial £ARégime modifié
) ] o Conséquencessur E. coli .
Animaux testés Changement de régime Réféerences

0157 dans les feces

Orge-Mais A-oin

Augmentation de la durée

Tifs..."x—-<'o

Hovde etal. (1999)

Bétail adulte

Mais AOrge
Ensilage Foin ASrains mais
Ensilages FoinAViélasse

Mais-SojalLuzerne ADrge

Augmentation de

Zit§..."+—c'e

Buchko etal. (2000)

Rugbjerg etal. (2003)

Rugbjerg etal. (2003)
Jacob eal. (2010)

Veaux (34 mois)

Lait A£Foin

Rugbjerg etal. (2003)

Bétail adulte

Foin A£Orge-Mais

Orge AMais

Foin AViais

Diminution de la durée

TiEs..."2—c‘e
Diminution de la survie a
10°C

Coco——¢'e T Ziti

Hovde etal. (1999)

Bach,Stanford, etal.
(2005)
Callaway etal. (2003)

Veaux(5-24

mois)

Concentrés Ensilages /£

Orge

Coco——¢'e T Ziti

Rugbjerg etal. (2003)

Le régime alimentaire des bovins peutnotamment avoir des effets op ‘e + ¢

oiz‘o

anc<e f — Sétudd menée par Rugbjerg etal. (2003) a porté sur 8 troupeaux laitiers danois

durant une année(Tableau 3). Les variations T3 ..."+ E<toli@I57:H7 ' —"fe— if§ Zc“—1”

par des différences dans la composition de la flore intestinaldes animaux. Celleci peut étre

déstabilisée par des stressnotamment lorsque les animaux doivent étre transportés ou lors
Fe— Tt Fetfe—F tF. «

Ti—e ...Sf+%utalHe+égime alimentaire. T£§..."+—<‘s T1o

et il est connu que les phénoménes de stressdhmiques altérent la fonction digestive et

(.T_(.i._

o‘_foo:to_

devenir des bactéries pathogénes telles que les STEC.

"cot— 1 (Béditty. et ak,32096). potivant influencer le

Enfin, le changement brutal de la prairie adoin vzS f~f - Zefréduit-sifnificativement le

nombre de E. colitout au long du tube digestif des ruminants et augmente le nombre
Tite—x" . “—fe co—to_cof—3§ . H chliCallamiay3al,2003) 1 o

Ces études ne permettentependant pas de faire ressortir dee fe<°”t

...Zf<”:l: 2'|'——<Z<°f

régime en particulier pour diminuer la fréquence des STEC dans le tube digestif des bovins.
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Les dréches sont composées des enveloppes de grains concassées auxquelles adheérent toutes les

o— o—fe..Te “—c oi'ebilisfes aAu-aours Aes opérations de brassage. Les protéines de la

dréche sont donc peu solubles et sont peu dégradées dans le runeenqui augmente é potentiel

azoté de la ration.Les dréches de brasserie se trouvent sous 2 formeséchées ou humides. La

Lol Zxete—focte Tt ZifZcofe—f—<'e fTF.. tie t72. . Ste "fVef— tif— Yoot
fecoef—8 %ofce T4 '<ted "fettete— 11 ''t— .. QatebParsond’dl fe+tZ<'"+8
2008). Des études ont montré une corrélation forte entre une alimentaih supplémentée en

dréche et une augmentation dda prévalencede E. coliO157:H7 chez les animaux testésCet

effet serait dépendant dda quantité de dréches ingérédJacob Fox, etal., 2008). Ce tnénoméne
dose-dépendanta été observé parYang,Yang, etal. (2010) dans des feces de bovins mais pas

dans le contenu ruminal des animaux. Selon ces auteurs, il semblerait que le type de dréche
influence la survie des STEC qui serait favorisée avec des dréches issues de mais compaxé au

dréches issues délé.

(Cs of ]1s

Z fe— <o’ —foe— TI t< ket Zit"F- tE Zf TfZEf—" t— ' ti .. tZ
“fZi—" t: 0 ZitTTEi— ti—e <t d ecor " fZEZedf tE<SS 2Rt "% f
Cle—"fc"toteo— o Zif..<tF ecot”fZ4a -erganiqfe setrouvé silisffarmé dissociée
et la forme non dissociéepeut diffuser a travers la membrane bactérienne altérant ainsi diverses
fonctions cellulaires (ChaucheyrasDurand etal.,2010).

e ZF ,k—f<Z o Zif<tt ti .. %7z fshrle micrebiote dutrumen’ et suf ke
efe—+ tT1 ZifecofZ (Crayotarx99g). o ... ‘o f"fco'e Ti—et fZcofepfi—c'e f—
avecdes fourrages verts, <Z f *—+ «'e«un’régime-iiche en céréales augmentaiZ i f ... <t<«—+ t—
fluide ruminal (pH et acidesgras volatils (AGV)) inhibant ainsi la croissance des STEC méme en
aérobiose (Bach, Stanford, etal., 2005; Lowe etal., 2010). &pendantune alimentation riche en
grains pourrai — <*t—«<"f T31e o+ afiderésistanté chez ces bactériesfavorisant leur
survie lors du passage dns le tractus intestinal (notamment la caillette a pH 2,5)et leur
excrétion. Lorsque les animaux passent brutalementtun régime a base de céréales a du foin,
une élimination quasi—‘—fZt {{° t31 Zf ’''E—cdff aciderésistants est observée
confirmant le lien entre acidorésistance et régime a base de grai{Biez-Gonzalez efal., 1998).
Si le changement vers un régime a base de céréales bsttal, le milieu ruminal devient
“tr_fefe— fo<tft tT— “f<— Ttfe pardes bActéfiescactifex de la grande quantité
Tifect e ceo— T1ecequi’peytAdgmenterla mortalité des STECAu contraire lorsque le

changement estprogressif, les bactériesdu rumen eddaptent, par conséquent le pH estmoins

f~"t...—= olbgie diizrumen est moins altérée(Russell & Rychlik 2001). Ces conditions
Tif et f—cie "7 %"teec™t 't—"fe— <et—<"ta .St Zi%- f
eC.." "% fecoeted tThe ek . feceote t1 ”iDephugChauchey@diPurand etat i
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(2010) ‘s — «‘e—"+ “acido-iBgistancedes STEC pouvait étre induite aprés un court passage
dans le contenu ruminal faiblement acidgpH 6,93, AGV 84, 5mM)tifecef—S o' —""<ce f7F ... T-
foin. La résistance des STEC au stress acide rencontré dans la caillette 95) estnotamment
induite par des facteurs environnementaux(Boukhors et al., 2002) et la mortalité des STEC
observéeavecun régime a base de céréaleserait due a laprésence TAGVY combinés avec un pH
plus acideque dans le rumen In vivo, lesAGVproduits par les fermentations sont rapidement
foe'"yte o = f 37 Zf "f7c t— "—efe - of oif .. .. —e—Z%e— "fel £7c—f,
<o’'"—fe—FA& Tfe%ot"t—et ''—" Zf (ChaucheytasDufdrde et AlZ 2006). Par
Lteext—te—4 Z710rdes AGSbservésurE. coliZ' e T+ -invitrd doit étre nuancé.
Malgré cela des étudem vivo ‘e — Txe‘e—"+ “— " Z¥fefF'. F t1e E eoliQISEH7TI
était dépendante de la concentration emAGV plutdétque de la valeur dupH ruminal (Fu ¢ al.,
2003).
oo L FT—fcoe f——t—Te fe_ ete_"t “_F 7% "t%ocoet fZcofoe—fc "t oifTf<-
Z1i f .-résistance deE. coliO157:H7 chez les bovingHovde etal., 1999).
Les factaurs abiotiques tels que le pH, owlteneur en oxygéne sontrés souvent pris en compte
Tlee Ziz"fZ—f—c'o t: Zf o—""<Ft tte "[f-S‘%°ete Tfoee Zf —"f..——¢ <%
flore intestinale endogéne joue un réle importantChaucheyrasDurand etal. (2006) ont montré
“—t Zf "Z'7F "—e <o f MimihdaitZarferment B survie desE. coliO157:H7 parune plus
Tt it — —<fe tT A efce . f 'Stefecet oif 'fo t—d ece Fo +7ctFe f
On peut supposer que les STEC ayastirvécu aux conditions acides du tractus digestif des
bovins, particulierement ceux nourris avecun régime a base de céréaleauront une meilleure
survie dans les processuslimentaires de décontamination ainsi que dans la barriére gastrique

humaine et de ce fait présenteront un risque pluglevé pour la santé humaineles résultats de

Zice"Z—3%e. 7 t— "t% <ot fZcrésistafice tea battéhésant whtiables selon les
études. Ceci est di des différences de méthodologiesitilisées ...'sef Zi——<Z<ef—-8‘e t1 ..S
acides T <" x"te—e ' —" acigpLésistancéides souchegDiez-Gonzalez etl., 1998; Hovde

etal.,1999; ChaucheyrasDurand et al., 2010).

(€S [uv % E]} v
Des auteurs ont démontré que le jene augmente le nombre #e colidans le rumen(Brownlie &
Gray, 1967; Buchko etal., 2000). Cray et al. (1998) ont montré que des veaux en période de
jeline ayant préalablement ingérée. coliO157:H7 excrétent une population de microorganismes
plus importante que des veaux nourris normalementDe méme, la croissance dg. colisife— "f e
inhibée dans t — "Z—«tF "—ecefZ ...'Z272%...—% f—""°« Ti(Rasmfissenddl, ="' Tf *:
1993)4 f e<et fe 'Zf..F ti—ef 'x7c¢'tE ti EF8et o ote,Zf tie.. 'fe f
Zits..."x—<'e "k . fZF Tt W<t “—1F L f-——F —f..Sec“-erflefc— -+ 1
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focof—% o Zif, fo—'<" f <o T4 Tcoco—t" ZF—" —"foecm - 7% t31%"+ t:

résulte.

b) $SSRUW GIDGGLWLIV DOLPHQWDLUHYV SRXU OH UXPLQD

i}us [ P vSe Z]uVYepo§: u

Z toe— "teec ZF Tif%<” T<"f..—Fefe— «pefisable di-bétallf 77 fitikisaion »
d'une approche a barrieres multiples, incluant un traitement adéquat, un réseau de distribution
bien entretenu et une protection de la source d'eau, constitue la meilleure approche pour
garantir la qualité de I'eau

Le chlore, la chloramine, les rayons UV, I'o0zone et le dioxyde de chlore sont utilisés couramment
comme désinfectants de I'eau potable. Le chlore est actuellement le désinfectant le plus répandu
dans l'industrie. C'est un oxydant puissant mais il est @8i moins efficace pour inactiver les
organismes présents dans lediofilms. Le chlore a un effet bactéricide contre les bactéries
capables de réduire les nitrates, commé&. coli Cependant, plusieurs bactéries importantes et

,Eex < —TFe T fee Ztintestinidesibevids réduisent les nitrates SelenomonasNolinella)

Fo "ot fe_ tre.. ti2_"f __+t. ' f(HuHGHEEL66). Gds espBéks” sont
cofcottoof Zhe 7 ZF "o —clesfete o Uef7 th Zik . tere—0ef e, "t <Fo
réaliet —ec'—fote— t—"fe— Zfe Ti"ec°"fe tv8 fTfe— Zif,f-—f%ta Zice
Zit . tese—Cet " ecofZ of"f ox%Z<%otf, 2% —" Zf of(Callaway &f 7t — ...
al., 2001).

Des étudesin vitro <etc<“—tfe— “—i—ef fttc—<'e tiuide. Biira réduit —

sc%oe< <. f—< Tete— Z1IE’ cOHOTS7:HT sand inodifier la flore anaérobi¢Anderson et

al., 2000). Callaway etal. (2002) ont constaté une diminution du nombre de coliformes liée a une
tTcoco——c'e T— oB coliOt57 167 *% T— —"f..——e t<%ofe—<" ,‘“co Z'7e Ti—oe
Tfee Zitf— Tif,"t—""<"8 %o f——f—"¢ ‘o t’'fetfe— ‘BICOlE Zif' 'f"

0157:H7 chlorerésistantes.

Z f8coe—F tTif——"3F¢ trece 1. —fe—o —rEdlde plusiortyfes . St vof Listff—%—1 7%
chlore et peut ainsi pénétrer dans un éventuel biofilm présent dans les conduits et réservoirs

Tiff—a [ .. SZ'"fecet Fom = ——F 'ce oicoe £ f . F Lte="F —ef "Zfs
(Snead etal., 1980).
Tout comme les rayons UVI'ozone est trés efficace au point de traitement, mais il faut ajouter
d'autres désinfectants (habituellement du chlore ou de la chloramine) pour produire une
concentration résiduelle efficace. Le dioxyde de chlore est aussi efficace et, dans certairsg ca

plus efficace que le chlore. Toutefois, son utilisation n'est pas tres répandue du fait de son état
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%ofoet—3 o —Fe'x"f——"% fo,cfe—F - tie "co'—int. It EXiSteZAusside —« fe T
nombreuses méthodes de filtration qui permettent de limiterla présence de pathogénes mais
ofe ox S tfe eite f——e <o’ f . — e—" —ef " ‘e_foecef—c'e tF Zitf—

Ajout de différents additifs dans les aliments
e t——tde fo— ot e Zix"fZ—f—<'e tf Zf +—""¢} tfdontla ffee T%
nourriture a été supplémentée avec différents éléments.

T —f—3 t1 < E £diO1%7:HT est significativement plus élevé dans des féces de bovins

a fZf Ztete— oo fTE. tt ZiteecZf%t tf ofAe e Ziete_x f
cinnamig—% ‘— T3F raw 7 ti-faumdriue’ fcomparé au lot témoin. Ces acides
'Sxe T fted "F-"'—"te ffee Zte """ f%efe o Sf——t—" Bioli + Sr %o *
0157:H7 (Berard et al., 2009; Wells etal., 2005) &4 ifE'—— tife...—Z<ethantdda... —2% f
“fe<ZZt tie ' —ef coted <o % ,doli DF57-danis dé clon de veaux infectés
expérimentalement (Duncan etal., 2004). Zics " AifE'—— t1 x* tiS—<«Z% 11 ... f*'Z

L tZoef tfee Zf "f—<'s fZcote—f<"F tTi'"Gantarhinéehvec FORe T IHE, ‘Colie
O157:H7 sicet—<— "fo TiZTEE=. %<+ T —(BfchSeaderietal, 2005). Une étude
T _fe— o7 Zf -—”Zi-it-—f—<‘- +t 2'|'f2<.¢._f_<‘. tTte [ ‘“coe Fe ‘et
+ ¢t te...t tidetadditifes—" Zit§.. "+ —<EscOHOL57HT(Swiyers etal., 2011).
i——«Zcof—<'e T— Celmana@ a1% a montré une diminution de 98 % de la
colonisation des cellules du jejunum de bovins paE. coliO157:H7in vitro comparé aw cellules
témoins. De+2+ 1 Htilisation de 0,1% deCelmanaft™ apermis T+ tcece—1” T3 wr "~ ZiftSxec

des pathogenessur les cellules du colorin vitro (Baines, ErbLowe, etal.,2011).

Ajout de probiotiques
T oete, "t —efe £ Fte ‘e t_t "Hf7cotte o HJUSBSET <o THE TATHS .. "8 st e
de STEC par les bovin@VicAllister etal.,2011).

In vitro
ifE‘—— T3 wa sréa sw ‘Sacchareyces ceravisiamibsp boulardii dans du jus de
rumen inoculé avec 10 «Z Ei coli 0157:H7 montre une disparition compléte du

pathogene en 48hin vitro selon un effet doseréponse (Bach etal., 2003). ChaucheyrasDurand

etal.(2010) ‘e— e‘e—"+ Zit""1— eS¢, «—f—" ti—+ fEUFRC-deSacthardmycest v - sr
cerevisiaeou de5 x 1® UFC dd_actobacillus acidopHus sur la croissance et la survie de souches

de STEC inoculées directement dans le contenu rumingalement suppémenté par ces mémes

probiotiques.
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In vivo (voir Tableau 4)

Les bactéries probiotiques administrées axwanimaux appartiennent a 2 catégores: les bactéries

lactique Fe— <oet<’t...—f '—ce*—itZZ%e "fT Vcofe— Zt t27FZ " tete— tie |
rumen utilisatrices de lactate, ce qui a étéf eo‘ ... <t o —e I " F—  +ex c“diminutioB foe Zifecs
durisque Tif...<tefd ,'eef "t7ete—f—c's "—ecofZtA 4 Z te— f—eec Moo 7%
Zte f..—x"¢te ——<Zcof="c...t+ TiPfopieridactefium{MEAlisteret 2.22D31).—
Lactobacillus acidophilusest associé a une diminution de la fréquence des STEC dans de
nombreuses études. Son efficacité augmente avecdose administrée(Younts-Dahl etal., 2005).
i——<Zcof—c'e Tt te—f<Z tF ,f..—%"<¢te t1 tudieffettbamibre plus®...te oo,
important (Lema et al., 2001). Dte «'— ... Ste .. ‘eeibeqolf bnt §t& aussi beaucoup
étudiées pour leur potentiel inhibiteur des STEC, notammentia la production de bactériocine

(ie colicine) (Brashears, Jaroni, edl.,2003).

foe Zifeete 2% Zite'Z'¢ T3 "7 <‘—<“—Fe Fe— foee' <t o —Estolitcoce——c
SWY8 Yy Tfee Zt —"f..——e T<%oto—<" ,""cod ..f'teffe— «Z ofe 7% “—1 Zi
2% ftf =+ o ZiY % $du fak de-anfodification de la floe intestinale en fonction de
ZiYBetplus,uet <o—1"f . —<'e fTE.. ZF—" "+%o<et fZcotetqevtdit dtige— fe o

foTcof%ott tfee Zix"fZ—f—c'e tF Zit e f e TEe U <t —1Fe
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Tableau4 : Récapitulatif des études meées en inoculant des probiotiques aux animaux et en
e et T <ot .. —Z=x¥

e— <" fe— Zit3E.Califfeetdte "°..fea f

pour les études portant sur une excrétion naturelle des pathogeéenes.

Microorganismes Durée du Concentration Age de .
- _ _ . Effet Référence
utilisés traitement (UFC/animal) Zifece
Diminution de
Zit§.. . "t-E!'.
Escherichia coli Une seule 1010 STEC + coliO157:H7 et _
N ) _ Veaux de 8 a Tkalcic etal.
compétitives fois en 30 1020 E. coli _ O111
_ _ o 10 semaines o (2003)
/exclusives jours probiotiques Pas de différence
Tfee Zit3.. 7%
E. coliO26:H11.
Diminution du
nombre deE. coli
o _ 108 STEC +
Escherichia coli Une seule _ Veaux de 026:H11 et Q11
o _ 1010 E. coli ) . Zhao etal.
compétitives foisen 8 o moins de 1 dans les feces.
_ _ probiotiques _ o (2003)
/exclusives jours semaine Pas de différences
pour E. coli
O157:H7.
Quotidien o Peterson,
_ . Diminution de ]
Lactobacillus de Mai a . _ Klopfenstein,
_ _ 10° NP51 Adulte Zits.. "+ Eccoli- _
acidophilusNP 51  Septembre Erickson, et
O157:H7
sur 2 ans al. (2007)
L. acidophilus,
L. fermentum,
L. delbruekii,
Diminution du
L. salivarius, _ Brashears,
. Une seule ofe,”F Elcoli _
L. brevis, _ / Adulte ) Jaroni, etal.
_ fois dans le fluide
L. cellobiosus, . (2003)
ruminal
Leuconostoc spp,
Pediococcus
acidilactici
_ o Brashears,
Lactobacillus o Diminution de
_ ) Quotidien . ~ Galyean, estl.
acidophilusNPC / Adulte ZitsS .. "+ coh
(2003)

sur 14 jours
747

0157:H7
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Lactobacillus

10°NP51 + 16

sauf pour un animal

sur 9.

acidophilus Diminution de
. NP45 +10°P . _ Elam etal.
NP 51 ou NP 45+ Quotidien Adulte Zits.."tEccoli
o _ OU 10 NP51 + (2003)
Propionibacterium 0157.
- 100 P
freudenreichii (P)
10°P + 10 Diminution de
Lactobacillus . )
. _ NP51 ZitS.."xEccoli
acidophilus o
Quotidien OU 16 NP45 + 0157 surtout avec  Younts-Dahl
NP 51 ou NP 45 + . Adulte
o _ sur 28 jours 109 NP51 NP51 seule etal. (2005)
Propionibacterium
o OU 10 NP51 fe Tit""%-
freudenreichii (P)
+107 NP45 NP51+NP45.
10°P + 10 Diminution de
L. acidophilus NP51 Zits.. "+ Ectelir
NP 51 ou NP 45+ Quotidien  OU 10 NP45 + Adult 0157 uniguement  Younts-Dahl
ulte
Propionibacterium sur 14 jours 10°NP51 avec NP51 etal. (2004)
freudenreichii(P) OU 10 NP51 fe tit""%-
+106 NP45 NP51+NP45.
Le cocktail des 5
L. acidophilus 1010 E. coli bactéries ou del.
Streptococcus o 0157:H7/ acidophiluset
) Quotidien _ o
faecium . mouton Moutons S.faeciumdiminue Lema etal.
sur .
L. casei _ + 6*106 adultes Zits .. "+ Ectoli (2001)
semaines .
L. fermentum bactéries /kg 0O157:H7.
L. plantarum de nourriture Les bactéries seules
Citel fe it
E. coliO157:H7
eife— "7 —o "t
1010E. coli
o ) Une seule o dans le rumen des
Escherichia coli ) probiotiques L Zhao etal.
fois en 28 . Veaux veaux traités ni
. + 1010 E. coli . (1998)
jours dans leurs feces
O157:H7
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1011 E. coli
0157:H7/anim

Le nombre deE. coli
0157:H7 est plus

al faible chez les veaux
+107 traités
Escherichia coli 24 jours probiotique/g Veaux 44% des tissus de  Schamberger
productrices de 21 jours de nourriture veaux traités etal. (2004)
colicine E7 ou 16 étaient colonisés
probiotique/g par E. coliO157:H7
de nourriture contre 64% pour les
veaux témoins
. i crétion deE.
1010 E. coli _
Streptococcus coli O157:H7 est
_ Une seule O157:H7 o
bovisLCB6 _ totalement inhibée Ohya etal.
_ fois durant + 101 Veaux

Lactobacillus _ o entre le 14 et 17me (2000)

. 28 jours probiotique/ _
gallinarum LCB12 _ jour et ne
animal )
redémarre pas

f "Z"f t<%ofe—<"f T3 ZiS@-F "+—— f—eec <o Z—Fe " Zit "< f .~

présence deprotozoaires peut avoir un effeé de prédation sur ces pathogénes ou au contraire un

effet protecteur (Stanford, Bach, etal., 2010). Une étude portant sur la production de toxines

Stx2 a montré que la présence de la bactérigacteroides thetaiotamicron (bactérie commensale

du tube digestif humain) diminuait de 70% la production de la toxine parkE. coliO157:H7 (de

Sablet etal., 2009).

Wood etal. (2006) ‘e— +—f, Z¢ TFe o' 1°ZFe tf eco—Zf—c'e T— —"f..

e T < %ot

Zit "< f.o.<—% T T<t7ete o+ S tdlation-de’E aoliC157.Paidrf les méthodes

’"(oio :to ._‘o’_:t
T]lfo_(”(‘s.d:“-_if_oo(

Zi——«<Z<csf—ues demblée” g« plus’ prometteuse. Tfe’Z "«
7 f. 1 tifrroe

Lt et teZE efce et tie v Z0ef

de génes de résistance. Toujoursidf '”°e ...te f——Ff—"e4 Zfe o't°Zte asfleZce oF "%’

visualiser un effet net d—

S fe%oteteo— T% "% <ot fZcofe—fEIOROIBTZiITE .. "2

f——cZcof—cte Th 7 o —Fe L Stoe ZFe fecof—8 Tf—— f—eec [T T

environnemental. La majeue partie des probiotiques survitau passage dans le tractuimtestinal

et peut donc étre excrétée en méme temps que les pathogénes. Le phénomene de compétition

ln.in"‘i

..Stoe Zifec«efZ 't—— f— autreg ehvitohements tele qué ies féces

bovins, le sol ou encore le fumier ou le lisigfHarmon etal., 1999).
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f ecet fe 'Zf...f Tt «+—S‘detmibide dimirfuer les niveaux de contamination dé.
coli 0157 dans la viande notammen(Buncic & Avery, 1997). Cependantil a été démontré que
de telles méthodes seules ne suffisaient pg€hapman etal., 1993). Il est possible de supposer
“—t Lt Ltee—f— sifZ¢ —1F f— "te—F t— ..>.dabhg lettradtus-digBstho < —3F t1

des bovins, dans les aliments, dans les Zo &

Ai}pus [ P vSe u] €&} J}o}P]J<pu o S Z]Ju]<pu o ve o[ ve]Oo P %o \
stockage
ifeecZf%ot To— —et —1...Se'Z %ot T . teef " fcte tF T —""f%Fe fco T
T—"fe— Zfe "7 tte t1 Zifeext 1 Z1 idhgeabld. Bards ed fas deffigutes”
ZifZc<ste— t1 <te— Zhgents'nitrobiblbgiques en permettant leur multiplicationdans
le but de limiter la survie et la croissance des bactéries pathogénes. Cette inhibition se fait par le
biais de compétition po—" Zif ... ... e f—8 e——"cefe—eid TI "M't—. . —cdestt o—, o
fo.octte foctf Zf..—<*—% & T1e @ flescdifférernfts agents.émpidyés &oivent
avoir un effet protecteur contre ledéveloppementdes STEC sans altérer, voire en amélant, les

et —te e—Vc—c'eetZ7Fe Tt Zitee<Zf%otA fe ox—-S‘tie of of”fe_ 'fo

partie mais ultérieurement au Chapitre 3

c) Utilisation de phage

Les bactéries peuvent étre dégradées par un large nombre de virus appeléactériophages

Ceuxci constituent des agents assainissants potentiels permettant une élimination sélective des
pathogénes présents dans le tractus intestinal des bovins.

Lif...—<"<—% Z>r—<"—3F 11 1< "x"Fe—e "Sf%Fe te 1" tie estfi*"«%o<et
démontrée (Niu et al., 2009). Cependant,les auteurs ont observéd ¢ «‘— ... B.xoli®@i57:H7
"teco—fo—teo o Zif . —<'e tI I -ef it fUotb—Lo - =tafc<Z Tt 'Sfhote o:

une stratégie intéressante Par aileurs, les bactériophages perdat généralement leur activité

Zr—<“—1t o f.<ttld Zi——<Zcof—<'e tF "Sf%ote Fe.. . fle—Zke 't —""fc— 2-
efficace (Stanford, McAllister, etal., 2010). tf—..'—' t1 "*e—7_f—¢ tivitteeZte— Tit—-
des recherches plus poussées sont+ ...feefc"te '*—” “f7Zc¢tt” Zi—scdmmg—c'e T1%

stratégie de prévention du portage sainRivas etal., 2010). Enfin le devenir des phages dans

Zife <" eeteto— t— f— te—f..— TI e'e "t 8§ f——"1ctotatemént” %o fecoete
sfA-"cex o AGtSdlie-et tequiert encore de nombreusesttudes.La présence de phages est
[272% ffee Zite < 'eotete_§d o' —foeete_ tfee Zie jdtledrisquesdbe ‘— Zio
—"fest— . —<'e of——"377% ti—e1t f”bactére 4¢ E Sdliitialentent nen o T

pathogene ne peut étre écarté(lmamovic et al., 2010). Des études plus poussées sont

st Feef"te fleo FIETfZ—1" F- T3 %"t . F "ot —ta
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Des produits vétérinaires a base de bactériophages ont été développés et commercialiséz au

Etats Unis pour lutter contre les infectons aSalmonellaet Clostridiuma ife’Z'< t3 'Sf%ote teo-—
aussi autorisé aux USA pour contrledes pathogénes commelisteria ou E. colidans les

aliments. f —S+"f'<t "f” Zfe 'Sf%fe oif "fo of 'Zf..t f—E' —"TiS—< Tfoo
européenne qui régissent les médicaments quet ¢‘<— T fee Zf . f1"f tI ZifZcofe—f—c'e
S—efceta o trr{d Zif <e Tt Zi f oot <ot Zico—t"2— %1 . fe —St"f’

recherches plus poussées dans le domaiiEFSA2009).

d) Vaccination des troupeaux

i——«Zcof—<'e tF Zf “f.... cof—cte " T tec” Zf A @tbecef—c'e
particulierement étudiée contre le sérotype O157:H7 Différentes sortes de vaccins existent,
CEt’—fcee ..<,ZFe— tTHe ""'—xcete Zc+tisatiah fluferfpar fes STEC -Cékivaceing

efe Zfte— f£°"c..f..t+ f-— lad péffidrmandes—de’ £ * < (FOmson etal., 2009). La

Trof feooc “—3F Zf "k —Fe .t FTiftecoce—"f—c'e ‘o —o dSVageings' " —foe—
(Moxley etal., 2009; Smith et al.,2009; Wileman etal.,2011).

Certains vaccins utilisent des anticorps dirigés contre des facteurs deolonisation des STEC

comme le fragment €—1"ecefZ 1 Zicoe—cocoet ‘'— Zf ’7'—+pefmedteat ude “f ... .. Co
tcoco——<'e t1 711§ .e tesk eoliCA57;HZ (Khare etal., 2010; Vilte etal., 2011). Des

anticorps dirigés contre le LPS 0157 ont été aussi testvec succeés sur des bovindeterson,

Klopfenstein et al., 2007). Cependant le fonctionnement de tels vaccins dépend de la
conservation des motifs du LPS et une éventuelle mutation de cette structure cheertaines

souches pourrait entraie$” —ef "+t — .. <o Tt Zif "ol el «Zdi—fcZco fofZet dt
*Sc%of—"8cofe fo—toe—tte ofe 7% " ¢ f. T .. 'e-EtoliAFISTHZ CheZf —<'e <o—

des souris(Zhang etal., 2011). Une revue portant sur esdifférents types devaccins aen général

Lot ex ZE " FT L f =% cFe t—i—ef "' F Sttt %otetc—% 'frec 7
(Snedeker etal., 2011).
Lorsque la majorité Tt fe foecef—8 Ti—e —7"'—"%f— "1-'EscherichigcolOlb%:H7 ‘«-"1%

cela crée un effet protecteur vis a vis des autres animaux non immunisés mais vivants dans le

méme enclos. Ce phénomene est appelé@erd immunity » (Petersonet al., 2007). Les dforts de

recherche de vaccis se sont portésessentiellementsur des souches d&. coliO157 ou O157:H7

du “fe<— Tt ZF—" "7 —te .t tice'ZiattAfe fSEBTY oot “Gsted’ 't T i

pas été investigués.

Deux vaccins ont été développés flee Zf ..‘eet”...ta& i— e gEpitbpix}—a -obteful
Zif 7 f—c<'e ""xZcocof"E tT— ecoce—°"F fex"c.. . fco tE Zif%"<...—Z—-—"%
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vaccin a été développé par la société canadienr&éoniche Life Sciencesll a été approuvé au
Canadaen 2008.

"1 ~peterehef s&' poursuit dadsfce’ domaine. Un second

£

¥

£

¥

EZ

EZ

Points clés

Les STEGont caractérisés par la présence de genestx f<ee< “—3%t Tif——"F¢

virulence.

Certaines saiches de STEC sont responsabléee diarrhées sanglantes pouvant évolue
fe . f ..

en Syndrome Hémolytiq— 3 - "xec¢“—1% a —+7c¢te ofe_ |

parfois de grande ampleur.

:to "_.(Of.—. oo z:t ’"(o_”<'fz "-_|-o:|:"~‘(" T:to :t_ ZT

L

27" <%o <

¢o~("‘oo¢1

favorise leur multiplication et dissémination au sein des élevages. La survie des STEC

peutnotamment 2—"3 —"°e Z'e% —1 tfee Z%t ¢'Z& Zitf—a& Zfe "°.

‘e—foecef—c'e TF ZiS'eef ete— Zf —Vfoeee

hydrique, interhumaine, ou par contact avec un animal porteur ou son environnement.

Les principaux modesde ...

Afin de limiter leur présenceau sein des élevagedes actions globales (Bonnes Pratiqu
TP ZE f%t feooc “—3F tTHe f.. <, Zxfe 't —"te— 2_7%

— (‘oo

tea

(oo

Parmi cellesci, le changement de régime alimentaire a été trés étudié mais engendre des

résultats contradictoires. Une modification des aliments pour animaux (probiotiques
ajout de différes—fe o' Zx ... —71te& 4 Zi——<Zcof—<'e T "Sf%tfe

troupeaux semblent étre des méthodes prometteuses bien que nécessitant encore des

améliorations.
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Chapitre 2. Les bactéries lactiques

Le but de ce chapitre est de rassembler les praipales informations disponibles actuellement
sur le groupe trés vaste que constituent les bactéries lactiques, notamment au niveau de leur
taxonomie et de leur métabolisme. Ce chapitre présente également les diverses utilisations

actuellees des bactérietactiques.

1. Principales caractéristiques physiologiques

Les bactéries lactiques sont définies comme étant dedactéries a Gram positif, non mobiles, ne
produisant pas de spore, se présentant sous forme de coques ou de bacilles et capables de
fermenter les sucres en acide lactique (Stiles & Holzapfe] 1997). Elles sont généralement
anaérobies ou encore aérotolérantes, ne possédent ni catalase (certaines souches possédent une
pseudo-catalase), ni nitrateréductase, ni cytochromeoxydase. Les bactéries tiques sont
généralement mésophiles mais certaines sont psychrotolérantes ou thermotolérantes. Elles se
développent majoritairement a pH 4,04,5 et certaines sont encore actives des valeurs de pH
extrémes comme9,6 ou 3,2. Elles ont des tolérances tréariables vis-a-vis du NaCl et possédent

de faibles activités protéolytiques et lipolytiques(Caplice & Fitzgerald 1999). Elles ont des
exigences nutritionnelles complexes en ce qui concerne les acides aminés, les peptides, les
vitamines, les sels, les ades gras et les glucides fermentescible@ellaglio et al., 1994). Les
bactéries lactiques sontubiquistes et sont donc retrouvées dans de trés nombreuses niches
écologiques telles que les végétaux, le tractus digestif humain ou animal, les aliments fenhée

— L[] .é

1.1. Taxonomie, classification et phylogénie

iSce—'<"t T3 Zf ,f...—%"<'Z' %<t e>e—tef—<*“—1 ’(Bucklep-&Hobkr§cet$ 1o v
2007):
- «Premiéres descriptionsy fe-"% szyt - s{rrd4 f tTHe.."<—<'e ti—ef I
essentiellement Iée a la microbiologie médicale. La plupart des bactéries pathogénes
connues de nos jours ont été décrites pendant cette période. Le schéma utilisé pour
Zictdo—< e f—c'e T— Zf .Zfeec <. f—<'e of  foefc— e—" 7% 1 "¢
chimiques, lesbesoins pour la croissance ainsi que la morphologie. Ces critéres sont
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toujours utilisés actuellement. Cependant, ce schéma a été dénoncé comme étant

«hasardeux et non scientifique».

Entre 1900 et 1960 & ot ——F 2 —Fa& Zf 'S>ec'Z*%kérienie—onf it ... 7" %o
Lteefe ke 2% F8'7"xte t— Tk, Vc—Fed Feo f..—x"c¢te £—fcFoe— -

en fonction de leur morphologie puis les données de physiologie étaient utilisées pour

discriminer les microorganismes les plus proches. Ce mode de clagsition a été utilisé

E—e“—is Zf “<o the foeexte wr f— f o' —foef YodFiscofd— ffAL f—

determinative bacteriology» (Buchanan & Gibbons1975), texte toujours considéré

comme la principale référence en taxonomie bactérienne.

Lee etal. (1956) ont montré que le contenu en bases puriques et pyrimidiques était

constant chez une espéce bactérienne donnée. Une différence de plus de 5% du G+C%

entre deux bactéries indique leur appartenance a différentes especes.

De 1960 a 1980 De nombreuses—1...Sec“—3Fe of t273Z' ' fe— —$727Z%e “—% Z
ADN/ADN. La combinaison de méthodes moléculaires, chemotaxonomiques,
'Srec'Z %o —Fe f EVece Tif . ST Zf —f8 etect f..—t"cteef of —u
Te ox—-S'tfe TiS>, "<t f—c'o ole_ ffette b PIZ4S o7+ —7Fe F
dénaturées peuvent se réassocier a condition de présenter une homologie. On estime

“— 1t t o' — . Ste ff —c<Feete— o Zf e2ef Fero f Z'Ve*—% 7% 't—7 . %
> yr'a e—"% r° t— xw'4 Zite o' — .. Ste <Bfla fridmet esgee mdis

peuvent appartenir au méme genre.

Depuis s{zrd if—-"%c —F%..Sec“—fe —F7Z7%¢ “—% Z% ox"—Fe-f%F 1% :

des protéines,de protéines ribosomales‘ — tix——tte 'Z—e '*—eetfe T — %ote‘el
de motifs spécifiques du%o+e‘etd ‘e— *—%+ co. """ ""tfe o Zf THe "< —c'e Ti—o
i " SX A& f ' f"—Fefe— o Zf e'—e —ec—x Ur T— V<¢,'e'efd fe— ""xe
bactéries. Il comporte des séquences conservées communes a des unités de taxons élevés

et des séquences variable o'+ .. < <“—fe tite'® Fed Z fe— ftece “—ife T:
Tictdo—c—2a TH—3 ,f...—x"cfe oif""f7—ctoosfo— "fo o Zf o2eF fe'°,
TiS'e'Z %ot to— o—"2"¢ct—" o {y & Z% "Zf .. Foefe— Tt t o*—...Ste f—
repose sur les résultats de 1S>," <t f—<'e a F ex“—ZFe-f%t "Ffoe—F . F'Fe
o+ —-S'tt feefoe ...'0-tft—etd 'fe "V.tefe— flf—x1f o Zictie—<",
microorganismes.

Tctfe—c o f—cte The tero te "f—— f—eec of “f"t f" Zf L f7]
intergénique 16S2u  t+ Zi & f %o “ymt& H0S ‘du rFibosome est constituée
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des ARNr 23S et 5S. Les genes ribosomiques sont trés conserveés et sont séparés par des

régions intergéniques. Il existe un polymorphisme de longueur et de séquence au sein de

ot T Y%octeed Hie' Lt o Zif——"1a f et — tix——TE” f- tE d
polymorphisme de cette région intergénique 1623S. Des profils spécifigues peuvent

ainsi étre obtenus pour la pupart des bactéries lactigues une seule bande pour les

genres Lactococcus Leuconostoc Oenococcus deux bandes pour Lactobacillus et
Enterococcustrois bandes pourCarnobacteriumet Weissela(Ben Belgacem etl., 2009;

Kabadjova etal., 2002).

Des techniques de typage on été mises au poirdtf e+ Z 3% ... fudeg épidéniologiques mais

peuvent étre également utilisées pour comparer et identifier différentes bactéries Ces

techniques comprennents‘—feete— 73 et —te-f%F T+ %o°efe t1 etef%t a
WZ5e'7 ' Sceet Tr Z'e%o—F—" t1 T"f%ete— t1 "PYappliquée a latgibri
intergénique 16S23S, ZifefZsed tde "7 "<Ze T3 "fe—"c..—<'e Tie ti & sx .'
—Ze > f%t ti Zi WWEGE).«“f—FF...Sec*—3F TiS>, "<t f—c'e f7%..
et —Fe-f%t T— %°eF ...'Tfe— '*—" 2idant lesxméthoeestde-référénce pour
Zictte—< ... f—<'* {Bussefeial 1996 »

Les bactéries lactigues constituent un groupe de bactéries partageant certaines caractéristiques

morphologiques, métaboliques, et physiologiques(Tableau 5) Cependant les méthodes

phénotypiques ne sont pas suffisantes pour permettre leur identification et leur classification.
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Tableau5 : Principales caractéristiques biologiques et métalmues des bactéries lactiques
T1f'"Axelsson(1998)

S " 3
S g ¢ 3 23 3% % 3 8 4
Q = O o g Q 0 3 8 5] 8 =
3] 8 3 S e 3 e 9 S 3 o ?
< o o 3 g o 5 8 8 S S K2}
g 2 & § £§5 g2 g & & @
Ec 2 2 £ 8 & 3 2% o & & =2
© | < L a > 3 O o 5 =
o et
Morphologie B B C C C C C C C C
Tétrades - - - - + - i,
Croissance a 10 °C +  +- + + + + +/ - + - +
Croissance a 45C - +/ - - + - - +/- 4 - ; -
CroissanceapH4,4 Nd +/- - + +/ - + - + - - + -
Croissance a pH 9,6 - - + + - - - - + -
Croissance a 6,6% NaC Nd +/- + + - + - + - + +/ -
Croissance a 18% NaC - - - - - - - - + -
Production de CQ +/ - -
- - - - + - - +
Prit—.o—<ie 11, D, L, L,
. L L L L D L L +-
lactique DL DL

B: bacilles, C coques; nd: non déterminé; +/- : variables selon les espéces

Les bactéries lactiques appartiennentau phylum des Firmicutes, a la classe deBacilli, et a
Zi'” 171 Lactobacillales(Garrity & Holt, 2001). Phylogénétiquement, ellesont rattachéesa la

classedesClostridies, caractérisées pamoins de 50mol% de contenu G+C dans leur ADN.

iSce—'¢"% t3 Zf —f8*e'ect t1e sfacomniencé daffin.dw 1%m¢siécle avec la
description des genresLeuconostoc(VanTieghem 1878), Streptococcus(Rosenbach 1884)
Lactobacillus(Beijerinck, 1901) et Pediococcug¢Claussen1903). Les coliformes ont été exckidu
groupes des bactéries lactiquegBeijerinck, 1901), et Sherman (1937) a établi un schémade
classification des Streptocoques erdéfinissant de nouvelles espéced.a classification la plus
— —«Z<otF f—E'—"11S—Hofapfeletal{FOAX L 1ff"° ...t flesbhetéties
lactiques englobent les genres suivants: Alloiococcus Aerococcus Carnobacterium
Dolosigranulum  Enterococcus Lactobacillus Lactococcus Lactosphaera Leuconostoc

Melissococcu®enococcudediococcusStreptococcusT etragenococcus/agococcuet Weissella

Traditionnellement le genre Bifidobacteriuma été associé aux bactéries lactiques. Par la suite, il
a été séparé en raison du contenu G+C > 50 mol% et affecté au phylum Aetinobacteria

Néanmoins, les bifidobactéries sont également considérées commesdeactéries lactiques, en
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nf(.n. Ti Zi—”' 1’15111(1_1. ’S).(‘Z‘%O(“—i. :t_ ,,(‘---é(.(“_i' .:t.”anz
partagent certaines niches écologiques communes aux bactéries lactiques tel que le tractus

gastro-intestinal (Klein etal., 1998).

Les reldions phylogénétiques de ces principales bactéries lactiques, basées sur la comparaison
Tfe ox“—Fe . Fe T1 7 skqde Carnobdcterium EnterococcusVagococcusAerococcus
Tetragenococcugt Lactosphaerasont étroitement apparentés les uns aux aues. Lactococcuset

Streptococcus apparaissent comme relativement apparentés, alors que.actobacillus est

phylogénétiquementdistinct (Figure 8).

Figure 8 : Arbre consensus, basé surla.. ‘¢’ f"f<e‘e tF ex“—Fe . Ti SX & e‘e—"fe—
principaux groupes phylogénétiques de bactéries lactiques ayant un faible contenu mol% de G+C
tfee Zi feooc “—F Zte [ f..—x"cEe 7"fe 'tec— < Bifidebactetidmetts Tte %ofe”

Propionibacterium(Holzapfel etal.,2001).

Une étude plus précise des claddssuconostocLactobacilluset Streptococcupar la comparaison

des alignements concainés de protéinesribosomales |Figure 9) montre que la branche
streptococci-Z f ... =" ... ... ... < Fe— o Zf , frdctobdcilldég Malgré tshsmorphologie

.. '“—1te & ZPetiocbecds pentosaceest a classer parmi les lactobacilles. Par ailleurs, ce

groupe Pediococcugst proche du groupelLeuconostoalans le clade desacobacillus.
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Figure 9 : Arbre phylogénétique desLactobacillalesconstruit sur la base des alignements
concaténés deprotéines ribosomales. Toutes les branches ont des valeurs de bootstrap >75%.
Les couleurs sont attribuées aurspéces selon la taxonomie actueltd.actobacillaceae bleu;

Leuconostocacegeviolet; Streptococcaceaerouge(Makarova etal., 2006).

it§te'Z% t1 Zf ...Z fPedivcocqudlustretbien le fait que la définition des taxons sur
des bases phénot’ <“—fe ¢*"'S'Z % <tad —>'F "f'ete—_fc T8 of ..V fe’tet fe -
relations phylogénétiques. La classification des espécdsit donc étre considéréeavec prudence,
en fonction des critéres utilisés.ll est a signaler que le nombre d'espéces lactigs décrites ne
cesse d'augmenter. Récemment, deux nouvelles espédexctobacillus nasuensis sp. noet
Lactococcus fujiensis sp. nove— +—+ o' Zxte "Feo'F . —<"Fefe— FTiteecZf% I Tt ¢ " %S
choux chinois et caractérisées phénotypiquement etaxonomiquement (Cai et al., 2011; Cai,
Yang, etal.,2011).

Les bactéries lactiques représentent ainsi un groupe taxonomique, physiologique et

"S>7 %otec“—1F —"° T f"ed Tette—<"c...f=<'e Ti—ef [ f..—2"<t o —e %otfe
untravaildéZ«<...f— f— "*—"fe— “f<"t Zi',Et— TF o't .. focoe ——7Zx"ct—"%

1.2 Bréve présentation des principaux genres utilisés dans ce travalil

Les différents genres ayant selivau présent travail sont décristrés brievement ci f'"°e T1if'"°e
Zit—f— f..——hZisdahcess ... ‘s
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a) Enterococcus

Le genreEnterococcusomprend actuellement41 espécesll est possible de disinguer plusieurs
groupes plus ou moins phylogénétiquement liéqPlot, 2008). Le groupe «faecalis» regroupant
les espéces isolées des matiéres fécalbumaines.Les groupes «cecorum» et «galinarum »
concernant les especesisolées des glandes uropygiennes des oiseaux. Les groupes
«dispar », «avium », et faeciumy T71‘"<%ocefe T< " F"eted

Tcoo' . —c—% THe e—x"' '“—tcar'tés bactdriessont+ettogvées dans 0,28 %
thie ... fe Tice F...—c oo (Thidlet et alf,Z0D7) et | 1 — — < Z < » fntérocotjiles en tant
gue probiotiques en nutrition humaine reste controverséedu fait de la présence de genes de

résistance aux antibiotiques chez cerfaes souchegAdams 1999).

b) Lactobacillus(dont Pediococcu¥

Le genre Lactobacillus a été défini pour la premiéere foispar Beijerinck (1901). Il compte

actuellement 175 espéces et 27 sougsspéces(Euzéby, 2011). Les lactobacilles sont souvent

associés auractus gastro-intestinal des mammiferes f <ee<« “—if—8§ "+t % t—-f—35a8 ff—..

sont utilisées en tant que probiotiques pour la santé animale ou humain&n 1970, le genre
Lactobacillus a été divisé en 3 groupes en fonction du type fermentaire des bads:
homofermentaire, hétérofermentaire facultatif ou hétérofermentaire obligatoire(Rogosa 1970).

Bien que non reliés a une réalité phylogénétique, ces 3 groupes fermentaires sont toujours
— —«Z<coxe f—E'—"Ti1S—<&

c) Lactococcus

La premiére espéce déactoaccusdécrite fut Bacterium lactispar Lister (1873). Elle futensuite
renommée Lactococcuslactis par Schleifer etal. (1985). Le genrelLactococcuscomprend 7
especes et 4 sous especeEuzéby, 2011). Les hctocoques sont des bactéries lactiques

généralement isolées des produits végétauru laitiers.

d) Leuconostoc

Le genrelLeuconatoc comprend actuellement 22 espéces et 3 sous espeqgdizéby, 2011). La
premiere espéce décrite étail_.euconostoc mesenteroidgmr Tsenkovskii (1878). Cdte espéce a
été subdivisée en 3groupes par Garvie (1894) : Leuconostoc mesenteroidesubsp cremoris
Leuconostoc mesenteroidessubsp dextranicum et Leuconostoc mesenteroidessubsp
mesenteroidesLeuconostoanesenteroide®st la bactérie épiphyte la plus abondante a la sate
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des fruits et des végétauxet est également retrouvée dans divers produits laitiersLeuconostoc

produit notamment du diacétyle a partir du citrate Orider & Prévost, 2009.

e) Propionibacterium

Le genrePropionibacteriumne peut pasa proprement parler, &re regroupé dans les bactéries

lactiques sensustricto. En effet, @s bactéries appartiennent a la classe désctinobacteriaet non

des Bacilli comme les autres bactéries lactiqued?ropionibacterium appartient a la famille des
Propionibacteriaceaeet le genre comprendactuellement 14 espéces et 2 sous espec€suzéby,

2011). Dans ce travail, les bactériePropionibacteriumont été considérées comme des bactéries

lactiques T fee Zf efe—"1% ‘1 tZZ%e oo . f'f,Z%e t% "'T—<"f trheZif..<Tt%
St—+" "F efoe—fc"f o fP—<" tT— %olZ—..'t8& ZZ%te "'t—cotfoe— t%ofZFete-
Zif..<tt f..<-battéddsidu fgenrePropionibacterium sont essentiellement isolées de

végétaux, produits laitiers ou encore du corps humain. La pluparted souches sont non

pathogenes mais certaines souches d&opionibacterium acnese sont.

f) Vagococcus

Le genre Vagococcusest constitué de coques a Gram positif, catalase négative, possédant
Zife—<%°eF t— %”'—'%t  preserftant. ine« dilaturetpéritriche. Ces bactériesont
tif, 'Bté désignéessous les noms de "streptocoques lactiques mobiles" ou de "streptocoques
mobiles du groupe N" ou de "lactocoques mobiles" ou de "souches apparentéeka@tococcus
lactis" (Schleifer etal. 1985). L'étude ¢ la séquence de I'ARNr 16S a permis(&ollins et al.,
1989) de placer ces coques mobiles dans un nouveau genre, le genvagococcus
phylogénétiquement proche du genre Enterococcus Initialement, le genre Vagococcus
comprenait une seule espéce/agococcs fluvialis. Actuellement, 8espécessont incluses dans ce

genre sur la base d'études phylogénétiquest/ou des hybridations ADN-ADN (Euzéby, 2011).

1.3. Génomes

Les bactéries lactiques présentent des génomes de taille modeste, comprises entre 1,8 Mirr po

Oenococcus oeret 3,3 Mb pour Lactobacillus plantarum Beaucoup de génomes de bactéries

lactiques ont des capacités de biosynthése réduites dsi@ des événements de dégradation du

génome reflétant leur adaptation & un milieu riche, comme le lait ou tkeactus intestinal (Pfeiler

& Klaenhammer, 2007). Les génomes de bactéries lactiques présentent aussi de nombreux
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pseudogenes. En effet, chestreptococcus thermophilusCNRZ006 ou encorelLactobacillus
bulgaricus ATCC11842, 10% a 12% de genes sont non foimetnels du fait de décalage dans le
cadre de lecture, de mutations non sens ou encore de délétioSiezen etal., 2005). Ces
‘et — T %o°ete "te—7Z te— ti Zicof..—<"f-c'o tf %o®eFe ..tfe— '—" tie~
devraient étre a terme délétés poumaintenir une forte densité de genes fonctionnels. Chez les
bactéries, la taille du génome est directement liée a la complexité métabolique des génomes
— ot —T—ef %o "fett of ' "<—% Tie ex—Fe fe Fe— [ ftfe—Fa I '—" .. %
lactiques occupé par les genes est compris entre 73% et 90%heblond-Bourget & Guédon
2009).
o %ote'ete The f..—t"¢te Zf..—<*—%ed ""—Fe— tie tZtete—e _f'f 7
bactérie a une autre en se maintenant ensuite dans le génome sa descendanceBeaucoup de
ces éléments portent des génes avantageux ou indispensables a la survie de la cellule dans
certaines conditions. La nature des éléments et des genes portés par ceuxpeut
Ltesct k" f Ztete— TfUct” te—"F Zie o' — . Site ti—ntstnorebsehiel...Ta it
comprennent notamment des plasmidegMills et al., 2006), des éléments intégratifs tels que les
S f%ofe ‘— The £Ztete—e _Vfestief 7Fe | feet Zte et —Fe fe fTiceet”-
(Tn) (Bourgoin etal., 1999; Antonsson etal., 2003).

2. Métabolisme

Le terme «bactéries lactiques» regroupe des microorganismes appartenant a différents genres
ayant la capacité de fermenter lesucresen acide lactique. De ce fait, le groupe des bactéries
lactiques est trés vaste. Lesucres peuvent étre des monosaccharides tels que les hexoses
(glucose, galactose), des pentoses (xylose, ribose, arabinose), des hexitols ou des pentitols
(mannitol, sorbitol, xylitol) ou des dissacharides (lactose, saccharose, cellobiose, maltose,
tréhalose). La capadé a métaboliser les sucres est fonction des souches considérées. Certaines

facultés sont liées a des plasmides, telles que la fermentescibilité du lactose cheztococcus

lactisd Tif——"Fe¢ o‘e— f— . ‘e="fc"F foe' «tfe o Tie(LOUbicre &ees ...S"‘e’
CocaignBousquet 2009).
Z f8co—f —ef Scx"f"..Sct f— o "if— Tt Zi——<Zcof—<'e tTFe e— "t

sucres sont disponibles simultanément. La répression catabolique est un mécanisme de

"+ % —Zf—<'e “—c¢ "f"et— o Ztfr pieférentiéhement ‘sontmétabolisme envers tel ou

—FZ o—.."F <o T Zcoc—f" f— of8co—eo ZFe T teete titef"%oct ot .. fo
f—="Fe “cte ot f ‘Zc*—Fed F %oZ—..'oFf £—fe— Zi—e tThe . te'texe ",
répression catabolique, ce phénomene est appelé effet glucose» (Mahr et al., 2000). Les
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mécanismes de répression catabolique peuvent se porter sur des enzymes de transport elles

mémes ou sur des enzymes adélu sucre compétiteur généralement situées dans les presres
t—f'fe T— ex—f ‘Zcood f— "Fret——Fe— fcooc —et frf—f—c'e "f'ctt o ZiT

2.1 Les voies fermentaires

—("fe— Zte %ote'te ‘— Zfe fe'° ted Zhe f..—t"cte Zf .. —<“—te —— (7.

métabolisme des sucres la voie homdermentaire (bleu-vert), la voie hétérofermentaire (jaune

vert) ou la voie bifide

Figure 10

(Thompson & GentryWeeks 1994).
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Bifide Homofermentaire Hétérofermentaire

Figure 10 : Voies homofermentaire, hétérofermentaire ou bifide de la dégradation du glucose.

Les principales enzymes sont indiquées en rouge. GLKlucokinase, FBA FBP aldoolase, FCHRructose-6-
phosphate phosphocétolase, XPCylulose-5-phosphate phosphocéolase, PK: pyruvate kinase, LDH

lactate déshydrogénase, ACKacétate kinase.

La voie hanofermentaire emprunte la glycolysedans sa totalité (du gle6- & —e“—if— '>"—"f -1
et est généralement associée aux bactéries des genftseptococcusl.actococcusPediococcuset

Lactobacillus La glycolyse conduit, en conditions optimales de croissance, a la production de 2

o' Zx..—Z%fe tt Zf...—f-% t—t ' Z%.. . —Z%te ti froetZt..—Z2F tf %Z—
TiSte'Zf...—<"—1F Z'e"—if— e'coe darisorhmé étZconverts fen lactate. En

conditions de croissance non optimales (limitation de carbone ou certains sucres), le
métabolisme des bactéries homofermentaires peut se diversifier vers un métabolisme appelé

mixte, avec production, en plus du lactateje formiate, de CQa Tif ..et +f++S fGodaign
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Bousquet etal., 1996) (Figure 11). Cette fermentation est essentiellement réalisée par les

entérobactéries [Enterococcusp.).

Figure 11 : Schéma de fermentation des acides mixtest i f ' "CecaigrBousquetet al.,1996).

Les principales enzymes sont indiquées en rouge. LDHhactate déshydrogénase, PFLpyruvate formiate
lyase, PDH pyruvate déshydrogénase, PTAphosphostransacétyase, ACK acétate kinase, ADHEalcool

déshydrogénase.

Certaines bactéries des genresLeuconostoc et Lactobacillus empruntent une voie

St—#"""t efe—fc"F “—c Ltet—c— o Zf "'t — . —<'e Ti—ef o' Zet..—7% T
T 'fT o' 721 T seiHehuis & Oude Elferink 2000). Enfin, le métabolisme des bactéries
du genre Bifidobacterium suit une voie particuliere appelée voie fermentaire bifide ou voie du
fructose-6-"S*e’Sf—f 'S'e’S* . x—'Zfe% & f ,<Zfe of— Tf Zgde<t < cti
Zf..—f-fta saw «'Zfe tif..x—f-% - taw +‘Zte ti froetZt tiStE:

o— "¢t —" f— Ttetdete— I Zf %oZ>..'Z>et te —F"ef tei"%ot—<“—1&
métaboliques et génomiques connues pour les bifidobactéries a été recensé pdijn et al.

(2005). La fermentation alcoolique " stricte " est rare chez les bactéries mais plus courante et

plus étudiée chez d'autres microorganismes comme les levureSgccharomycesiotamment)

dont les applications industrielles sont économiquement &s importantes : vin, biére, pain, etc.

Toutes les voies métaboliques précédemment citées aboutissent au pyruvate, intermédiaire clé
du métabolisme des bactéries lactiques. Chez les lactocoques et les lactobacilles
homofermentaires, le pyruvate est convei majoritairement en lactate via la LDH (lactate
déshydrogénase). Selon les espéces et les souches, dadiate, du L:lactate ou un mélange D/L

est produit. En effet, le lactate est un élément chiral c'est T<”f “—1i<Z "‘ee° Tt t co'e°”ted 7%
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lactate et le D¢ Zf..—f—-ta& ixt—f— 'Ss>ec'Z'%c<“—7F Tie f..—x"cte fcoec
fe < teetete—fZte & "f—"fe— <o Z(Garvief1960% " f — <

Chez les bactéries hétérofermentaires et selon les conditions environnementales, le pyruvate

peut aussi ~‘"ef” tTif——"Fe ..te'texed . leBt+ZSFeiEF—_f—Ffe.. "t tEe . te
responsables des ardmes des produits laitiers (diacétyle, acétoine, 2,3——fett <« Z4a =

acétolactate)(Loubiere & CocaigrBousquet 2009).

teo f.o.—x"cte Zf. . —<“—Fe oo FEcUhotfo—fe Ti—e '‘co—otmméatt o——"c—
<o f faZFe TF ese—St—coed” —e L F"—fco oo "t Fif.ctfe foecotedq o —"
FZ2ZFe ote— tre. f—8'="""Sted fe ,Fe'coee Feo fctie foecore ofe— L frfed
o' f o —ef f——"1 f— e2¢f Fi—et o —  dibres générdlePtreptocbécusi—e1 o
thermophilus $e— Zifte'°...% Zf o‘coe t8<%otfe—% x f..ctFelafleucieslaf — o fS<co-
valine etla cystéine) (Letort & Juillard, 2001) alors que les lactobacilles sont auxotrophes pour

—e —"% %" fet ‘e "1t tig6(Faucdud ¢tak2001). Le catabolisme des acides aminés

fe <" e Zf Cthefocte tE etZd . Zfe fUrief—ct—ted e e ..
glutamate déshydrogénase sont capables de cataboliser les acides amimégitro (Tanous etal.,

2006) pour donner des hydroxyacides, des aldéhydes, des acides ou des alc@@igon, 2006).

2.2 Production de substances a activité antimicrobienne

Les bactéries lactiques sont connues pour leur pouvoir antimicrobien envers de nombreuses

autres bactéries, lié a leur apacité a produire différents acides et métabolites tels que les acides
Zf..—<*—F t— f..x—<"—ta& Z% 178>t tiS>t" ' %e°etd tTFe "f'—<tfe fo—c
dioxyde de carbone ainsi que des exopolysaccharidésuller & Gibson 1997).

a) Les acidesorganiques

Les propriétés acidifiantes des bactéries lactiques sont un phénoméne déterminant dans

l'inhibition des flores annexes(Schillinger & Luckg1990). fe f..<tfe “"%ofec“—tfe .. ‘oot Zif
Zf..—<"—3%& f..x—<"—1F4& """ <o —14a ,—faibles ‘dent deude «une phntiefest « T 1o
Teoot <ttt Tfoclo@ZFfo—fsc'e

RCOOH + D = RCOO+ HOr

Equationl & “— f—<‘e ,«Zfe The f..ctde "%ofoc —te tfoee Zitf—
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T f fe— Zf T“fZt—" 1Tt ' o Zf*—1Z7Z1tralfe sous farmé isZocféelat I o f
fraction acide non dissociée est lipophilique. Elle diffuse passivement a travers la membrane de
la bactérie cible, causant une acidification du cytoplasme cellulairgkashket, 1987). Ce qui a
pour effet de détruire le gradite— +Zf...—""...Scec“—%t TF ""'—‘e f— FTifZ-2"%" Zf
membrane, engendrant ainsi une perturbation des systémes de transport de substrg#slakomi
etal,2000) & if..—<'e tde f..ctte "% foc“—1te peutaitime,ifiduireda’mbe ...<, Zfe
cellulaire (Hirshfield et al., 2003; Roe efal.,2002).

if..<tt Zf...—<"—% te— Zf ox—f 'Z¢—F of ®F—" ""'t—<— "f" Z%e f..-
“frefe—f—c<ied efe TVefe feeotcxf fo ete Feeo'ctxF efe— te " —<Z¢,”
dissociatios t+'tet t— ' & fe ' & Zif..<tt Zf..—<*—1f ""toete_ ofE "c—fc"]
Teoot ekt Foo —f8c —F " tf ete "F—efe fo—x"cted ZF —"%e f— i<

le plus efficace pour limiter la croissancein vitro des bactéries pathogges commeE. coli
(Buchanan & Edelson1999). En outre, les stéréoce ‘e °”te tif .. <ttt Zf..—<*—3F t< 7 fe—
leur activité antimicrobienne & Zif .. <t% a  7f..—<"—% fe— 'Z—e <o$ «—F—"
(Benthin & Villadsen 1995).

if..<t¥ f.. eut«de—hémie interagir avec les membranes cellulaires et causer une
acidification intracellulaire et une dénaturation protéique (Huang etal., 1986). Son activité

fe—coc..” ctoet o "Z—e F77 . f.F "—1% 1ZZ% t% Zif..ctebrZf..—<*—

de pKa (acide lactique 3.@t acide acétique 4.75) et donc sa plus grande quantité sous forme non

Teoot ikt T TFUNL « Z9f .. <tt 7 f(Eamshawtloo2y s iftiedH fo.t—< —1F %
sfece”t esed %o —1t fTE... Zif..<t1 &dueE-cOhineirdagiZsaft pas de i méme

cfeco"t fo tkete f Fifo.ctf fot—c"—t ‘— tif..<tt Zf..—<*—ta 17
“fam Mt T ot Zfo—t—t VALKt 2T R R T e f7e N
acétique induit en plue —e3F f ... ... —e—7f—<'e tifoecood f—%ooto—fo— fcooc ZF o—

(King etal., 2010).

Makras & De Vuyst(2006) ‘e— e‘e—"% “—F 73 "Ste‘e°ef ticeSc c«—c'e TF .. ."'coofe
chez différentes souches deClostridium, Enterococcus Escherichia cal Listeria et Salmonella

était principalement di « Zif..—<'s tde f..c<tfe "%ofec —te "t —<c—e "f" Zto
bactéries lactiques testées Bifidobacterium et Lactobacillus bien que ces bactéries soient aussi

o fuZFe T "t —<t T f —antinticrobiennes.fe... T
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b) Les bactériocines

Les bactériocines sont des produits de la synthése ribosomique bactérienne libérés dans le

milieu extracellulaire sous forme native, ou modifiée. Elles possédent une activité bactéricide a

large spectre(Jack etal., 1995). Cette définition exclut la substance a activité antimicrobienne

produite par Lactobacillus reuterj la reutérine (3-hydroxypropionaldéhyde), de la famille des
bactériocines car cette molécule est non protéique atlle est ... f'f,Z1% TiceS<, mntleskhofZtet
virus, les champignons, et les protozoairefCaplice & Fitzgerald 1999). La capacité a produire

des substances antimicrobiennes de type bactériocine est un phénoméne commun a de

nombreuses bactéries lactiques.

Un grand nombre de bactériocines onété caractérisées chez les bactéries lactiques ; elles sont

classées dans trois groupes distincts suivant leurs différences structuralg€leveland etal.,

2001). La classe | (lantibiotique) comprend des petits peptides modifiés de fagon pest
transcriptio et 7273 “—«< ote— L f f .. —%"coxe "f7 Zf ""xefe . F Tif..c<tfe fece:
Tif..ctfe focote coof——"4ed [ ococoet “fem "f7—ct the Zfo—c,<'—c"—1Fed
peptides de poids moléculaire inférieur a 10kDa, non modifiés et thermodbdes. Cette classe

comprend une grande variété de structures ce qui a nécessité la création de sous classe lla, llb et

llc (Klaenhammer, 1993). Une autre classification a été proposée pafvan Belkum & Stiles

2000) et divise la classe Il en 6 sous classds lla a lIf.La classe Ill comprengquant a elle des
bactériocines thermolabiles de haut poids moléculaire (>30kDa).

Cotter et al. (2005) ont récemment proposé une nouvelle classification regroupant les

bactériocines en deux grandes classes sur la lasle leur structure maisaussi de leur mode

tif ...kigure 12). La premiére classe correspond aux bactériocines dites lantibiotiques,

comme la nisine, caractérisées par leur teneur en acides aminés non habitu@ls. lanthionine).

teo f..—x7¢ cote T L Zfeed teeCtte— —e ' — 71 o'tf tif..—c'ed Z
II, principal transporteur des sousunités peptidoglycanes du cytoplasme vers la membrane
cellulaire, empéchant ainsi sa synthése correctet induisant la mort cellulaire. Elles peuvent
——<Zcot" ZF Z<td Lteet ot 7 — 7% T Vi teefcoefe " coc—cF”
la membrane et de formation de pores induisant de méme une mort cellulaire rapide. La
deuxieme classe comprendes bactériocines qui ne contiennent pas des acides aminés non
habituels. Généralement les peptides de classe Il ont une structure amphiphile en hélice leur
'tret——fe— 1 eiceet”t” tfee Zf ofe "fet ti Zf L tZ27Z—7% <, 214 <ot—
membrane puis la mort cellulaire. Les bactériocines appartenartommunémenta la classe |l
sont groupées dans cette nouvelle classification dans une catégorie séparée et sont nommeées «
bactériolysines ». Ces larges protéines bactériolytiques comme la lysaghine ont un effet direct

sur la membrane cellulaire des bactéries a Gram positif, induisant la mort et la lyse de la cellule.
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Figure12: ‘tf Tif..—<'e tTfe f...—%"c ..<cote "'t —c—te (Gottef btal, f..—+"cto |

2005).

fco—x72— tTFe [ f..—%"¢ .. «plbésenatioch difmentaire réside dans de nombreuses

propriétés. Les bactériocines sont des substances généralement reconnues comme non

dangereuses, car non toxiques pour les cellules eucaryotes. Elles sont ingss par les
it fete tc%ote—<TFe t— tf .f Tfc— te—t— tit Tt e—" Zf "Z'"%1 <o—1
sont tolérantes aux variations de pH et deempérature. Elles possédent un large spectre

antimicrobien contre de nombreuses bactéries alimen f <" e *f—S*%°efe ‘— TifZ—-x"f—<"'o
YZZfe ote—Fe— —e o' tt Fif.—<'e [ f.—x"c <ttt fe fUocesfoe— o—" Zf
Zcoc—fo— feooc Zif ' f7c¢—c'e TF "2eco—feo . T .. (Galezel, ROO7TY To foe—c, < —c"“—

Les bactériocines peuvent étrautilisées de différentes manieres. Soit directement, purifiéeou

semi-purifiées Feo —fo— “—iftTtc—<" fo—coc. . " «fe ‘— 'f” Zicstatttsstcfc"t T4
comme produit de la fermentation bactérienne dans des alimentsLa seule bactériocine dont
Z4—<Zcof—c'e teoe— f.——F77Fete— f——""coxt fe —fo— “—iftflac—<" fZce:

nisine est produite par Lactococcus lactisubsp.lactis $— e‘e <e—+72— o{F§ ' Zc¢“—1F 'f7 e'e
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spectre antimicrobien actif & la fois contre les bactéries Gramégatives et Gram positives. Elle
fait partie de la liste positive des additifs alimentaires autorisés en Europe avec le numéro E234.
Elle est aussi autorisée aux USA ou elle possede le statut GRAS (Generaly Recognized As Safe). La
nisine peut se lier a diférents composeés tels que les phospholipides ou les acides gras volatils.

ZZ% "f—— feooc sifter” £ o7 FThe o —""f e o' Zctfe " Fee—c—F Tx-
qui viendront & son contact (Sobrino-Lopez & Martin-Belloso, 2008). ife’'Z‘< nsif He
pf =27 cote Fo fZcofoe—f—cte to— "Vicex 'f" Zif'f7<—<(Kuifefs Steteet
etal,2000) & i——«Zcsf—c'e . 'e-"@7Z+F T1 'Z—ect—"0 f.—%"¢  cote t_7"f
71— — <« Z (Ngghrbuchi etal., 2011).

c) Leperoxyde GTFK\GURJqQH

T 178t tiSot " el ete— i t—<— f" ZFe f..—x"cte Zf .. —<"—1Fe fe 7
Lot Vre 7 f— tt Zif..—c'e tie TZfT " —tcote ‘Extfete '— ti Zf
fe—coc..” cte t— 378511 TiSH>1" % °e1 ton-des-gidupes suifhydfiguss T f

o f—eofo— —et tfTxef——"f—c'e Ti—e . 17Hflimitesbinsi fa troissance fdea

bactéries pathogénegqYuksekdag etal., 2004). 1,0, résulterait aussi de la peroxydation des

lipides membranaires chez la bactérie cile, augmentant ainsi la perméabilité de la membrane

(Kong & Davison 1981) a 40, peut étre aussi un précurseur de la production de radicaux

libres bactéricides comme le superoxide (® - ZiS>t"'8>7+% x & Fe "ftec..f—38
Tet eef% £ Z(Byczkowski & Gessner1988). f “— f «—<:Ofprbiluite par les bactéries

lactiques est variable et dépend de la souche ainsi que de la disponibilité ep dans le milieu

(Helander etal., 1997).

d) Les autres substances antimicrobiennes

Le diacétyle est produit e —<«—1 f— ex—f ‘Zceot t1 Zif..<t: .. <—"nbgatifa I ,f..
sont plus sensibles au diacétyle que celles a Gram positifay; 1982) & ‘s «’'1...—"% Tif...—<'e F
large et se situe a des concentrations de 300 a 1000ppm. Cependant, il produit un ardbme

«beurre » marqué dés 2 a 4 ppm. De ce fait, il est rarement utilisé en préservation alimentaire

(Helander etal., 1997).

Les bactéries lactiques hétérofermentaires synthétisent ddioxyde de carbone (CQ) comme

métabolite secondaire. Son accumulationahs le milieu extérieur crée une anaérobiose qui peut
2_11:1: _Lé(u_i 160 0m Z:t. .(..."“”%Of.(.‘:t. fi”l"(i. ,”i'i.—. _'_f.. Z.I.fz(.:t._
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carbone peut aussi, a faible concentration, stimuler la croissance de certaines bactéries

indésirables (Lindgren & Dobrogosz 1990).

Le terme exopolysaccharides (EPS)se référe a tout polysaccharide produit par la cellule
bactérienne et relaché dans le milieu. Les EPS ont un réle de protection de la cellule contre des
stress environnementaux tels que les vaations de pH, de température, des événements de
stress osmotiques et oxydatifs ou encore la limitation de nutriments dans le milie(Kumar &
Anand, 1998; Frank, 2001). Aslim etal. (2006) ‘e— ‘,e3" "+ “—f Zf “—fo—<—=% ti Tt —
des lactobacilles los de la croissance en milieu MRS était comprise entre 2t 211 mg/l alors
gue les streptocoques en produisent entre 16 et 114 mg/l en milieu M17. Il existe une forte

LR Zf—cte et Zf UUtt— —cte Tt f— Zif..<t'"teco—fidest feoec ©
biliaires (Yuksekdag &Aslim, 2010).
Les EPS peuvent aussi avoir des effets antimicrobiens envers de nombreuses bactéKes.et al.
(2009) ‘e— efe_"+ “—T—o "7 lfaetebacillis’ acidophilusdiminuait fortement la
production de biofilm chez des bactéries Gram négatives commE. coliO157:H7, Salmonella
enteritidis, Salmonella typhimurium Yersinia enterolitica Pseudomonas aeruginasou Gram
positives telles queListeria monocytogenest Bacillus cereus
Les EPS des bactéries lactigues soobnnus pour avoir des propriétés bénéfiques sur la santé
S—efced <o Z—fo— Zif,fcootote— t— .. S'Zblcere (UBdratesulfane) <+t —+e fo
anti-tumorale, immunomodulante ou anttinflammatoire (Lapointe, 2009). De plus, les
polysaccharides peuent agir comme des fibres alimentaires pouvant favoriser la croissance et

la survie des bactéries probiotiques dans le tractus gastrimtestinal (German etal., 1999).

3. Utilisation des bactéries lactiques.

3.1 Utilisation directe e n tant que probiotiques

Les bactéries lactiques sont utilisées traditionnellement comme agent de bpréservation ou

comme probiotiques. Un probiotique est défini comme «n microorganisme vivant qui,

flececo—"% Feo “—fo_c—te frx"—f_Fe _fe7°"F —o» @¥arltk Hedillthe fo—% ' —

Organization, 2001).

Pour étre considérée comme probiotique, une souche bactérienne doit posséder plusieurs

[Tt —Fed ZZF tlc— eof—feete— 2% L f'f,ZF tF e—""<7"F o ]

Zi1""détergent» des acides biliaire ...f” Zt ' ti Zite—‘ef... fe— ..'e’Vce fe_"1% s

Ltefe—f—cte tE <Z% tTfee Zice—te—ceo 'IAChoy & Weimd HOOHFE. Les' —ie W %o
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ek —te TifTStects o Zf o—"—t—e} <e—talacofichi probietiquesdfindet ZZ 1«
colonief” Zf e—“—f—ef coe—Fe—cefZta -apgréatior deseriéi ghez-ces souches

crée —e3 “x7<—f,ZF ,f"7<°"t "Srec —1 o Zf . 'Z'ecof—<'e Tt Zicoe—Fe—co 'f”
pathogenes(Guarner & Schaafsmal998).

Cependant une question se pos€ f ... T o Zi——«Z<cef—<'s tT1 "Z—e teo "Z—0o co_Feo
probiotiques : Quelles sont les possibilités de transfert de genes entre des bactéries lactiques et

le reste du microbiote intestinal & F "<e*—1% e f"ef ti—ef "f"-& Zif.."—<o
T 1 fibierésistance et de genes de virulence par ces organismes initialement non pathogenes

Tif—-"% 'f"—a Zif.."—cec—c's tie L f"f..—%"co—c“—te "7 Fe  f—
s, " "U%ofeceote TH@Ee "f-S ' %o°ete "Heco_fo  t [f—8 BT A AZifE I o I
de transferts horizontaux de génes entre bactéries lactiques a été démontréBolotin et al.,

2004). Cette question a été soulevée paran Reenen & Dickg2011) qui ont conclu que ces

risques étaient plutdt limités au vu de la fréquencele réussite des transferts horizontaux inter

et intra genres.

a) 3URELRWLTXHY GHVWLQpV j OTKRPPH

Le tractus digestif humain est un environnement trés complexe pouvant étre colonisé par de trés

ote "t —efe [ f..—x"<teA Z—e ' . coxete_amiontiennerdftentre10kt1G¢ — T +e—
o284 Z oif%o<— feefe—«tZZFote— tf Zf...—',f..<ZZ%ted o—"F "' . ‘"—1s

(103-108 UFC/ml) contiennent surtout des lactobacilles, entérobactéries, streptocoques,

Bacteroidesspp., bifidobactéries et des fusobactéries. Enfin, le colon (20-1012 UFC/g) contient

en plus des bactéries précédemment citées des clostridie¥eillonella spp., Proteus spp.,

staphylocoques Pseudomonaspp. et des protozoairegHolzapfel etal., 1998).

Les bactéries probiotiques appartiennent généralement aux genrekactobacillus Enterococcus

ou Bifidobacterium Les effets bénéfiques associés aux bactéries probiotiques incluent des
fo.—<Tc—te fo—coc, " <toeted Zf "t te—<'s Tie tf""Stted Zif—Yh0cte
lactose, des propriétésantimutagénes et anti-carcinogenes, la réduction du cholestérol et la

stimulation du systéme immunitaire (Shah 2007) & 1 e‘e,"f—ete "f " —Fe ‘e —"fc—t t1f 2
des bactéries lactiques probiotiqueqChen &Walker, 2011; AzcératePeril et al., 2011; Reid et

al., 2010) cependant, les effets bénéfiques ont été plus souvent démomgrdans des modéles

fecef—38 “—3F "7 the —Fe—e . Zcoct—Fe ZHT ZiSPREE ' Z—b—1 T2

fortement de la dose ingéréainsi que de la soucheatilisée.
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Les trois principaux effets bénéfiques des mbiotiques sontrecenségFigure 13|(Travers et al.,

2011): (1) Les probiotigues peuvent modifier leur environnement physicechimique

(nutriments, mucus, digonibilité des récepteurs membranaires des cellules épithéliales, pH,

jonction cellulaire et péristaltisme).

(2) Les probiotiques peuvent produire des molécules biologiguement actives telles que des
wfo—E"¢ coted Tie fe—c <‘—c*—te ‘— @dne aydrt Sdebt prdpiités " %o
antimicrobiennes. (3) Les probiotiques peuvent induire une modulation du systéeme

immunitaire grace a leur interaction avec des cellules dendritiques activant la différenciation

des cellules T naives en cellules Th1, Th2 ou lymphoeyt ...+ “—«¢ "f7e¢f— Zicet— ... —<'s T

cytokines et/ou une réponse immunitaire humoralevia Zfe ...+ ZZ—Z%e¢ "'t — ... ="<...fe i %o

Figure 13 : Représentation schématique des différents moyens par lesquels un probiotique peut

contrdler un microorganisme pathogéne.

Le fer est un élément limitant de la croissance de nombreuses bactéries et les probiotiques

peuvent entrer en compétition avec des bactéries pathogenes pour son utilisation. Notamment,
Lactobacillus f Zf ...f f ... <artt dé Béenéter’des sidérophores chélatant et transportant le

fera t— tif—-="% "f"—-a& t1f Z<t” ZiS>1t"'& 1% "1« —ntlisponipleepour” f ... 14 Z%
les pathogéneg(Travers etal., 2011). f ...f f..<—% tfe [ f..—x"<Fe Zf ..iorxtle—fe o ¢S«
bactéries entéropathogénes telles qu&scherichia colisur des cellules intestinales humainesn

vitro, a été démontrée depuis de nombreuses annééShauviere etal., 1992; Coconnier etal.,

1093). ‘e..f"efe— Zte & <7 oTf&co—t fette FIHTREE_f._f—" f«
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Tre'e—"t . Stoe,ZfSéedite t——tFe Zte "Z—e fTfo.tFe "o t—f— Tif.. -
Zic<e % ... —<'+ Efcbliphthegénes chez des sourifTsai etal.,2010; Yang etal., 2009).

De nombreux effets bénéfiquesles probiotiques pour la santé humaine restent cependant sujets

a discussion puisque leus e+ ... feceefe Tif .. —c'e of "t —"Fe— 2_7"F f .. ——f7Z7%s

expliqués(Cogan etal., 2007).

b) Probiotiques destinés a la santénimale

Les probiotiques bactéries ou lf"—"1te "< fe—fed f——‘"cete fo "t ffee ZifZcotu
sont classés comme additifs zootechniques. A ce titre, ils sont soumis depuis 1993 a une
réglementation tres stricte: Réglement (CE) n°1831/2003 relatif aux additifs destinés a

Zif Z <+t n-des d@nimaux. Les microorganismes considérés comme additifs et autorisés de
sfeco”t "t efete—t tfee ZifZcoto—f—c'e The fitef oS FHeaSAi ZobifPoc— °
Saccharomycescerevisiage Enterococcus faeciumet Lactobacillus acidophiluss tif’”"é« Z
Réglement (CE) n°1520/2007.

Des cultures delactobacilluset de Streptococcuu des produits de la fermentation peuvent étre

employés tfee ZifZcefo—f—<'e tie foecef—8 f— foeftfa te Zt~— %o
Saccharomycespeuvent aussi étre utilisées. De produits de fermentation sont autorisés
Z'7e"—icZe 77 tAgpbegillust niger Aspergillus oryzae,Bacillus subtilisLactobacillus

acidophilus, Lactobacillus bulgaricu§treptococcus faeciungtreptomycest Penicillium.

TfTecece="f—<"e dbgrobiotighes a des animaux et plus précisément aux ruminants est
—et "f—<"—f “—¢ FEco—f ti'—<e "Z—e ti ur feed e<—<fZtete—a Zift
f fe= "t—" ,—= Zif....xZ2x"f—<'e tf Zit—f, Zcootbdoespbdesigplus...” " Z "¢
utilisées étaient alors Aspergillus oryzaeet Saccharomyces cerevisigartin & Nisbet, 1992).
Des mélanges de probiotiques de plus en plus complexes ont ensuite été utilisés dans le but
TifexZe'"3" Zf t<%ofe—c'e THe "¢ ,"Fe I-urumeh'ahes des ridrhjhantsiadultest
avec plus ou moins de succeSwyers etal., 2008). Puis des agents microbiens de deuxieme
génération ont été employés pour rehausser le rendement laitier, la croissance et la valorisation
des aliments chez ds bovins. Ds études ont porté sur divers probiotiques utilisés en
fZcsFo—f—c'e focofZta Z oif%<— t1 ,Entereedtcte fatfium-actobatitlus ‘«—
plantarum, Lactobacillus caseiou Lactobacillus acidophilus de bactéries issues du rumen
(Megasphaeraelsdenii, Prevotella bryantii ou Selenonenas ruminantium ‘— fe .. ‘"% Fif——-"1F¢
bactéries comme Propionibacterium  freundenreichii ~ Propionibacterium  jensenii
Propionibacterium acidipropionicj Bifidobacterium spp., Bacillus spp. ou Escherichia coli ainsi

gue des levures et champignons: Saccharomyces cerevisiami Aspergillus oryzag McAllister et
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al,2011)a « o't fTif..—<'e TF . Fe "7 ' —<"—1tfe . pfOposé pardesautaursfe—o f *—
Figure 14) :ces agentse<..."" ,<fee "$—"Fe— o' T <t Zf "frete—f—<'e "—ecofZt4a .

nutriments, les fonctions immunitaires intestinales et sélectivement exclure des

microorganismes du tube digestif. Certains probiotiques peuvent survivre au passage dans le

tractus intestinal et étre excrété dans les feces.

Figure1d: ‘T3 tif..—c's THe f..—t"cte "¢ < —c*—@MvcAllisket etalZ 2001)— o <o fo—s

Plus récemment ‘s eife— f—eec co—t"Foex f— T+7F7' " Fefe— tifliestdec oc...”" <
Lo f—="1% Z%e f%ote—e "f—S‘%°efe o Zi'"<%oc<et T ifListerfd,Ef colie o0o‘'‘e‘et
0157:H7 etSalmonellaspp. (Stephens etal., 2007; Laukova & Czikkoval998).

3.2 Ajout des bactéries lactiques dans les produits TifZcefo—f—c'e S—efcet
ou animale

Lafermentation est une des plus vieilles technologies de conservation des aliments. Elle dérive

de procédés millénaires et les premieres évocations de produits fermentés datent de 6000 av JC.

Les acteurs essentiels de la fermentation sont les ka&cdes, les levures et les moisissures. La
“frete—f—<te "EVet— ZifexZc'Vf—<'e vt Zf tT—"2% tF T<t - tt Zf “—fZ<
oS¢, c—c'e tThe ec "t "%ofecoste L te_fecofoe_ed ZZF 'FUet— f—eec Tife
nutritionnelles (meilleur e digestibilité du lactose du lait par exemple) et organoleptiques

"ZfTft—"4 fr@eta —ft8——"%ta f'f"fe.. Lés bdctéridsi fattiqubs-sort trés f Z &

Zf"%otete— ——<Zcoette feo _—fo “_if%te—e T " efe—_f_cte o_f"_1"e
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alimentaires (Leroy & De Vuyst 2004; Cogan etal., 2007) et sont présentes a des niveaux élevés
f— etce tTHe fZcoto—eo "17ete_+e 8JRC/Y dahns 1ds fromages, les yaourts, les
sfZfecod ZFe 'Z<"ted Zte of —...<co0fed &

Les bactéries lactiques sont aussle plus en plus utilisées dans des stratégies déo -protec tion

des aliments(Caplice & Fitzgerald 1999). La bioprotection se distingue de la fermentation par

Zt "f<— “—1% ZifexZ<'"f—<'e t— ’Spécifigueméntrechértinée, lafprotection de
ZifZcofo— . te—"F Tihe ec. " "% foceste tif Bstie'cfitere prineipd fENDiGo °« 1o
préservation, des effets synergiques ont pu étre observés entre bactériocines ou entre

wf o—E"<¢ <ot f— FTif—="%e .. ‘¢’'(Yaon ¢tek AX1; Rattanaehaikunsopon &

Phumkhachorn 2010; Garcia etl., 2010).

) f +eoece —o f~(o __.‘o.__:t"ofo_ Zf ’"._|..:t._f_<:. tte tleette "tret__
microorganismes utilisés dns le secteur agrealimentaire. Cet avisconcerne des souches

nouvelles ou modifiées ou des applications différentes de souches déja utiliséEsFSSA2002).

Un arbre décisionnel a été établi{Rigure 15) '*—” t+—F"ecet” Zif .. .. P —fa<Zc—% Ti—

microbienne pour une utilisation en aro-alimentaire. Les données nécessaires a la décision

doivent étre collectées dans la littérature et complétées si besoin par des données

T8 +"cofe—fZ%e —te— t1 "<"—Zte..tad —te— Tthenstider dflvrerfunes i '
autorisation de commercialie f —<‘e f— tTi——<Zcof—<'e T+ Zf o'— .. St Zf.. —<*—F
aura été déposé. Au niveau européer? i f '’ £ Z Z fPSpeur «Qualified Presumption of Safety

peut étre accordée a un groupe taxonomique, e fonction de 4 points principaux : la fiahlité de

Zicttie—<"c. . f—c'od Zit—tet—1 1 e'e teefcoefe te o7 F %" —'14
efe "Fe feoec “—F Zi——<Zcof—<'e “cofZt feducufiPsablpine dee séclirfité... fo ‘1
sanitaire «ife— «'—alifquedces problémes peuvent étre alrement définis et écartés, le

groupe taxonomique obtient le statut QPS(EFSA 2007). e+ —"""34 Zi——<Z<ef—<c'e ¥

wf e —E7¢ oo SifrfrRe—t o Zi——<Zcof—c'e the [fTtc—<Te Lfeei”Tf-

alimentaires, régie par ladirective 95 /2. La nisine (dans le monde) et la pédiocine RA (hormis

27 — " ete— f——t77%eFte— Zte of—ZFe f..—x"c cofe teed” (fZ%
les concentrations autorisées varient la nisine peut étre ajoutée sans limite Iégale dans le
fromage aux Royame-Unis, fZ'"s “—iftZZ% 'f—— f——tcet’t —eoF . te. . te-"f-

12,5mg/g de fromage en Espagn€Sobrino-Lopez & Martin-Belloso, 2008).
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Figure 15 : Arbre décisionnel utilisée pou” Zi+~ fZ—f—«<'e t1 Zicee' . —cobiermné—et o' — ...

utilisée dans le secteur agrealimentaire (AFSSA2002).

a) Dans les produits laitiers

Aprés la traite, le lait contient entre 10 et 5 x 13 microorganismes par millilitre. La flore
originelle du lait est essentiellement composée de Lactobacilles efle Streptocoques
commensaux du pis et des canaux galactophores. Le lait peut ensuite étre contaminé par divers

%ok"efe " hefe th Zife <" eetefe coettof— t1 Zf —"fc—% feoec "—% T
08



Les processus fermentaires’+«—2Z — f «—s 11 s/igttéries lactifjdes présentes initialement
ou ajoutées au sein des produits laitiers, peuvent étre orientés dans un intérét technologique ou

sanitaire.

Intérét technologique: les bactéries lactiques dans le fromage

fee Zicot—e—"ct Zf«—c°¢ ferrents Bctiquasesoht utilisés les ferments mésophiles
dont la température optimale de croissance est proche de 30°C et les ferments thermophiles
dont la température optimale est de 43°C. Les ferments mésophiles, utilisés principalement dans
Zi+ Z dtipr des produits laitiers frais (fromage frais, beurre et créme fraiche épaisse), sont
composés de 2 genres bactériens possédant des propriétés technologigues complémentaires
propriétés Tif ..<t< <...f—<'sa ’"<eo. Lacthdoteusetdes propriétés Tif " of—cof—c'e
dues essentiellement d_euconostoc Ces deux genres bactériens se différencient par la voie de
fermentation des sucres. La production de GO "~ fefe— T4 ZiSt—+"""t"efe—f—<'s t— Zf
Tt Zi——<Z<of—<'e T— .. <="f—dormationedes icdviths «dans tetcaflle. Le diacétyle
T tefe— Th Zi——<Zcof—c'e T— <="f—-% .tee—c——1 Z%1 teltex fUlef—c
Zte "it—c—e Zfc—<E"e "Ufcod if—="Fe . te'tere _—t7Ze “—F Zif..x—f
métabolisme hétérokrmentaire des bactéries lactiques contribuent a la flaveur de ces produits
(Drider & Prévost, 2009). Les ferments thermophiles les plus utilisés sontStreptococcus
thermophilus ainsi que de nombreux lactobacilles. lls sont utilisés lorsque les technolegide

fermentation se déroulent a des températures comprises entre 30°C et 50°C. Les bactéries

Zf...—<"—Fe 't —"Fe— 2_7"% t<TcoxFe Fot %o —'te oFZ'e Zt—"e 'V "kt
la fabrication des fromages. Le premier groupe concerne les hédes impliquées dans la

“fLlc f=cte e2er F— it f <t f-cted " —t'Z>ef8 & ZF o%..
wf o—x7cte "tret——fe— tF treet” ti Zf “fZit—" fE'—-xF f— "'t —<—

propriétés métaboligues secondaires, de propriét® probiotigues, de propriétés

bactériostatiques ou inhibitrices contre des pathogénes alimentaires et enfin des propriétés de

LT f=te — U f L —<Tf=<te Fe—"1 (Jarnet” 200%).f bes e proprietés de
préservation observées dans le fromage sont ds@motammenta Zif" "t — ... ‘e, <oz TF Zif.. <t <.
Tt Zf TSt "f—f—<c'o t— 1% ZifE' —= % «tZ4

Intérét sanitaire

Il a été démontré que des bactéries lactiques isolées de fromagau lait cru possédent des

propriétés antimicrobiennes envers des bactéries ghogéenes telles quelisteria monocytogenes

et Staphylococcus aureugOrtolani etal., 2010) & TfE‘'—— Ti—e ... ...o—f<Z t% ,f..—%"cte
des fromages traditionnels Ethiopiens artificiellement contaminés par 10 UFC/ml de E. coli

0157:H7 a montré unediminution du nombre de pathogenes lorsque la contamination a lieu

99



coc—<fZtote— tfoee 7% Zf<— t— ZitZcocof—<'e ——f7F t— "f-S ' %°et o
fermentaire (Tsegaye & Ashenafi2005). Des essais de compétition dans du lait fermenté entre

E.coli O157H7 et différents starters ont démontré le pouvoir inhibiteur de la part des bactéries
Zf...—<"—Fe —fe—xted foeeo Zi'"t"f t+£..7 coefedlactbbacillyf delbrmitcktic —SF7e°
subsp. bulgaricus Lactococcus lactissubsp. lactis, Lactomccus lactis subsp. cremoris et
Streptococcus thermophiluont montré une limitation de la survie du pathogéne dans les

fromages(Dineen etal., 1998).

Dans un obijectif debioprotection, les bactériocines peuvent aussi étre employées directement

dans les produits laitiers. Lareutérine produite par Lactobacillus reuteria été employée avec

succes dans le lait et le fromage pour éliminekisteria monocytogene®t E. coliO157:H7 (el-

Ziney & Debeverg 1998)a it " "t— ti—et £t ... <ot 7' T —rahsfofiéeside ' — ... St
Lactococcus lactisur L. monocytogenesS. aureuset E. coliO157:H7 a été démontré dans du

fromage (Rodriguez et al., 2005) & f'fetfe— Zite'Z'< THe f..—x"¢ .. cofe f .17
comme leur adsorptionsur différentes molécules(lipide *& *"‘—x<efte %Z',—Z ftee t— Zf <.
Teo"c,——c'e o'e Ste'%°et tfoe Zf of-"¢...74& ZiceSc, «—<¢'e tF ... —Z-——"1%
fe..'"t ZifZ-x"f—<'o tf Zf "Zf ft—" Tt ZifZcofo—oxmptcfZe t2ift..o-2'p f
de la souche prodgtrice (Sobrino-Lopez & Martin-Belloso, 2008).

i——«Zcof—<'e T fo.—x"¢ L cofe '— Zif..—ce tc"t...—% Tfeages. —£"cfe 7
traitements physiques telle “—1 Zi——<Z<ef—<'e tTf Sf——fe ""Feectes “— Fef
membranes bactérienne, les rendant plus perméablegMasschalck etal., 2001). Il a été

Threte—"t “—3F Zi38F" ..o ti—et ""Heecte T urr f e—" tie " ef%te
avec des bactéries lactiques productrices de bactériocines inactivait totalement 8lOFC/ml deE.

coli O15:H7(Rodriguezet al., 2005).

b) Dans les produits issus de la viande

La composition de la microflore des produits carnés dépend des manipulations peabattage et
Tt Zite «"'eefete— tie fotZcE"e tTF —"fee ' "ef_c'ed o It "tedd Z'7e¢ t1%
o, " %o feceete Fe_"Fe— Fe e f . — fTF.. Zf "<fetta e—£"<Z%t o Zi'"
%ot ete ZFe "Z—e <o’ —fo—e “—foc—f—c"fete— ete— t & ""tefe_o Ffoeo
le cuir et les poils des animaux. La microflore contaminante pé étre composée de bactéries

contribuant a la qualité du produit fini ou au contraire de bactéries pathogenes et/ou
tifZot"f_c'ea
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fee Zfe "'t—c—e "t efe—ted «Z FEco—F —ef "Z"f Zf..—<"—F Foet %ot -
fabrication de produits dit "t ”ec<t”e fcoeoc “—i—eF "Z'"F Zf .. —<*—3F feetoete  xF °
utilisée essentiellement lors de la fabrication industrielle de ces mémes aliments. Dans les deux
cas, la dénomination de ferments leur est appliquée.
Les bactéries lactiques homofermentiaes sont trés recherchées sur le plan technologique pour
assurer la fermentation, abaisser le pH etésuriser les produits fermentés,contrairement aux
pfe—x"<te Zf . —<*—Fe St "t efe_fc"te eV —Fe ‘— “f. L —Z—f-<":
T1fZ—an fdu <produit. Par exemple la flore hétérofermentaire est considérée comme
indésirable dans les produits de salaison car elle produit des gaz créant des godts acides et des
défauts technologiques. Les principales espéces lactiques retrouvées dans les pitxdgarnés
sont: Lb. sakejilLb. curvatus Lb. plantarum etLb. farciminis Occasionnellement des genres tels
que Carnobacterium spp., Enterococcusspp., Leuconostocspp., Pediococcusspp. ou encore
Lactococcuse’'’'@ 't —"Fe— 2-"F ‘ ei""+ed Hfe—t"Te%ofot S0 F F—TFe—
fE' ——xfe tTfee Zi', Ef...—<" tTif—Y0efe—F" Zf ox..—"c—% ‘— tTF o' F< ¢t
organoleptique des produits. En Europe, les principales bactéries lactiques utilisées pour les
processus de fermentation camée sontLb. sakejLb. curvatuset Lb. plantarum alors que le genre

Pediococcusst particulierement utilisé aux USA(Hugas 1998).

De méme que dans les produits laitiers, les processus fermentaires au sein des produits carnés

peuvent étre orientés dars des objectifs technologigue ou sanitaire.

Intérét technologique: les bactéries lactiques dans le saucisson sec

Suivant les habitudes culturelles Lactobacillus sakeiLactobacillus curvatus Lactobacillus

plantarum, Lactobacillus pentosusPediococcus @dilactici et Pediococcus pentosaceusont

utilisés comme ferments en salaison dans différents pay€hevallier, 2009).

Certains staphylococoques $. carnosusS. saprophyticusS. simulansS. xylosuspermettent la

réduction des nitrates en nitrites pa action de la nitrate réductase et provoquent ainsi la

coloration des saucissons ‘Z 1 2002). lls possédent également des enzymes protéolytiques et

lipolytiques qui décomposent respectivement les protéines en acides aminés et les lipides en

acides gras Z<,"te ..te—"<¢,—fe— o ZifexZ<"f—c'e ti(NOfitel Btfal.f1996). T — o f — ...
f7 Zf "'t —..—<'s Tif lesddctobagillespermettent la coagulation des protéines de la

viande et inhibent le développement de certains germes indésirabled eistner, 1995). Les

“—fe—<—te Fif.ctt Zf .. —<*—F ote— tt Zi"t"F tF {r Ae*Z %o t1 ef-—<°"%

“fLUc f=de - EF—T1e— f-260«udlly dE -matiéreiseche apres 40 jours de

maturation (Chevallier,2009).

101



Intérét sanitaire

Dans les produits carnés conservés sous vide ou sous atmosphére modifiée avec une forte
concentration de CQ@, la population lactigue devient rapidement prédominante et par un
phénoméne de compétition de flore, préserve la viande des fermentations pathogéneDe

ofe "F—efe t——TFfe e “fe— x—f— tF Zif..—<"<—% oS, «="<..F tF ,f..—:
carnés envers des pathogenes commigsteria monocytogenesEscherichia coliO157:H7 ou des

bactéries indésirables comme Leuconostoc mesenteroidekseuconostoc carnosunet Brochotrix
thermosphacta(Aksu etal., 2008; Bredholt etal., 1999; Vermeiren etal.,2004).

Certaines bactéries lactiques bactériocinogénes sopsychrotropes et présentent donc un grand
intérét pour la bioprotection des produits canés. Les bactériocines concernéeda sakacine, la

curvacine, la bavaricine, la leucocine et la carnobacteriocine, ne possédent pas un spectre

T'|'f____(‘o fo_(o(_“”‘”(:to f_oo( (o“”_fo_ “_:t 12_( T:t Zf o(o(oi of(o :I:
bioprotection car la plupart sont actives contreListeria (Hugas 1998). La combinaison de
wf o —E7¢ L cote TR Tif——"%e —"fc—fefoe—e "Srec* —Feo ‘—  Scoc*—Fe f

pour lutter contre Listeria monocytogenegHereu et al., 2011; Jofré etal., 2007) et Escherichia

coli O157:H7 (Cutter & Siragusa 1995). Comparé a son utilisation dans les produits laitiers, la
scocet oife— "fe Tx"c—f Ztete— <o—z" Dredfiondes’preduit ¢arnésdue ce soit
frfE —— Tt .- ‘— 7 Zi<éres pradbctficest Eh &ffetf la.nisine est faiblement
soluble, soumise a une distribution hétérogéne et peu stable dans cet environnement. De plus,
les doses nécessaires pour étre efficaces ne sont pas rentables économiquement et dépassent la

dose maximak autorisée (100g/jour/60kg poids corporel).

c) Dans les végétaux

Presque tous les Iégumes peuvent étre fermentés dans une saumure (ajout de sel) ou les sucres
et autres nutriments seront transformés principalement en acide lactique. Les bactéries
lactiques " " et ——te— fcooc Zf ""tt— . —c'e - Zf . teed" f—c'e TifZcoto—0o o
fermentés. Les végétaux fermentés ayant la plus grande importance économique en occident
ste— Zte 'Z<Tted Z% .S'— t— ZFe .te.te "fe ofceutids tle phSlee—f —ot
monde (Caplice & Fitzgerald1999).

[ 7Z7F ec..” cFoet the 2% t—f—8 “f <t ofZ'e ZiteT<  eotete— [ Zcef-
Les structures des communautés microbiennes des végétaux sont similaires pour une méme
espéce végétale nf<e “f cte— ti—et te’°(EdnaharZ2009)&"tfee Zifeete, Zta Zf
population bactérienne des végétaux est dominée par les bactéries aérohiesles levures et les

bactéries lactiques ne représentent pas plus de 0,1 a 1% de la flore totdang etal., 2001).
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ZZ:]:- ..I.) _n‘_~:t._ Tf.. e t—f— T:t T‘”.f'..-i :t_ Tt("’i._ 2_11¢ n:t~(~(f\
croissance. La flore lactique végétale est généralement composée LdriconostocPediococcus
Weissellaainsi que Lactobacillus mais la plupart des infomations disponibles concernant les

bactéries lactiques des différents végétaux est en réalité déduite des études de fermentation de

. Fe e2efe "+%+—f—8A4 ife— ZF ...fe tT— .. SYangetal201Q)f Zfc——1F o‘—foe
T""c¢te—f—c'e TFe ' fvairesedeéstVegetaux dans un but technologique ou sanitaire
est une fois encore possibleia Zi——<Z<ef—<c'e Tte f..—x"<fe Zf .. —<“—1fed

Intérét technologique: les bactéries lactiques dans le chou fermenté

f 7't — . —<'e "fe-fcet t1 ... S'— .. "'000Htonhes pdridn et”ém Gorée la
production annuelle de chou fermenté (essentiellement le Kimchi) se monte a environ 1 million
de tonnes.
Avant le démarrage de la fermentation, le chou est salé a des concentrations de 2,25 a 2,5%

f Z fe ''cte fS<¥fkTt Zitf— $t— Zte o——"coto—o ot "fo f— t2717" "1
Zf...—<*—Fe "tVefe—fc"Fed tTiceSc, i7" Zf "Z'"% ec..V' <feet SfZ'efesc, 7
protéolytiques qui altérent la texture du chou et de relever le golt du produit final. Seulene
partie de la flore initiale peut donc se développer aux concentrations de sels évoquées. La
fermentation commence par le développement déeuconostoc mesenteroidgwincipalement,
elle se poursuit ensuite avec des lactobacilleSteinkraus, 1983). Les poduits principaux de
oo —F Tfrete—f—cie ote— Zie foctie Zf .. —<*—dueidivers tomposés t- Zit-
volatils tels que le cishex-3-éne-1-‘Z f— ZifZZ>Z <o'=S<'..>fef—1ta ""co. . < f—F .. ‘e

du chou(Ennahar, 2009).

Intérét sanitaire

Comme pour les autres produits alimentaires précédemment cités, les bactéries lactiques

'f—"fe— 2_7"f fE‘'——xFe fTfee Zfe "x%ot—f—35 f <o Ti'"<ho—F" ZFe " f
le développement de contaminants. Les bactéries lactiques ont notamntemontré un potentiel
oS¢, «—F—" fe"f"e t( " Tx"fe—e fUhofe—e 'S>—'"f—-S" % ° XamthomenasifZ—+"f —

Erwinia ou Botrytis (Trias et al., 2008). De méme, les bactéries lactiqudsactobacillus plantarum
et Leuconostoc mesenteroidemt été utiliséesavec succes dans la choucroute %o f «*~ <&@, T —
2011).
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Points clés

Les bactéries lactigues sont des bactérieabiquistes et exigeantes du point de vue

nutritionnel. Leur génome est tres spécialisé.

La classification des bactéries lactiqueest complexe et ne peut se baser uniquement sy
T:I:. .”n(_ou:t. 1éi.n_>!(u_i.a :t .‘.”"i T.I.:t.yo.“:t. Zf...—(‘

augmentation.

Le métabolisme des bactéries lactique peut étre homofermentaire avec production
tif..<tt Zf..—<*—1% ‘—aireS faeuttatif 1ol Jobligatoire avec notamment

b <t Tif——"Fe fo.ctEe U%ofec —Fe fu.<ti fo.t—<“t& o—...

Les bactéries lactiques produisent des substances a activités antimicrobiennesvers de

nombreuses autres bactéries notamment des acides mganiques, des bactériocines ou

encore t— '17'§>tt tiS>t" " %°+14

ZZio efe_ of _"te_ io'z‘)iio Ie _fo_ “— 1 ’"‘”(‘_(“_io 'l'f

animale. On les retrouve également dans les aliments (produits laitiers, carnés pu

végétaux) dans 2 contetes : dans un objectif de fermentationen tant que flore

technologiqueou dans un objectif de bioprotetion (intérét sanitaire).
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Le but de ce chapitre est de présenter les informations disponiblesca jour sur la fabrication de
Zit e <7 fl%s fcohmunautés microbiennes pouvant y étre retrouvées. Ce chapitre aborde
i%ofzi':t._ Zi. ’—”f—i%o(i’ . .:t__”i i. a_~n¢ v Z('(—:t” Zf Ti%onfT

économique et sanitaire qui en découle pour les animaux et les humai

1. Généralités

Le secteur de I'élevage est I'un des segments les plus dynamiques de I'économie agricole, en
particulier dans les pays en voie de développement. La demande en produits carnés et laitiers
augmente continuellement et des questions se pest quant a la facon dont cette demande

“—¢a f Z(,,"i tee'foc—cto ' —— f— Z'¢% tT1% 7

fourragére permanente est une priorité physiologique pour les ruminants et une priorité

pourra étre satisfaite, $— 'f”

économique pour les agriculteurs. Paout dans le monde, les productions de céréales sont
saisonniéres et un excédent de production est disponible pendant la saison de la récolte alors

gu'un déficit est observé pendant I'hiver.

L'ensilage est une méthode de préservation des cultures baséar da fermentation lactique en
conditions anaérobies(Gollop etal.,2005). Divers matériaux végétaux peuvent étre utilisés pour
I'ensilage : herbe, tréfle, luzerne, orge, mais, blé, sorglidshbell & Weinberg, 2006) ainsi que
divers matériaux humides prowenant de l'industrie alimentaire et dénonmmés "sousproduits"
tels que des déchets de conserverie de légumda pulpe de betterave, les dréches de brasserie ...
(AFSSA2004). L'objectif principal de I'ensilage est de rendre de®urrages disponibles tout au
long de l'année pour leur utilisation comme source principale daliments a haute valeur
nutritionnelle pour les ruminants, améliorant ainsi la durabilité économique et
Fe "« teetetefZ1 tie ese—Cete tixZi f%1I4

Les cultures les plus importantes pour l'esilage sont le ma§ plante entiére, la luzerne et

diverses graminées(Weinberg & Ashbell 2003). L'ensilage de mais est le plus largement utilisé

" ZifZcoFoe—f—c'e The "f..Ste Zfc—<°"te feo "fcote Tt of Sf——t "fZ%
I'ensilage demais est consommé par environ 80% des troupeaux de vaches laitieres tout au long

de l'année(AFSSA2004) et il est largement utilisé aux EtatdUnis (Jokela & Russelle2003). Au

Danemark, la production de mais pour l'ensilage a augmenté de plus de 70 %tre 1990 et
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trrzd f— 17272% te— +%fZF& "'<"f e—'x"¢t—"% o Zf '(Stomm.etak'e TiSE”, it
2010). fes Z% o'etFd Z5teecZf%t T+ ofAe "3 "tefe—tf Fe"1 wr " t— yw ~
vache laitiere (Driehuis et al., 2008) consommant ewiron 26 kg de matiére seche par jour

(Drackley etal.,2006). Une enquéte économique portant sur la production mondiale d'ensilage a

été réalisée parWilkinson & Toivonen (2003). La quantité de matiere séche (MS) ensilée
annuellement dans le monde est ésnée a 200 millions de tonnes(Wilkins et al., 1999). En

France, les zones consacrées aux cultures de mais pour l'ensilage ont augmenté de 1 154,8

milliers d'hectares en 1980 a 1407,2 milliers d'hectares en 2008 avec un pic de 844,5 milliers

d'hectares en 1990 (Agreste, 2008). Au cours des 10 derniéres années, l'ensilage de mais

représentait d'environ 120 tonnes de matiére séche par hectar@greste, 2010).

Le processus d'ensilage comporte de nombreuses étapes qui doivent étre réalisées dans les
temps et contrdlées avec soin, afin @ sassurer de sa conservation avec un minimum de pertes
économiques et de risques sanitaires. Les hommes et les animaux peuvent voir leur santé
[t —x% "f" tde ofZftcte <oe—1te TcOdvialefpottage dsynptirhatique fago +
pathogenes par les animaux consommant cet ensilagén effet,tout au long de la filiere de
it — . —<'s Ti—e fZcehededla“feurch&fa la fourchette>, des contaminations
microbiennes peuvent avoir lieu a différentes étapes avant tif—<et”3+ ZiS Lest
interventions en début de chaine alimentaire et en particulier au niveau des aliments pour

animaux offrent un moyen intéressant deéduire de nombreux risques saitaires.

2. ., <..f—< ensithgZ &t role des différents groupes
microbiens.

fre"a'td C—cofZt " —" Zf "2 0Z—F Tf<t Fe Tte—<'e tie L —Z-——"1%0

valeurs nutritives les plus intéressantes pour les troupeaux. Le mais fourrager doit étre récolté

lorsque la plante atteint 30% a 35% de matiére sghe (Ashbell & Weinberg, 2006). Le fourrage

vert Ray-grass est considéré de bonne qualité car il est particulierement digestible ce qui permet

son utilisation pour de nombreuses races de ruminants. Les plantes comme la luzerne ou le

tréfle sont récoltées en début de floraison. Idéalement, la luzerne doit étre récoltée au stade de

bouton car la teneur en sucre de la plante est a son maximum, mais une récolte plus tardive est

possible durant la période de floraisonUndersander, 2010).

La flore bactérienne df ZiSt”,f fe— <ec—<fZfefe— Trecext ’frnépdtwesf..—x"cto

hétérotrophes et aérobies appartenant aux genrederomonas CellulomonasChromobacterium

CorynebacteriumPseudomonagt XanthomonagqKroulik et al., 1955; Gouet &Chevallier, 1966).

Le “f<,ZFf o'o,"F T% ,f...—x7"c¢te Zf ... —<*—Fe £ S>—Fe tx—F .. —xFe " —""fc<
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cellesci sont dans un état physiologique viable mais non cultivable (VE) du fait de conditions
environnementales hostiles. En effet, en aérobiose les bactérigtigues peuvent produire des
T£7¢"2e —'8c“—fe T1 Zi'5>%°eF .. ‘eef 'f” ;fDke stilfstahdes”ifdues. el
plantes comme la superoxidaedismutase ou le manganese peuvent détoxifier ces especes
radicalaires. Ces substances végétales deviennestcessibles aux bactéries lactiques VBNC par
hachage des plantes en brins de petite taille avard Imise en silo(Archibald & Fridovich, 1981;
Daeschel etl., 1987).

T 7 fee—e fifteecZf%t of t£"'—Z73F te 'Z—ect—"e t_fbSthda fe .. —
optimal de maturité, sont découpées, chargées et compactées dans des silos qui sont ensuite
o FZZ7%e¢ ' —" Fe'2 SE” Zice—"'t— . =<' Tif<" f— . teef" 1" ZiteecZf%ot

ensuite désilé afin de servir de nourriture aux animaux. Gedifférentes étapes sont reliées a des
événements physicechimiques et microbiologiques regroupés en 4 phasesune phase aérobie,
une phase de fermentation, une phase de stockage et une phase de désil@gshbell &
Weinberg, 2006).

2.1 La phase aérobie

formdecomt £—f'F t— "t fes—e TifeecZf%t résiduelles CElE Stdpe " f—< e
Fe"C ct fom t—1% o Zif..—<"<—t fto@refoc“—1t the 4177 Tte “t%ot—f21
Z2i'8>%0°ef "<t %ot Tfee ZitoeecZf% 1 f— —-—mihedd glucdse ouslefructose etz —, 71+

produisant des effluents et de la chaleufMuck, 1988). Cette consommation de sucres se fait au
détriment de la future fermentation lactique anaérobie, principal moteur de la conservation de
ZiteocZf%ota —"fe—-F. #2tTaTAf%c..."" "2 f2" <t of 2712t E—-"
Tt Zi'85%°¢F ‘— E—e“—is .1 “—1F Zif. . <t f-c's T— ocZct— o'c—
ek —f Zcoot e 7 <Fed Nf..—<T<—% .7 <Feed <oc—<fZF Fe— V<o f.

aérobie épiphyte comprenant desntérobactéries, des levures et moisissuresErwinia herbicola

I+

et Rahnella aquitilis sont des espéeces fréquemment retrouvées sur les cultures, mais aprées
TeecZf%ta tZZte o'e— "f'c<tiefe— o—""Zfe—tte 'f” iHynia-dliet te'°...%1e
Escherichia coli et Serratia fonticola (Heron et al., 1993). La capacité des entérobactéries a
réduire les nitrates (NQ-) est considérée comme un point positif dans la préservation de
Ziteoe<Zf%t ...[" ZT1<-Z¥8p 1T «¢0) dinsiformés sont inhibiteurs de plusieurs
e %o feceste T f(Spoelsfa-kass).

Fetfe— . F——% 'Sfet f2x7',«Fa& T Zif.. <t fo.x—c"—F feu """ F—c— te 7
reste élevé (pH 66,5). Les bactéries anaérobies et aérotoléraes pouvant étre actives durant

cette période comme les streptocoques dteuconostocse caractérisent par une fermentation
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acidification reste cependant plus faibleque celui de bactéries lactiques homofermentaires telles

gue de nombreuses espéces deactobacillus(Holzer etal., 2003).

2.2 La phase fermentaire

L'acidification progressive de I'ensilagepermet le développementde bactéries lactiques acide
tolérantes telles que Lactobacillus brevis Lactobacillus plantarum et Lactobacillus buchneri
(Holzer et al., 2003), qui convertissentles sucres solublesen acide lactiqueprincipalement. Le

métabolisme fermentaire de ces bactériesnduit une diminution rapide du pH, stoppe le

développementdes autres microorganismeset permet ainsila préservationde I'ensilage. Z i f %o <—

donc dela phase de fermentatiomqui commencelorsque la masseensilée est devenueanaérobie.
Cette phase dure habituellementle plusieurs joursa plusieurs semaines

Durant cette période, les différents groupes de microorganismes anaérobie®u aérobies
facultatifs retrouvés naturellement dans les plantes lpactéries lactiques, entérobactéries
levures..) entrent alors en compétition '* —” Zisatierk des nutriments disponibles. Dans des
ensilages correctement menésles bactéries lactiquesdominent rapidement la fermentation
permettant la conservationde l'ensilage %0” Y ...t « Z1i ‘rapitle d'urepH bas.Les bactéries
lactiques typiqguement assaiées a l'ensilage appartiennent aux genres Lactobacillus
Pediococcud_euconostoet EnterococcugMcDonald etal., 1991). Parmi les bactéries lactiques,
certaines sont connues pour étrehomofermentaires obligatoires et peuvent produire plus de
90% d'acide lactiquea partir des sucres solublesElles sont cependanincapables de fermenter
les pentoses Les bactéries lactiques hétérofermentaires facultativegeuvent produire de I'acide
acétigue de I'éthanol, de I'nydrogéneet du dioxyde decarbone en plusde l'acide lactique.Les
especeshétérofermentaires obligatoires fermentent a la fois leshexoses et les pentose®n
produisant les mémes produits de fermentationDriehuis & Oude Elferink 2000). Les bactéries
lactiques sont caractérisées paleur grandetolérance « aidité etselon lescultures fourragéres,
elles sont capables de diminuerle pH T+ Zi1e«+eZ déssbus de quatrePendant I'étape de
fermentation, I'ensilage de maiest censéatteindre des valeursfinales en oxygénede 0 % a 2 %
en dioxyde de carbonede 15 a 9@% et un pH autour de 3,8 (Weinberg & Ashbel] 2003). Le

Tableau6[montre la concentration finalede produits de fermentationdans un ensilage de mais

en fonction de la teneur en matiére €8+ f— e‘ete— T+ Zitee<Zf % ¥
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Tableau6 : Valeurs physice ... S<ec“—fe tfoe ZiteocZf%t T+ ofAe feo "te  —c'o T1
matiere seche (MS) initiale, issus dlNRA(2010).

% N total Produits de Fermentation (g/kg de MS)
('::j pH N-NH; N- Acide Acide Acide Acide Alcools
sol Lactique Acétique Propionique Butyrique

25 3,75 7 60 63 19 T T 49

30 3,73 8 55 76 14 T T

35 3,75 7 52 60 14 T T

40 3,85 7 52 47 11 T T 4
N-NHs : Azoteammoniacal; N-sol : Azote soluble ; T traces
2.3 La phase de stockage
Pendantla période de stockageles silossont scellés el 5 f<” o "t —— '+e+—"f"Cett@ice—%"cf—

étape dure habituellementplusieurs mois etaussi longtemps qude pH estsuffisamment bas et
“ — fan#drobiose estpréservée peau de changementsse produisent Le nombre de bactéries
lactiques et d'autres microorganismes viables diminue au fil du temps exceptépour certaines
especesspécialisées telles quéactobacillus buchnergui continuent a étre actives adesdensités
de popuation faibles (Driehuis et al., 1999). Par ailleurs,il a été démontréque les lactobacilles
homofermentaires tels queLactobacillus plantarumet Lactobacillus curvatusont tendance a étre
prédominants dans lesensilagesbien conservés mais ils finissenttoujours par étre remplacés
par desvariétés hétérofermentaires telles que Lactobacillus breviset Lactobacillusbuchneria la
fin de la période de stockagell a été suggéréque ces changement®taient dus a lagrande
tolérance de cesespéceshétérofermentaires a un deleurs produits de fermentation & Zif .. +—f -1
(Beck, 1972).Certains micro-organismes acido-tolérants peuvent survivre a cette période de
stockagecomme par exemple des levuredans un état presquanactif (Storm etal.,2010) ou les

bactériesbutyriques sous forme de sporegVissers etal., 2006).

2.4 Le désilage

La quatrieme phase esfa phasede désilage pourservir a l'alimentation des animaux A ce
moment, les silossont ouverts et l'air pénétre dans l'ensilageen fonction de ladensité ¢ la
porosité de la matiére végétalef cee< “—1F T3 Zif " foe. . Fofoe— tTf e TTe—Ltf“—1ta
redémarrage du développement desmicroorganismes aérobiesinitialement présents ainsi

“—i—et [ — % dv pii{Driehuis & Oude Elferink 2000). En effet, les levures et les
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moisissures sontacido-tolérantes et sont connues pour consommerles acidesprésents dans
l'ensilage Z*"+e“—1% Zif+"", <'«1 (HiggirthothdmaAtal. 1998).
La|Figure 16[résume I'évolution théorique des principales valeurs physicochimiques et des

populations microbiennesau cours du processus 'énsilage.

Figure 16 : Evolution théorique des teneurs en oxygene, des valeurs de pH et des populations
microbiennes aud T« " x"te—fe t—f e t— "7 tee_pitt &iSniffer{ JOBEL A Tif "

~

38, —fZc—% o——"c—c'eet77% tF Zitoee<Zf%F

La composition chimique et la valeur énergétique des ensilages sont peu modifiées par rapport a
celle des plantes récoltées. Dans les eraies, les pertes de produits solubles dans les effluents
augmentent proportionnellement la concentration des constituants chimiques dans la matiere

seche, mais la digestibilité de la matiére organique (dMO) est peu modifiée par rapport a celle du

fourrage vert (AFSSA2004). La digestibilité Ti1—e ...'ee—c——fe— . ""fe’ et o Zf *7t 7" _¢
Lles—<——fo— fco ffcoofoe— tfee ZF —— % T<%ote—<a4 ZZ% Fe— fe—coti
entre la quantité ingérée et la quantité excrétée de ce constituarita valeur azotéedes fourrages

Fo— 13 coxt feo “—foe—c—x TI ""—tcete T IgrBle(PDDISelonfle sy&ierre— 1o — <o

INRA, o distingue les protéines alimentaires non dégradées dans le rumen (PDIA) et les

protéines ayant été synthétisées par lpopulation microbienne du rumen (PDIM).

En général, Zi<e*%o fe+—desZ eastlages est inférieure a celle des plantes récoltées
correspondantes. ic<e%ofe—<, «Z<—% ti—e " —""f %t ... Fe et o Zf “—foe—c—%x ¥
Z'"e"—i<Z teo— tconticommeseuldliment. t——1 ,fcoef Tico%oto—cte “f ¢t Fo "o,
la teneur en matiere seche, da taille du hachage des brins et de la qualité de conservation. En
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effet, lorsque la teneur en matiére seche du fourrage récolté est faible, la quantité fi... <t £
Zf---_(“_:t :t_ T|f<-|-:t' %Onf. ~‘2f—(2' ,"‘T—(—:t 'f" Z:t. Ai"&io_f_(‘..
trr %o %o T— 7 ¢" —e 1771~ o+ %INRA20%0)-" Zice%ofe—<'e

Les caractéres organoleptiques cotiguent les facteurs déterminants T+ Z1f '’ + -Unedéfdud
Tt ...‘ooi’1~f_(" F—— i'—”fA':t” —eF nf(..:t T E —e "ET—e Tice%ote—-

WS Tt it o<t fo ZifUfrc—cte x7fe——$77% 1 v Zte t%
= e "%efe ZE —< —%e Fe— %ot et idlibn fermenitdire’ ihddsirablet i —et T
kT fZ—F7 Zif U k—fe A <Z Fe— e, 7t th ot ,fed” e—" —7ice “f .-
Zf o —ZF—" Tt ZiteecZf%ta fe t——tte fofZr—c —te t— Zi——<Zcof

Cott M fe— fiteecZf®shes tE T coc” The fUCefe TifU Uk L f-c'e Tt ZF—" "
T ete "f—ote %"<ZZ%e Tif ' %..<f=<'s tF Zf “—fZc—% tie FeecZf%
Frore cf—ctee foeka@ “<f,Zte8 Fe %e<ZZ%e 'Utexte 'f7 Zi et et

physico-chimiques présentés dans g ableau6

4. Les microorganismes indésirables

L'ensilage peut étre vecteur de nombreux microorganismes indésirablespouvant nuire a la
conservation de I'ensilage affecter les performancesdes animaux ainsi quda santé animale et
humaine. Les microorganismesresponsables dedégradations dans knsilage sont considérés
comme desmicroorganismesd'altération. lls induisent des pertesessentiellementéconomiques.
Ceux impliqués dansles maladies animales ethumaines sont considérés comme des

microorganismes pathogénes.

4.1 Les bactéries

a) Les bactéries butyriques

Lesbactéries butyriques sont des bactéries telluriques capables de convertllacide lactique en

acide butyrique, hydrogene etdioxyde de carbonea un pHrelativement faible. Une croissance

importante des bactéries butyriquespeut donc induire une augmentation t — * T3 Zifee<Zf %ot
feoee “—F Zf 7'coesfoet Fif——"Hiof Bt L %oof wleot o ‘Aiclitd. des o Zi
bactéries butyriques sont surtout représentées par des bactéries desgenres Clostridium et

Bacillus Ces bactéries ont la capacité de former des sporées bactéries butyriques rérouvées

dans Zte teecZf%ofe " "cteste— Feo %oter”fZ t1 Zdesoldanslgmatésief ... ... <tte-
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végétalau cours du remplissagealu silo.L'herbe etl'ensilage de maisontles principales sources

de spores debactéries butyriguesdans les élevagegVissers, Driehuis, efl., 2007). Ces spores

survivent a leur passagedans le tactus gastro-intestinal de vaches laitieres(Te Giffel etal.,

2002). Bacillus cereuspeut étre retrouvé dansles ensilageset représente un risque sanitaire

(Vissers, Te Giffel, etal., 2007). ¢ $ "1 -4 <Z oif%o<— T— "Z—e <o’ "Hiffeztiael f." “"%of e
du lait pasteurisé et des produits laitiers. De plus ces bactériespeuvent entrainer des
intoxications alimentaires (Abee etal., 2011).

Les espéeces d€lostridiumles plus fréquemmentassociées a la détérioratiore I'ensilagesont C.
tyrobutyricum et C.butyricum (Driehuis & Oude Elferink 2000). La présence d€lostridiumdans

Zt Zf<— "f—— fe—"fcod” the TZfTE—"e <otrec"f ZFe feoec “—i—ef TVef.
produits laitiers. C. botulinumest connu pour étre extrémement pathogéne qur les animaux et

les humains. Ce microorganisme produit une neurotoxine botulique (BoNT) causant une maladie
neurologique sévére conduisant frequemment a la mofANSES$2011b). La prolifération de C.

botulinum ainsi que la production de toxines dans lesilage et le tractus gastreintestinal de

bovins ont déja été signalées. La contamination de I'environnement de la ferme, du lait cru, et la
transmission ultérieure du pathogéne a travers la chaine de production des produits laitiers, est

par conséquent possible (Miia Lindstrom et al., 2010). Aux EtatsUnis, une étude sur dix ans

réalisée par Johnson etal. (2010), a recensé huit épisodes de botulisme chez des chevaux.

L'origine de la contamination a été identifiée comme étant le foin et I'ensilage das& des huit

T fTe tice T fC.botuknume e —"F —ed —Zx7"fe F o Zif..<tc—x Zcoc—xt - Fo
risque pour les animaux lorsque cewci ingerent des ensilages peu acides (pH > 5,5) stockés en
anaérobiose, ou de I'ensilage contenant accideritement des carcasses d'animaux (rongeurs par

exemple), pouvant permettre la croissance de la bactérie et la production de toxinglhnson et

al., 2010; Myllykoski et al., 2009). Des données portant sur la prévalence de cet agent pathogéne

chez les bovirs et dans les produits laitiers ont été examinées et publiées pamdstrom et al.

(2010).

b) Listeria sp.

Listeria est une bactérieaérobie ouanaérobie facultativeretrouvée dans divers environnements
y compris l'eau, I'nerbe, lensilage, les matiéres organiques en décomposition le sol etles
matiéres fécales(Hassan etal., 2001). Bien que L. innocuaou L. ivanovii aient été identifiées
comme cause de maladies animales (Alexander et al., 1992; Walker et al., 1994), L.
monocytogenesest la principale espée responsable de la listériosechez une grande variété
d'animaux y compris chez les humains(AFSSA 2009). Les manifestations cliniquesde la

listériose sont diverses comme l'encéphalite, I'avortemenbu la septicémieet peuvent conduire
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ala mort (Low & Donachig 1997). Il a été montré que la pésence deL. monocytogeneslans
I'ensilage et/ou les matiéres fécalesaugmentait le risque decontamination du lait et donc la
—"feeeceects o 778 Oxe dtal, 2009; Schoder etal., 2011). Par ailleurs, 2iisilage est
considéré commela principale sourcede contamination pourles ruminants (Wiedmann, 2003).
Selon les emplacements au champ considéréntre 0 % et 70 % desrécoltes pourraient étre
contaminées(Corrot et al., 1998) et des niveaux de contaminationsupérieurs a 10 UFC/g ont

été observés (AFSSA 2004). L. monocytogenesa été retrouvée en Irlande dans 6 % des
échantillons d'ensilage testés et il a été démontré “—i—etf ~“fZf—" % @ ee—"%"ct
augmentait le risque deprésence delisteria sp. (Vilar et al., 2007). Dans une étudebrésilienne,

la présence deListeria sp. a été observée dan$5,6 % deséchantillons d'ensilage d'herbe a
l'ouverture des silos et parmi ceuxci, 10% étaient contaminés par Listeria monocytogenes
(Schockenlturrino et al., 2005). En plus dela valeur de pH la croissanceet la survie du
pathogene dand'ensilage dépenent du degréd'anaérobiose Listeria sp. peut étre retrouvée a
quelques centimétresde la surface dd'ensilagealors que plus en profondeur Zifef +”*, ¢lat *

fermentation rendent I'environnement plus acide et plusinhibiteur (Fenlon, 1985).

c) LesEscherichia coliproducteurs de Shigatoxines (STEC)

Les Escherichia colsont des bactéries Grannégatives aéreanaérobies. Certaines souches de.
coli telles que les Escherichia colproducteurs de Shigatoxine (STEC) ont été reconnues comme
des pathogeénes d'origine alimentaire responsables de maladies humaines (voir chapitre 1). Les
ruminants sont connus pour étre lgrincipal réservoir des STEGChapman etal., 1993; Wang et
al., 1996) car ils sont des porteurs asymptomatiques. Les aliments pour animaux, tels que les
ensilages, ont été suspectés i2—vVdcteur de propagation de ce pathogene chez les animaux
d'élevage (Davis et al., 2003). Les auteurs ont montré queE. coli O157 est retrouvée
relativement fréquemment dans lesmangeoires (1,8%) (Hancock etal.,, 2001) et pourrait
également se reproduire dans une grande variété d'aliments pour bétgiLynn et al., 1998). La
Lle—fecef—cte T ZiteecZf% t ’fit skiproduire viades f¥ces des animauxau
travers de la fertilisation des champs avec de l'eau d'irrigation contaminée ou du fumier.
Cependant aucune donnée n'est actuellement disponible isia prévalence des STEC dans les
ensilages. Il a été montré queE. coliO157:H7 ne survit pas dans de nombreux tyget ifee<Z f %o 1
lorsque le processus de fermentation est correctement men@Avery et al., 2005; Bach etal.,
2002; Byrne etal., 2002). Néanmoins une des caractéristiques physiologiques importante des
STECest leur capacité a résister a des pH faibles et a survivre dans des environnements
fermentés (Lin et al., 1996). La mauvaise gestion des fermentations dans I'ensilage a ainsi été

identifiee comme étant un facteur de survie d&. coliO157 (Fenlon etal., 2000; Fenlon & Wilson
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2000). fe «'— ... Eteolifont pu étre détectées en grand nombre dans des ensilages en
décomposition, notamment dans les zones périphériques sujettes a une détérioration aérobie
(Chen etal.,, 2005). Lors de la mise en silo, une ageobiose insuffisante peut retarder
I'établissement de la fermentation lactique et entrainer une diminution du pH plus lente,
augmentant ainsi la survie de<. colipathogénes(AFSSA 2004; Chen etal., 2005). De méme, a
l'ouverture des silos, l'air qui pénétre dans I'ensilage induit une augmentation importante du pH

autorisant la survie des STE(Pedroso etal.,2010; Duniere etal.,2011).

d $XWUHV EDFWpULHV SDWKRJqQHV RX GIDOWpUDWLRQ

D'autres espéces microbiennes fréquemment retrouvées dans les ensilagesnt considérées

comme pathogénes pour les animaux et les humains et doivent étre recherchées dans

Zite <"teetete tF Zf "t7ef flco TE Zcoc—F" Zte "cot—Fe T L te—fecef—<
est une maladie contagieuse débilitante causée par la bat Mycobacterium bovisM. bovis

n'‘est pas le principal agent responsable de la tuberculose humaine, qui est en fait duéla
tuberculosis mais les humains sont sensibles aagent de latuberculose bovine. Parmi les

animaux domestiques, le bétail est lprincipal réservoir de M. bovis Bien que la faune sauvaget

Zte foecef—3 T1'e1eentrent pas frtquemment en contact, la transmission de cet agent
"f=S % et te—"%t ..te . f—x%'"<Ie Tif¢RalfnesR0G7).Des prograiimes
d'éradication de la tuberculose bovine existent depuis 1917 aux Etatdnis et se sont révélés

tres efficaces pour contrler la maladie.Cependant, une résurgence des infections de

—— L F . —Ztet tTeed f £—% ekt T —<e S{{zA& it Z<“ —foe— o'—foo
pathogéne dans le réservoir de la faune sauvag®kafor etal., 2011). e '"f—<“—*fe Ti£ZF"f %ot
TE %ofe—c'e f%"<..'ZFf "f—"tfe— _te_V¢, —%" o Zif.... "fceetofe— f— 7

troupeaux. Plus précisément,Reilly & Courtenay (2007) ont montré une augmentation du
nombre de cas de tuberculose bovine dans les exploitations utilisant de I'ensilage de mais,
d'herbe ainsi que de la mélasse pour nourrir le bétail.

Grant etal. (1995) ont évalué la présence defersinia enterocoliticadans des ensilages suune
période de 20 mois: sur un total de 46 échantillons d'ensilage, 6,5 % étaient positifs et la
présence de ce pathogéne a été associée a un pH élevé de ces échantillons. Une infection a
Yersinia enterocoliticaprovoque une yersiniose, maladie zoonotiquaffectant les étres humains
ainsi que d'un large éventail d'animaux comme les bovins, les cerfs, les porcs et les oiseaux
(Centers for Disease Control and preventiar2005). Les symptémes les plus courants sont de la
fievre, des douleurs abdominales et dediarrhées, souvent sanglantes.

La présence occasionnelle d€ampylobactersp., important pathogene alimentaire, dans des

ensilages a également été rapporté@Nam etal., 2005). L'agence fédérale belge pour la sécurité
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de la chaine alimentaire a établi me liste de microorganismes pathogénes devant étre
recherchés chez les animaux avant I'abattagddFSCA2009). Parmi eux,.Salmonellag responsable
de diarrhées séveres, est freqquemment retrouvée chez les bovirfPlym & Wierup, 2006).
Cependant, aucune donrg n'est actuellement disponible pour évaluer la prévalence de se

pathogeénes dans les ensilages.

e) LesEDFWpULHYV S Udmi@esbidgénes HV G

Les amines biogénesont issues de ladécarboxylation des acides aminégar des enzymesde
plusieurs espécesde bactéries lactigues comme Lactobacillus Leuconosto¢c Enterococcusou
Pediococcus(Krizek, 1993), fceec “—1% Tif——3$1ide ronibreust genres bactériens
potentiellement présents dandes ensilagescomme Clostridia, Bacillus, Klebsiellg Escherichia coli
et PseudomonagqSilla Santos 1996). Les amines biogénes principalement retrouvées dans
I'ensilage sontla putrescine, la cadavérineet la tyramine et sont issues de la décarboxylation de
l'arginine, la lysine etla tyrosine "fe'f..—<"fete—a 1f— bideneg telles «que la
tryptamine, I'histamine, la spermidine et la sperminepeuvent étre détectéesa des niveaux
inférieurs dans les ensilagesElles sont produites parla décarboxylation dutryptophane, de
I'histidine et de l'arginine. Les effets négat des amines biogénessur la santé animalesont
connus. Fe e>e’'—@ete 't —"Fe— fZZ%” t1 Zif’ fcktose symthése de-eprps 1
cétoniques par le foie) a des dommagesgpithéliaux, des problémes de circulationsanguing une
inhibition de la motilité du rumen et a une réductionde la dégradationde I'azote dansle rumen
(Phuntsok etal., 1998). « 'Z—e ti—eF tcece——c'e Higl'ehsifageslesteffetstnégatifs
des amines biogénesonduisent ala réduction T3 Zf '"<et fZcete—f ik diminutioh—7 e
de la productionde lait (Clancy & Baumgardt1975; Clancy efal., 1977; Lingaas & Tveit1992).
Toutefois, VanOs etal. (1997) ont observéque desmoutons adaptés aun ensilagecontenant un
TP— —f—8 tifecete <% °efed edocumulation de ‘celeskcidans le rumendu fait
T+ Zif— %o+ tde-If-capacitédes microorganismes du rumen a dégrader ces amines. La
“tref—cte fTifecefe [ <‘%o°ete Tfee indlidgncéeZgatqiusiburs facteurscomme la
température, la rapidité de labaissedu pH au coursde la phase initialede la fermentationet la
teneur en oxygéne.Steidlova & Kalaq2002) ont déterminé les valeurs T 1 fecefe <" %d&nst e
51 échantillons d'ensilagede mais La @omposition en amines biogene®tait de 145mg / kg de
tyramine, 136 mg / kg de putrescing 96,2mg / kg de cadavérine 37,9mg / kg de spermidine,3
mg / kg d'histamine, de 2,8 mg /kg de spermine et2,5 mg / kg detryptamine. Cependant, les

auteurs ont observé de grandes variationgn fonctionde I'annéeconsdérée.
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4.2 Leseucaryotes

a) Les levures

Les levures sont deshampignons micelliens fef+"* <fe "f...—Z—f—<"o8 Z oif%<— T—
groupe de microorganismes impliqués dans la dégradatio f+"‘,<% t1 Ziteec&dgdhota “—1
pendant la phase aérobie oypendant la phase de désilagéDriehuis & Oude Elferink 2000). Un

modeéle mathématique de dégradation aérobie initiée par les levures dans les ensilages d'herbe

et de mais a notamment été élaboré et validé patourtin & Spoelstrg (1990). L'activité

amylasique des levures épiphytes retrouvées dans les ensilages permet a ces microorganismes

de transformer les sucres solubles en alcools et en £Qes levures sont aciddolérantes et la
"£'8s%tef—<'e Tt ZiteecZf%t 'tetfe— Zf 'Sfet defetmentatipedés " tZfe... 1
acides organiques &cide succinigue, les acides citrique ou lactique) induisant une hausse de pH.

L'éthanol est connu pour étre toxique pour le foie et les alcools en général peuvent altérer la

gualité de I'ensilage et conduire a uneichinution de la prise alimentaire des animaux(AFSSA

2004). e<—<fZfete—a Zf 'V —Zf-<'e T Z1"—"F Fe— —7"°e "frcxi f— o<
évolution des populations a été observée au cours de la période de stockage menant a la
prédominance de certans genres(Jonsson & Pahlow1984). Le genreCandidaest le plus
fréquemment retrouvé « Zice—+"¢t—" ‘— o Zf '+ déInAiscdu defgramidéasmais
tif——"%¢ % tfe”18accha@remyeesiu Hansenulapeuvent aussi étre isolés au cours du

stockage (Middlehoven & VanBaalen1988). f e« Zte te’° . fe t1 ZF"—"%e co*Zxte tit:
mais, de luzerne ou encore de tréfle, les especes assimilant le lactate telles @andida
mesenterica Candida apicolaet Pichia fermentanssont les plus fréguentes(Rossi & Dellagliq

2007).

b) Les champignons et moisissures

Les champignons sont desnicroorganismes aérobies stricts. <fe “—i—-+ teonetietheht
mené puisse étre considér&omme une masseanaérobie de matiére végétaleune soixantaine
d'espéces de chapignonsa +—+ <+‘Z+ 1 Tt den-fodcfiéh des cultures utilisées, di saison
et de la température(AFSSA2004). La croissance fongiqueest généralementoptimale a pH 5 et
dans une gamme déempérature allant de 20°C a 35°CPommerville, 2011), cequi correspond
aux conditions observées dand'ensilage. Les champignonspourraient étre retrouvés dans les
zones T1°8> %o+ « ftelleseque la périphérie du silo ou a proximité du front de désilage.Des
changementsde coloration de I'ensilagesont caractérisiques T1—e T+~ 37 ' fefe— Uhe%o<“— 1t a

étude brésilienne portant sur 195 échantillons d'ensilage de mais a montré qué&usarium sp.
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sont les moisissures les plugréquemment retrouvées, suiviespar Penicillium sp., Aspergillussp.
Trichosporonsp., etCladasporiumsp. (Orsi etal., 2000).

Les champignons produisent des métabolites secondaires, @iotamment, des mycotoxines qui

"fe—tfe— tfee ZiteecZf%ot e2eF f'7°e “—1% Z%t ... Sfe <Renicillittd(7o-...—F—" f
%), Fusarium(47 %) et Aspergillus(34 %) sont les champignons producteurs de mycotoxines les

plus fréquemment isolés des ensilages de majRoigé etal., 2009). Fusariumsp. est capable de

produire plus de 20 mycotoxines, nhotamment dulioxynivalénol (DON), dela zéaralénone (ZEN)

ou encorede la fumonisine (FB)(Niderkorn et al.,2007).

Au sein des ensilages, certaines espéces de champignons peuvent conduire a des détériorations
ou des risques pour la santé des animaux. Parmi elByssochlamys nivesécrete de la patuline,
responsable de troulbes de la fermentation ruminale. Geotrichum candidumet Monascus
purpureussont responsables de refus de prise alimentaire. EnfiGlaviceps purpuregroduit des
alcaloides impligués dans des troubles digestifs, nerveux et de la reproductigAFSSA2004).

Les mycotoxines peuvent avoir des effets cancérigénes, mutagénes, neurotoxiques,
hépatotoxiques, néphrotoxiques,a *—"* %o ° tMimunosuppresseurs, antimicrobiengScudamore

& Livesey, 1998). Une exposition chronique a de faibles niveaux de mycotoxines indui

%otet " fZLetoe— The ese’_Fefe o'e o'k (“ct—Fe —fZe “—i—e [ fc, 7
immunitaire, une augmentation des infections ou des déséquilibres métaboliques et hormonaux
(Morgavi & Riley,2007). Les > ... —‘Sceote oif ... .. —e—7Zte— ..phssmpedangdesfZ f- Zt

produits laitiers et la viande est un risque sanitaire potentiel pour les humaingFink-Gremmels

2008). Comparé a d'autres animaux, les ruminants sont moins sensibles aux mycotoxines en

raison de la capacité de biotransformation de certains maroorganismes du rumen. Par exemple,
I'ochratoxine A produite par Aspergillus ochraceust Penicillium verrucosumest dégrad+ 1+ f- =
ochratoxine, composé moins toxigue lors du passage dans le rum@SA 2006). La fréquence

T— Zice''"—foe.t Tie er. . —'8cote tfee ZFe . —Z-——7Fe T —""f%°"te t—
par Scudamore & Livesey1998).

5. Stratégies de conservation T3 Zifee dZFf %ot <— f —dmpatt: Zi
économique et sanitaire

La dégradation de I'ensilageengendre T+ “#7"<—f Zfe '7* Z°ete £ . tetec“ —ted Tce%ote—

animaux d'aliments mal conservés cré ti—-e<1 d¢s Houbles physiologiquesnotamment un

ralen—ceetete— tF Zf 'vcot ti Ctcte ‘— tF Zf Ut — L Hkf—Zftund": t1 Zif

augmentation descolts ' —" Zte f%o " <...—Z—F—"¢ “—c t'<"fe— fZ'"e . Se'Zx-%" 7

fecof—38 f %t... T5f——"%e ..‘e’'exed of =7"f7ackf économiqué’de.cet t1f Zi
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probleme est difficile & réaliser car de nombreux aspects sont & prendre en compte, notamment

le colt des soins vétérinaires et médicaux, les pertes de matiéreremiéres et la baisse du

rendement de la production.

La dégradation de 'ensilage entraine des risques sanitaires, puisque celai peut représenter un

vecteur de transmission des agents pathogenes pour les animaux et les humains. Bien que les
humains, les animaux et leurs pathogénes coexistent depuis des millénaires, des uiss|

sanitaires ont émergé ces derniéres années du fait de changements structurels rapides dans le

ot ... —f—" tf Z5+Z1 f%otd ti—e "1T%" — tete— %ot %" f'Sc“—1f Tte coe—
des centres urbains et de mouvements d'animaux, de personnesdst pathogenes plus intenses

entre les différents élevages. L'utilisation de plus en plus étendue de I'ensilage dans le monde,

requiert une attention particuliere afin d'assurer leur bonne qualité. Les principaux problemes
apparaissant au cours du processid'ensilage sont dus a des défauts de qualité et de maturité

de la matiére végétale ensilée. La mise en place rapide de l'anaérobiose est nécessaire pour

obtenir une forte acidification de I'ensilage et ainsi contrbler la contamination potentielle par

des e<...” %o fecoete "f-S‘%°ete ‘— F5fZ—+"f—c'ehd o 'Z—e tie ‘este f
stratégies novatrices dans le processus de l'ensilage sont a envisager afin de limiter les risques

économiques et sanitaires associés.

51. te ‘eete "f—<“— SiHadd (BPE)

a) Avant la mise en silo

Les BPEsont des actiors intuitives et préventives tele “—1 Zf Zcec—f—<'s T1 Zice Fo—f-
vo—Z——"%Fe f— .Sfe’ "f" Tte etceces—"te ‘— fe "F ZF "fe't .- Ti-
Zix' ' fetf%t T+ ~—ect” larécolte. En effét) uh-délai d'au moins quatre semaines doit

étre respecté entre I'épandage et la récolte afin de limiter la présence de bactéries butyriques
dans l'ensilage(Adler & Lew, 1995; Johansson e#l., 2005). Cette mesure préventive pourrait
également étre appliquée afin de limiter la présence d'autres agents pathogénes tels duisteria,
Clostridiumou E. coliRammer etal., 1994; Girardin etal., 2005; Rammer &Lingvall, 1997).

La moissonneuse doit étre ajustée a une hauteur suffisante pour~«—1" tice .. """ t— o7
des saletés da matiére premiére destinée a étre ensiléele sol diminue la qualité nutritionnelle

Tfte "Zfo—te feecZxtted f—%oofe—F ZF—" "*—"'¢" —feo'te fceoec “—t 7%
microorganismes telluriques. En oute, les parties inférieures des plantes sont généralement de

plus faible qualité nutritive (AFSSA2004). La longueur des brins influence la conservation et la

digestibilité de I'ensilage. Plus les’ f"—«<...—Z%es o'e— "f—<—ted "Z—e ZF .ste’'f...—f%o:
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“f<Zt f- Z5fefE’ et eit—f,Zcm Cf'ctiete—a t'tetfe-a Tt

"felteef ZFe tE Zf V't —... —<'e 13 (Demarquitly ti 47, 1898)tEllesimpliquent

également une perte des propriétés de rumination de l'ensilage néssaires a la bonne

o

TeWoto—<,«Zc<—% ... f “—¢ 'f—— fe_"fA«1t(Zebelitetfl. 2009 ta lardeor déifecefZ

coupe optimale pour les graminées se situe entre 4 et 6 cm. Il est recommandé que I'ensilage de
mais destiné aux vaches laitieres contigme moins de 1% de grosses particules (> 2 cm), de 8 a
12% de particules moyennes de 1 a 2 cm et moins de 50% de particules de trés courte (< 6 mm)
(LeGall & Chénais2005).

Le fait de récolter les culturespossédantdes teneurs en matiére séche adéques assure une

“frete—f—<te L""i.—F T3 Z5%ee<Zf%i f- 'F'ef- t5x7«—F" —eif
importante, <et—cefe— tfe "F7"—fe tF %Z—..<tte t— Tifttc—<"e tfee Z5%e
pollution environnementale. LgTableau7|montre I'impact des conditions de croissance du mais
e T Jf fZc—t o eet77% t1 Zitee<Zf%ta

Tableau7 & fZt—"¢ s——"<—<'oefZ7%te T+ ZitoeocZf% T T3 efAe Fo "o —<

végétation, issus @ INRA(2010).

Conditions de dMO N-tot CB NDF ADF
croissance (:ﬁj (%) (g/kg de (g/kg de (g/kg de MS)  (g/kg de MS)
MS) MS)
Trés bonnes 35 74 82 165 416 183
Mauvaises 24 68 105 226 495 248

*dMO :digestibilité de la Matiére Organique de la MB vitro ; N-tot : Azote total ; CB : Cellulose
Brute ; NDF : Neutral Detergent Fiber ; ADF : Acid Detergent Fiber.

Des teneurs en azote total de plus de 100 g/kg de MS ou de fortes teneurs en azote ammoniacal
(N- u e'e— tFe ec%oetfe Ti—ef '"'—x ZAesterelrs erf eellilose brute (CB) et
fibres (NDF et ADF) influencent les fermentations ruminales et peuvent avoir un impact sur les
performances des bovins et notamment sur leur gain de poids corporel. Les conditions de
croissance et le choix de la pé&de de récolte ont donc un impact important suta qualité finale

de l'ensilage.

Par ailleurs, sila teneur en MSest trop faible etle pouvoir tampon des plantesélevé les
microorganismes aérobies actifs au début del'ensilage peuvent utiliser les sucres solubles et
ainsi réduire la quantité d’hexoseset de pentosesdisponibles ultérieurement pour les bactéries

lactiques. L'acidification 1 1 eisilage sera alors retardée et des fermentations secondaires
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pourront se produire. Notamment, les clostridies transforment l'acide lactique en acide
butyrique acide qui est un acide plus faible ; induisant ainsi une augmentation du pHde
ZiteecBtfutbarisque det+—+" ¢ " f—c's "f" Tif——"1%+ «En.cds tiéfolte watdive,
les plantes contiennent moins de sucres solubles et lgaleur nutritive de la plante ensilée
diminue (AFSSA 2004; Ashbell & Weinberg, 2006). Dans certains cas(graminées et
légumineuses essentiellement), il est recommandé de faire sécher brievement la récolte au
champ f "<e T1°',datentur adéquateen MS(30-40% de MS)nécessaie a la fermentation et
limitant Zf '”‘t—.. effluents: iEn effet, le volume d'effluents produit peut varier
considérablementselon la teneur en MSle type desilo, le degré de consolidation la longueur de
hachage des brins, les éventuelles blessureggl planteset la présenced'additifs. Les effluents
peuvent causer des problemes environnementauxnotammentla pollution des sources d'eauen
raison de la valeur trés élevée de leudemande biochimique en oxygenéDBO) (jusqu'a 50 000

* % TMl) (Weinberg & Ashbel] 2003). Par ailleurs,une concentrationélevée en matiére séche
(> 50 % de MS dans lesmatiéres premieresliée a unerécolte tardive rend I'ensilage plus
susceptible au développement des champignons producteurs de mycotoxinesayant eu la
POSS<,<«Z<—% tF eice’Zfe—fPurfiin-et.alSAOB). iFeecZf%t 3" f f—ooc 'Z—o ¢—C

élévation de température au début de la période de stockage.

b) Mise en siloset stockage

Le nettoyagedes silos et desgquipements agricolesdoit étre effectué awant le remplissage afin
de réduire les possibilités de contaminationpar le sol ou lincorporation de fumier. Le
remplissage des silogloit se faire le plus rapidementpossible afin dexclure I'air de la masse
ensilée et ainsi minimiser les pertesrésultant de la respiration des planteset de l'activité des
microorganismes aérobies

Une culture saine al'ensilage doit pouvoir le rester depuis le remplissaget — ¢<Z'4 & —e“—ie
période de stockageet la distribution. Pour atteindre cet objectif la contamindion associée a
I'introduction d'air dans I'ensilage doit étre évitée. T+ —f+... S+ silas peadant de longues
périodes se fait généralement grace @es baches en polyéthylenéWeinberg etal.,2011). Le film
plastique doit pouvoir résister aux dommagesphysiquescausés par les oiseaugu les rongeurs
Il doit aussi étre résistant aux UV afin de supporter une exposition prolongée au soleil
(Dickerson etal., 1991).
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c) $ OTRXYHUWXUH

L'ensilage est une compétition entre des phénoménes aérobies et anaérobidsl'ouverture du

silo, l'air peut pénétrer la masse ensilée, ce qui déclenche des phénoménes de dégradation
(McEniry et al., 2010). Le volume du silo doit étre déterminé selon les besoins alimentaires du

troupeau (nombre de bétes, importance des rationg, et les dimensions doivent étre calculées

7 et —e fTfetete— t— "Vie— Fif——f —1% T— ecZ' o—""cofeet
Z5%8 ec—c's “—'—ctcfeet ti ZB5teecZf%t o Z5f<"a of ..'—'%1 ef-—%
'SteteCete Fik. S oo 121F e o AEBHAR00S). T2 Zcocof—c'e ore—kof_c—F 1
refus d'alimentation avant chaque nouvelle ration évite l'ingestion par les animaux d'ensilage

altéré et les problémes de santé qui en découlent.

Lerespf...— T% ...fe- 17« funetphigse &érobie courte, une fermentation importante
et une acidification rapide de la masse ensilée avec une prédominance des bactéries lactiques

parmi la population microbienne durant la période de stockage. Ces conditions sont néfastes

pour la croissance etlf ¢—""<% t5f%ofe—e "f—S*%°efe f— tF t< F"e oc. .7 "% foce
l'ensilage. En effet, la plupart d'entre eux ne peuvent supporter les conditions
Foe < teetoete_fZFe L fUf..—%"co—c"—Fe Ti—e feecZf%t .."""f...—Ffefe— ot

Wat e f%ofoe—e titeecZf%ote

EnpZ—e t1 Zcoc—F" ZFe ...'e—foecof—c'oe f— o'efe_ t1 ZiteecZf%FTa T5f
pour prévenir la présence de pathogénes et la dégradation des ensilages. Le contrble du
fee—e F5f .t focte F— Zf %of"fe—<F t1 fkfivent Ayssletre "',

Ca—Fe— f— —fTf7e T3 Z5——<Z<coef—<'e t5fttc—<"e tfoee ZiteecZf%ta
P Mt —m e f— etete— TR Zf L teT L —cte T — e<Z'E e—e
Zt "t fee—e titeecZf%t t— oFe .. :dacidifiedtion, fnestabili® Zagrobie 4

production d'effluents et la valeur alimentaire est considéré comme agent d'ensilage. Selon la
liste des additifs d'ensilage approuvé par le ministére francais de I'Agriculture en 20Q&egarto,
2006a; Legartq 2006c; Legartq 2006b), ...t f%ofe—e titeecZf%t "t —"fe— 2-"F "% "

catégories présentées dans les sections suivantes.

a) Les agents chimiques

foo ot . fed Zif..<tf ot o7 "fo TF o— o—"f— " "fret——"F 7% tx71
T< " £"fe—e f% fo—o . sBagepeuvhnt dtid ajoutés agissent au niveau physiahimique
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uniguement en baissant le pH. Lorsque le pH passe en dessous de 6jéeeloppement des

bactéries lactiquesest favorisé et une acidification rapide en résulte: le pH devient rapidement

inférieur a 4 etbloque le développement des autres espécésut en stabilisant Zifee<Z f% T4 if..<t

TMect—fA "% L —"feete— ——(Zcox of"— ti "E"x"Fe. F ' —" U<t
TiteecZf% T a

Les acides minéraux tels que les acides sulfuriqué ehlorhydrique ont d'abord été utilisés pour

et Tt ZBf <t focte f— ofce tt Zitee<Zf%t F- Zcoec—%" Zf ..V

pathogenes. En raison de leur nocivité pour les agriculteurs et les animaux, les acides organiques

les ont remplacés Les agents chimiques inhibent le développement des bactéries indésirables,

mais n'inhibent pas la fermentation lactique. En effet, les bactéries lactiques sont moins

sensibles aux acides organiquetSelwet, 2004). Il a été montré que I'acide formique amkore la

stabilité aérobie des ensilages de blé, de sorgho et aeais en favorisant lafermentation

hétérolactique caractérisée par des concentrations en acide acétique et acide propionique

élevées (Kung & Ranijit 2001). Il a été prouvé que les acides laigjue, acétique et formique

inhibaient la croissance delisteria monocytogene®t des entérobactéries(Ostling & Lindgren

1993). Plus précisément, i <fZ> at42001) ‘o— —te—+ Zift " "<..f..<—% ti—ef o'Z—

TtMect—1f o zZW T e U eZ *% T Tde mafyfiéayect 16 YFC/g de E. coli0157:H7.
ifeecZf% T f +x—#% .. ‘eef” 2 o sw! ‘feffe— szr E‘—"e&4 feo ..Fe .. ‘e

augmente de maniére significative le taux de mortalité des STHCar ailleurs, I'acide formique

est considéré comme un—"fc<—tete— F <. f..f Lte="f Zf "V't—...—<'e Tifecoetfe

ensilages d'herbe et de luzern¢vanOs etal., 1997; Jambor,2000; Steidlova & Kalac2004). Les

acides autorisés en France sondi Zif..<tt "*"ec*—1ta Z% "'efZt+S>1atide Zif..<tt

'S e S A Zif . <t T e — 1A Zifestocf —1 fintefbbv]2005)f —F Tifee'e.

Le formol estune solution de formaldéhyde a 3%, efficacedans la conservation de l'ensilage
d'herbe. Toutefois, il est considérécomme toxique pourles utilisateurs et a pour effet de réduire
la stabilité aérobieet la digestibilité 1 1 edsilage. Le formolpeut doncétre utilisé uniquement a
faible concentration,en combinaison aved'acide formique (AFSSA2004). Il existe des agents
T 11«0« Zpibedant des acidespartiellement neutralisés sous forme de selgnitrites , sulfates)
et associés a desonservateurs abase deformol. Il a été prouvé que ladégradation aérobie de
I'ensilage était plus lente pour des céréaledraitées avec additifs contenant un mélange de
formiate d'ammonium, de propionate,de benzoate d'éthyleet de benzoate(Adesogan etal.,
2003). Le nitrite de sodium en combinaison avechéxamine empéchede maniére efficace la
croissance des clostridies. La croissancedes levures est, de méme limitée en présence de
benzoate de sodiumKnicky & Lingvall, 2001). L'utilisation de formiate de calcium de benzoate

de sodium et denitrite de sodium aboutit également aune meilleure qualité desensilagesde
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mais et réduit considérablement la concentation totale en zéaralénone déoxynivalénol,

ochratoxineset fumonisines (Biro et al., 2009).

b) Les agents enzymatiques et microbiologiques

Les agents enzymatiquesigmentant la disponibilité des sucres solubles

Fo o 7he "tem Vf o<t The FlboLfoidedid ot T Bo—icZe oo e—o ', 7%
CFTUf L ZFete— 2% 0 fee—e titeecZf%otd Zif ..t <. foced Zf e—f,<Z<
TfE —— T3 e o—"foe o "he “[Tcot Zf . 7'coofo.f the f..—%"cEe

lifoecZf%t ef"f f——1<e— ’'Lesoultliesteliesiqueda luzerne contiennent peu de
sucres solubles (< 1112 % de MS). La fermentation lactique peut étre compromise et un ajout

de sucres au travers de la mélasse ou du lactosérum est parfois néme. Cette

o —'Z*eFe_f—cte Fe o— "fe Fe_ o' _"fe_ f .. .. ‘o f%oett Ti—ef <ot —27]
free tifee—"%" 2% o— . .. e tie "t lfee—e "tVefe_fc"ted f exZfeet f
kilogramme de MS et le lactosérum 0,75 kg de sucres pardgramme de MSAFSSA2004). Le

colt de cette opération peut parfois étre élevé...ite— "*—"“—‘'¢ ZifE '—— t1 e— .. "%
employé dans les ensilage®ar ailleurs, a— ... —s3 *——7T1 oif £—% "2 fZcoxf """ teof

ajout de sucre sur la survie ela croissance des STEC dans les ensilages.

.I.(..”l"v‘"f_(‘. T:t i"ifz:t. Tfoo Zio :too(Zf%oi. -'-'I'Sin”:l: re_m ‘”_:to(
supplémentai” fe f *—+ +_—— 1 +1defcéréalgs sous la forme de grains germés ou de
%o " fcoe Viske Fe rebgZfetAifl V. xTE oif 'fe "FUece fifexZc "t Zf

Lteet T f—cte tfee Zf ofe—"1% T ZiS>t" ZseF Ti Zifectte fo— coe—""cofo—:
pas tif—%ete—1" Zf “c<—feet Tif..<T< (AEFSA2004).1Poidri #viterZ fe%o T
inconvénients liés a un apport extérieur de sucres, des recherches ont été effectuées en utilisant
des enzymes cellulolytiques (cellulases) susceptibles de dégrader une partie de la cellulose et
des hémicelluloses des plantes en sucres simples utilisables pour lesnfients lactiques. Les
complexes enzymatiques purifiés (pour éviter des effets protéolytiques sur la plante) sont en
Yot ex"fZ foo' . cte [—F5 f%ofo—e ec...” <'Z'%o<“—te tifoecZf%ota foo Z%e
et surtout de température ne sont pas tregavorables pour obtenir une activité importante des

enzymes, et leur colt élevé limite les quantités utilisables.

Les enzymes cellulolytiqes et hémicellulolytiques telleque la cellulase peuvent étre employées

pour convertir la cellulose et les hémicel—Z ‘e e feo e— "Fe " efoe—Fe  Zte f co Ti
fermentation lactique (Zhang etal., 2010). Un produit multi-enzymatique a notamment été

Te'Zt TR e—. Ce Mt Zce«—%1" Zie —fef—"e Fe foecoete <‘%o°ete

(Jambor, 2000). Différentes approches sont également employées pour hydrolyser la cellulose
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(acide sulfurique, produits alcalins...) et il a été prouvé que le nitrate de fer (Fe(h)e) est un
catalyseur efficace pour I'hydrolyse de I'hémicellulose dans des ensilages de méssin € al.,
2011).

Les agents microbiologiques

L'ajout d'inoculants bactériens est destiné a assurer une accumulation plus rapide des acides
organiques pendant la période d'ensilage. Le principal acide organique produit par ces agents
d'ensilage ou les bactégs lactiques épiphytes est l'acide lactique, responsable de la forte
diminution de pH. La plupart des inoculants disponibles dans le commerce sont des bactéries

lactiqgues homofermentaires car elles produisent rapidement et efficacement de grandes

quantités T5f...<tf Zf..—<*—1& if%te— TifeecZf%F S'e‘Lactobheys<’t 23 'Z
plantarumda Tf——"%+ %« lCactabaciliubou de Pediococcuspeuvent étre employées et
Enterococcus faeciurast aussi frequemment utilis§ Nkosi etal., 2010; Li & Nishino, 2011).

Filya etal. (2004) ‘o— s'e—"% “—jfe . fo T5fefx"" <'of coo—""cofe—1t4 Z5f.. . <t%
utilisé par les levures, entrainant la dégradation de I'ensilage. La fermentation hétérolactique est

donc préférée afin d'améliorer la stabilie aérobie lors du désilage. Il a été montré dans de

ote "f—ete t——tte “—F ZifE®'—- tt Zf ,f..—zlaclobAdillusbuthadri S+—+"""1
augmentait la stabilité aérobie et réduisait les pertes dues a une mauvaise conservation
(Adesogan etal., 2003; Filya et al., 2006; Kleinschmit & Kung 2006a; Kleinschmit & Kung

2006b; Nkosi etal., 2009). F...< 718’ Z<“—1 ’f” 11 esplussfartesen’ fcide' acétique,

acide propionique et acides aminés libregFilya & Sucy 2007), par la production de sstances
antimicrobiennes telles que le ipropanol (Driehuis et al., 1999), le 1,2propanediol (Hu et al.,

2009; Schmidt & Kung 2010), l'acétate de propyle etle 2-butanol (Holzer et al., 2003). Une

diminution de la teneur en sucres solubles est observé&eles & Demircj2011) et un plus grand

nombre de bactéries lactigues sont dénombrées dans les ensilages supplémentéd_ehuchneri

(Kung et al., 2007). Proportionnellement, la concentration d'acide lactique est diminuée. Tous

ces changements conduiserd une diminution du pH(Arriola et al., 2011) et & une inhibition de

la croissance et la survie des levures et des moisissuréSilya et al., 2006). Ces études ont été

faites sur plusieurs types d'ensilages mais, blé, sorgho, d'herbe et d'ensilage d'orge

Des inoculants bactériens autres que Lactobacillus buchneriont aussi été étudiés pour leur

capacité a limiter la dégradation des ensilagesomme indiqué dans lgTableau 8| Il est connu

que, en plus des acidesrganiques, les inoculants produisent également des substances pouvant
avoir un potentiel antimicrobien: H,O,, éthanol, diacétyle, exopolysaccharidefKeenan & Bills
1968; Fuller & Gibson 1997; RuasMadiedo & de los Reyesavilan 2005) ou des peptides
antibactériens tels que des bactériocinegKlaenhammer, 1988). Toutefois, des bactériocines

purifiées ne sont pas utilis&s dans la préservation de I'ensilage en raison de leur effet limité
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dans cet environnement complexe (diffusionlimitée ou dégradation enzymatique par des
protéases.

Tableau8 : Effet desdifférents inoculants bactériens étudiés pour améliorer la conservation de
Zi1%ee<Z f %ot Bactabacifius-Buchnerseul*.

L Effet sur la : o
Inoculants bactériens . . Effets physicochimiques et er
testés préservation de microbiologiques Référence
Z'I'Zt'-(Zf% 94
: Forte diminution de pH.
Cocktail deEnterococcus . P
. : Augmentation de la
faecium, Lactobacillus . . .
. . concentration en acide lactiqgue. Jatkauskas &
casei, Lactobacillus L . o
. Diminution de la concentration  Vrotniakiene
plantarum, Lactobacillus . . :
. . Améliore la en acide butyrique. (2009)
buchneriet Pediococcus s . : .
stabilité aérobie et Réduction de la protéolyse des
pentosaceus o
limite les pertes de plantes.
matiére seche. Augmentation de la
Cocktail deLactobacillus concentration en acide acétique. Filya (2003);
buchneriet Lactobacillus Inhibition de la croissance des  Reich &Kung
plantarum levures. (2010)
Forte diminution de pH.
Cocktail dePediococcus
cerevisiaeet Ralentissement de la hausse de Higginbotham
Propionibacterium —fe’x"f——"1F ¢ Zi'— etal. (1998)
acidipropionici
Kleinschmit &
. . . Kung (2006a);
Cocktail dePediococcus . Augmentation de la 9( . )
entosaceugt Ameliore la concentration en acide acétique Schmidt &
pento _ stabilité aérobie. A€ Kung(2010);
Lactobacillus buchneri _
Reich &Kung
(2010)
. . Augmentation des
Cocktail deLactobacillus g . . .
. . concentrations en acide Reich &Kung
buchneriet Pediococcus L
acétique et (2010)

acidilactici )
1-2,propanediol.

Forte diminution de pH.
Diminution de la concentration Cai(1999)
en acide butyrique.

Cocktail deE. hirae et L.
caseiou L.plantarum

Cocktail deL. plantarum, Diminue les pertes L
I P Hm. P Forte diminution de pH.

P.pentosaceus, de matiere séche. i ..
p. . . Augmentation de la Kung & Ranijit
Propionibacterium . . .
. concentration en acide lactique. (2001)
freudenreichii, et
enzymes
Inhibition du développement Higginbotham
Propionibacterium Améliore la des levures. etal. (1998);
Acidipropionici stabilité aérobie.  Ralentissement de la hausse de  Filya etal.

—fe'x"f——"% ¢« Zi'—  (2004);
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Augmentation des Filya & Sucu
concentrations en acides (2007)
acétigue et propionique.

Diminution de la production de
CQ.

Nombre de bactéries lactiques
augmente.
Réduction du nanbre deE. colj
Enterobacteriag staphylocoques

Limite et bactéries du genreBacillus.
. Zi+—f,Z<eete Réduction du nombre delisteria Marcinakova et
Enterococcus faecium . . .
microorganismes et de moisissures. al. (2008)
pathogénes. Diminution du pH.

Augmentation de la
concentration en acide lactique.
Diminution de la concentration

en acide acétique.

o Biotransformation de la
. Limitation de la ; ;
Lactobacillussp, zéaralenone en=zéaralenol.

concentration en : , o Niderkorn et

Enterococcusp. et . Adsorption du déoxynivalénol,

mycotoxines. , al. (2007)
Streptoccussp. de la zéaralenone et de la
fumonisine.

Lactobacillus plantarum . L _ Steidlova &

. Diminue la Diminution des concentrations
seul ou encocktail avec . _ . Kalac(2004);

. concentration en en tyramine, cadavéring . X

Lactobacillus casekE. Amines bioaenes utrescine Steidlova &
faeciumet P. pentosaceus g ' P ' Kalac(2003)

*Les études portant surLactobacillus buchneriseul ont été discutées précédemment dans le

texte.

De nombreux auteurs ontétudié l'effet diinoculants bactériens e —" Zf ~‘"ef—<‘e Tifecete
biogénes dans les ensilage#.a été prouvé quelLactobacillus casediminuait significativement la
concentration en amines biogénes dans les ensilagée festulolium, de maiset dans des rations

mixtes alors que l'effet protecteur de Lactobacillus buchnerpeut varier en fonction du matériel

végétal utilisé (Nishino et al., 2007). identification de bactéries lactiques capables de

neutraliser des fusariotoxines par la formation de complexesstables entre cestoxines et des

cellules de bactéries lactiquesont été réalisées dans des infusions de majg&r Niderkorn et al.,

(2006). Jard etal. (2011) ont recenséles informations concernantl'élimination de mycotoxines

par les microorganismespar adsorption ou biotransformation.

Contrairement aux levures et champignons peu d'études se ant intéressées al'effet des
inoculants bactérienssur l'inhibition des pathogénes tels quéisteria (Gouet etal., 1977; Irvin,
1969) ou Clostridium(Tabacco etal., 2009).
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Concenant les E. colj ces bactéries ne sont plus détectées dans les ensilages lorsque le pH
descend en dessous de 5. En générl,coli’ £ ece—1 "Z—e Z‘e%o—to'e tfee ZitoeecZf%t 1
pH décroit plus lentement(Chen etal., 2005). Bach etal. (2002) on— —1+—+ Z Petliotecclis
pentosaceu®t Propionibacterium jenzeniiou deE. colinon pathogénes sur des souches d& coli

SWYA y tfee ZiteecZf%t Isilos%des pehogemes disparaissent dans toudes
ensilages mais la disparition estacet Z+"+1 'f” Zif E‘—— 1 ie9 silos-qdi présentbrfte »
alors des taux de bactéries lactiques et de lactate plus élevés et un pH plus faifBach etal.,
2002) Pedroso etal., 2010 et Duniere etal., 2011 ont montré que Zte fY% fe—e TitoeeeZ f%t —1Z7
Lactobacillusbuchneriou Enterococcus faeciunempécheraent la croissance dekE. coliO157:H7
OUE.coli026 ¢ Zi'—"1"——"% tfe ocZ'c T3 ofAca

IfE ' —— T3 "f7etoe—e ofe 7% tre.. 2-7F —ef o' Z——<'eo " .. f..F =" Z«¢
711« « Zoftéddisi les BPErestent encore le principal moyenpour lutter contre la croissance et

la survie de tout agent pathogéneu sein del'ensilage.

Z "f—— e'—1" “—f ZiteecZf%ot fe . tetc—ciee tF Zf,Vf—="<"Ft T TH
par le degréde tassement les échanges gazeux ainsi que les propriétés de transfert de chaleur.
Tout ceci peut affecter la survie et la croissance des pathogénes. Par conséquent, les résultats
Tid——*TFe fo Zf,""f—"<"f T "fe— 2-7F ‘e c"etorbfllestte —Fo—o o . ‘etc-
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Points clés :

L'ensilage est une méthodede conservationdes récoltes garantissantune disponibilité

alimentaire tout au long del'année pour le bétalil.

T ' ... fee-nstlagadst basé surune fermentation lactique anaérobie permettant la

préservation despropriétés nutritives et de la qualité sanitaire des récoltes.

Des microorganismesd'altération peuvent étre présents dans les ensilages, induisant

dégradation de celuici et des pertes économiquesnportantes.

ensilagepeut aussiétre vecteur de microorganismes pathogéned.a sécurité sanitaire
est un objectif primordial pour limiter les maladies animales etleur possible

transmission ¢« Z 1S ‘¢ sebsentiellementvia une contamination de la chainealimentaire.

Des méthodes chimiques, enzymatiques ou microbiologiquesdestinées a orienter
I'évolution des communautés microbiennesau sein desensilagesexistent mais doivent

étre développéesdavantage.

Le respectdes BPEainsi que l'utilisation T3« t< "x"fe—Fe . f—%% ‘"miteriti
donc une bonne fermentationet une conservationoptimale de I'ensilage mainterant la

haute valeur nutritive de cet aliment.
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6. Valorisation

Te o™ Vef_clee "rete_tFe tfee f L Sflc—"F ‘e "fc— Zi',EF—- Ti—et
scientifique a comité de lecture international <Animal Feed Science and TechnologyVoir
Annexel):

« Silage processing andtrategies to limit degradation due to undesirable microorganisms.

Lysiane Duniére , Julien $ndou, Frédérigue Chaucheyradfurand, Isabele Chevallier, et

Delphine Thévenot.
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Conclusion du mémoire bibliographique

En conclusion de ce mémire bibliographique, il apparat assez nettement que le€scherichia
coli producteurs de Shiga—‘Sc<efe o‘e— tTie f..—x"cfe 'f-S‘%°eFs cycle ZiS eet
épidémiologique est soumis a de nombreux fluxqui peuvent aboutir & des contaminations

humaines etentretenir le portageasymptomatique au sein du réservoir animal.

Les bactéries lactiques “— fe— o tZZFed e‘e— —7"°¢ —_<Zcoxte Idyiquefde— “—T f %o
fermentation ainsi que dans des stratégies de biprotection des aliments des animaux ou
encore T+ ZiS‘seChlles...< ‘e— “f¢— "F—"% ti—e '‘—fe—<tZ oS¢, «—F—"

microorganismes et notamment des STEC.

iteecZf%3T T+— —e =+ s.lequekles badidries lactique sont classiqguement retrouvées
et pouvant représenter unvecteur de transmission des STEC au réservoir animal.
Actuellement, f—...—e1 Treott oifo— tco'tec 7% e F"efe— Zf "t fZFe.  f 1
STEC dans les en&if %ofed «<te “—1% Zif'Zc<...f—<'e t1 +BonndsRatiguss %o<°sF f-—
Ti eecZfRodt——1 T3 Zeoc—t" Zf " f%f—c<'s TF Zf f...—x"¢t Tfee Zite
une approche multibarriéres utilisant le potentiel inhibiteur des bactéries lactiques pourrait
2_7F teTcoef%otta Flietfe—A 'f— tice Tt Vef—ctes oo f 25577 F4%ecE ...\
des STEC dans cet environneme@t f<ee< “—3 Z1—" t37fec” teo '+ eprotection.if %o te—o 1
Notamment, les informations concernant les sérogroupes ed STEC noyD157 restent

sporadiques et incomplétes

Le travail expérimental réalisé et présenté eit fee'—e f " fc— t'e. .. "*—" 'TeEdes. —<~ tif"’

réponses a cette problénatique. Z i f%o<esfc— 'Z—e "f'—<...—Z<°"Fete— &

- ictte—<"<t” t1e ,f..—zihhibitriceg de-a“eroissance de souches de STEC
[l ofr—fefem o T<TEe ok % —"fe o tit——TcE? "Z—e k.ot
TiceSc,c—c'e oce fe a—""1fa4 fe "te—7_f—eo ‘' _—te—o FTIfcfe—
sélectionner des souches de bactéries lactiques a faotentiel inhibiteur envers un large
panel de STEC.

- T otx—F7eced” Zf T1 tec” t1o & Ti—ef "f"— Tfoee T4 ZiteocZf%ot
Tif——"% "f"—& fe '"dete. .t tTie T f7ete f..—t"cte Zf..—<“—*%o

potentiel inhibiteur. Les rés—Z—f—-e¢ ‘,—fe—e T fcte— E7ei_—"F tix”
Ltettt—fete— fie o' —  Site ti% e T Tx"te—fe x—f'fe ti1 Zf
ensilage f<se< “—1 tictte—<"<t” T1e o'— .. Ste tprojectricesinsity. Zf ... —<*—:
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MEMOIRE EXPERIMENTAL
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Chapitre 4 : Etude in vitro
|dentification et étude de bactéries lactiques inhibitrices des STEC

Les travaux présentés dans ce chapitre répondent au premier objectif du projet de thése
savoir, sélectionner des bactéries lactiques inhibitrices de laraissance de différents

ck” %" —'fe ti A feooc "—F Tid——tct” "Z—e "k L cokofom 7F 'Stetecs

1. Matériel et méthodes

1.1 Matériel

a) Bactéries lactiques :

Au total, 268 bactéries lactiques appartenant a différents genres ont été tésis pour leur

capacité a inhiber la croissance des STHCvitro (Tableau 9). Vingt-cing souches sont issues de

la collection Lallemand (Lallemand SAS, Blagnac, France). Elles peuvent étre utilisées en tant que

ferments dans différents types de fabricatior fee<Zf% ted ', <'—<*—3Fe& & Fe tvu

ot — ... Ste —Fe—tfe " Tcteete— Tt Zf . 0ZZ%..—<'s t1 Zi e<—x tF F..S%
te'tted "fe.t t— Zf 'Z—"f"= ‘te— x—% o' Zxte Tif-tZ<t" T "f, <. f—

Pour leur conservation, taites les souches ont été stockées-80°C dans 30% de glycérol.
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Tableau9 & Fe"fd o‘e,"f $— . ZZ% ... —<'e Ti"c%ocot tTHe o— . Ste t1 ,f..-

Genre Nombre Collection
Enterococcus 81 Lallemand /CALITYSS
Lactobacillus 85 Lallemand / CALITYSS
Lactococcus 3 CALITYSS
Leuconostoc 3 Lallemand / CALITYSS
Pediococcus 3 Lallemand / CALITYSS

Propionibacterium 1 Lallemand
Vagococcus 8 CALITYSS
Non Déterminé 84 CALITYSS

Certaines souches issues de la collection CALI i f~fcte— "fo +—% <tfe—<"<xfe Z'"e t+ ZFt—"
Zt—" <tfe—<"c..f—<te oif 'fe x—% FeTcof%xt Z'"e Tt ...Ff —"f7f<Z tF —-S°et
concernées ne présentaient pas de potentiel inhibiteur intéressant.

b) Souches de STEC :
La total<—+ t3e o — ... Ste T4 —Ffe—tfe efe— oo —Fe F— f Uf-",
¢ %o fecoete Zcoefe—fi"te f_S'%C°ete t— %" —'A4 f'..> Zi —‘<Z%
National de Référence de<. coli Les souches ont été conservées en cryobillé$echnical
sevices, CL, UKt stockées a80°C.

Caractérisation des profils de virulence des souches de STEC

Les profils de virulence de ces souches ont été caractérisés par PCR. A partir de la collection de
référence, une cryobille de chaque souche a été ensemencag gélose PCA (bioMérieux,

France) et incubée & 37°C pendant 18 8 24+t +t3—-"f ...—<‘s Ti f £—% "2fZcext T% Z
suivante: une colonie de chaque isolat a étéessuspendue t fee twr AZ ftitf— Z-"f —
(laboratoire Aguettan, France), chauffée a33C pendat 15 minutes puis centrifugée (5700 x g

pendant 3 minutes). Les lysats ainsi préparés ont été testés par réaction PCR pour la présence

des génes de virulence indiqués dans |@ableau 10| selon les conditons de dénaturation,
TiS>, "<t f—<'e T— TitZ'e%of—c'e Tx.. "c—te tTfoe ZFe f <. ZFe <ot —x
fe'Zc.toe ‘—Fe—e f +—t +TfZ—F f'7° ec%o"f—<'e 'f" £ZF .. -""S'"°et
— "' %o fe—tF...a T"fe. i . fe—fefe— WdiUmT(BE]) dans’uyn thimpen TAE 1X
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(SigmaAldrich, Germany) en utilisant le marqueur de taille de 19 a 1114 pb (Molecular Marker

& ..Sta frefes t— e fUxt fTr.. Zf —f<ZZ2%f tt Zife'Z<..'e f——1
PCR ciblant la présence des agénes flagellaires H, Hs et Hog ont été réalisées en PCR en temps
réel (RT-PCR) selon le protocole décrit paMadic etal. (2010).

Tableaul0 : Cible, génes et références des réactions PCR utilisées pour la caractérisation.

Cible Gene Référence
Sérotype O157:H7 uidA Cebula etal. (1995)
Antigéne somatique 026 wzX DebRoy efal. (2004)
Antigéne somatique 0103 rimB Fratamico etal. (2005)
Antigéne somatique 0111 rfb Paton &Paton(1998)
Antigéne somatique 0145 wck Feng etal. (2005)
Antigéne flagellaire H11 fli Ga1a Durso etal. (2005)
Antigéne flagellaire H2 fli Gaz Madic etal. (2010)*
Antigéne flagellaire H8 fli Gy Madic etal. (2010)*
Antigéne flagellaire H28 fli Gyzs Madic etal. (2010)*
Intimine eae China etal. (1999)
Shigatoxine 1 stxl Paton &Paton(1998)
Shigatoxine 2 stx2 Paton &Paton(1998)
Variants des Shigaoxines stxc Monday etal. (2007)

* Les réactions de PCR ont été réalisées selon le protocole Madic etal. (2010) en PCR en temps réel
(RT-PCR).

Trente-six souches de STEC ont été testées. Les souches ont été choisies selon leur appartenance
f—& W sx" %" —'fe t1 cfEL—"+ T@®I153,<026f 0143, 0111 et 0145
(AFSSA2010). De plus, des origines et des profils de virulence différentst été sélectionnés au

etce TF fe ex" %" —'fe flce Ti', —Fec” —e 'fefZ ti o'— . Ste t1%
Tableaull).
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Tableaull : Caractéristiques des souches STEC utilisées

Facteur de
I(E::Z:)F:Zgiu Souche Sérotype Origine virulence

eae stxl stx2 stxc
2 ENV181 0O157:H7 E + - + +
2 6352 O157:H7 E + - - +
2 B26 O157:H7 E + - + +
2 B183 0O157:H7 E + - + +
2 LS33 0157:H7 F o+ o+ 4
2 LS29 O157:H7 F + o+ + +
2 76.6 0157:H7 F o+ o+ 4
2 R33.9 0157:H7 F + -+ o+
2 05117C O157:H7 \Y + - + +
2 LS240 O157:H7 \ + - + +
1 435 O157:H7 \Y + o+ + +
1 MK4124-2b  O157:H7 \% + - + +
2 114.2 026:H11 E + - - -
2 5380.1 026:H11 From + - - -
2 4198.1 026:H From + - - -
2 1191 026:H11 E + - - -
2 116.1 026:H11 E + - - -
2 10d 026:H11 From + o+ - +
1 51.2 026:H11 From + 4+ - +
2 LA302224.01 0O26:H11 L + - + +
1 60.1 026:H11 L + - - -
2 MAC42.4 026:H11 L + + - +
2 118.1 026:H11 E + - - -
2 B0O8 026:H L + o+ + +
2 2056.1 0103:H2 L - - - -
1 111 0103:H L - - - -
2 E08.1 0103:H2 NR + 4+ - +
2 B07.1 0103:H NR + - + +
2 54159.1 O111:H8 From + - - +
2 A07.1 Ol11:H NR + - - -
2 C08.1 Ol1i1:H NR + 4+ + +
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1 0111.08 Ol11:H NR + o+ + o+
2 A08.1 0145:H NR + o+ - +
2 EO07.1 0145:H28 NR + o+ - +
1 0145.07 0145:H NR + 4+ - +
2 4811.1 0145:H From + - - -

E: Environnement ; F: Féces ; V : Viande ; From : Fromage ; L : Lait ; NR : Non Référencée. Etape du criblage
indique dans quelle partie dutest sur gélose du potentiel inhibiteur des lactéries lactiques ces souches de

STEC ont été utilisées.

Caractérisation o[ Jrépistancedes souches de STEC
foof ' fo.c—% tTHe of—  Ste o ——<«Zcet” Z1 «>vialatédatodxylatende ...t « Zif
Zif..<tf fecet % Z——f-«flortlefpratecole-deTakatia etal., (2007). Brievement, les
souches ont été ensemencées dans 10 ml de milieu M9 supplémenté par 0,4 % de glucose (Fluka,
Germany) et incubées a 37°C pendant 22 a 24 h. Le milieu M9 est constitué de 3 g dePRH
(Merck, Germay), 13,6 g de NzHPQ (Merck, Germany), 0,5 g de NaCl (Signrsddrich,
Germany), 0,25 g de MgS@Merck, Germany), 0,5 g de Ni&I (Merck, Germany), 0,0147 g de
CaCi f7..+4 17+fe> “o' sZ titf— t<o—<EZcott@157fH? EDLA3S et tide
souche de Klebsiella pneumoniaeont été utilisées respectivement comme témoins positif et
négatif. Deux millilitres de chage culture ont été centrifugés {5700 x g pendant 10 minute} et
le culot a été resuspendu avec 2 ml de solution NaCl a 0,9 %. Une deuxiéétape de
centrifugation a 15700 x g a été effectuée pendant 5 minutes et le culot a été resuspendu dans 2
ml de NaCl a 0,9%. Cette suspension a ensuite été ajustée & UFC/ml par la solution de NaCl a
ra{" f— o' >fe ti—e tTheecef— < *"o0it BG@wm = Be Untmilklitre de cette
suspension a été ajoutée a 1 ml de solution GAD et incubée a 35°C au bain marie. Le milieu GAD
est constitué de 0.05 g de vert de bromocrésol (Alfa Aesar, Germany), 90 g de NaCl, 3 ml de
Triton X-100 (SigmaAldrich, f"«fe> & s % T@lptamique (SigmaAldrich, Germany),
“o' 57 Titf— teoe—<ZZ+%ta t ' tF . t-—% o Z——c'e f t—% fE—eo—% o U

f7°e sat t— v S tice...— f—ced if..—<<—% t% Ziteeret %par——fof—1 1
un virage de la couleur de la solution du jaune au bleu. Des réactions intermédiaires comme un
“"f%t T— Ef—et f— "f'— —"ft—<ete— ZigadA-ouQacB) ehfiatnanttne Z tie t %

expression enzymatique réduite de moitié.
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Etudede la poximité génétique des souches

et +——1F %oxe'ec*—1t tie ux o'—..Ste t1% f *—% "2fZcoxF f <o
Yotetr—c“—ta ‘—" . fZfa Tt—38 [ . Ste te'Ztefe_fc Fe e x_t [
est considérée comme une des méthodes de réédice pour le typage de bactéries pathogenes

of7 t——1 1. Sect —1 Fe— fexd o—7 Mo $tAbrs2010)E Yofreef YD et ft”
MLVA est trés discriminante et peut étre employée pour identifier les relations génétiques entre
différentes souchegqLindstedt et al., 2007; Miko etal.,2010).

Pulsotypage des souches

Le protocole suivi pour réaliser le pulsotypage des souches de STEC est adapté du protocole

PFGE (Pulse Field Gel Electrophoresis) du Center for Disease Control peucoliO157:H7 (Ribot

etal.,2006). Cette méthodede macrorestriction permet T3 e+’ f"1” tfe "7 f %oete—e Ti tF -
grande taille, de 30 a 2000kb(Schwartz etal., 1983). Le principe est le suivant les cellules

wf =7 ctoeste ofe Zretrte o Zi t « rosk gourde prptégert dvanii gedsybir

une étape de digestion par une enzyme de restriction a sites de coupure rares. Une

+7%...-7"S "¢t fe [ Sfe’e ' Zete fe_ ecef fe A—""%F o—" Zfe "“"f%et
polarité du courant est modifiée a intervalles éguliers afin de séparer des fragments de grande
—f<Z272%a Sf —f o' — .St fe— fceooc L f"f..—x"coexf Tf7 —e """ (7

génétique. La PFGE est considérée comme la méthode de référence pour le typage moléculaire

de nombreux pathoges.

Le protocole utilisé pour la réalisation des inserts est similaire a celui deibot etal., (2006) avec

Zitems>et tT1 71xbi(Rectie, Germany) Quelques modifications mineuresnt été

apportées a ce protocole le milieu de croissance utilisépour les STEC était la gélose TSA
(Trypticase Soy Agar, bioMérieux, France) et la composition du milieu de suspension des

colonies a été légérement modifiée (Cell Suspension Buffed0O0 mM Tris (SigmaAldrich,

Germany), 100 mM EDTASigmaAldrich, Germary) [pH 8.0]).

Des standards de taille moléculaire (Lambda ladders, ProMegdarkers, USA) ont été placés en

premiéere et derniére positions sur chaque gel. Des inserts des souches séquencées Sakaid|i

0157:H7) et 11368 E. coliO26) ont été placés surZ f T1—8<°ef f— Zif fe— tTH"ec"f "tec

S —F %otZ t—" eifTTfe..S<” tie Tf'cf-—c'ee Zctte o Zit§ +"ceo
Fi2Z3.. " 800t T . "cfe tfee ZF 2% e -1 fil'stemtte o7
(Bio-Rad laboratories, USA)Apres la migration et passage dans un bain de BET, les profils ont

— 2t e ke et e 7 Vf T'Zt—e - Zif.."—coc—c's Ti—ef <of %ot

Vision-Capt (Vilber Lourmat, Germany).
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Te Tt x7fe—e "—Ze' 5 Fe ‘e +_zu fogitiENGeiCompar If vérsion 6.5 (Applied
Maths, Belgium) en utilisant un coefficient de Dice de 1,5%le tolérancepour la similarité et le
parametre UPGMA(un-weighted pair group method with arithmetic mean) pour générer des

dendrogrammes.

Etude parMultiple-Locus Variable number tandem repeat Analy§MLVA)
ifefZ>e% ‘ —LoeusZ VNTR (Variable Number of Tandem Repeats) Analysis, est
Zit——11t 'f” Tt "Z—ect—"0 a teo efe— The o+ Pherufe "+'+—+]
VNTR donné, positioné en un locus donné sur le génome, le nombre N des répétitions dont il se
compose, constitue un allele. Deux individus différents peuvent, pour une méme séquence
répétée, posséder un nombre N différent correspondant donc a deux alléles distincts. Afin
tdugmenter la probabilité de distinguer deux souches proches, plusieurs locus associés
correspondant a plusieurs séquences VNTR sont analysés en parallele (MultiLocus VNTR
Analysis). Un fluorochrome différent est utilisé pour chaque locus et une électrophése
WFUCZZf T e FUETfZ—4" Zf —f<ZZF T ZUfeZolte Zexd f— oo

est attribué. Les profils MLVA des souches étudiées sont ensuite analysés.

Le protocole delindstedt et al. (2007) établi pour typer différents sérogroupes deE. coliet

— —«Z«<osfe— ZifefZ>et t% vy T« "x"fe—0d f £—-% o—<"¢ =" L F-—-F ¢
souches de STEC a été réalisée de la méme maniére que pour la caractérisation des souches (voir
S&sé... & Fe "xf..—<'ee TH¢f ‘ vre selon le pratecate da Lindsted eal. (2007),

en utilisant le kit QUIAGEN PGR—Z7 —<'Z2%8 ' —" ZFe Z'.. .« rrué rsv s ti—
" Zte Z0.¢ rrsé reva rry - rsw t tif—="% 'f'-a f "%

loci CYNOO2 (PCR 33 été réalisée en simplex en utilisant le kit PCR Takara Taq (Takara, Japan).
Aprés amplification, les échantillons a analyser ont été reconstitués dans un microtube comme
indiqué dans le protocole (20 pl de la PCR1, 3,5 pldelaPCR 2,10 plde laPCR 3syrAZ titf—
RNAse/DNAse free), puis envoyés a Biofidal® (Lyon, France) pour migration en électrophorése

L fZZf<E e—" ZifUf <2 uyur ZcET <tere—ted a F e—f-]
(GeneScan, Applied Biosystem, USA) a été utilisé. En fanc de la taille et de la couleur
fee' . ictte f—38 ""fU%oofe—e fo'Z< cte tie o—ex"'e FTifZ7°7%e ‘o— t—%+ f-

publication Lindstedt etal. trry & 1fZZ°Z% e—ex" 1 f 2—* foeochoot f—3F fo'Zc.. "o

I+

Les dendrogrammes ont ensuiteété construit avec le logiciel BioNumerics v3.5 (Applied/aths,
TZ2%c—e te ——<Zcofoe— 7% . f "c..cte— f—F%'"<...fZ t— ZifZ% " '"<—Set%
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c) Milieu de croissance :

Bactéries lactiques

Les milieux utilisés pour la croissance des bactéries lactiques sont lewllon MRS (Biokar
diagnostics, France) ainsi que les géloses MRS (BD Difco, USA). Ce milieu est spécifiguement
adapté a la croissance des lactobacilles et permet la croissance des bactéries lactiques en général

(de Man etal. 1960). A partir de la colletion de référence, 20ul de chaque culture de bactéries
lactiques ont été ensemencés sur gélose MRS et incubés a 30°C pendant 24 ou 48 h afin de
T2t Zf C—"f—% Tt Zice'Zf-8 Z—ec<i—"e . 'Z'ecte coo—te ti—ot
dans du bouillon MRS et incubées a 30°C pendant 24 a 48 h. Cette étape de croissance a été

réalisée avant chacune des expérimentations décrites-aprés dans le point 1.2.

STEC

Les milieux utilisés pour la croissance des souches de STEC sont le bouillon boid, UK)et

Zte %otZ'ete W< ETCE—8A4 "fe..f A Fe e<Z<t—§ of"fe— o Zice'Zf
.. 8te t1 cel Zf %etZ'et .87 e %et Z¢ <" +"<t—8A4 fe

souches de STEC se fait a 37°C pendant 24 h pour les différents milietiksés. A partir de la
collection de référence, une cryobille de chaque souche de STEC a été ensemencée sur gélose
& Z—ect—"e . 'Z'ecte ti—ef . —Z-——"F '—"f ‘e fee—_c—F +—+ Feetfe
BHI et incubées. Cette étape de croissance & étalisée avant chacune des expérimentations
décrites ciaprés dans le poirﬂ

K% S]Ju]e S]}v [uV u]l]o] U %o}uE& 0o (&E}]*e v e]Jupos v L
Pour permettre la croissance simultanée des deuxypes de microorganismes, un milieu

spécifiqgue a da étre développé. Ce milieu est composé a 50 % (v/v) de milieu MRS et BHI. Plus

"t cotefe—a T Zif%f 'ed <="" f%f"a fZ>ed "fe..t f x—% f(
concentration finale de 7,5 g/l. La compasion finale du milieu MRS/BHI est de 35,5 g/l de MRS

f% "4 SzZAW % Z T% ,'—<ZZ"' T— uaw % Z tf <«="" f%f” “¢' s Z 1
fo—Z——"%Fe feo [ <ZZ'sA& Z% e2eF it 7% tE Cf,cf=<te f k-t e—c

utilisant du milieu MRS bouillon en remplacement du milieu MRS agar.

1.2 Méthodes

a) Criblage sur gélose du potentiel inhibiteur &s bactéries lactiques
Tf.o.—<"c—% <S¢, «="¢...f te o'— .. Ste TF | f..—x"<te Zf...—<“—Fe f £—=
de Tagg & McGiver{1971). Les cultures de STEC et de bactéries lactiques ont été respectivement
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ajustées a des concentrations de *Oet 107 eZ o Zifc<tt ti—e theecef— - "f7 t<.
successives au 1/1&me dans une solution de TS (Tryptone sel, bioMérieux, France). Claq
culture de STEC a été coulée en masse a une concentration finale deWeC/ml dans 20 ml de
gélose MRS/BHI en surfusion mélangée manuellement. Une fois la gélose prise en masse, 10 pl
de chaque culture de bactéries lactiques ont été déposés sous formig —et %o ———F o Zf e—""f.
la gélose. Aprés que les gouttes aient séché, les géloses ont été incubées a 30°C pendant 48 h.

Z7%e ter fee<—f t_t FEfecotte " Zf it e tf 2% ticeSc,¢
bactéries lactiques. La largeur lalps faible de la zone traduisant une absence de développement
de la souche de STEC a été mesurée. Chaque test a été réalisé en triplicata et une souche lactique

f £—% . teectx"2f .. 'eed <oSc «="¢..F Z"e —f Zf ce'ef TiceSc,<—<'e £-
autour de la colonie, pour chacune des 3 répétitions. Ce critere de 2 mm a été choisi pour

sélectionner une vingtaine de bactéries lactiques.

Afin de limiter le nombre de tests, le criblage a été réalisé en 2 étapesne premiere étape a
permis de tester les B8 bactéries lactiques envers seulement 7 souches de STEC. Ces souches de
STEC ont été choisies aléatoirement parmi les 5 sérogroupes (0157, 026, 0103, 0111 et 0145).

ZZ%e .07 Fetette— o Zit—f'F t1 .7 [Zgotéah 1il-es BactérigsflactiGhids
considérées comme inhibitrices (23 souches) ont ensuite été testées envers les 29 autres
o — . ..Ste t% LT e et fe— o Zix—f'F t1 .. [TapleAGdlY) afin-de” t T fee

confirmer leur inhibition envers un panel plus large de STEC.

b) Exploitation statistique des résultats du criblage

Teo "te—Z—f—o t— "¢, Zf%t o'e— T8 "cote to Zf"%t—" t— SfZ' ticeS.
STEC testées en triplicata avecdesouches lactiques sélectionnées dans la premiére partie du
criblage. Les souches de STEC sont caractérisées par deux facteurs fixesr sérogroupe (5
modalités) et leur origine (6 modalités: Environnement, Féces, Fromage, Lait, Viande ou Non
référenctf & <o TE —fe—3F7" Zice'f..— “—% . Ffe t "f..—f—"e "<Efe 't—"1fe
TiceSc,c—c'ed —eo o' FT°7F Zcokxfc"t . 7'cox ocE—%F fTF... "E'Et_c—c'ee [ -
prenant en compte ces 2 facteurs fixes ainsi que 2 facteurs aléatoires isés: les souches de
STEC (36 modalités) et les souches de bactéries lactiques sélectionnées (23 modalités). UnRest
N 2T fZ2—F" Zf e<Y%oe< <. f—<Tc—% Tt SfU—1F "f..—f—" "<8f fcooc “—
réalisés avec le package Ime4 du logidieR (Bates 2010). Les facteurs «souches» sont
considérés comme aléatoires car les bactéries ont été échantillonnées au hasard parmi des

populations de bactéries lactiques et de STEC.
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c) ldentification des produits responsables de{LQKLELWLRQ

La producion de composés antimicrobiens a été évaluée chez les 6 souches de bactéries
lactiques sélectionnées pour leur potentiel inhibiteur envers les souches de STEC testéastte
(tfe—< <. f—=c'e The ok . focoote TiceSc «—<'e f +—% "£/UB«CAS EDS, ""+otfe. .. :
76.6, 6352, 10d, 116.1, 60.1 et 43%.e protocole décrit par Yaakoubi etal. (2009) permet de

of——"1% Feo x7ctteF Zf i t— . —<'e Fif.ctte "U%ofect—ted T "F"S>TH

certains peptides antimicrobiens. Ce protocole se bas@rsun arbre décisionnel présentgFigure

Pour déterminer si les souches de bactéries lactiques sont inhibitrices des souches STEC
considérées, le surnageant de la culture lactique a été neutralisé pour éliminguccessivement
I.l.f...—(‘. T:t T(AAiu:t._. Af..._:t_". :l:_ lin.i__":t T‘l‘(Ti.—(A(in Z:t. 11;:1._(_‘

Figurel7 & "," % T+..coc'eedZ the o't fZc—te tictdo—< .. f—c'o THe " t—<
Zi<eSc, <—c'e P la fjuestion de la croissance des STHE,oui » traduisant une croissance

des STEC et mon » une absence de croissance) i f ' " Yaakoubi etal. (2009).

Z—e "t . cokete_4 Zte . —7Z-——"%te t1% ‘o— -+ f Eeomm=Qt8fet f— o'>%e
diluées dans du TS pour atteindre une concentration finale de AWFC/ml. Le surnageant de
chacune des cultures de bactéries lactiques a été obtenu et stérilisé par filtrations successives a
Zifctt ti—e "<Z-"% t1 ravw Ae '—«ce rat A« Stedsn Bioteat, Gerhany).” — " «—-
Une aliqguote de ce surnageant été neutralisée par ajout de soude NaOH 1N (SUR2). Une

aliguote de chaque surnageant SUR1 et SUR2 a été soumise séparément a la digestion
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enzymatique par 3 protéases différentes la trypsine (EC 3v atsav -éhyadotrypsine (EC
3.4.21.1) et la pepsine (EC 34.23.1) (Sigm#sdrich, Germany) ; ces protéases étant les plus
généralement utilisées pour étudier la sensibilité des bactériocines et confirmer leur nature
protéigue (Benkerroum etal., 2000). Pour chaque protéase une solution mere de 2 mg/ml a été
préparée dans une solution tampon appropriéed Zf —7>’'e<eichymotrypbine ont été
dissoutes dans une méme solution tampon de phosphate (0,1 M, pH 6), et la pepsine a été
dissoute dans une solutia de HCI (0,02 M, pH 2). Les 2 solutions de protéases ont été mélangées
indépendamment a un volume égal de surnageant SUR1 ou SUR2 et incubée & 37°C pendant 3 h
(SUR3 et SUR4 issus de la digestion de SURL SURS5 et SURG6 issus de la digestion de SUR2).
Ee"<ed sty JZ t5—et o'Z——c's f*“—1f—et Aldrich Chgnde, Allemagnefonk %o f
été ajoutés a 500ul de SUR2 pour obtenir une concentration finale de 25 mg/ml (SUR7). Le
mélange a été gardé a température ambiante pendant 20 min pour éliminer ffet du peroxyde
d'hydrogene. Un volume de 160 pl de culture de STEC a été distribué dans une microplaque de
96 puits (CellStar, Greiner bieOne), puis un volume de 40 pl de surnageant traité (SUR1, SURZ2,
SUR3, SUR4, SUR5 ou SURG6) y a été ajouté. Des mmm@igatifs (milieu MRS/BHI en présence

de surnageant traité) ainsi que des témoins positifs (culture de STEC en présence de MRS/BHI
—"fc—t ‘e— k—t "t fZcote Tfoee ZF e2ef —fe'ed fe '—c—e te T "% t1 2
f ce Tix"<—1" detbors. lies plaques ont ensuite été incubées a 30°C pendant 48 h et des
lectures de densité optiqgue a 600hm ont été réalisées a 0, 8, 24, 32 et 48 h sur le lecteur de

microplaque Opsys MR (ThermoLab systems).

d 'RVDJH GH OD SURGXFWLWRQ@GGEPBEGSH H BpPW WILIEKH H

Feo Tiof%ofe Tif..<tF f.. x—<ttlactinue diltf été«dffectués pour les 6 souches
LfesctaTrte teet oS "< te Tif'U%e ZE V"<, Zf %t Bidpharnt, o Tie ec-
Germany) et une lecture spectrophotométrique a 3@ nm. Les cultures de bactéries lactiques ont
été placées dans un baimarie a 80°C pendant 15 minutes afin de stopper les éventuelles
réactions enzymatiques. Le surnageant de chaque culture a été dilué au 1/10 dans une solution
de TS et les dosages ont &tréalisés conformément au protocole fourni par le fabricant. Les
ot te—f—ctee Fifctte o k-t & coxFe to fo<tt Zf.—<"—F - —fZ

e) &LQPWLTXH GILQKLELWLRQ
foocotoc—F TiceSc,c—c's T4 { o'— .. 8te t1  defladbactérielficligue T o 7+

Zf 'Z—e <oSc,«="¢..t xS VA Z *if%c<— tTie e2¢fe o' — Ste ti te'7
it —<—e "fe'teef Zte ti: /X088, EO8,76.6, 6352, 10d, 116.1, 60.1 et 435. Les
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cultures de STEC ont été ajustées a &LOFC/ml au moyen du densimat soit Déonm=0,8 puis
diluées avec une solution de TS. La méme démarche a été suivie pour la culture de bactérie
lactique. Chaque souche de STEC a ensuite étédrmxulée avec la souche de bactérie lactique
dans 50 ml de bouillm MRS/BHI & des concentrations finales respectives de 16t 104 UFC/ml.

Des cultures pures de STEC et de la souche de bactérie lactique ont été réalisées en paralléle.

Le dénombrement des STEC ou des bactéries lactiques a été effectué a 0, 4, 6, 84180234 et

48 h aprés inoculation, et le nombre de bactéries lactiques et de STEC viables a été déterminé

fr T2 @— tf srr AZ Tt —<ZZ's "f" Zifeetoete t—" o< f2 W fZ
France) sur gélose MRS et Coli ID. Les géloses dlskrvant au dénombrement des STEC ont

été incubées a 37°C pendant 24 h, et les géloses MRS pour le dénombrement des bactéries
lactiques ont été incubées a 30°C pendant 24 a 48 h. Les colonies obtenues ont été dénombrées a
Zif<tt ti—e .. ‘e’ —1— tefcoloniesfEG2 easy count 2 (AES Laboratory, France).

) ORGpOLVDWLRQ GHV FLQpPWLTxbcdlaGohis QKLELWLRQ ORUV

A titre de rappel, 9 souches de STEC ont été-ibmculées avec la souche lactique 6A1MLb4,
correspondant a 9 cinétiques de croissancsimultanée. En paralléle, des cultures pures de STEC
et de bactéries lactiques ont été réalisées pour chague souche soit un total de 10 cinétiques en

tant que témoins positifs. Un modéle global (Modéle 1) a été utilisé pour décrire la croissance

simultanée des bactéries lactiques et des STEC pour chacune des-thogulations (Equation 2).

) , it e

Q\ W /\\a oQ WWD[
A WP — -1 T VY W W
h a OQ [ - D[
A

A A 4 % i w W Vb
oW A, ot - .

o ¢ “oq | Mgy ! VEWN — Wby

Equation 2 : Modeéle 1 avec g (t) et ystec(t) la densité de population en bactéries lactiques et
en STEC respectivement (lag UFC/ml) au temps t (h); yo, Las€t Yo, steda densité de population
initiale en bactéries lactiques et en STEC respectivementimax, Laget Pmax, stede taux de
croissance maximal (H) pour les souches de bactérie lactique et de STEC respectivement, b le
coefficient de destruction (h?) et tmaxle temps auquel la croissance des 2 populations de STEC
t— tt ,f..—x"cte Zf...—<“—fe oif""2_1%34
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Ce modéle traduit une croissance exponentielle de chaque souche, marquant un arrét au méme
moment pour chacune des 2 populabns dés que la souche majoritaire (ida souche de bactérie
lactique) atteint la phase stationnaire. Afin de décrire la tendance obsergd@ans certaines de
nos cinétiques, un déclin exponentiel de la population de STEC apres le temps a été ajouté au
modeéle de baseUn cas patrticulier peutétre défini a partir du Modeéle 1 sans prendre en compte

le phénomene de déclin, efixant le coefficient b a 0. Ce modele simplifié a été nommé Modéle 2.
Pour chaque cainoculation, les deux modéles ont été ajustés aux données en utilisant un modeéle
de régression non linéaire grace au package nls du logiciel Reslajustements des 2 modéles
testés ontété comparés par un test F(Bates & Watts2007).
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2. Résultats

2.1 Caractérisation des souches de STEC:

La plupart des souches de STEC sélectionnées posséadengeneeae ... ' T fe— ''—" Zice—<ocet @

Toutes les souches appartenant au sérotype O157:H7 ont la capacité de produire des Shiga

—‘8cote "f" Zico—1"exT<f <KL, Bkt %o othP—e T1 Z1—[TablepddfipLes
souches deE. coliO26 présentent plus fréquemment le genstxl que le genestx2, cependant 7

des 12 souches de ce sérogroupe ne possedent aucun des génes codant pour la production de
Shigatoxines. Les souches appartenant aux sérogroupes 0103, OE11D145 sont au nombre de

12 et possedent le géneaehormis 2 souches. Le génstxl a été détecté plus fréquemment que

le génestx2, respectivement chez 6 et 3 souches de STEC. Enfin, une souche (54159.1) posséde
un variant des genesstx. Quatre de ces awmches ne possedent aucun géne codant pour la

production de Shigatoxines.

te "#e— 7 f—e tF ZifefZret T1f "tece—fo. . F o Zif..<t<—%* Eseolie*e—"% “—
SWYAa y [ f<te— Zf .. f'f..<=% Ti——<Zwésistancd via> k- Ylutamaef ... < T
décarboxylase (Tableau 14)4 o3 ef—2Z1 tfe o' — . Ste f' ' f'—fefo— f— ot %" -
——<Zcot" ZF ese—C°ef tf "tecoe—feo  -dépendarit. Paimides 1% sbuchef df—cbli
appartenant aux 3 autres sérogroupes testés, 5 ont démontré une adté de la glutamate

T f7,'8>Zfet ZF—" "$7et——fe— T3 "teco—1" o Zif ... <tc—zxa

2.2 Etude de la proximité génétique des souches

a) Pulsotypage des souches

Au total, 36 souches de STEC ont été pulsotypées. Deux souches se sont avérées non typables du
" f «— tblyfe-de leur ADN malgré plusieurs essais (n = 3). Les soucheskEdeoliO157:H7 Sakai

et E. coliO26 11368 sont des souches séquencées et ont été incluses dans notre étude pour
servir de référence. Au total, 31 profils différents caractérisés par au mw 3 bandes de
difféerences ont été observés. Ces 31 profils ont pu étre rassemblés en 7 groupes. Un
dendrogramme a été construit pour la totalité des souches de STEC étudiées. Les groupes de

souches observées sont identifiés par une accolade sur le c6téla1§igure 18|et indiqués dans le

Tableau 14 Le pourcentage de similarité des souches est indiqué en haut a gauche de la figure.
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Figure 18 : Dendrogramme des profils de champs pulsésd souches de STEC obtenus avec
Z1 1+ ceXkad en utilisant un coefficient de Dice de 1,5% et la méthode UPGMA.

Des groupes de souches de STEC ont pu étre identifiés en fonction de leur proximité génétique
par la technique du PFGE. lls sont nommés de P14 Bn commencgant par le groupe présentant

le degré de similarité le plus bas avec les autres souches de STEC étudiées. Le groupe P1 est
constitué de 3 souches d&. coli SVWa T e— t e'e— _‘eectt”+tfe ‘oot fTie  Z'eted
ne présentent pas exactment les mémes caractéristiques(0145:H et 0145:H28). Le groupe P2
comprend 2 souches appartenant au sérogroupe O111 proches a 88 % et une souch& deoli
0103:H présentant seulement 75 % de proximité génétique. Les 2 autres souches appartenant
au séraggroupe 0111 ont été assignées au groupe P5 (95 % de similarité). Les souche&deoli
026 ont été rassemblées majoritairement dans 2 groupes?4 présentant 82 % de similarité et le

groupe P6 présentant 90 % de similarité. Cependant le groupe P4 compremidalement 2
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o' — .. Ste tif——"1e:CM0t"OL45F1se groupe P3 rassemble 2 souches de sérogroupe
différents, présentant un pourcentage de similarité de moins de 80 %. Enfin, toutes les souches
de E. coliO157:H7 ont été assignées au groupe P7. Geuype montre une proximité génétique
forte avec plus de 82% de similarité entre les souches, excepté pour la souche 6352 qui se
distingue avec seulement 76% de similarité. Les souches SakaiklecoliO157:H7 et 11368 deE.
coli O26:H11 ont été regroupéesavec des souches des mémes sérotypes avec de forts degrés de

similarité (plus de 90 %).

b) Etude par MLVA

Les souches dé&. coliO157:H7 Sakai eE. coliO26 11368 ont aussi été ajoutées a cette étude en
tant que souches de référence et un total de 38 soushde STEC a donc été analysé. Au total, 28
N cZed T T E fe— Tif— etcee —e f77°7F1& ‘e— x—% ' et ke f— ZFe e'_

groupes. Le dendrogramme obtenu pour la totalité des souches de STEC est prég€igéare 19

Les différents groupes de souches de STEC sont indiqués par une accolade sur le coté et sont
indiqués dans leTableau 144 fe e—e+"‘e TifZ7°Z%e ... *""fe ‘ot fe— f—8F T "x"fe_
sont indiqués dans les colonnes CVN0OO1 a CVYNO015.
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Figure 19 : Dendrogrammes des profils MLVA des souches de STEC obtenus en utilisant le
et fot% e fZ $— ZTfZ2% ' "<-Sef Tt f"ta

La variabilité la plus importante a été observée sur le locus CVN014 chez toutes les soudates
rru eite— Efefce feo-DI574et UNS P@NdE £ o .

—fe—tfed F Z'..—- ‘
“frof o <Z<—x TifZ2Z2°Z% f £—% ' of""2H coliSswey A y& £ N°STAIfrEf 2ot T
MLVA, ces souches 0O157:H7 ont été classées dans un seul grouperoupe M1. Les souches de
E. coliO26 ont pu étre classées en 2 groupes distinctsvi2 et M5. Il est a noter que ce groupe
inclut également une souche dé&. coliO103 (E08). Les groupes auxquels ont été assignées les

souches STEC appartenant aux autres s@roupes, sont les groupes M3 et M4.
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2.3 Criblage sur gélose du potenti el inhibit eur des bactéries lactiques

a) Premiére étape du criblage

La premiere partie du criblage a’ "<+ 11+ —4a ttagdcité inhibitrice des 268 bactéries
lactiques envers 7 souches dSTEC fee<%oe+Fe o Zi+t—f’'1 dans.ldTapedvdbt Les

résultats obtenus sont présentés danta|Figure 20| Les zonesticeS <, c—c'e * ef" "+ fe T foe  t-

premiére partie du criblage se situaient ente 0 et 10 mm de large Cependant/5 % des valeurs

observées se situent entré® et 3 mm.

Figure20 & ‘A—1 o o' —e—f . Ste "t'"tefe_fo_ Zf —f<ZZ% t1e c@'efe TiceS«,.

du criblage des 268 bactéries lactiques envers 7 souches de STEC en triplicata.

Le rectangle représente 50 % des valeurs obtenues, la médiane est représentée par un trait en gras a
Zico—x"¢t—" Tf .. % "f...—fe%Ztad t— Zit..f"— fe—"1 OPbcbSvalees —+e TFe o' —o
‘Lo rted oTced Zie TfZF—"e t8-"2eFe oo tie—<Tckte f7 the tco—e o ZitE—%

Parmices268 ,f..—x"<fe Zf..—<“—%ed tu Tifte—"% $ZZ%e oF ote— "+ +7+te
inhiber la croissance des STE@stées car elles fi‘e— 'fo "2 qdpeS 7" ticeSc, c—c'e Tfoe 7%
etcoctes Tt Zit——t1A T—8 .. fe— "<o%o— Tt—3& f..—t cfOPZf ... —c —:

faible pour au moins une des 7 souches de STEC testéemractérisée par au moins un halo < 2

¢

‘¢oe | oo

mm). Enfin, pour 23 des bactéries lactiques testégs—+1 e‘eF ticeSc,c—c'e Tif— o

étre observée pour chacune des 3 répétitions contre les 7 souches de STEé&bleaul2). Ces 23

souchesappartenant a dfférents genresont donc été sélectionnées pour étre testées envers un

nombre plus important de souchegle STEC afin de confirmer leur potentiel inhibiteur.
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Tableaul2 & fite—< <..f—<'s t— % te"t ‘— t1 ZitidéPéesicoine tu ' —...Ste

inhibitrices des 7 STEC testées dans la premiére partie du criblage.

‘et tTiceS«<,«—
Genre Espece Souche
moyenne (mm)

11A1FLb21 6,81 (+ 3,39)
NI 19 4,69 (£ 3,04)
2F244 3,72 (£ 1,79

Enterococcus
2F243 4,15 (= 2,39
) 17v 7,93 (+ 2,67)

E. faecium

FAG2 3,26 (£ 1,97)
Lactococcus garvieae  Lc garvieae M15L 7,31 (+ 3,19)
I FA18 5,43 (+ 3,23)
FB32b 4,63 (x 3,03)
FB32 6,25 (+ 3,59)
M16.4T 5,56 (+ 2,69)
FA54 4,29 (x 2,23)
FA2la 5,69 (+ 3,76)
_ FB34b 3,86 (+ 3,51)

Lactobacillus
) FA50a 2,58 (+ 2,25)

L. sakei
FA58b 4,68 (+ 2,42)
FA47 3,38 (+ 2,06)
FB29 3,92 (£ 2,97)
FA46 3,88 (+ 3,61)
FA61 1,43 (£ 2,07)
Lbsakei 4,26 (+ 2,06)
Leuconostoc Ln mesenteroides 6A1MLb4 9,18 (+ 4,59)
Propionibacterium NI R0410 5,81 (= 3,36)
NI & ‘o ctfe—c"«xtd Zf tx—F"ecof—c'so tf Zite o % oif '— of "fe"t f 5., —e

suffisant par les méthodes employéese+“—fe-f %t t3 Zi SX f— %ofZ%"<t

b) Deuxieme étape du criblage

Les 23 bactéries lactiques déctionnées ont été ensuite testées de la méme maniere envers 29

autres souches de STEC.@' ure21|e‘e—"% Zte "fZt—"e ticeSc,c—c'e ' —fe—te fo °

ot %"t —'F F— Tt Zi'"<%ocet Tie o — «Ste fEcTd AT KT - ol
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similaires entre les sérogroupes O157:H7 (12), 026 (12), 0103 (4), 0111 (4) et O145 (Zni

entre les origines: Environnement (8), Féces (4), Fromage (6), Lait (6), Viande (4) et Non

Référencée (8).

Figure21 & ‘A—1% o o' —e—f . Ste "f'"2efe_foe— 7Zf —f<ZZ% t1e ce'efe TiceS«,.
du criblage des 23 bactéries lactiques envers 36 souches de STEC en fonction de leur sérogroupe

(21a) ou de leur origine (2Db) en triplicata.

Bien que quelques valeurs extrémes soient observées dans certains groupes, peu de différences

ont pu étre relevées(Figure 21). Z % efe,ZF 'fo > f7'<¢" tice"Z—te. . f tF Zi*"
"Zf —f<22% t3 Zf ce'et ticeS¢ <~

serogroupes des souches de ST —fe—+1e ¢—

Cette deuxieme partie de criblage a permis de sélectionner 6 bactéries lactiques inhibitrices de

la totalité des souches de STEC testégsSgure 22).
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Figure22 & ‘A—% o o'—e—f . Sfe tt Zf —f<ZZ% the @'ete TicoSc,cmcte oo *,

des 6 bactéries lactiques envers 36 souches de STEC en triplicata.

Teo X ,f..—x"c¢ke Zf..—<“—Fe ‘e oo+ Tire SfZ' rhile Swourdés T1 t e
colonies pour chaque triplicata. Ces souches appartiennent a 5 genres différentnterococcus
(11A1FLb21 et 17v), Lactobacillus (FB32), Lactococcus(M15L), Leuconostoc(6A1MLb4) et
Propionibacterium rvsr & f e‘<—<x t3Ie ~fZtien"ebsdriées ayee la souche

6A1MLDb4 est supérieure @ 8 mm. Les résultats obtenus ont montré que dans les conditions

testées, cette souche deeuconostoc mesenteroidest la souche la plus inhibitricel Figure 22).

c) Exploitation statistique des résultats de criblage

Une analyse de variances (ANOVA) portant sur les données obtenues a montré que les 2 facteurs

aléatoires («souches de STEE et «souches de bactéries lactiques) ont un effet significatif sur

la tail¥ t— SfZ* ti<¢Bvalue < 2.2e16). De plus, un modeéle prenant en compte

Zico—F"f..—<'e fe—"F Zte t "f..—f—"e te— ecHoo .. f—<"tete— i3 [

sans interactions (P-value < 2.2e16). Les écartypes estimés par ce modele wntrent que la

variabilité des 2 facteurs aléatoiresest du méme ordre de grandeur : 1,9336 et 1,8144

respectivement pour les souches de STEC et de bactéries lactiques. Il existe de plus, une

variabilité non négligeable (1,6832) par rapport a la variabilié résiduelle (1,5512) liée a

Zico—f f .. —c'e te—"f fet “f..—Ff—"e&

Aucun effet des facteurs fixes sérogroupes» et «origine y sif '— 2-"% * ot "+ "f” ZifefZ>e

modeéle linéaire croisé mixte avec répétitions. De ce fait, le modele simplifié prenant eanepte

uniguement les 2 facteurs aléatoires et leur interaction a été étudié plus précisément et la

normalité des distributions des effets aléatoires estimés par ce modele a été tes@.
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Aucune déviation’ f"—<...—Z<° "% f" "f "= o Zf e'VefZc—% oif £—% ecot feo £7cf

«souches lactiqgues> (Figure 23a). Cependant, les effets estimés du facteursauche STEG ne

sont pas réparts de maniere homogene (Figure 23 et difféerent significativemee— T7—-«1F
distribution suivant la loi normale (p = 0.0008 selon le test de normalité de Shapir@Vilk) . Pour

cette derniere distribution, 3 groupes de STEC ont été identifiésun groupe A caractérisant les
o'— ...Sto Zte 'Z—e ofeec 7 tlesbaciénes daatigues urf groupe B de souches
STEC montrant une sensibilité intermédiaire et un groupe C de rssbilité trés faible (Figure

23b). Le groupe de sensibilité de chacune des souches de STEC testées a été reporté dans le
tableau récapitulatif 14. La plupart des souches de STEC O157:H7 font partie du groupe de
sensibilité B alors que les souches dE. coliO26 sont prédominantes dans le groupe C. Les
souches appartenant aux sérogroupes 0103, 0111 et O145 sont retrouvées dans les groupes A

etC

Figure 23 : Distribution des effets aléatoires estimés pour lefacteurs bactéries lactiques (23a)
et STEC (2B) avec les 3 groupes de sensibilité associés (A, B and C).

2.3 |dentification tfe " t—c—e "te'teef Zdibitignt Zi<eS

La production de composés antimicrobiens a été testée pour les 6 bactéries lactiques

sélectionnées dans la e partie du criblage en présence de 3 souches de STEC issues des 3

%o" ' —'Fe TE efeec «Zc—% <the—c "cted T <%ocot—1~SEHE B UpV 1% Tk E

Ltel—d et f ZiEE Z'<—f—c's e—foce—<“—1F "k . ttte—1 oif 'fo

facteurs.
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Les observations aux différentes étapes du protocole étaient identiques pour les 6 bactéries
lactiques étudiées et quelle ques ' <— Zf «'—...St t1 —fe—+14 [Figwe?24| titste'Z
.L._n:t ZT(.S(”(—(" Ti ...,”(.'f....i Ti. .‘_.-.gi' Ti fylfn_:t.f._ f_é

en présence du surnageant non traité pour les 6 bactégdactiques étudiées.

Figure 24 : Moyenne des cinétiques de croissance pour les souches de STEC des groupes A, Bet C

(n = 3), en présence de chacun des surnageants de culture des 6 bactéries lactiques.

LalFigure25|«Z2Z —e—"% o —<«—"f tit8Fe'ZF ZFe "2e—7 _f—o ' —Foe—e " Zfe o
C (435, 116.1 et 60.1). Il a été observé que les surnageants de cultures des 6 bactéries lactiques

(SUR 1) étaient inhibiteurs de la croissan..t T e f— ...'—7¢ tT3e vz Figute‘,ef" " f—<"
25f & ‘e —1 ZFe o—"of%otfe—e ‘e— t—t —fc—te "f" Zf 'tleced ua?z
a pu étre observé envers les souches de STE(er 25, & — ..'*="f<"ta ZifE'=— t1 —=">’

chymotrypsine dans leur milieu tamponné a pH6 (SUR 4), a induit une augmentation de la valeur
Tf ' tTte £..Sfe—«ZZ%'e Z1 fo— ZiceSc,c—c'e f..<tf coc—<fZta Feo "xe—7
Tlo. "fe £—% —"fc—xe L f" ZFe I -2 fFteZeifect e — PRI T T Fco—co %o —

of——"fZcof—<te t— o—"ef%otfe— "f" ZiSs>t"'E> Tt tf eftc—o t f 't
ZiceSc,c—c'e Tt L Uiceefe t t—" Sf..—et tfe o' — . Ste ti -t
croissance étaient alors similairesa celles des témoins positifsRigure 25 ... & ifE‘'—— T+ ... f—f:
f— e—"of% ffo— ot——"fZcot y «<tfe—<"cfe— Zf "t — . —c'e Tt "1
“—t ZiETTt— tte ik fede W F— X oi‘e— "fo £ <o"Fe—<%o—xe Feo f. .

présentdFigure 17

157



Figure 25 : Cinétiques de croissance des 3 souches Hecolidu groupe C (60.1, 116.1 et 435)
testées en triplicata, en présence de chacun des 6 surnageants digucas des bactéries
lactiques; SUR 1 surnageant seul (2§, SUR 3 surnageant traité avec la pepsine5{@d) et SUR 2

surnageant neutralisé (5c).

Pour toutes les analyses effectuées (6 bactéries lactiques testées envers 9 STEC), un agent
inhibiteur a pu étre identifié (Tableau 13)a f '"‘t—...—<'e Tif..<tte Zf .. —<*—% -

dosée chez ces souches au moyen de kit enzymatiques.
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Tableaul3: Genre ou espece, agent inhibiteur identifié et concentration en acide lactique et

acide acétigue pour les 6 souches de bactéries lactiques inhibitrices des 36 souches de STEC.

Concentration (g/l)

Souche Genre, espece Agent inhibiteur identifié Acide Acide
lactique acétique
11A1FLb21 Enterococcus Acides organiques 2,43 ND
17v Enterococcus faecium Acides organiques 5,361 ND
FB32 Lactobacillus sakei Acides organiques 4,145 2,1
M15L Lactococcus garvieae Acides organiques 5,716 2,42
6A1MLb4 Leuconostoc mesenteroides Acides organiques 5,589 1,96
R0410 Propionibacterium Acides organigles 5,787 2,06

ND: non déterminé pour les souches homofermentaires (11A1FLb21 et 17v).

Les quantités produites sont similaires pour les 6 souches de bactéries lactiques, exceptée pour

la souchess s ,ts '"‘t—cefe— of—Z%ete— tavu % 25 cbsfonditiohsZu.fait<*—3F 1f-
Td Z1—" ex—f,"Zcood Ste' "t ete—fc"Fa Zf " t—.—cte FTifictE flx—cn-
Zte o' — ERdrecdcud7v et 11A1FLb21.

24Ccot—c“—1feo TiceSc, c—c'e

a) Description des cinétiques

Un total de 10 cinétiques de culture pures et 9 cinétiques de croissances simultanées ont été

réalisées pour la souche lactique 6A1MLb4 et 3 souches de STEC appartenant aux 3 groupes de
sensibilité A, B ou C identifiés lors du criblage sur gélosei + ~* Z — — <las stiuchede bactérie

lactigue 6A1MLb4 était similaire en co-culture et en culture pure. Ellepouvait étre décrite par

—et 'Sfef f8 efe—«FZZF o—<"ct ti—et 'Sfef o—f—cleefc"F Z'Ve —% Zf
son maximum gnviron 108 UFC/ml). La[Figure26|<ZZ —e—"1 o —«—"%t tit8Fe’Zt .. t——F +~
3 souches de STEC A (C08), B (6352) et C (60.1)maculées avec la souche de bactérie lactique

6A1MLDbA.
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Figure 26 : Croissance des souches de STEC A (CB8)6352) et C (60.1) et de la bactérie
lactique 6A1MLb4 (LAB) lors des cenoculations ou en culture pure.

Les cinétiquesdes différentes souches de STHEibtenuesen cultures puresont présenté la méme
évolution.  Zi<+" 1 brshjéle £es souches STEC ortiééco-inoculées avec la souchee bactérie

lactique, un arrét brutal de la phase exponentiella pu étre observéau moment ou la population

de bactéries lactiques atteignait le seuil maximal ddensité [Figure 26). Aucune t <~ "+£"fe ... F oif

été observéeentre les taux de croissance maximum en culture pure cgn ccinoculations pour

chacundes deux microorganismes.

b) ORGPOLVDWLRQ GHV FLQPWLTXHV GILQKLELWLRQ

PO, e R T focte The L7 e —fe—te f ool AiET B a ot dHe o ffan St
STEC lors des caultures. « £ "f—4 Zif""2— esco—Z—fe+x T+ Zf .. "‘cosfe. T tFe t o
e tfes L ET—fcee L fe Timet CSfef e—focesf I —Tft—cafem —o

population de bactéries lactiques surZ f e a4 fee tif—="%e ..fed ot—2%t Zf

bactéries lactiques présente une phase stationnaire et la densité de population de STEC diminue.

Ce phénoméne décrit un effet bactéricide des bactéries lactiques envers les STEC.

i+7'Z——<'s t1e de STECSayant montré une phase de déclin peut étre décrite par le
‘“t°Zt s fZ'me *—% Zix7'Z——<'e tre o' —  Ste L fUf..—x"coxte 'f" —of
par le Modeéle (2)(Equation 2).
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Les résultats degest- ‘o— - ——<Zceke " e f 1" ZifE—e—fefe— tTie o't
Modéle 1 prenant en compte la phase de déclin a été choisi pour décrire les données obtenues

pour toutes les souches de STEC du groupe de sensibilité A, ainsi que 2 des STEftodpe B

(76.6 et 10d) et une souche du groupe C (116.1figure 27).

Le Modeéle 2 décrivant une phase stationnaire a, quant a lui, été utilisé pour rendre compte de la
croissance des souches de STEC 6352 du greup et 60.1 et 435 du groupe {{gure 27).
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>Groupe B

>Groupe C

J

Figure 27: Dénombrements et modélisation des ctnoculations de la bactérie lactique 6A1MLb4
Leuconostoc mesenteroides des 9 souches de STEC appartenant aux trois groupes de sensibilité
A BetC.

Croissance de la souche de bactérie lactique (6A1MLb4) et des shas de STEC A08 (2, C08 @7b) et
E08 (27c) appartenant au groupe de sensibilité\ ; des souches de STEC 76.6/(®, 6352 (27¢) et 10d
(27f) appartenant au groupe de sensibilité B et des souches de STEC 11627(), 60.1 @7h) et 435 (27i)
appartenant au groupe de sensibilité C. Les données expérimentaldg 6ont représentées en noir pour
les populations de bactées lactiques et en rouge pour les populations de STEC-tmculées, les lignes

continues représentent leurs modélisations.
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Tableaul4 : Caractéristiques des souches STEC utilisées

Etape du . . Sygeme  Group Groupe Groupe
cribplage Souche Serotype - Origine glljt[amate e PF(EE MLVI?A sensib?lité
2 ENV181 0157:H7 E + P7 M1 B
2 6352 0157:H7 E P7 M1 B
2 B26 0157:H7 E + P7 M1 B
2 B183 0157:H7 E + P7 M1 B
2 LS33 0157:H7 F + P7 M1 B
2 LS29 0157:H7 F + P7 M1 B
2 76.6 0157:H7 F + P7 M1 B
2 R33.9 0157:H7 F + P7 M1 B
2 05117C 0157:H7 Vv + P7 M1 B
2 LS240 0157:H7 Vv + P7 M1 B
1 435 0157:H7 Vv + P7 M1 C
1 MK4124-2b  O157:H7 Vv + P7 M1 C
2 114.2 026:H11 E + P4 M5 C
2 5380.1 026:H11 From + P4 M5 C
2 4198.1 026:H From + NT M2 C
2 119.1 026:H11 E + P4 M5 C
2 116.1 026:H11 E + P4 M5 C
2 10d 026:H11 From + P6 M2 B
1 51.2 026:H11 From + P6 M2 C
2 LA302224.01 026:H11 L + P3 M2 B
1 60.1 026:H11 L + P4 M5 C
2 MAC42.4 026:H11 L + P6 M2 B
2 118.1 026:H11 E + P4 M5 C
2 BO8 026:H L - P6 M2 B
2 2056.1 0103:H2 L - NT M3 A
1 1.1.1 0O103:H L + P4 M4 C
2 E08.1 0103:H2 NR - P3 M5 A
2 B07.1 0103:H NR + P2 M3 C
2 54159.1 O111:H8 From + P5 M3 C
2 A07.1 O111:H NR - P5 M4 A
2 C08.1 Ol11:H NR - P5 M3 A
1 0111.08 Oli11:H NR + P5 M4 C
2 A08.1 0145H- NR - P1 M4 A
2 EO07.1 0145:H28 NR - P1 M4 C
1 0145.07 0145:H NR + P4 M4 C
2 4811.1 0145:H From - P1 M4 C

E: Environnement ; F: Féces ; V : Viande ; From : Fromage ; L : Lait ; NR : Non RéférehfEenon typable;
_ (+) pour le systeme glutamate, gjnifie que la souche a démontré une activité totale ou partielle de
Ziteceret %oZ ——fof—% tx...f", '85> Zfet "t et——fo— of o—""«Takadaetdst— f..<t%
(2007).
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3. Discussion

Les bactéries lactigues ont un fort intérét en bioprotection. Eds peuvent notamment étre

— —«Zcotte Fo —fe— " " —Fe fTfee ZifZco(Caldgron 4alS2007f <ot ‘— fo
Papathomopoulou & Kotzekidoy 2009; Tsai etal., 2010; Zago etal., 2011). Elles peuvent aussi

étre employées comme agent de fermeation ou dans un intérét sanitaire,en limitant le
développement de bactéries pathogénefCaplice & Fitzgerald 1999). Des études concernant le

potentiel inhibiteur de souches de bactéries lactiques envers des souches de STEC ont, en effet,

été réaliséesin vitro (Gopal etal., 2001) ou dans diverses matrices en modéle du rumen
(ChaucheyrasDurand et al., 2010b), dans des produits laitiers(Pereira et al., 2009; Londero et

al,, 2011), dans des ensilagegPedroso et al.,, 2010) ou encore dans des produits @&rnés

(Awaisheh & Ibrahim, 2009). Cependant ces études ont essentiellement concerné le sérogroupe

SWY f— "t— TFice ef—cles oo f ——f77Fefe— fco'tec, ZFe o—" Zte f—
LtesctrTre teet 'f-_S‘%Ceted ', EL..—< UHesddctivhnerides baatériest i +—f <-
Zf...—<“—Fe . f'f.Zfe TiceSc, 3" Zf .."'<osfe .t ti—einZifrtodetide’ fetZ Tt
i [ —x ot ZF—"e et feceste ticeSc, c—<ted ‘—" . F “fc"fad —ef ot
inhibitrices de la croissance des S f —'—— Tif,'"t *—% " fZcextd foe' .. cxtf o —

tTreette TiceSc,c—<'e feo "o ‘e ti F<Tf"e “f.—F—"ed oF £——1F 'Z—
[T —E o f—cte t— et feceet TiceSc,<—<'e f x—% eferd o7 Zie x o
Elleapor—+ Ti—ef "f"— o—" Zictte—<"c...f—c'e THe ""'t—c—e <oSc¢ «—F—"0 of
Tif—="% "f"— e—" Zf ..<ox—<“—1% tTiceSepoewationss$" " +F Z*7e t1e ...

Des souches de STEC présentant différents profils de virulence, origines et sérograipet été
.Stcocte e tit——tct” —et % fetd TfU<f,<Zc—% tF e'— . Ste —fe—<t
de la proximité génétique de ces souches a été menée par PFGE et MLVA. Ces 2 techniques ont
mis en évidence une variabilité des souches testée81 profils obtenus classés en 7 groupes

selon le PFGE et 28 profils classés en 5 groupes selon la ML®@mme attendu, les groupes sont
majoritairement liés au sérogroupe des souches de STEC et la plupart de ces souches ont été
assignées a des groupes similairs Tif’'"°e .. %+ t —ELett& eoficordarice entre les 2
—t...Sec —1te f £—% "FZ1"+1 (Dyetétfal2010) bfengud dans certains cas, il ait

été démontré que la MLVA était une méthode plus discriminant¢Konno et al., 2011).
Concernant certaines souches, des relations de clonalité ont pu étre observées avec les 2
techniques, mais ne concernent pas toujours les mémes isolats <e Tif " "cet” ZifefZ>et T
(Z f—"fc— =% "teec ZtembiageoZtett Lieettc... —<'o dsprifilf elftenustla Z
plupart des clones ont été observés par la technique de la MLVA et les loci utilisés pour cette

étude offraient peut étre une variabilité insuffisante pour distinguer tous les isolats. La mise au
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Vce— ti—ef fefZ>ef "10-qcr a éteréalisée récemment pakgbersli etal., (in

press) t— "tUef——"fc— FTifexZ'"E" "tV—tete— Zie i 7' refe te tF L i-—%
MLVA spécifiqgue du sérotype O157:H7 existe, et est décrite dans la littératufidyytia-Trees et

al.,2006), ...1 fetfe— tZ2Z% of "f—— 2-"% 7" —xF f—F f—="Fe ox" %" —"
t—+ .. S'cectd t"—fcofe o'— . Ste ti sif fcte— "feo '— 2% fefZrex:

& t— Zf ec<ot te a—éetoutiiide stydage moléculaire utilisant Tif——"%e+ ..<,Z%te

%otet—c“—zte f fcooc "Flece Fif U —1" tie <o Vef_clee [ te'Ziefe_fc"F
génétique des souches de STEC testées.

Six bactéries lactiques de différents genres ont été sélectionnées pour leur capacité a inhiber les

36 souches de —fe—tte "f" —e ", Zf%f Fe t xt—f'fed Tx——TF e—f—co—
‘e "+ _o:|: (o""_fo_:t ~f"(f”(2(_i "':to ~f2:|:_"o TT(.S(”(_(‘oa :t__:t ~f"(“
t—t f—38 o'—...Ste tf f...—%"c¢te Zf...—<“—3Fe f—imontré quefes—+t+a if

“frcf—ctee FTiceSc,c—c'e  ef " xFe eit—_fcFo— "fo tT—te tI efec®”t ecY%oec”
sérogroupe des souches choisies. Néanmoins, des classes de sensibilités ont pu étre déterminées

pour les souches de STEQun groupe A de soucks de STEC fortement inhibées par les bactéries

lactiques, un groupe B de STEC montrant une inhibition intermédiaire et un groupe C

"feefe Zfem Zie o'— . S%e t1 Zhe etces ofee Zhe o ZicoSc, cmcte Tf7
(Tableau 14).

Contrairement a—3 "+e—Z—f—e 1% ZifefZset o—f—co—c*—ftad —e " "ft— t% Zi*”

souches de STEC testées sur la sensibilité aux bactéries lactiques était initialement attendu. En

T 7t -8 <Z fe— .tee— “—F Zte o' — Ste tif ' Shbifde-nombrelik f e~ <" oot

stress comme une faible disponibilité des nutriments, des phénomenes de dessiccation ou
Fe..'"F Tice’ "—fe—Fe "f"cf—<"oe (Ckbrdheetarl,2008)" ftes souches issues des

aliments ont subi quant a elles des stress technologique —tZe “—3% Zif..<tc—% t— ecZct
f..—<<«—% t1,) Zdithl¢,—notafhment dans le fromage ou encore des températures de

stockage basses pendant la réfrigération du lait ou la congélation de la viande par exemple.

Enfin, les souches de STEC issuessde ®...te ‘o— "Zoeco—x f—§ o_"Fee "Srec'7 %oc"—
Lteet Zif.<te—x Tt Zite—tef L& Zf '"tete . F tF eFZe «Zc<fc<"Fe f- Tif.

digestif, fcsec “—1 Tfe 'Stetecete T1 te't_c—<'e f71.. Z(Kdzhliértzdke T %o°1 T

etal,2005) 4 te t< Tx"te—e e—"Fee f"fcte— fcoec '— tx...Z%te. .St Zit§'":
"teco—fo  f "fT "cefe— fee—c—t Zf . f'f..<c—=% TE .. fe o'—  Ste o "tece_

lactiques (Dong & Schellhorn 2010). Par ailleurs, des étude ont montré que les souches d&.

coli O157:H7 sont moins frequemment retrouvées dans le lait ou les produits laitierdBaylis,

2009) comparé aux sérogroupes de STEC norswWya fZ'"e “—i<Z oif%<— T— ox”'—>’

fréquemment isolé des produits carnégAFSSA2003). Les souches de STEC n@157 issues de
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it —c—e Zfc—cte " fcte— Fre . 2_7F "7 —e "Heco_fo_Fe o 7icoeSc <—<'e
fait de leur contact prolongé avec cellesi dans la matrice alimentaire.Les souches deE. coli
OIS7:y f—"fctom "—& “—fom o $27%e4 2="F 'Z—s ofeec,Z%e t— “fem tim
" —Zf—<te tE L f..—x"c¢te Zf..—<“—Fe te "Z—e “fe 7% tieec—xa Z i
observable dans la principale matrice alimentair@u ce sérotype est etrouvé : les produits
carnés.Cependant, les résultats obtenus ne confirment pas cette hypothése. La croissance des
souches de STEC a été réalisée en milieu synthétique de laboratoire ce qui aurait pu altérer leur
éventuelle adaptation préalablementacqut ¥ t fee tif——"%¢ of-"¢c...Fed

*“cea f—...—e% THe t £——1ttea 'f” f— U f” a oif "f7ece Tf of-—-—"¢%
entre la proximité génétique des différentes souches de STEC et leurs groupes de sensibilité.

cfe “—i—et Tco. oo focteeUaToi <ol <P f— ¥ fice ettt f— ti—e
plus grand nombre de loci en MLVA aurait probablement pu distinguer les différents clones de

& —eF —1Z7% fefZret oif—"fc— ""fcote Zf Ztotoe— "fo "frece Tit—f 7

de sensibili—t& — efce FTi—et e2¢f " %ocoet ‘— TFi—e e2ef e+ %" —"F T1
présentent néanmoins des sensibilités différentes aux bactéries lactiques. Il semblerait que cela
soit d0 & la souche ellee2eta fceec "7 f Ztoefe— “—jeo Tfe .. fliflues-AohKe—c“—1e

encore identifiées.

Les bactéries lactiques sélectionnées grace au criblage ont démontré leur potentiel inhibiteur

envers toutes les souches de STEC testées, indépendamment de leurs caractéristiques

'Stet (" —Fe — Yoo —>'<“—Ffed “<f.f—kés friotdetk “—F ZiceSc, c—c'e
croissance des STEC, quelque soit leur groupe de sensibilité, était principalement due a la
et — L —<te Tif L cTEe %o fect—Fe T3t —ke Tfee ZF ocZ<t— "f" ZFe . f..

leurs voies métaboliquesd Zfe ,f..—%"<fe Zf ... —<“—fe "t —cofo_ toeete_<t7Z7FeF
acétigue (Drider & Prévost, 2009) et il a été démontré que les 6 bactéries lactiques sélectionnées

ont acidifié in vitro le milieu de culture via ces acides(Tableau 13) Les rendenents de
Ut — e e e " fe flctte fe— TfUck fe Tre—¢'e fthe of— St
de la croissance des STEC peut aussi étre liée a une compétition cellulaire, notamment pour

Zif ... e f—8 e—_—"coete—ed F'fetfoe— I Fo it TTZTVES<Fcaf o olP LA o],
STEC a été observée en présence du seul surnageant de culture lactique. Il est aussi possible que
ZiceSc,c—c'e Tt . "'cesfe  f Tie oot 2% Zcxt o Zf "iefe. f ece-
antimicrobiennes. Les bactéries lactiques testées appartenaient a différents genres connus pour

produire des bactériocines (Klaenhammer, 1988). En effet, les bactéries lactiques peuvent

synthétiser des composés protéiqgues nommés bactériocines. Ces composés sont capables
TicaSt” —e Zf "%t o'F...—"F T3 ec..” "%ofocooted o' —foeefe— the f.. %"
pathogénes(Jack etal., 1995) & f '"‘t—..—<'e Tf f...—x"¢ ..<of Fo— o'—e Zice"Z—
facteurs dont les plus importants sont le pH, la température et la compoginh du milieu
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(Drosinos et al., 2005). La production de telles substances antimicrobiennes par les bactéries
sxZF.—ceexfe oif Cfe d-t fefrTxf ffee L f-—f t-—tfa Z fe- tle.
étudiées ne soient pas productrices de bactériocines ogue les conditionsin vitro T+ Zi+x——1#
sifcte— "fe "fVece T "7 %" Zf e>e—S°ef t1 . fe fe’texed o £°7f-_4 ti
production de bactériocine était maximale lorsque les conditions de pH et de température

étaient inférieures aux condtions optimales de croissance de la bactérie considéréBeVuyst et

al.,1996; Aasen etl., 2000).

T —>'F TiceSc,c—<'s [ f—eec -+ o™ Fe_dbfoculationg.”Lestingoufacdesr2 ...
microorganismes ont été choisis avec le méme écart de contetion que pour le criblage sur
gélose ainsi que pour permettre une observation de la croissance de la population majoritaire
(bactéries lactiques). Les inocula utilisés étaient de 2QUFC/ml pour les STEC et ¥0JFC/ml
pour les bactéries lactiques. Les 8ouches de STEC testées ont été choisies au hasard, au sein
des 3 groupes de sensibilités A, B ou C. La souche 6A1MLb4_eaconostoc mesenteroides
ete_+ 7% Z—e "' i_Fe_<tZ ticeSc,c—<'e Ze t— "¢, Zf%ta ..ife—

choisie pour réaliser les ceinoculations in vitro.

Deux modeles ont été ajustés aux données de croissance simultanée de la souche 6A1MLb4 et
des 3 souches de STEC de chaque classe de sensibilité. Les modeles utilisés traduisent un arrét
simultané de la phase expnentielle des 2 populations microbiennes. Cet effet de compétition est

Ltes— ot 7% ete Fit T fetetse F— f t2@Ee t—x fe'Z5 [T e—.. ..
données(Delignette-Muller et al., 2006; Vimont etal., 2006; Cornu etal., 2011). Le Modéleg(1) a
montré un meilleur ajustement aux données de croissance des souches de STEC appartenant au
groupe de sensibilité A. La croissance simultanée décrite par ce Modeéle (1) pourrait étre
LT f— ek feceet [ 'Z'%<“—1F TI "'t — .. —ddéepariles bactéries e+ |, f ... —:
lactiques en phase stationnaire, conduisant a la destruction progressive de la population de
STEC. Les données de croissance des souches de STEC appartenant aux groupes B et C de
sensibilité intermédiaire ou faible, et ceinoculées aec la souche 6A1MLb4 ont pu étre décrites
par le Modéle (1) ou par le Modéle (2). Dans le cas du Modeéle (2), seul un effet bactériostatique a

été observé sur la population de STEC.

¢fe “—F U %" —'Fe tF efeec, «Zc—% fcFe— '— 2ddOnéks de-croidsanicd E —o— T
simultanée a un modele spécifique a pu étre réalisé uniquement pour les 3 souches appartenant

f— %" —'f t1% eteec,«Zc—% & fe o'—  Ste Tt of ofe— fTx"tfe <o f
Tf "teco—fe..f o Zif..c<tc<—%arhateiFdbfeeu 18| &&tZdene possible que ces

o' — .. Ste oicte— "Z—o ofeec Zte o ZicoeSc <—<'e "f" Zte f..—%"cfe Zf..-

considéré comme le plus efficace pour protéger des souches Becolides effets bactéricides de

nombreux acides organiques(CastanieCornet etal., 1999; Lin etal., 1996) & f'fetfe— Tif——-"1%¢
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souches de STEC (10d et 116.1) possédant ce systeme de résistance ont montré une

T, 7 coefoe t tF ZF—" " —Zf—<'e Z'"e* —_ift7Z7%e f£—fcFo— <ot —Zxt
BAIM V& i3 " f— ,f..—t"c..<tf td Zf e—,o—fo.t " t—c—t f" Zf o f .. —:
2_7% 8 7¢"—% —ec“ —Fefoe— f" Zi——<Zcof—<'e '— o'e T — ere_C°ef TI "xe.
T fetfe—a o o't . focoe TF Zi""% fecef—daire Hes STEG, Hagilithntt ... $ 727 —
Zite—"4% tf "foc—fe o7k . —Z%e tfee Z% .>—"Zfestd '—""fcte— 1§

différence (Zhang etal., 2000). Des études plus poussées sont maintenant requises pour €lucider
Zte "feotee TF Zit""F— | fctéries lactiqudsisut dertajifes souches de STEC.

Z fe— <o’ "—fo— tt %of T o Zite'"<— “—1% Zie . Sfe%otefe—e ‘et xe T
et de bactéries lactiques lors des emoculations sont spécifiques des conditiongn vitro choisies.

Les 2 pop—Z f—<'ee " fcte— [T the L telt'_fefe—e ' fZfefe— T Tk
environnements tels que des matrices alimentaires. |l serait alors nécessaire de prendre en

L= Zf CZF e <Feet of ——"F77% tE ZifZcote— “espouvant.. ‘e’ ‘et T

aussi produire des substances antimicrobiennes. Dans ce cas, la combinaison de différents
microorganismes pourrait avoir un effet de bioprotection synergique envers les souches de

STEC, accélérant leur élimination ou au contraire, un effet antagste favorisant leur survie. Il a

notamment été démontré que la production de biofilm par des souches de. coliO157:H7

+—fcfo— " _tete— f—YhoeFfe—xt f" Zf '"xefe. .t FTi—ef f..—%"ct f.... ‘o
(Uhlich etal.,2010).

Un effet bactéricstatique serait intéressant pour développer des stratégies de bioprotection.
Cependant, du fait de la faible dose infectieuse des STH@den et al., 1996), il est indispensable

gue les méthodes de bioprotection soient basées sur un effet bactéricide. Bdes industries
fZcsfo—fc"ted Zf "Z—'f"— tie —F..Sec —Fe titZcocof—c's Tite f.. -

Scect—te foc<tt ..SZ"SHtv¢*—1Fa& SH>T" &>t T eftc—ed — tTie —7f.
la pasteurisation (Bari et al., 2003; Mak etal., 2001). Cep@dant, des stratégies de préservation
des alimentsvia Zif &' —— t3 ,f..—x"<fe Zf. .. —<*—te '— TF Zt—"e¢ ""'F—c—o ¥
fFe'Zxte fUE. e— ... °e ' E.LOHON Y HT(Mufandnédza etal., 2006; Jin etal.,

2010; Chang & Chang 2011) f— t'<"fe— ofco—fofo— 2-"F t+£71Z7' ' +Fe fe~f”e

sérogroupes.

En conclusion, cette étude a montré que des STEC de différents sérogroupes pouvaient étre

inhibées par des bactéries lactiquesvia Zf '"‘t—...—<'e Tif..<tte “"%ofec —Fed <«
SE" %" —'t f— Zi'"<%o<et tie o'—...Ste Ti% sifcto— fe «o"Z—te .
TfU<f—<tee TicoeSc,<—<'ed T1e %" — 'fteo 1 efeec «Zc—% ‘e +—+ * oF" "+ &

"feotoe tx—FTecofo— Zit "t f..—x"¢..<ti t1daipgs.seuches de SFEC—<“—1 -
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restent non élucidées et nécessitent des études plus poussées afin de pouvoir utiliser ces

souches dans diverses stratégies de bioprotection.

Les bactéries lactiques sélectionnées dans notre étude ont montré un potentiel bioprotecteu

contre un large panel de souches de STEC et leur possible utilisation en bioprotection devrait
efce—Fefeo— 2-"F <o"te—<%o—tF FeTi”e tif——"1%e e’ "%hiftetiete 'f-S*
monocytogenesou Salmonella Elles pourraient également étre utiliséesdans un but

WU = —" e T e—e Vtco—e tf Zf . Sfcet fZcote—fc"ta T —co
fT —et ——<Zcof—c'e Tfee ZiteecZf%ot ‘— te —fe— “—F "V <ot —fe o

gastro-intestinal humain.
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4. Valorisation des résultats o btenus

Teo "te—Z—f—9o "iete—te tfee .t Sfl<="%F ‘e “fe— Zi',Ei- ti—
prochainement a la revue scientifiqgue a comité de lecture internationale Applied and
Environmental Microbiology y f<ee< “—3F ti—e "fe—17 $— T1 oOraleSeprésentésf —<‘ee
Z'"e Ti—e . 'e%0"%¢ co—F"ef—<'efZ FT—t .. 'e% "% of—c'sof—354

4.1 Publication prévue (Voir Annexe 2)

« Study of Shigatoxin producing E. coli(STEC) growth inhibitionin vitro by Lactic Acid Bacteria

and characterization of the inhibition.»

Lysiane Duniére, MarieLaure DelignetteMuller, Frédérique ChaucheyrasDurand, Isabelle

Chevallier et Delphine Thévenot.

4.2 Poster (Voir Annexe 3)

« Study of Shigatoxin producing Escherichia colgrowth inhibition by Lactic Acid Bacteria».

LysianeDuniére, MarieLaure DelignetteMuller, Audrey Gleizal, Franck Ferré, Isabelle

Chevallier et Delphine Thévenot.

‘e—1” '"xete—x 7 2hd ASMZLpnf@rence on Antimicrobial Resistance in Zoonotic

Bacteria and Foodborne Pathogens in Animals, Humans ardS £ ¢~ <"‘eefe—0 t— z f—sr —«
2010, Toronto, Canada.
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4.3 Communication orale n°1 (Voir Annexe 4)
Communication présentée lors du 8recongrés national de la Société Francaise de Microbiologie

du 2 au 4 Juin, Marseille, France.

« T N DE CROISSANCE DE SOU ESCHERICHIA CG®RODUCTEURS
DE SHIGA TOXINES (BT) PAR DES BACTERIEACTIQUES.

L Duniere, D Thevenot, | Chevallier

4.4 Communication orale n°2 (Voir Annexe 5
Communication présentée lors du 1¥m¢ Colloque des Bactéries Laique, du 25 au 27 Octobre

2010, Nancy, France.

« T ESCHERICHIA CARRODUCTEURS DE
SHIGATOXINES (STEC) PAR DES BACTERIES LACTIQUES.

Duniére Lysiane DelignetteMuller Marie-Laure, Gleizal Audrey, Ferre FrancikGhevallier

Isabelle, Thevenot Delphine
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Chapitre 5 : Etude in situ
Validation du potentiel bio-protecteur dans des ensilages de mais

Les travaux présentés dans ce chapitre ont permis de répondre aund2bjectif de la these en

$°"f-4 Zi+-— irteeudchies d& STEC au sein des ensilages ainsi que leurs évolutions en
présence de diverses bactéries lactigues sélectionnées préalablement pour leur pouvoir
<oSc,«—F—" tfee ZF ..Sf'«="F . xTte—A f "fece Ti—eF "fr— tif -t
sur le comportement de souches de STEC neD157 T fee Zif ook Z floffi——"3 'f"—& t1 “fZ«t

potentiel inhibiteur de certaines bactéries lactiques en condition# situ.

1. Matériel et méthodes

1.1 Matériel

a) Bactéries lactiques

Les 8 bactéries lactiges employées dans cette partie ont été préalablement utilisées dans
Zi+ —invitrb (Tableaul5).

Tableaul5: Genreou espécea e+ —f ,'Z<ceed "fete—_fc"t t— ...*ZZ%.. hesdeti‘"<«%oc<et

bactéries lactiques utilisées.

Souche Genre ou espéce Métabolisme fermentaire ‘ZZ%F ... —<te T
11A1FLb21 Enterococcus Homofermentaire CALITYSS
17v Enterococcus faecium Homofermentaire CALITYSS
6A1MLb4 Leuconostoc mesenteroides Hétérofermentaire CALITYSS
FB32 Lactobacillus sakei Hétérofermentaire CALITYSS
M15L Lactococcus garvieae Hétérofermentaire CALITYSS
R0410 Propionibacterium Hétérofermentaire Lallemand
NCIMB 40788 Lactobacillus buchneri Hétérofermentaire Lallemand
E09 Lactobacillus gantarum Homofermentaire CALITYSS
To <o Tef—c'ee ‘s f'efe— Z% %ote'ta Zite' °..F t— ZF et—f, Z<oof THe o'—..&:

de référence des collections CALITYSS et Lallemand.
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Les 6 premiéres ont été sélectionnées pour l& pouvoir inhibiteur envers de nombreuses
souches de STEC (voir Chapitre 4) &ts 2 souches NCIMBIO788 et EQ9 ont été rajoutées la
souche delactobacillus buchnerNCIMB 40788 issue de la collection Lallemand est actuellement
Lteet” L <fZcoxt .teet f% 1es deittavauX préathbiles, fa souche E09 issue de la
collection CALITYSS a montré un potentiel inhibiteurfort envers Listeria monocytognes
CIP7837 et plus faible enversE. coli CIP548T (travail de Master I, Govindasamy 2009). Par
ailleurs cette espéce es ""x“—teefe— o' Z+ f(Hbizks et Z.f 2008) et peut aussi étre
——<Zcoxtt . 'eet fWofedetitaccBA% Tt Zf ...'ZZF ... —<'e ‘e— % <o
de fabrication de saucissonsPour leur conservation, toutes les souches ont été stoees a-80°C

dans 30% de glycérol.

b) Souches de STEC

Trois souches deE. coliappartenant au sérogroupe 026 ont étdestées [Tableau 16). Ces

souchessont issues de la collectiont — t— %”' —’'a [ Francg), kdBoratoire

National de Référence dek. coliproducteurs de Shigatoxines et ont également été utilisées lors

de la premiére étudein vitro (voir Chapitre 4). Ces 3 souches appartiennent au groupe de

sensibilité¢ C défini lors du Chapitre 4Uet t1 ..te o'— . Ste fte— coe—t T% Zife "¢ ee
ferme (C2) et les 2 autres proviennent de produits laitierdC1 et C3). Leursprofils de virulence

ont été caractt "<e+e Z'"e t1 Zit-——1t tChapitre’4-LbsBduches dnt été conservées en

cryobilles (Technical services, CL, UKt stockées &80°C.

Tableaul6 : Origine, sérotype et facteurs de virulence des souches de STEC testées.

Facteurs de virulence

Souche Origine Sérotype
eae stxl stx2  Systéme glutamate
60.1 Lait 026:H11 + - - +
114.2 Environnement 026:H11 + - - +
4198.1 Fromage 026:H - - - +

c) ODwV GHVWLQp j OfHQVLODJH

Des plants entiers de mais fourrager ont été récoltés durant la¢® semaine du mois de
Septembre 2010, a un stade denaturité pateux-vitreux, correspondanta 40,7% de matiére

séche. Avant toute expérimentation, le mais fourrager a été analysé par PCR en temps réel (RT
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PCR) dans le but de rechercher la présence de souchesklecoliO26 selon le protocole décrit

ultérieurement (DebRoy etal.,2004)

1.2 Méthodes

a) 6FKpPD GHIiGsfipW XGH

T——F +——1% f -+ efext Feo t "f7'—cFed f ""Fec®"f "fU—<t Tie FS'+7cot
au devenir des 3 souches dE. coli tx Z‘"s ti—et .. ‘o—foecof—c'e f— e'ote— tF Zf ec:
et en présence de diers inoculants. Cette partie a été nommée Etude situ 1 tout au long de ce

travail. La 2me " f"—<3 tie 18 t"coetoe—f—coe f t—3 otert f e Tix"fZ—%" Z% 1
souches deE. coli T fee Z3F ...fe Ti—et .te—foecef—c'e o Zi'—entsstades T1e ocZ®
Tifa"f—c's <ooxtcf—tfoefe— fr7°e ‘—"f"—— "% ‘— f'7°¢ gvv S tifx"f—<'e
bactéries lactiques testées|Tableau 15| ‘e— *—+ f@E‘——*tfe o ZifoeecZf% T ..‘oef 71

classigues c'esta-dire au moment de la mise en silos. Cette partie a été nommée Etudesitu 2
tout au long de ce travailLalFigure28|<«Z2Z —e—"% ZF *"'=* .. *Z%t tifeetse,Z: t+ .. F-——1% =
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Figure28:Schémat ... f'«——Zf—<" t— "7'=* . *Z1 titesdimsiluiLesétdpes —" Zit—-
Liee—(——foednZilu sS—aPE <ot —xte Fo " —%Fa ...tTZZFeinsit2BoOhteT fe— o Z]

indiquées en bleues.

b) Préparation des inocula microbiens

Les bactéries lactigus ont été mises en culture dans du bouillon MRS (Biokar Diagnostic,

France) et incubées a 30°C pendant 24h. Ces bactéries ont été sédimentées par centrifugation

(3000 x g, 10 minutes), lavées 2 fois et resuspendues dans une solution de Tryptone Sel (TS,
bioMérieux, France). Les cellules ont été ajustées a une densité optique a 600 nm de 0,8 au
o'>fe fi—e Feecef— ' £"¢F—84 7'PRC/Ml de ‘suspemsion. La suspension

obtenue a ensuite été soumise a des dilutions successives au 1920 dans du TSafin
Titeefetfe .37 ZF ofAe o 6UFC—Po—ISi tok <&rf %o '*—" ...Sf“—1 o'—...Sta o
concentration bactérienne a été réalisé sur les dilutions par dénombrement sur gélose MED

Difco, USA).
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Les souches deE. coliO26 ont été mises en cultte dans 10 ml de bouillon BHI (Brain Heart
Infusion, Oxoid, UK) et incubées a 37°C pendant 24 h. Le méme protocole que celui appliqué
pour les bactéries lactiques a été suivi pour atteindre un inoculum de 30 %o Tifee<Zf % ' —"

chaque souche dé&. coli

c) Inoculation des bactéries lactiques et dds. coli SR X U O Jn($iux1G H
‘—7 L f——1 t——11a Zte <ot —Zfe—e f..—%"ctee frfe— £ fZc"—to
stockage, étaient la souche d@ropionibacterium R0410, la souche dd.actobacillus buchneri
—f—e ex7fe%F T

NCIMB 40788, la souche dd.euconostoc mesenteroidex s ,v f<ceoe<
proportions égales des ces 3 souches (mix). Ces 4 inoculants bactériens ont été ajoutés au mais a
la concentration choisie (16 UFC/g). Deux cent cinquante grammesle mais fourrager par
traitement ont été répartis dans des bacs en plastique et chaque inoculant bactérien a été ajouté

o "fVefe— tw oZ tI e—e'feecte <o ex7fo%ot ofe—ft7Z7Fete— fce Ti
maniére homogeéne. Des témoins négatifs ont étéx f Z<exe feo "fe' Zf-fo— Zice' ... —Zfe— ,f.
tt Zitf—a ‘—” .Sf —1% —"fc—fefe—a Zte twr %o T+ efAs fcooc co'  —7
égales et contaminés indépendamment a un taux de 3l0FC/g des 3 souches dE. coliO26. Des
portions de 50 gde ce mais ainsi traité ont été transférées dans des sacs translucides de 20 x 30

Lo S f—TEi"<t — ... Z'¢A4 "fe..f A& Tf<" f -+ x"f. . —+ The of e f" -
(Bower 42, Henkelmann, Murin et Fouillat, France) réglé @81 kPa pour obtenir des conditions
anaérobies proches de celles retrouvées dans un ensilage. Tous les traitements ont été réalisés

fo "< Zc f—f t— ‘e— x—% o—' ete "feffe_ rd wa za ts F— {r E‘—"¢ o

——fZa urr of ...e T'l';t°-<2f%oice‘tte—m&niéfe|u::'tgﬂr228t° T

d) Inoculation des bactéries lactiques et dds. coli SR X U O (UG H

Les 8 inoculants bactériens (voifTableau 15), ayant servi a la 2me " f”—<t t1 Zixt——*T1f ‘e— %

préparés de la méme maniére que précédemment. Chaque inoculant a été expérimentalement

ensemenceé en triplicata a 2 kg de mais répartis sur une bache plastique en pulvérisant 200 ml de

la suspension bactérienne et en mélangeant ma—tZZfete— f co ti',—fe<c” —ef tco-
Ste'%o°ef tF Zice'...—Z—e& F ofAe "' —""f%F” f Fee—c—F £—% .. ‘e’ f ... —A
fe 'Z>"cesZt SZ'Uctt T te%o TF ..fe—Fefe. i - "F ef——fe— Tif-
Tifefx" ,<'oefe ococZifZZte sticme "2"c—f,ZF o<Z'4 "‘<o —to'cos ox%of—< o !
7"k "cofe— tF Zitf— +—" Z1% «§ild2 ant ainsi-été féaligds. Les«tubes étaient

+4— ke ti—et "fZ7F "fVet——foe— Zix"Tf...—f—c'e tIe % fae mihigd—c—s f—
ocZ'e 'e— £ o' _exe "foeffe_ str E'—"e o —fe'x"f_—"f fo <foe—F trt &
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le mais a la surface présentant des moisissures a été éliminé. Approximativement 500g
TitoeecZf%t ‘e— x—% ""+71 404 o7 fe%ote 1— tionimihédiate parE’ celie: ...‘'o—f
tx4 ifeecZf%t "to—fe— tfeeZ' Siféefeoxst % f *—% "f..‘—"f"— ti—

épaisseur de gaze pour éviter une trop forte déshydratation tout en permettant une exposition

aérobie et a été stocké pendant 144 h A20%C Tfee<Zf%of The—cext o Zf ..‘e—fecof—c'e ¢

été réparti en 3 portions de 150 g, transféré dans un sac en plastique et contaminé de maniére

indépendante par 16 UFC/g deE. coliO26 60.1, 114.2 et 4198.1. Ces sacs ont été stockés a

température ambiante et le pH ainsi que des dénombrements dg. coliet des bactéries lactiques

ont été réalisés 24 h et 48 h aprés contamination. Le méme protocole a été appliqué au reste de

Zitee<Zf% 1t fofe— o—, < SVV S Tif£"f—<'e t— f>fe— tontaminafigns¥%o+ f~fo— 1

Les divers ensilages préalablement traités avec les inoculants bactériens ont donc été
__‘o_fO(oio . t o_fT:to T'[fi”f_(‘o (ooiT(f_:to:to_ . 2'|"_~¢”__”¢ T:to '(Z
prélévements ont été réalisés 24 h et 48 h aprés chaquercamination comme indiquéFigure

e) Prélévements, énumération et détection des microorganismes

Teo foflZoefe ‘e -t "tfZcoxte T3 Zf e2¢% infsitu’l' &t Z 'Pourtchagie ——t 1
temps de prélevement25 %o Titee<Zf% f ‘o— &se fqratd Bitf— "F'—‘eexdt —fo''
(BPW, bioMérieux, France) dans un sac stomacher stérile (BagSystem 400 ml, Model+,
Interscience, France) et homogénéisés pendant 30 s avec un stomacher (Stomacher Mix1, AES
Laboratory, France). Des dilutions décimales successives ont ensuite été réalisées dans une
solution de TS (bioMérieux, France) pour permettre le dénombrement deB. coliO26 et des
bactéries lactiques. La concentration e&. coliO26 a été déterminée par étalementeal 3 dilutions
successives sur géloses ColilD (bioMérieux, France) complémentées avec 0,05 mg/l de céfixime
et 2,5 mg/l de potassium tellurite (CT, bioMérieux, France). Les géloses ont été incubées 24 h a
37°C. Les colonies violettes ont été identifiées came E. coliO26. Des confirmations ont été
"tfZcotte " —" tx—f . %" Zf vxefe.F tf fe o' — . Ste fe felZc c(fo-
réaction de PCR en temps réel (RPCR)(DebRoy etal., 2004). La population totale de bactéries

lactiques a été dénombée sur gélose MRS aprés incubation a 30°C pendant 48 h. Ces analyses

‘o— k-t "tfZcotFe f— e'ste ti—e Feefete  F—7 "fZ7 <" fZ CZf
France) et le dénombrement des colonies a été réalisé par un compteur automatique de colonies

(EC24 fo"f="">& "fe..t & ‘e —if—..—eF ...‘Z'ect oifEB-ol2—"1 <o*Z:
tx [ t—% "£fZcoxf ' —ef k—f't fite <. Sceetete— t— ‘—<ZZ'e tFt
Zf "mtefe.t ‘— Zif,ete..t Tt Zf ,f..—+Sprécisémént, It fhlkdu Hodikorx Z f %o T &
Tiferc...Sceofotfeo f -3 ""x71"% F— —ef ex'f"f—c'e coe—etef Yoot —c"—
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manuellement en suivant les recommandations du fournisseur (Dynabeads, Invitrogen, France).
Les billes éluées ont ensuite été déposéesrsgélose Sorbitol MacConkey (SMAC, bioMérieux,

France) et incubées 24 h a 37°C. Les colonies présomptivesElecoliO26 ont été analysées par

RT- T:t Zf oZo:t of.(o":t “_:t ’"i._.i'l':too:to_ fA(o T:t o'|'foo_":t" “_:t Z
appartenaient bien au sérod ‘' —’'t txa o 'f"fZZ72°7Z%&4 —e%t tE-"f .. —<'e Ti %o+ o
Ti—e o<ZZ<Z2<¢="% t3 ,—<ZZ'¢ tife’<...Scoesfote_ f +—% "+fZcoxt ™t

TP tesfetfociee T— Tf V<. fe— <" x"<¢ft—84& "fe.. i F-— Zf 'vtefe. ..t t1%
a été recherchée dans cet échantillon par RPCR.

f) Analyses physicechimiques

f ef-<°"f ¢°... St tt . Sf“—1F 2...Sfe—<Z2' f t—% tx—F"ecoxt "f" o4
four pasteur a 105°C pendant 24h conformément au protocole décrit p&ach etal. (2002). Les

efe—"Fe tF 7 fe— +_F FTE_FTecetrte T I —Fefe— f— eiste FTi—e 7 e°_
$78tced f'efer o L Sf % —fe's tix..8finEith A Goricantration 71 ——t1

enacide Det L-Zf...—<*—1 f -2 tx—f"ecexd o—" tw %o nisifégatifeiiot <oo—-

utilisant une électrophorése capillaire. Les concentrations en Acides Gras Volatils (AGV) ont été

obtenues par chromatographie en phase gazeuse. Ces analyses ont été réalisées par la société
fr+fZa "fe..fa insituZd tr19% kZffed%ot ‘o— *—% "tef""ke o Zi'_"f"_ "%

mini-e<Z'e f ce Ti2-"% foefZsete "f" Zf o' . <xt—% o' "fe.. 1T Heste [ fe°-

teneurs en matiere seche, matiéres minérales, protéines, cellulose, amidon, sucres solubles,

fibores (NDF nedral detergent fiber, ADF acid detergent fiber), lignine, la digestibilité de la

cellulase, le pH, les concentrations en acides acétique, lactique, propionique et butyrique, la

digestibilité de la matiere organique, les unités fourrageres (UFL et UFB), lEneurs en azote

"—ecefZA te "Vi—tcofe tT<%ote—<,Zfe Tfee Zico—fo—ce 4 Te %Z—.. <

—oec—xe Tife . ‘o "Fefoe— - a

Les Unités Fourragérs sont classées en 2 catégories selon les tables INRA 2010. Les Unités
Fourragéres «Lait y efe— txcocte oot Zf “—foe—c—% Tite: %<t ef——1F
Zfc—<°"t L te—fe—1F Tfee —e ocZ %" foeet Ti"%t ti "£ R27TPO kcdl zyr %o T
Titet"%oct ox—f, Zeof, 2t & 1+ dandess—{UPV)%ont féfiies commda
“—fe—<—% Tite:"% < et——1 fe—te—1% fTfee —e ocZ'%"feet Ti'"%t T "%
LA — St Zife<ofZ o Zite%o"fcoed o —e o "ff— tF "' t—. . —<'e T1 sa
"t —«ZZ—1f f —ef TfZt—" tife..'e,”fefammd He snatiere séchefcheglEs %o

bovins (UEB), les ovins (UEM) et les vaches et chevres laitieres (UEL). Cette herbe est un aliment
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de référence présentant un taux de matiére azotée totale de 15 % de MS et une digestibilité de la

matiere organique de 77 %.

g) Analyses statistiques

‘—” Z1 4nsitudl, une analyse de variance (ANOVA) utilisant le facteur g%o fo— Titm»e<Z f %ot
avec 5 modalités (NCIMB 40788, R0410, 6A1MLb4, mix et eau) a été réalisée pour identifier une
différence significative entre les dénorbrements de bactéries lactiques aprés 90 jours en
“te—<'e tF Zice' .. —Zfe— —fe—%a

‘7 77 dnsitutta Zf e2¢F —te— fTF .. { e'tflZc—%e z <ot —Zfe—e f..—%
réalisé pour les dénombrements de bactéries lactiques, 48 h aprés contaminatianx 2 temps

Tifx"f—c'ed 1S5 —=S°ef Fi—ef T £7Fe . f oc%hooc ... f=<"F Fo e —c'et
été testée pour les résultats des différents parameétres physico.. Scec“— e * —foe—e o Zi*—"F"_

des silos.

Les analyses statistiques ont été adisées au moyen du logiciel RR Development Core Team &

R foundation fa statistical computing,2011). Une différence significative a été définie par urnie-

value de moins de 0,05. Lorsque nécessaire, la moyenne de valeurs de pH, des dénombrements

de bacgries lactiques ou des résultats physico... Sc<e<“—1te f +—% <ot <“ ypd efifid ... Zit .. f

parenthéses.
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2. Résultats

Aucune souche déE. coli tx eif *—+ tx—f ... —+F f fe— Zte . ‘e—focof—c'es t& +"¢
fourrager initial. En effet, aucune colonie™<«'Zt——1 oif *—% ‘ ef"" % e—" %oxZ‘'ef *;

réactions de RT v Zf viefe. it tE Zife—<%o®et e'ef—c*—1% tx Ttfe
Titerc..Scootofo t—fctom ox% f—< fea

2.1 Etude in situ 1 : Devenir des E. coliO26 pendant la période de stockage
en présence de divers inoculants bactériens.

Les résultats de cette étude sont présentést fee Zi‘" 1”1 ¢ldes T¢sultats des analyses
physico- ... Scec“—Fe oo —f Hife A T —co Zitx"'Z——<'e tie " —Zf—<tes T
lactiques et des souches dE. cdi est décrite.

a) Evolution des paramétres physicechimiques

i£7'Z——<te T— " *—fc— escocZ < gilobfRigure28)e Zte of ..o

Figure 29 : Evolution des valeurs de pH dans les d#rents sacssilos au cours de la période de
stockage. Les valeurs de pH dans les silos contenant les inoculants bactériend seprésentées
en couleur et la contamination par leglifférentes souches deE. colidans ces silos est indiquée

par des symboledifférents.
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Le pH initial du mais était de 6,0. Au début de la fermentation, le pH a baissé de maniéere brutale
E—+“—ie tfe "fZF—"0¢ <o xenefjowr’ Les valeurs°de gH omt Iégérement augmenté
par la suite en passant de 3,85 (+ 0,1) au jo&ra 4,33 au jour 90 (x 0,1). Dans les échantillons

—te'coed Zf .o te—"f—<'e Fo foctt Zf..—<"—1% ofe ZF . VVEZxt o Zix
tres forte augmentation de la concentration en acide lactique a été observée entre une
concentration de 4,5%o * %o t1 tfee Z% ofAe "' —""f%ot” <oc—<fZ - E—o“—]s

21emejour. Une faible diminution pendant la derniere partie du stockage a pu étre observée et la

Lte e f—cte Fif <t t Zf . —<*—% f T<ofZtete— f——tcOQemejout. “fZt—" 1
Te " 7cZe ti fo— ete it 7f 2 AfZ~<Fk'f. . t—<"—F f -2 ""'t—c— f

11,83g/kg de MS au 24me jour aprés la mise en silo et la concentration finale était de 10,7 g/kg

de MS en fin de période de stockage. Les autres\AGosés (acide propionique, acide butyrique

et isobutyrique, acide valérique et isovalérique) étaient a des taux inférieurs a la limite de
tT+—F ... —<'o tF Zif " f"3<Z ~ ras % *% —‘'—— f— Z'¢% Tt Zf "< t1f 1

matiere seche était ginilaire dans tous les sacsilos [Figure 30).

Figure 30 : Evolution de la teneur en matiére séche dans les différergacssilos au cours de la
période de stockage. Les valeurs de pH dsifes silos contenant les inoculants bactériens sont
représentées en couleur et l@ontamination par lesdifférentes souches deE. colidans ces silos

est indiquée par des symboles différents.

Une faible diminution de la MS a pu étre observée au cours d@8 jours de stockage en passant
Ti—ed —fef—" 1% vrady " tfee Z% ofAe " —""f% " <oc—<fZ « uyay "~ - tat
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b) Evolution de la population de bactéries lactiques.

Les dénombrements de bactéries lactigues ont montré des valeurs comparablentre les

différents sacssilos au cours du temps et ont augmenté de 7,26 lpdJFC/g (+ 6,97 logo UFC/Q)

a 8,4 logo UFC/g (£ 7,89 logo UFC/g) en 8 jours(Figure 31). La charge en bactéries lactiques a

ensuite légérement décru. Les dénombrements de bactéries lactigues dans les ensilages
préalablement inoculés avedropionibacterium R0410, Lactobacillus buchneriNCIMB 40788 et
Leuconostoc mesenteroideBA1MLb4 sont apparus proches de ceux des ensilages contenant
uniquement les bactéries lactiques endogénes du mais fourrager initial, et ce, tout au long de la

période de stockage. Cependant aprés 90 jours, les taux de bactéries lactiques dénombrés

étaient plus importants dans certains sacsilos mais aucune différences <%o <" <... f—<"F oif '— 2—

mise en évidence entre les ensilages avec ou sans inoculant bactérieavglie > 0,05).

Figure 31 : Dénombrement de la population totale de bactéries lactiques dans les différersacs

silos au coursde la période de stockage.

c) Evolution des souches dE. coli 026

Les dénombrements et la détection de€. coliO26 expérimentalement contaminés ont été

réalisés aux jours 0, 5, 8, 21 et 90 apres la mise en silo. Les résultats obtenus sont présentés dans

le|Tableaul7
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Tableaul? : Dénombrement et détection des souches de. coliO26dans les différentssacssilos

aux jours0, 5, 8, 21et 90 apres mise en sildn=3).

Inoculum Détection

E. coliO26 Inoculant Ojour 5jours 8 jours 21 jours 90 jours
60.1 - 2.57E+04 2/3 3/3 0/3 0/3
114.2 - 2.04E+04 1/3 2/3 0/3 0/3
4198.1 - 4.17E+04 3/3 0/3 0/3 0/3
R0410 7.33E+04 3/3 0/3 0/3 0/3
NCIMB 40788 1.80E+(b 3/3 1/3 0/3 0/3
001 6A1MLb4 1.43E+05 2/3 0/3 0/3 0/3
Mix 5.28E+05 3/3 3/3 0/3 0/3
R0410 1.83E+05 2/3 0/3 0/3 0/3
NCIMB 40788 2.27E+05 3/3 0/3 0/3 0/3
142 6A1MLb4  2.07E+05  3/3 1/3 0/3 0/3
Mix 4.00E+05 3/3 1/3 0/3 0/3
R0410 1.70E+05 1/3 1/3 0/3 0/3
NCIMB 40788 4.95E+05 0/3 0/3 0/3 0/3
4198.1 6A1MLb4 2.33E+05 1/3 0/3 0/3 0/3
Mix 7.36E+05 1/3 3/3 0/3 0/3

La détection des souches d&. coliO26 a été réalige apres enrichissement par réaction de RPPCRen

recherchant lap”+efe... 3 T1 Zife—<%):snomhredle signaux positifst +—1...—+e o‘e "f tifeefce
réalisés.

Entre le 1¢r et le 5me jour, une diminution importante de la concentration enE. coliO26 a été

observée dans tous les silos. En effet, aém8jour, la plupart des dénombrements se situaient en

tTree'—e t— of—<Z t% srr % titeec<Zf% T&E.coob tx—ifilf<= ——at2a"% .S
<o'Z+td Zife—<%o®et o'ef—<*—7F tx f-PERdang t0uslesssilog, exceptés ceux
préalablement inoculés avec la souche deactobacillus buchneriNCIMB 40788 et contaminés

par la souche 026 4198.1. AuéBe E‘—"4 Zife—<%o®et e'ef—<*—t tx f £—% tT+-7F.. —:
de signaux PCR dans les silos traix e f~f... Z1 e+xZfe%F Tice'...—Zfo—e e —+"ctoe
jour, plus aucun signal concernantE. coli tx eif *—* tx—f ... —% Tt fee Zte FeecZf9
enrichissement. Les mémes résultats ont été observés a la fin de la période de stockagen®0

jour). Au...—et —Fetfe.d "fr—c..—Zc°"F oif x—% ' ef""xF e  Elefe— Zizx"
coli 026 testées pendant la période de stockage en fonction des différents inoculants employés

(R4010, NCIMB 40788, 6A1MLb4 ou mix).
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2.2 Etude in situ 2 : Devenir des E. coli O26 dans des ensilages de mais
M fZf ltete— —fc—xe fTE. T<TE"e ot —Zfe—e f..—x"¢t
__‘o_fo(of_(‘o ° 2'|"_~:t"__”:t 'l':to '<Z‘°é

La présentation des résultats de cette Etudén situ 2 commence par une description des
parametres physicochimiques analysés, suivie par la présentation des analyses
microbiologiques lors des 2 étapes de contamination§t ... e—fecef—<c'e coeoxtcf—F ¢ Zi'—"%

des silos ou apres aération.

a) Analyses physicoFKLPLTXHV HW QXWULWLRQQHOOHYV GHV HQV

AZi'—"3"——"1ta Zte "fZF—"e T3 —7 —'—e Zte ecZ'e t—fcto— TifeT
The ecZ'e <ot —Zxe fTF... Zf o'—.. SEntedaocculTIALFER21f Cet silbi
présentait en effet, une valeur de pH trés élevée (pH 8,03)es résultats liés a ce silo en
particulier ont é —+ 3..Z—e T3 ZifefZret o——"c—<'eefZ7%ta ifefZ>ef t1e ~f

présentée dans lg@Tableau 18| et peude différences entre les silosont été observées Les

différences significatives sont identifiées par une lettre dans la derniére colonne dont la

signification est indiquée en bas du tableau.
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Tableaul8 : Valeurs nutritionnelles moyennes des mingilos etP-value desinoculants testés.

Paramétres Unités Moyenne (n=26)  P-value < 0,05
Matiere seche (MS) % 39,42 (+ 0,80) ns
Azote ammoniacal/azote total % de MS 4,00 (= 0,91) A
pH - 4,42 (= 0,14) ns
Acide acétique g/kg de MS 10,91 (+ 4,02) A
Acide butyrique g/kg de MS < 0,05 ns
Acidelactique g/kg de MS 52,31 (x 6,07) B
Acide propionique g/kg de MS <0,05 ns
Matiéres minérales % de MS 4,50 (£ 0,35) ns
Protéines % de MS 7,35 (£ 0,19) ns
Cellulose % de MS 16,34 (= 0,75) ns
Amidon % de MS 41,01 (£ 1,77) ns
NDF % de MS 34,37(x 1,41) ns
Digestibilité cellulase/MS % de MS 76,79 (x 1,05) ns
Sucres solubles % de MS 0,11 (£ 0,28) ns
ADF % de MS 18,19 (+ 0,91) ns
ADL % de MS 1,45 (x 0,22) C
PDIA g/kg de MS 16,01 (+ 0,47) ns
Glucides ruminaux g/kg de MS 442,36 (£ 9,20) ns
Azote ruminal g/kg de MS 50,16 (+ 1,30) ns
UEL /kg de MS 0,88 (+ 0,02) ns
UEB /kg de MS 0,95 (+ 0,01) ns
DMO % de MS 75,29 (£ 0,43) ns
UFL /kg de MS 0,97 (+ 0,01) ns
UFV /kg de MS 0,88 (£ 0,01) ns

A différence significative entre les valeurs obtenes pour lessilos traités avec les souchekb. buchneri
NCIMB 40788 Lb. plantarumEQ9 etLc. garviee M15L comparés a toudes autres silos; B : différence
significative entre les valeurs obtenes pour les silos traités avec la souchec. garviae M15L comparés
avecles silos traités avec les souchdsn. mesenteroideSA1MLb4 etLb. sakeFB32; C: différence
significative entre les valeurs obtenes pour les silos traités avec la souchieh. plantarumEQ9 et ceux avec
la soucheEnterococcus faeciurh7V ainsi que entreles silos traités ave Lb. sakeFB 32 et les témoins

négatifs; NS & ‘s *<%o o< <..f—< & ZFe T< "x"Fe. fo ‘ ef " tFe oit—fctom feo sc%oec <
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La|Figure 32| montre les valeurs nutritionnelles atterdues pour un ensilage de mais de trés

bonne qualité selon les Tables INRA de 2010 ainsi que les valeurs obtenues pour les filais
"t flcote 7o T L t——%F xt——tFA ‘——fe ZFe TfZF—"e eite— 1 — 2_7F ‘e

de références.

Valeurs nutritionnelles ® Mini-silos
80

m Ensilage de mais (Tables INRA

70
60

50

40

30 -

20 - T
0 .

MS (%) N-NH3 DMO(%) Protelnes CeIIquse NDF (%) ADF(%)
(% N-tot) (%) (%)

Figure 32 : Histogramme comparatif des valeurs nutritionnelles attendues pour un ensilage de
mais de trés bonne qualitédINRA 2010) et valeurs moyennes obtenues dans les misilos (n =
26).

Les mintsilos réalisés lors de cette étude étaidrdonc de bonne qualité nutritionnelle quel que

eic— Zice' .. —Zfe— —fe—+{INRAZ2010) Hes teheidrs en acides organiques devraient

2-"F e—"+"¢t—"%e ¢ vy %o % TH% v Zif..<tt Zf...—<*—t& f—8 fZ1
Zif..<tt f. .tees &dibles pbur les acides propionique et butyrique, ce qui est tout a fait
comparable avec les valeurs obtenues lors de ce travail. Les teneurs en acides organiques
obtenues traduisent donc une bonne fermentation au sein des ensilages tout au long de |

"2 TE Tt oe—tef%tA f Z—ed Zte —ec—te T " "% e T —ec—te tit
proches de la valeur de référence 1, rendant ainsi compte de la bonne qualité nutritionnelle des

différents silos. Un des paramétres les plus importants pout ~ f Z—3" Zf “—fZ<—% ti—e Foeec

le pH qui doit se situer aux alentours de 4.

b) SaRQWDPLQDWLRQ GLUHFWH j OfRXYHUWXUH GHV VLORYV

Les valeurs de pH des différents silos ont légerement augmenté au cours des 48 h qui ont suivi la
contamination par les soucles deE. coli txa efce Zf 'Z—'f"— o'e— "fe—_tte fo Thee'—oe
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6 (Figure 33). Les minisilos préalablement inoculés avec les bactéries lactiques

homofermentaires Lb. plantarumEQ9 etE. faeciuml?7v ainsi queles souches hétérofermentaires
Lb. sakeiFB32, Ln. mesenteroides6A1MLb4 et Propionibacterium R0410 ont présenté des
valeurs de pH trés basses au cours de ces 48 h. Le silo C inoculé avec la sdbctexococcus
11A1FLb21 a présenté des valeurs de pH beamp plus élevées que tous les autres silos (Figu
33c).

Figure 33 : Evolution des valeurs de pH au cours des 48 premiéres heures apr@uverture dans
les silos A (33a), B (3B) et C (38c), contaminés avec les 3 souckaleE. coli60.1, 114.2 et
4198.1.
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La population totale de bactéries lactiques a évolué de la méme maniére entre les différents
silos. La population était comprise entre 8,98 x FOUFC/g et 3,6 x 16 %o o Zi'—"f"——"1% t— {
été dénombrée entre 7,4 x 1D UFC/g et 2,4 10" UFC/g au cours de 48 h suivantes. Des
évolutions aléatoires ont été observées en fonction des silos. La population totale de bactéries
lactiques a montré une légére décroissance au cours des 48 h de prélévement dans les ensilages
préalablement ensemencés aved euconostoc mesenteroideSA1MLb4 et Propionibacterium
R0410 et contaminés par la suite avec la souche &e coli026114.2. Le méme constat a pu étre
fait pour les silos non inoculés par les bactéries lactiques et contaminés avecstaucheE. coli
4198.1. La concentration en bactéries lactiques totale a augmenté dans les autres silos. De méme
gue pendant la période de stockage, aucune différence significative dans les dénombrements de
wfo—x"c¢te Zf . —<“—Fe oif +£—2+ pnaniinatibn\entrs leg 'Silds traités avec les
différents inoculants bactériens et les silos témoins négatifs contenant uniquement les bactéries

lactiques endogénes (Pralue > 0,05).

Vingt-quatre heures aprés la contamination, la plupart des dénombrementsed. coliétaient en
thee'—e t— ot —<Z t% srr % Titee<Zf%ta .3 fetfe— Zfe o'—..S

enrichissement par RTPCR. Les résultats obtenus soptésentésTableau 19.
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Tableaul9 : Dénombrement et détection desouches deE. coliO26 dans les minisilos 24 et 48
St—"%e fl e fe—foecoef—clo o Zi'—"f"——"% e+u &

Dénombrement (logo UFCQ) ou détection par RT-PCR (+ ou)

60.1 114.2 4198.1
Temps Echantillon\ E. coli

siloA siloB siloC siloA siloB siloC siloA siloB siloC

Témoin négatif + + + + + + + + +
6A1MLb4 + + + + + + + + +
R0410 + + + + + + 572 + +
NIMB 40788 + + + + + + 4,56 1 +

24 h 11A1FLb21 + + 5,84 + + 5,7 + + 5,09
17v + + + + 3,92 + + 514 +

FB32 + + + + + + + + 4,31
EO9 + + + + 5,29 + + 5,41 +

M15L 4,81 + + 5,61 + 351 573 251 4,9
Témoin négatif - - + - - - - - -
6A1MLDb4 - - - - - - - - -

R0410 - - - + - - + - 4.54
NCIMB 40788 - + + + + + 423 1.83 +

48 h 11A1FLb21 - - 5,34 + - 4,7 - - 4,76
17v + - - - 1,85 - - - +

FB32 - - - - - - - - 3,73

EO9 + - - - 4,49 - - 481 2,47

M15L 3,99 + - 53 + 231 469 052 4,27

La détection de souches d&. coliO26 a été réalisée aprés enrichissement par RT  ...<,Zfe— Zife—<%°e%
026: (+)signi"<t “—i—e ec%osfZ *‘oc—<° ffe—tFetadhooftZ &if £+—+ T+-F...—24

Quarante huit heures aprés contamination, les souches dEg. coli O26 étaient moins
fréqguemment détectées. Les souches d& coliisolées des silos aprés 24 lgiaient encore aprés

48 h. Les ensilages préalablement traités avec la soucheld®iconostoc mesenteroidéA1MLb4

étaient les seuls silos pour lesquels aucune des 3 souchesHeoli tx if '— 2-"fepawt.. -z
chaque répétition (Tableau 19). Aucun des autres inoculants, f ... —+"<fee —foe—teo ojf o‘e_"+
méme effet sur la survie des 3 souches de. coliO26. La souche 4198.1 est la souche la plus
frequemment isolée des différents silos aux 2 temps de préléevement avec des dénombrements

allant de 0,52 logo UFC/g a 4,81 log UFC/g. Les silos inoculés préalablement avec les souches

Lactococcus garviagM15L (silos A, B et C) eEnterococcusl1A1FLb21 (silo C) ont montré une
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bonne survie des différentes souches dé&. colitestées au cours des 48 h derélévement

(Tableau 19).

c) CRQWDPLQDWLRQ DSUqV K GIDpURELRVH

1o g SVVS TT:té”.(_(‘. fins”(ié Zi’ ~fz¢_". Ti ’
importante augmentation pour atteindre 7,16 (+ 1,16). Vingt quatre heures plus tard (144 h + 24
S & 7% ' «'>te t1 Zidpererdentaiminué a pH 6,92 (+ 0,84) et a finalement atteint des

valeurs de 6,77 (+ 0,84) a 144 h + 48 H.es silos caractérisés par des valeurs de pH bassasx

cours des 48 h aprés la €e contamination, étaient les silos préalablement inoculés avees

souches de bactéries lactiquekn. mesenteroide6A1MLb4, PropionibacteriumR0410,E. faecium

17v, Lb. sakeFB32 ainsi que le silo témoin. Ces mémes silos ont présenté des valeurs de pH plus

faibles f’7°+ svv S tif+”"",<'«f & ° xat{ - rséemumitiere séché &taient
.(.(Zf(”i. Tfoo — e Zio o(z‘o :t_ ‘o — o‘o_"i _o:t f_%oo:l:o_f_(‘o T_”f

aérobie en atteignant une valeur finale moyenne de 50,9 % (+ 0,73 %).

tfee 2f "Z—"f"= t

P27 Z——<'s T3 Zf " —Zf—<'e —'—fZ% t1 ,fin. Sttaffer 7 flodce—Fe—f ViR Isf

Tfoo — Z:to 0(2‘0 -

au cours des 48 h suivantes.

—o—ef T ET e %o f—<"F oif x—% * it Valde v D,05). L5

souches deE. coliinoculées ont pu étre dénombrées dans tous les silos au cours des 48 h

tix...Sfe—cZ

Eigure%

3
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Figure 34 : Moyenne des dénombrements des souches Hecoli60.1, 114.2 et 4198.1 dans les
o<Z' "t fZf, ZFete— —Vfc—te fTF. t<Tf"efe ot — Ste Tt f..—x"cte
contamination 144 h apres ouverture (n = 3).

—.o—F T e f ecYoec T f—<TE T tTHete "ete—_o Fhe [ fe_foecoefoe_o
frree —ed "7ttt tiEE ec—cte fx7 «F tE.F—xF '—" Zf «'— .. St xréas
étaient significativement plus importants dans les silos inoculés avec ksouche Enterococcus
11A1FLb21 que dans les silos témoins. Une croissance des 3 souchesEdeolia pu étre
observée dans les ensilagepréalablement inoculés avec 11A1FLb21 alors que dans tous les

autres silos, la concentration de souches dE. coliest restée stable ou a légérement diminué

Figure 34). En moyenne, les contaminants ont été dénombrés a des taux allant de
2,98l0g10 UFC/g & 5,97 logy % Tifee<Zf%ta
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3. Discussion

Les ensilages peuvent étre contamés par de nombreux microorganismes pathogénes et

notamment par les STE@ia Zif f— 11<” 18 ¥nfier«ou &a terre (Weinberg etal., 2004). Le

respect de méthodesnspirées de la démarcheHACCRainsi quedes ‘setfe "f—<“—te Ti eecZ f %o
doit étre appli“—+ f—3 T« "t efe .. —Z——"Fe "' —""f%°"Fe fcooc “—if—38 f1Z
général (Weinberg etal., 2004). Le nettoyage des équipements est un des points permettant de

réduire de maniére sgnificative la contamination et la dissémination des pathogéneau sein des
élevagesCependant, un autre point critique seraitde md—"<s3” Zice’Zfe—f—<c'e t3He Tfee
ensilages afin de limiter leurpossible dissémination dans la chaie alimentaire humaine. Selon

Zte ,teete ""f_<*—tfe t1 "f, 7. fminimam-4 serhaidef doit Bfrerespecté entre

Zit fetf%t t3 "—ect” - Zf "2..°Z-% tie .. —Z——"Fe f o tF Zcoc—t" 7
dans les ensilages. Cette mesure préventive pourragalement étre appliquéeafin de limiter la

présence de STEC. L'élimination de souches deE. coliou E. coli 0157 a été démontrée
précédemmentpendant lapériode de stockaged'ensilages de mai®t d'herbe (Bach etal., 2002;

Byrne etal., 2002; Chen etal., 2005; Pedroso efal., 2010). Cependant, seulPedroso etal. (2010)

ont étudié le devenir des E. coliO157:H7,qui est le sérotype de STECH plus fréquemment

associé a des épidémies, dans des ensilages Zi‘—~1"——"1. Bikm queZdes souches
f''f"—%efe— < Tidregrelges, notamment au sérogrouped26, soient de plus en plus

associéesa des maladies diarrhéiques aucune information n'est actuellement disponible

concernant la survieet le comportement desouches deE. colipathogénesappartenant a des

sérogroupes nonrO157. Notre étude avait pour objectif i+~ f Zle-devenir de souches de

Escherichia coliO26 dans desensilagesde mais ainsi quele potentiel de divers inoculants

bactériens a contrbler le développement de ces pathogéneBans la premiére partiede cette

étude, les contaminations expérimenif Ztes t1 Zifee<Zf%t t3 efAe ‘o -t "+ fZcette
mise en silo(Etude in situ 1). Dans la deuxiéme partie les contaminations ont eu lieuapres

l'ouverture des silos,adeux+—f 't tT113’ aérebie¢Etudein situ2).De ce fait, & discussion
Ci-Tfee'—e """ fo— o7 Z7f —'—ifidite-F,PHIZi¢—7Ttif,"Ta Zfe t< "2 Fe—0
<otV fe—e t1 AisitstE-c<o ... t—3 nbitd2. ——t1

Le mais initial présentait une teneur en MS de 40,7%, ce qui correspond a I'étape de maturité
—Z—«<oF 't —" Z5FeecZf%t Tt ofAcd if E dilués dadhsUne soldtfon-de TH...—+"<Fe
peut entrainer une baisse de la valeur de MS au moment de la mise en silo. Les faibles
fluctuations de MS observées lors de cette étudarésentent les mémescaractéristiques que

celles T1—e feecZf%t ,<Fe .. ‘et ford tereur ehiMSen-finede stockagemplique
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de faibles pertes dues aux effluents. En effet, cewkauraient pu entrainer des sucres solubles,
T+ Zifoe'—=1t4 tfe ecox”f—3 tiede$ inocUlants-ajolitéfAFSSA2004).

Les trois souches déE. colitestées dansce Chapitre 5(issues de I'environnement et deproduits

laitiers) appartiennent au sérogroupe O26. Ce sérogroupe estie plus en plus fréquemment

associé a des infections &TEC chez les humaingCaprioli et al., 1997). Il est également
couramment retrouvé dans des populationsde bovins (Jenkins etal., 2008). Bien que les

souches utilisées soient négatives pour les genssx, elles possedent toutes le géneae,codant

pour Zf '"'—xcet TiftStec'e soushes @il et 214.2 possédent également le géne

fli .t fe— ""—" Zife—<%®f "Zf%IZZf<"t ssa& tfe «potentiSliemente— .. ‘eect:
"f—S‘%C°efed 'Z—e "t .. .cotefoe_ «Z oif%<— T1 o facingEteol) (AFSSA—f ... S <%0
2010) représentant une préoccupation majeure. Ces souches d& coliont également été
.Stcocte feo "o —<te Tt Zit——1tt "x.xtie—t T’ Sfl«—"F v a ="
l'inhibition par les bactéries lactigues lors de ceinoculations in vitro. Le niveau de
contamination par E. coliutilisé (1 x 105 UFC /g) est élevé par rapport a unecontamination

naturelle. Ce taux a été choisafin de visualiser clairement une diminution du nombre de

pathogénes au cours deexpérimentations.

Le processus d'ensilageest basésur une fermentation lactique due a des bactéries
lactiques épiphytes. L'ajout d'inoculants bactériens dans I'ensilageest destiné a assurerune
accumulation plus rapidedesacides organiques duranta période de stokage Le principal acide
organique produit par les agents microbiens d'ensilage ainsi que les bactéries lactiques
endogénes est l'acide lactique. Ce dernier estesponsable de la forte diminution de pH
traditionnellement observée dans les silosFilya etal. (2004) ont démontré quel'acide lactique
pourrait étre utilisé comme substrat par des levures en casd'anaérobiose insuffisante,
entrainant ainsi unedétérioration des ensilages. Il a été prouvé queek aidesa chaine courte,
tels que l'acide acétiquejnhibaient la croissancedes levures et moisissuregdans l'ensilageet
participaient a sa conservation(Driehuis & Oude Elferink 2000; AFSSA2004; Filya etal., 2006).

Zice"t"etd Zt “f<«— tI tx-—t.. -1 dahg dEs5 énsilagesest un- sigrie-det
fermentation due ades microorganismes indésirablesdevant absolument étre évitée. Les trois
inoculants bactériens testés dans cette Etude in situ 1 sont connus pour leur métabolisme
hétérofermentaires. Lactobacillus buchneriest reconnu comme étant un agent microbien
T 1o« Arp%etficacepour améliorer la stabilité aérobie (Driehuis et al., 1999). Cette espéce
partage desvoies métaboligues communesavec Propionibacterium sp et fermente notamment
les sucres etle lactate en acétateet propionate (Higginbotham et al., 1998). Leuconostoc

mesenteroidesest une espéce capable dproduire du lactatea t1 Zif ... ¥étifand &t Hu
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diacétyle. Ces composés sont considérés comrdes métabolitesantimicrobiens (Rouse & van
Sinderen 2008). Ces souches dedztéries lactiques ont étéhoisies pourleur capacité a inhiber
la croissance dda plupart des STEClors de cainoculations in vitro bien que certaires d'entre

elles ne soient pashabituellement considéréescomme des additifsmicrobiens d'ensilage (voir
Chapitre 4).

Lors T+ Zi -n-situtl, la contamination par les souches de STEC a eu lieu au moment de la

mise en sila Les résultats ont montré que 1 x 19UFC / g deE. coliO26 ont pu étre éliminés de
I'ensilage de mais en 5 jours. Cette observation pieétre reliee a I'évolution du pH au sein des
silos. La diminution du pH est en effet due a la production de divers acides organiques par les
populations de bactéries lactiques(AFSSA 2004). Les acides organiques non dissociés sont
capables de passer aavers la membrane bactérienne et peuvent conduire a la mort de la cellule
bactérienne (Roe etal., 2002; Hirshfield et al., 2003). L'acide lactique, connu pour étre le plus
efficace pour inhiber la croissance de souches dé. coli pathogenesin vitro (Buchanan &
Edelson 1999), est le principal acide produit dans l'ensilagelAFSSA 2004). De possibles
changements dans l'intégrité ou la composition de la membrane cellulaigourraient apparaitre
chez certaines souches deE. coliau cours de la période de sickage Ces changements,
préjudiciables a la cellule,pourraient limiter sa survie et expliquer en partie les différences
observées entre les souches de STEIutes les souches dé&. colitestéesau cours duprésent
travail possédent le génapoS, connu pur contrbler de nombreux génes liés aux stress tels que
ceuximpliqués dans les réponses austress acides (Bhagwat etal., 2005; Coldewey etal., 2007)
ainsiquedans ZF e>e—°ef TF "xece—feo. . T o Zifpendhart-En deptt du-fditeque fes

soucSte —fe—tte ""tete—te— tie ot .. fecoete T 3a tharge-efE coliORBAI ...

tres fortement diminué au début de la période destockage dans les divers silasCe phénoméne
peut étre relié a la rapidité de diminution du pH. La |égére augmentain de pH observée a la fin
de la période de stockage dans lesacssilos est probablement due au développement de
microorganismes hétérofermentaires transformant l'acide lactique en acides plus faibles tels
gue les AGV. Lescaractéristiques physicechimiques (AGV, pH) obtenues dans les sacssilos
pendant la période de stockage étaient caractéristiques d'un processus d'ensilag@rectement
mené (AFSSA2004; INRA 2010) : la concentration en acide lactique était d'environ 47 g/kg de

<te—=

MS, 11g/kg de MS pourif ...<tt f..x—<“—F& ZFe f..< o> <t Sfceiid—Ffoced—+

détectés, enfin le pH était proche de 4. Le pH final est resté faible jusqu'a la fin de la période de

stockage et n'a pas permis la survie des souches BecoliO26 testées. Par ailleurd Z7i‘,—te—<'e t1

résultats de RTFPCR négatifs pour la détection de l'antigene 026 aprés une étape
d'enrichissement suggere que les cellules dg. coliO26 ne se trouvaient pas dans un état viable
non cultivable (VBNC), mais au contraire que ces cellules toété completement éliminées de

tous les silos testéslés le 2Emejour.
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L'anaérobioseest Z5—ef Tte ... 'etc—cios ZFe "Z—o <o’ foete " Zf | tee}””
permettant un démarrage précoce de la fermentation lactiqu€ AFSSA 2004). Cependantla

Jeet e T f—cte ti—e feecZf%t te— f—eec Ztf "te—7-f— F5f—-
l'abaissement du potentiel d'oxyderéduction et la compétition de divers microorganismes pour

les nutriments (Holzer et al., 2003). Ces changements microbiens et physi-chimiques sont

parfois considérés comme des effetde barriére. Dans cette Eide in situ 1, le fait d'utiliser des

additifs bactériens seuls ou en combinaison, hf ' fnduit de modification particuliére vis-a-vis

de la survie des souches d&. coliO26 au cours de la période de stockage par rapport aux

ensilages témoins. De plus, lorsque les pathogénes étaient-inoculés avec le mélange de

bactéries lactiques, les souches dE. coli60.1, 114.2 et 4198.1 onété détectées jusqu'au 8me

jour, indiquant ainsi Z 1 f , * T « effdt syriergique des 3 additifs testés contre la croissance @

coli 026 dans ces ensilagesUne compétition entre les souches de bactéries lactiques pourrait

exister f — efce Tie ecZ'ed .. f'ftetffoe— . f 'Ste‘ecet offDesdiffbrencescs fe +7<¢
dans l'efficacité des inoculants auraient pu étre observées avec des temps de prélévement plus

courts (durant les cing premiers jours postensilage). Il est également possible que les composés
antimicrobiens éventuellementproduit par les inoculants bactériens tels que des bactériocines,

le peroxyde d'hydrogéne, I'éthanol, ou le diacétyl@-uller & Gibson 1997), aienteu un effet trés

Zcoc—*t Fo "feoto Tt Zf . teZft8c—% t1 Z5%e < teetete_ tF ZiteecZf%t
dilution de la substance produite). Le taux d'inoculation appliqgué (1 x 2@ellules viables par

%" foeet TitoecZf%t to— —"ftc—cioetZZfoeto— foectx”s . feel o —""cofe
bactériens employés puissent supplanter la population de bactéries lactigs épiphytes et

deviennent ainsi la population prédominante dans I'ensilagéGollop et al., 2005). Selonnotre

étude, les changements dalensité depopulation dans les ensilages témoins ou inoculés ont été

similaires t fee Zi -n-situfl. Au cours de lapériode de stockage, la population totale en

bactéries lactiques a augmenté dans tous les silos en raison du processus de fermentation, puis

elle a ensuite légerement diminué dés lorgue le pH de stabilité (pH 4) aété atteint. Cette

évolution est habitudlement observée au sein des ensilaggBriehuis et al., 1999). Toutefois, les

données concernant implantation a long terme des additifs bactériens étudiés n'étaient pas
disponibles et des études ont montré que I'effet des inoculants pouvait différer sel le lieu de

récolte (Schmidt & Kung 2010) et la présence potentielle de bactériophages dans les cultures

(Mayréa-Mékinen & Bigret 1993) 4 i<e'...—Z f - Lactobgailius buchneria montré un
effet antimicrobien plus marqué envers la souche déE. cdi vs{z&ds “—« it —fc— '"Z—e t+-1 ..

le 5¢mejour aprés la mise en silo, contrairement aux souches de coli60.1 et 114.2. Ceci souligne
le fait que linhibition de la croissance et de la survie d&. coliest dépendante des souches

considérées.
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Lors t+ Z71 -Hnsitufta  Zi'—"~1”—— silog, 1es valeurs nutritionnelles obtenues

t—fcte— L ff. —t"co—c —Fe ti—e fTeecZf%ot TI —7°¢ eet “—fZc—% "'—
Tfe ,Tcoe o Zite% " (ANRAL3NO): Le parameétre physicechimique le plus important

" 2T fZ—1%" Zf “—fZ<—t Ti—e feecZf%ot to— —et "fZt—" tF ' e t%
dans la plupart des minisilos réalisés. Seul le silo C préalablement inoculé avec la souche
Enterococcusl1A1FLb21 a présenté des valegrde pH particulierement élevées et a été éliminé

Tt ZifoefZoet o——"c—c'eed77%ta8 F..¢ "—""fc— 2-"% dsfloentrabnanf — " fce o ...
une anaérobiose incompléte et des défauts de fermentation. Des résultats hétérogénes entre les
3 répétitions de divers traitements ont parfois été observés et semblent liés a des facteurs
FE—F"ede teet 'f” $8Fe’Z% tie T £"fe . fe tEn dffeseles minkiosZitee<Z f %
fofe— £—% ‘e f...—%e o 7f ofced <Z FTo— e cof%*f,AcHethentdansf <" fc— -
o F'—fcee tTite—"1 11— deés vhsatibfis eur Hes plans microbiologique et physice
chimique. Cependant, quel que soit le traitement considéré, tous les indicateurs étaient

i ff o=t —Fe Fi—e feecZf%t ,cte [ ZiR&IAf%o —f fofofede—xtF
appréciée via les proportions de produits de fermentation obtenus a la fin de la période de
stockage (AFSSA2004; INRA 2010). Quelques différences dans les valeurs nutritionnelles ont
t—+ fee—f—xFe o Zi'—"1"_mnient teux confenant lesfsouches deactobacillus
buchneri NCIMB 40788, Lactobacillus plantarum E09 et Lactococcus garvieae M15L.

e fc"fete— f—F "ke—Z_f—e [+ (KUAY & RARJit 200 Weinberytetal.,
2002; Kristensen etal., 2010), les silos inoculés avetactobacillusbuchneri NCIMB 40788 ne
ste— "fe L f—8 "dete—foe— Zf 'Z—e "% "t — L —c'e Fif o<t fllt—ct—
Tert..—te of "F—"Fe— 2% VifZcoerFe —cot—F ZFe fe'°. e Zf. .. -—c"-
identiques a celle du présent travail. Les silos traités avec la souche NCIMB 40788 ont montré
Tte —f—8 Tif..<tf ""'ctec —t "Z—e *7F"4e “—F Zte f——"ted Z Fe-—
hétérofermentaire de cette souche se soit orienté non pas vers la productiohi f ...<t+ f..+x—<“—1%
efce "Z——@— "F7e Zf '"'t— .. —<'schmme-destacides gras+ chaines courtes

fooctd "mictect —3 ' — t— ex-S>7% "0 Z°%et %Z>...'Z8 Fe o<"if—38 tif..
Zte t< 2 "Fe—e ocZ'e t—fcto— L f fhe—dfcetacti Lot Lot S —ef T<77
été mise en évidence entre les teneurs en acides organiques issus de la fermentation des

bactéries lactiques endogénes ou des inoculantses résultatse <... ", < Z %o <“— 1« 3itd i —— 1 f

2 ont montré que les silos ""xefe—fe— —e ' “fc 7% Fe'2  Sfcte— Zice'Zfoe—f—<'e
souches deE. coliO26 ensemencées a un tauxx.10 % TiteecZf%t t1 efAe ofee . 1]
fo—=<" o ZitZcocof—c's . te'Z°—f tTHe 'f-S'%°eted Fe "te—at-f—o ‘o—
Tte ecZ'e f— ..'—"¢ Tte vz S e—«"fo— Zf ..'e—focof—c'e coexttcf—tetfe.
préalablement inoculés avec la souche deeuconostoc mesenteroideé®A1MLb4 sont les seuls

" Zfet—tZe f—.—ef —"f..F ti Zife—<%°et RI-PCR aprés 2-"1 t41
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enrichissement suggérant que le pathogene ne se trouvait pas dans un état viable non cultivable

efce f fe— f— . te="f"F x—% —'—fZFete— xZcocox tF Zitee<Zf%t vz S
souche delLeuconostoc mesenteroidest le seul ino... —Z fe— ,f..—*"cte fsfoe— "fe= ""f—"1
protecteur en 48 h envers la survie deE. colite ...fe T3 .. 'e—fecef—c'e o Zi'—"f"——"1%
—— f—="F <ot —Zfe— oif Txe'e_"x ZF e2ef F°7F_ i F —t—"A T
acétique étaient sinilaires dans de nombreux silos, cependant la souche desuconostoc

mesenteroides—fe—+1 f '— "'t —<"f tTif——="%e . te’tete te'2 Sfe_ Zice'Zfo—

E.coli'f—S %°efes Tfoee ZiteocZf%ta ..'oef Tie f. . ctde “"%ofoec —Fe ‘—
souche aurait aussi pu produire des AGV non dosés habituellement dans les ensilages tels que

des acides valérique ou is0, ——>"<“—3F F— eif>fe— tTre... 'fo £—2% foillfsZPate T fee Z:
ailleurs, le mais est une plante riche en composés phénoliques, acide 6 Z<*—ta ‘— f..<t1 (
coumarique notamment. Ces composés sont des antimicrobiens naturels issus des plantes

(Mélida et al., 2010). Il a notamment été montré que les composés phénoliques alterent
séverement la membrane des cellules dE. coliO157:H7 etE. cdi O111 (Venter et al., 2006;
SantiestebanLo6pez et al., 2007). Ces composés auraient pu devenir bidisponibles via le

métabolisme de la souchede Leuconostoc mensenteroidese qui aurait pu endommager les

souches deE. coli En effet, des études ont mdné que la capacité de bactéries lactiques
appartenant principalement au genrelLactobacillus a dégrader certains composés phénoliques
issus du vin notammentd "' —"f<te— <ot —<"F ZiceSc,«—<'e tF Zf ..7'<oEfe. f T1
coli O157:H7 etS. aureis notamment (Ozkan etal., 2004; Requena etal., 2010; Tabasco etal.,

2011). Des études plus poussées sont maintenant nécessaires pour identifier les mécanismes

TiceSc,<—c'e t1e «E<oli@26-dusEleuconostoc mesenteroides

Le potentiel effet <eSc,«—F—" tie <o —Zfe—e f..—x"ctee f— _"fTF"e
c e eetZ7F — tE ZF Tt —c'e TE T<TETe L felieted tr'fet oo o
Cfe—t ofce f—eec Tt Zf o'— .. 8% <, Z+1A o 1 f— Z'"e fthe . te_fecof—

E. coli4198.1 a été dénombrée fréquemment alors que les souches 60.1 et 114.2 ont été
cfE "«—fc"tefe— tx—F...—xFe f'7° fe’c. .. Sinsitr2, desisouchestdiE. £oli—— T 1
testées ont pu survivre et se développer dans les silos présentant uasgmentation de pH. Il est

possible que les conditions environnementales des ensilages aient été inadéquates pour induire

Z'fig’”:too(‘. T:t T(AAi" o —o ai.__f.(.o:ljo "':t "i-(o_fo___ié -‘_foo:to_ :t
"teco—fe. . f o Zif..<t<—x& I 0Off «des “seutheZ ideEZ foli-spit diée a une
f—Yoefo—foc'e T— ' & To— ..te et "f7 Zhe e T foe t —Fe—e f'7% gyV\

ZF L fe Tiet L temfecefocte Fe L teTcmctes fET CHed ZEe L te—fecefeoe
les silos. Aucourstt Zf '+£7"<'t3 tifx"f—<'ed Zif<” f 'tex-"% tfoe ZitoeocZf %o
0(_._"“"%0f0(oo¢o fi"‘"(io (o(_(fZ:IZ-:to_ ’"io:to_o T:t -:l: "'i~:|:z"’:t" o of

198



f—%o.io—f_(‘. T_ ’ T:t Z'I'ioo(Zf%o:t T—:t f—é Z¢~_”¢. :tc_t.iqué(-(oo_”:to

(Higginbotham etal., 1998) & f T+ 3Z ' fefe— oc...”' <fe fx"' «t "f—— $§Zc¢ —1”
' tf vavt - rasv e« yasx - sax f’"°s svv S TitE tec—c'e o Zifc"a of -
f—eec "— tet—<"F o Zix"f’'"f—<'e T ibiens' volatits infoligués dahs la

'”i.:t””f_(‘o T:t Z'[:I:o-(Zf%oié.

ife"f—c'o T3 Zitee<Zf% T T1 «fAmn gitu2 ainduit ka Jutvid voiretalctoissance
des souches pathogénes de. coli tx —fe—xfed oF t+x%"ftf—c's f2"  clentel ZiteecZ]
donc un risque de dissémination de ce pathogene au sein du réservoir animal en cas de
contamination. Pedroso et al. (2010), ont observé des résultats similaires en cas de
contamination par E. coli swya y « Zi‘'—dds’siles” Ges auteurs ont notament montré
gue Lactobacillus buchneripouvait étre employé comme inoculant bactérien afin de limiter la
croissance deE. coli swy& y efee "—" f——fo— f——Fcot"t ZitZcocof—c'e —'—fZ7%
Zitee<Zf%1ta
Des techniques de désilage appropriées sbassentielles pour garantir la qualité nutritionnelle

T— Zf ex...—"<—% ofec—fc"F the fZcoto—e """ d_fcZA Z Fe—in-"Ce <o’
situ 2, les ensilages ayant été soumis a une dégradation aérobie pendant 144 h étaient
visuellement trés moisis et ne pouvaient étre consommés par les ruminants. Ces résultats

Lot ete— 7% Tfc— *—1F ZF "Vie— tifTfe Fefe— Tt Zitee<Zf %t t'c— 2-"1%
éviter le développement de microorganismes indésirables comme les moisissures ales

souches dekE. colipathogénes.

o ...‘e..Z—ec'*dn Bitu-d—atrontré que des souches d&. coli pathogénes
appartenant au sérogroupe O26 pouvaient étre éliminées au cours de la période de stockage
TiteecZf%te T4 ofAe .77 F . —fetomda Zffet b foadioTif . cTte "%ofoec—:
Tie fo—t7c¢te Zf . —<"—1fe fot ' %o®ete ‘— fE'——tted o .. feo T . te—fe
Zte "te—7_f—eif $ituZA ontmiohiré que les souches dé&. coliO26 pouvaient étre
totalement éradiquées aucours de la phase de désilage dans les silos préalablement traités avec
la bactérie Leuconostoc mesenteroides s ,va t'feffe- f—...—e " 7ft- "% .. —-F—"
sce o x7ctFe.t f'7%e svv S TitE fec—<te fx7 «F “—FZe “—f otcte— 7%
testes.
— =" T Zf 'x7<¢tE tTE oe—t . ef%td ZFe Tt TE"Fe—e —"fc—Fete—e |
schoe< ... f—<"FTefe— o't Zit"'Z—E: Colitdstéesen—comparaisdnt des silos
témoins. Cependant, la souche deactobacillus buchneriNCIMB 40788 a montré un pouvoir

inhibiteur plus prononcé envers certaines souches dE. colia  te o+ ... foceote TicoeSc c—c'e oce
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a—""1 'f” Zite lfeucenpstot mesenteroides Lactobacillus buchnertdoivent maintenant
2_7F #——TFcxe frce TigE—Ztat . —f—"tT fee Tif——"%¢ ""co—e tF Zf ...SfA
'Z—e ZFt—" '—fe—<tZ oS¢, «—Ft—" t'c— f—oec 27 —fe—E. calie-"% Tif

pathogénes.

Un des moyens permettant de garantir la sécurité sanitaire des aliments pour animaprurrait

2_7F ti——<Z<oet” tHe <ot ... —Zfe—e .. -protection. Gefixei peurrgientdimitr , <
Zite—"x1 t1 «'E cofphthotdnes dans le cycle épidémiologique. Cependant, le respect

des bonnes pratiques de fabrication permettant lar§ Z<sf—<‘e ti—e toeecZf%f T1 ,'eet “—

un pré-requis indispensable a la mise en place de toute stratégie de kpootection.
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4. Valorisation des résultats obtenus

te —"f f—8 ""tefe—te ffee f . Sf'<="%F ‘e— “fc— Zi',Evhe ti—e [
scientifique a comité de lecture internationale ‘Applied and Environmental Microbiology ainsi
“—t fi—e e kefe—t Z'e TE t L 'e% "% <ot ef—c'ef—54

4.1 Publication n°1 (Voir annexe6)

« Fate ofEscherichia colD26 in corn silage experimentdy inoculated at ensiling, at silo opening,
“”n f"_:tn f:t”‘,,(... igit._nié f.T 1”‘_1:-”_(~¢ :I:'\'\:t“._ .~ Nf”(‘_. ,,f...‘

Lysiane Duniére , Audrey Gleizal, Frédérique Chaucheyrd3urand, Isabelle Chevallier et

Delphine Thévenot.

Applied and Environmertal Microbiology, 2011, 77(24) 86988704

4.2 Poster n°2 (Voir Annexe7)

«PathogenicE. coliO26 survival in corn silage at two stages of contamination and protective
17— T L f o —t<fZ <ot ... —Zfe—004

Lysiane Duniére , Audrey Gleizal, Frédérique Chauchegs-Durand, Isabelle Chevallier et

Delphine Thévenot.
Poster présenté:

Au congreés international «Autumn Conference Society for General Microbiology, du 5 au 7
Septembre 2011, University of York, UK.

Au congres national «Ecosystemes Microbiens et Biomtection des Aliments», les 17 et 18
Novembre 2011, ONIRIS, site de la Géraudiére, Nantes
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Conclusion générale

Te "te—7Z f—o ' —fe—e f— L f—7e tF Zf —S°et ‘e— "FVece Tictie—< ¢
eS¢, «="¢...te tdevarétédefsouches de STHE vitro, de valider le potentiel inhibiteur
Tt . f"—fcete Tithslife fdoZffa—coc Tif ' *"—f" tie <o "of—clos o—""7tefe_f
danger que représente une contamination par les STEC non 0157 en amont du réseraaimal
F— "Z—e i, ..coxete— f— o< iCe-travhil pdiirdatteaidsf Mersiituer une piste de
stratégie pour limiter le portage sain des STEC par les ruminants eéduire Zife—"x% T3 .. 7Fe
pathogénes dans le cycle épidémiologiqué&ette partie, Corclusion générale du travail de thése

abordera également les perspectives de recherche pouvant faire suite a ce travail.

1. Identification de bactéries lactiques inhibitrices de diverses
souches de STEC

Lors de ce travail de thése, des bactéries lactiqueshibitrices de la croissance des STEC par

Tt — =t Fif i<t Ee "Hofect —Fed fe— '— 271 «tieckulsflesi5 — ...'—"
sérogroupes de STEC considérés comme pathogénes pai fe..<teefete_ontete
investigués. En perspectives dece travail, il serait maintenant important de tester notre

collection de bactéries lactiques envers un panel de souches de STEC beaucoup plus large
englobant des sérogroupes isolés de cas humains (notamment le sérogroupe 0104)
habituellement non recherchés dans les alimentsen Franceou lors des diverses études de

prévalenceexistantes

¢Fe “—1F ZiceSc,<—<'e "f" Zte f..—%"cte Zf...—<“—Fe of ofe ZFf 'fo 2_7%

sérogroupe des souches de STEC testées, 3 groupes de sensibilitéébatidentifiés par notre

étude. Les différens travaux e<s fe a—""%1 ei‘e— fe "frece tictie—<"<t” Zio
Tif ' f —tefe..d o e U %o"'—'Fed fe t——TFte Z—e '—eetFel o'-
Zit, et " f—<'s tt Zf ete,"fet ,f..—%"cfeet ttdevradienterainteriiitsétiet

e cof%otte Tfee ZF ,—— tit3'Zc¢"—1" ZFe T t7FeFe T ater " —Fet

inoculations avec la souche de bactérie lactigueeuconostoc mesenteroideEn effet en fonction

des souches de STEC considérées, un effattéricide ou bactériostatiquea pu étre observé.ll

sife— "fe Tteec 7% ti Fitli&% —fi). —+ 00 wniuententun phénomene de

limitation nutritionnelle du milieu & ‘— Z<x o Zf ""xefe .t tTiAetiffid21 fol 2t -zt
est, quant a lui, particulierement intéressant puisque la compréhension de ce mécanisme
o= TfZ<tt” Zi——<Zeof—<'e tE L f——% ,f..—x"<f <oSaptde’<... T -

205



méme phénoméne inhibiteur) en tant que moyen de biprotection envers les STEC.d pré

requis indispensable a une telle utilisation esta connaissance du phénoméne bactéricige'est-

at<"t Zfe "feotoo Tt Zif.—c<'e <, Z%F o—" L t"—fcote o — Ste T%

sce te A—""FA4 f7 f<ZZf—"e4 —eof t-3fiEZt oZitdPesd (fif-nie The
inhibiteurs devrait étre réaliséepour 'f7et——"% Zitx " fe——37Z7% <tfe—<"c...f—<'s Tif%t
de bactériocines non identifiées ou produites dans les conditions de ce travail. 1<t fe—<"<... f—<'e

de bactéries lactques productrices de substances antimicrobiennes autres que des acides
organiques serait intéressante. Un possible effet synergique des différentes substances
inhibitrices des STEC pourrait alors étre visualisé en étudiant le potentiel biprotecteur de

cocktails de bactéries lactiques.

Bien que le sérogrou: Zf 'Z—e ""x“—teefe_ "F_"'_"1isoif B.ecoliDAS7de <t
nombreux autres ont été impliqués en clinique humaine. De ce fait, il parait donc nécessaire de
sice—+"Feet” f_ . ‘e_"d&nsSon &nsemblest non aun sérogroupe en particulier. Le

probléme pouvant étre Z<+ ¢ Zit——1t1 T3 Zit.. ' BrdbpeidetSTEC getait-de mettre

en place des moyens de limitation spécifiques de ce s@roupe qui pourraient éventuellement

favoriser la dissémination des autres souches de STEC. Celaurrait engendrer ainsi une

véritable « ...*—"«f o Z7f%edntieeda dissémination des pathogénes eles moyens

disponibles en terme delimitation des dangersa — <" 3 f— T+ Zite < 'eetetune t1 Zi+Z1
approche globale de la limitation du portage sain des STEC par les ruminants apparait donc

comme une nécessitéCette méme démarche doit aussi étre appliquée aux diverses étapes
sc——zxFe feo fole— tf ZiSteet fTfee Zt 5. 721 ' ¢t tleatietoir'bovina o' —f oot
en lui-méme ainsi que dans les aliments. f '"‘,Z+ef—<“—1F oite— 'fe —'—— o “fc—
concernant la clinique humaine. En effetle traitement des infections humaines a STEC

i f’"f"1eud traitement curatif ayant pour but laguérie ‘e 17— ddction liée a un nombre

"t —<c— Tl ex" %" —'teAd — ..'e—"f<"t& [Duf objectiS telintitef Ha— <"t
contamination des animaux par de nombreuses souches de STEC et aifgslimiter les risques
v ZiSteetd

Les informations actuelement disponibles sur les divers sérogroupes de STEC non O157 sont

rares et incomplétes. Ce travail de thesef ’'F”e<e 11 f ' ‘Unefréelle contribution aux
Lteefcoefe te tcottec Zte o—" ZFe co—fVf . —c'ee te_"1% TE T 2" Fe-

microorganismes tels que les bactéries lactiques, dans un but de limitation du portage sain.
it——tf T e comFf—ctes tee—c——F —e f8F tF "F...SE"...SF T 7fe
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D e efoctee e Zis %<k The  tfes ZifescZf%

Les résultats issuge ces travaux de theseont montré que des ensilages correctement menés ne
permettaient pas la survie des STEC en cas de contamf —<‘s f~fe— Zf ecet o ocZ'a 1t oif
lorsque des défauts de fabricationont été constatés, que la survie et la croissancede ces

pathogenes ontpu étre observée dans des ensilagegFenlon & Wilson, 2000). Enfin, en cas de
contaminations des ensilagess Zi‘—"1"—-—"1 tstrésekats oat montré que les souches de

E. coliO26 testées pouvaient survivre et se développer Zf "1'"<ef t1 Zifx"f—<'*a

Actuellement, <Z oi> f “—1 "t— tfice "ef_clee Fco'tec ZFe te  t"efe— 7% t1
Zte foeecZf%oted f '"x7fZte.F Tt . fe "f—S‘%C°efe oif 'fo x—* <o Fe_
étude sur le long terme englobant une gnde étendue géographique devrait étre envisagée afin

de connaitre plus précisément le danger associé a ce point particulier du cycle épidémiologique

T a f--F £-——7TF 117" fc— 2-"F oefexd fe ejco—_x"Feeofe_ f 3§ T<Ff
pouvant étre retrouvés et non pas seulemend E. coliO157. Il serait alors nécessaire de mettre

en place un crible basé sur la détection des genestx e —«<"< Ti—e ot+"feodf %ot T Ti—-
isolement des souches ainsi détectéedes résultats issus de ce travail de théseapportent
égalementdes informations sur la maniére dont devrait étre nenée cette étude de prévalenceil

semble, en effet, plus pertinent de récolter des données de prévalence dans les situations ou les

pathogénes ont le plus de possibilité de se développe'esta- T <"1 o Zi'—"1"——"f t1fe ecZ'ei

TE8 fec—cte fx7' «t T1 Ziuite-de Hgrbtorbusestdégradations, par lesnoisissures
notamment, ainsi que de possibles contaminations par les STEC — “f«— T+ ZifZ—-x"f—<'e
“—fZ«—x Tt ZAinduvaiges %itt — "+ &es éleveurs ne le considérent généralement pas
comme étant un fourrage comestible pour les animauxt &liminent les parties abimées, et du
méme coup, les parties contaminées.ts "—ecefo—o oico%ot"fo— "fo . f— teecZf%I T+
alorspas ... s—fecexe "f" 7%  «fce T ZF1—" fZcoFo—f—<'ed FT'fetfe— ZifeecZ
fait de défauts de conservation, sera trés probablement réutilisé efidutres points T3 Zi+Z 1~ f %o f

o —feete— Tf7 <o VU fcte Ffee 7% T—ect” ‘—a ihdlgid douttduk ftix dei<e —+ %o " T
contaminations pouvant étre observés au sein des élevagdsn effet, un précédent travail de
thése, mené au laboratoire par Bastien Frémaux, a permis de mettre en évidence le fait que le
fumier constituait un réservoir important en STEC pouvant favoriser la dissémination des
pathogenes et la contamination des animau@Erémaux, 2007). Le portage sain des STEC par les
ruminants pourrait donc étre entretenu directement ’ f” Z1f Z <+t smdis-atissi de maniére
indirecte, par le biais t$ ZitZcocof—<'s the fZcofo—o | ‘e_focote}d
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f——% S>’'—S°et 'Zf<tt tre... te "f f—"-bardéres afin’dé.cdbttoler4aZ —«
dissémination des STEC en amont du réservoir animal et ainsi limiter le portage
asymptomatique des bovinsLe respect des Baete "f—<“—zte ti Z1"f %oratiques ‘sete

Ti ee<Zf% T ”1fe—1e—despférequig indispensablesa une bonne gestion des risques.

3. Potentiel bio -protecteur des bactéries lactiques envers les STEC
T foee ZitoocZf% %

Ce travail de thése @&galementpermis de valider le potentiel bioprotecteur d T —e dlesbactéries
Zf..—<“—*fe o711 .. —c eeztin it (Ledchbndstacmesehteroid@A1MLb4), dans les

conditions testéesin situ ...ife— o T<"F o Zi'—"1"——"% tie ecZ'ed 7% f"f <o
ZiteecZf%t Feo— ="' <o’ —fe—% t- Zit "Ti- -t -t—" tie f..-—2
contrebalancé par le développement des levures et moisissures notamment. Pour cette étude, un

—Fe’e Fifx"f—<'e tF x E'—"e fTf<«— x—-% "Fe’f. . —t+Aadedcétydes...'"T 71

LV ot —TFe F— e——"c—cteetZ7Fe frfe— "tV—x o7 ZiteecZ[f%Ta o
e}"f <o—x"Feefe— tTix"fZ—tprofetteur-des badtétiesdactiques, ainsi que le devenir
tfe o'— St tt A tfee Zitoeoch %ot e bfcasiffor"foc'e '7—e _—"_t4

o' —feete_A o I TF—4 .. 'eef £7'" — 4 "Vt ttteete— & Zf tTx%o"fTf—<'e fTf
‘e __(Z(of_(‘o "‘foo Z'[fZ(o:to_f_(‘o T:to fo(of_éé_ ﬂiu:f.f*.q.l i_-.n.:t “_i
de la survie des $EC dans un ensilage incomplétement dégra®é

Par ailleurs, les minisilos ont été concus de maniére a ce que les conditions au cours du

stockage soient proches de celles observées dans un silo fonctionnel de grande taille. Cependant,

les résultats obtenusne peuvent étre totalement extrapolés a la réalité. Des modifications au

niveau des transferts de chaleur ou encore des différences de densitéa sein des silos

" fcte— 2-7F et ate Fo <077 —1" e—" ZixT'Z——c'e Fre " —Zf—c'ee
des inoculants bactériens ajoutés dans un but de bjorotection (bactéries lactiques). Il serait

donc intéressant de mener des études en conditions réelles en utilisant des silos de grandes

tailles. Cependant, le risque biologique est trop important pour € <o f %o t” tTifeefete. 1~

volontairement des silos utilisés dans les élevages.
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4. Utilisation des bactéries lactiques

De nombreuses questions se posent par rapport aux possibles utilisations des bactéries
lactiques. Dans le cadre de la bipréservation des aiments par fermentation, le consommateur

percoit les bactéries lactiques comme un élément raturel » du produit. La principale raison

t—fe— “—3% Zite "' fee—e tF "fVefe—f_c'e ftEco—te— TI'—ce Tie ecZZ¢
produits, notamment le fromage qui représente une grande part de notre identité nationale.

Certaines bactéries lactiques ‘s— tTif<ZZ1t—"+ @PRS»ebagé; -en-pditiesur ce critere et

regroupant les microorganismes potentiellement utilisables en alimentation humaine et animale
(EFSA2010).

Le terme de fermentation a été employéout au long de ce manuscrit dans le sens du concept de
bio-préservation. C'esta-T<"1 “—i<Z ...'"""Fe et o Z5——«Zcof—c'e tf ec..”"""%
prolonger la durée de vie d'un produit en termes de quégs nutritionnelle et sanitaire, sans

utilisation de traitement thermique ni de conservateur.

Le terme de bioprotection a, quant a lui,été utilisé au cours de ce travailpour désigner le

processus permettant de limiter out i3+’ 2 ... Bidslirvie de microaganismes indésirables tels

que des bactéries pathogéned.a bio-"" —F ... —<‘e eice—t"Feet o TIe T fe% 1t L Zf<Ee
et spécifiques a un produit ou un environnementlLes stratégies de bieprotection des aliments

font intervenir des microorganismes ron présents traditionnellement dans le produit et

Zif . f o f < Zcmt T Zf f'o t— L teetesf_f—" eifec 'fe of——"t771
techniques nouvelles et sur lesquelles la communauté scientifique a peu de recul, les stratégies

de bio-protection "‘*e— Zi‘, @3- ti—e f&fete co—Feed T Zf "f"— tie %ote—c'esf
stc— Tte "UWofecoeste T cfZe lteed Zi — Zi ‘T <Z if%oce

ferments euxmémes.

Le terme «bio-protection y if 'fe +—= officidllement & ZiSt—"% f..—-—HtZZ%t&a i
uniguement de réduire un niveau de contaminatior? De réduire le risque de contamination

c'est-a-dire de contréler les flux de pathogénest — ,«<fe-«¥f %oickS...Z2—"1 —‘—fZFefe— 7%
en éliminant les pathogénes dans leurséservoirs ? Cette derniere interrogation souleve la

guestion éthique de savoir dans quelle mesures le risque zéro de contamination peut étre

atteint et a quel prix. Il estdonc nécessaire que les différents acteurs de la santé publiqukes
gestionnaires du risque ainsi que la communauté scientifigue,se penchent sur ces

problématiques.
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En perspectives de ce travail de these, la possible utilisation des bactéries lactiqgues
sélectionnéespourra étre +——*t<«xf teo Tif—-—"cyele’éprdémiofogique desSTEC. Ces

stratégies de bioprotection seront étudiées au sein des élevages, et plus particulierement au

o "ff— Tt Zitf— tie—cexd f—8 focef—3 f..—<'e f— o tf— tFe f, "1
aussi au réservoir bovin luiméme, via Zi——<Zcof—e‘s— FBefe fico—£"2_ Feo _fo_
p<imct—Fed  eTced lte.FVefe— Zite Tire'tte fZcofe—fc"ted tie teefc

volontaires de diverses matrices permettront de valider le potentiel bigprotecteur de souches

LRI

ou de cocktail de souches sélectionnéslne attention particuliére sera portée aux filieres de

fromages au lait cru et de produits carnés car les données épidémiologiques les désignent

comme les principales filiéres touchées par les contaminations & STECs ...t "efe— Zi——<Zcof—<"
des bactéries Zf ... —<*“—3Fe Feo —fe— “—% " o<t —Fe " ZifZcofoe—f—c'e S—
études seront nécessaireavant une éventuelle demande de reconnaissance par les organismes

de controle.

Il parait alors plus simplede focaliserles études de bieprotection en fe'e— T+ ZiS'eet tfee 7%
cycle épidémiologique des STEC et de mettre en place des stratégies préventpeasr limiter le

portage asymptomatique des ruminants
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