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Chers laboratoires, chers collègues,

Veuillez trouver ici un premier projet de méthode de détection et d'isolement de la souche pathogène d'EHEC E. coli O104:H4 qui circule actuellement en Europe. Les adaptations et précisions sont surlignées en jaune. 
Il s'agit ici d'une souche d'EHEC présentant les caractéristiques ci-après, telles qu'établies par l'Institut Robert Koch en Allemagne : 
E.coli O104:H4, positive pour vtx2+ mais négative pour  vtx1, eae (intimine), et pour l'entéro-hémolysine. 

La souche est multirésistante aux antibiotiques suivants :  Ampicilline, Céfoxitine, Céfotaxime, Ceftazidime, Streptomycine, Tétracycline, Triméthoprim/Sulfamethoxazole, acide nalidixique. Elle produit l'enzyme ESBL CTX-M (Groupe 1), et cette propriété peut être utilisée pour son isolement.
 En tant que LNR, nous avons pris contact avec l'EU-RL VTEC, qui est occupé actuellement à valider une méthode de détection et d'isolement basée sur la procédure décrite dans l'ISO TS 13136.
En tant que LNR, nous avons élaboré deux méthodes pour la détection et l'isolement de la souche spécifique d'EHEC (voir flow chart en annexe).
La première méthode est la suivante :
Un enrichissement de 25 g d'échantillon + 225ml d'eau peptonée tamponnée (BPW) incubation durant 6 h (± 0.5h) et 18 h (±1 h) à 37°C ± 1°C. Attention : il s'agit d'une contamination en surface (superficielle), donc prélevez autant que possible de la face externe des légumes.
Après 6 h et 18 h d'incubation, on prélève 50 µl (6h) et 10 µl (18 h)  que l'on repique sur milieu TBX avec 2 mg/l de ceftazidime (Sigma : C3809 1 g) et qu'on incube à 37°C ±1°C durant 24 h ±1h. En alternative, on peut utiliser du céfotaxime (Sigma: C7039-1G) à  une concentration de 1 mg/l. En présence de colonies suspectes de E. coli (bleu-vert), il faut les réensemencer sur une nouvelle boîte de Petri TBX sans antibiotiques. Toutes les colonies suspectes –avec un maximum de 50 colonies par échantillon- doivent faire l'objet d'un screening quant à la présence du gène vtx2 via PCR (voir flow chart). Pour réaliser ce screening, on rassemble ('poole') les colonies par 10 dans un lysat cellulaire. En cas de résultat positif pour vtx2, les 10 colonies du pool positif pour vtx2 doivent être confirmées chacune séparément quant à la présence de vtx2. Ensuite, la colonie vtx2+ est testée quant à la présence du gène O104 wzx par PCR. Pour la détection du gène vtx2, on peut utiliser la real time PCR décrite dans l'ISO TS 13136, c'est-à-dire les amorces et sonde décrits par Perelle et al.,  (Mol cell Prob. 2004Vol 18- 185-95). Pour la détection du gène O104, on utilisera les amorces et la sonde décrits par Bugarel et al. (Int J Food Microbiol 2010 142:318-329). Pour aussi bien vtx2 que O104, on peut aussi utiliser les kits commerciaux de GeneSystèmes et de Life Technologies.
En alternative, on peut utiliser une méthode PCR conventionnelle qui a été publiée dans un article 'peer reviewed'.
Une seconde méthode est la suivante :

25 g d'échantillon sont enrichis dans 225ml d'eau peptonée tamponnée (BPW) + 2mg/l de ceftazidime incubation durant 6 h (± 0.5h) et 18h (±1 h) à 37°C ± 1°C. En alternative, on peut utiliser du céfotaxime (Sigma: C7039-1G) en une concentration de 1 mg/l. 
Après 6 h et 18 h, on repique 50 µl (6h) et 10 µl (18 h) sur TBX sans adjonction d'antibiotiques. En cas de croissance de colonies suspectes de E. coli, celles-ci sont réensemencées sur une nouvelle boîte de Petri TBX et testées pour le gène vtx2 et le gène wzxO104 (procédure voir plus haut).
Lorsque les labos ne disposent pas d'un contrôle positif pour O104 PCR, de l'ADN peut être mis à leur dispositioin sur demande auprès du LNR.
Les méthodes actuelles qui sont présentées ont été validées. 

Les questions sont rassemblées via l'AFSCA.
Bonne chance !!!!!!!!
Sincères salutations,

L'équipe de microbiologie des denrées alimentaires du LNR 

Voedselpathogenen


NRL Levensmiddelenmicrobiologie
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