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relatif a la détection des E. coli producteurs de shigatoxines (STEC) considérés comme
hautement pathogénes en filiére viande hachée bovine

L’Anses met en ceuvre une expertise scientifique indépendante et pluraliste.

L’Anses contribue principalement a assurer la sécurité sanitaire dans les domaines de I'environnement, du travail et de
l'alimentation et a évaluer les risques sanitaires qu’ils peuvent comporter.

Elle contribue également a assurer d’une part la protection de la santé et du bien-étre des animaux et de la santé des
végétaux et d’autre part a I'évaluation des propriétés nutritionnelles des aliments.

Elle fournit aux autorités compétentes toutes les informations sur ces risques ainsi que I'expertise et I'appui scientifique
technique nécessaires a I'élaboration des dispositions législatives et réglementaires et a la mise en ceuvre des mesures
de gestion du risque (article L.1313-1 du code de la santé publique).

Ses avis sont publiés sur son site internet.

L’Anses a été saisie le 17 mai 2016 par la Direction générale de 'alimentation (DGAL) d’'une demande d’avis
relatif a la détection des E. coli producteurs de shigatoxines (STEC) considérés comme hautement
pathogenes en filiere viande hachée bovine.

1. CONTEXTE ET OBJET DE LA SAISINE

Les modalités actuelles de gestion du danger STEC mises en ceuvre par la DGAL sont essentiellement
fondées sur les avis de I'Anses relatifs a la saisine 2010-SA-0031 :

- du 27 mai 2010 relatif a la pertinence d’'une révision de la définition des STEC pathogénes, précisée
par I'avis de I’Afssa du 15 juillet 2008,

- du 11 janvier 2011 relatif a la révision de la définition des E. coli entérohémorragiques (EHEC)
majeurs typiques, a I'appréciation quantitative des risques liés a ces bactéries a différentes étapes
de la chaine alimentaire, selon les différents modes de consommation des steaks hachés, et a la
prise en compte du danger lié aux E. coli entéropathogenes (EPEC) dans les aliments.

Depuis la publication de ces avis, des évolutions ont été observées, concernant notamment les procédures
de maitrise préventives mises en place par les opérateurs professionnels et les modalités de vérification
(plan d’échantillonnage défini dans le cadre des autocontréles). Les études et travaux se sont également
poursuivis afin de compléter les connaissances scientifiques en la matiére. L'avis de 'Anses n° 2013-SA-
0223 du 6 mai 2014 relatif & la définition d’'un plan d’échantillonnage pour la détection de E. coli O157:H7
dans le cadre des autocontréles en filiére viande hachée bovine différenciait trois niveaux de distribution des
bactéries dans une mélée : homogéne, moyennement homogéne et hétérogene. Afin de préciser le degré
d’homogénéité des mélées, une étude a été coordonnée par I'Institut de I'élevage (IDELE), permettant de
caractériser le paramétre « b » relatif a la répartition de la contamination des souches de STEC dans une
mélée.
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Enfin, des discussions ont été engagées fin 2013 par la Commission européenne, en vue de rédiger des
lignes directrices pour harmoniser, au sein des Etats membres, les mesures de gestion mises en ceuvre lors
de la détection des STEC dans les aliments. Plusieurs propositions ont été discutées, mais aucune n’a
permis d’aboutir du fait de 'absence de consensus sur le niveau de risque associé aux différents profils de
souches STEC.

En vue d’'une actualisation des mesures de gestion des STEC par la DGAL, I'Anses a été saisie des
guestions suivantes :

1°/ La définition des souches de STEC a considérer comme potentiellement hautement pathogénes de l'avis
de I'Agence du 27 mai 2010 nécessite-t-elle d’étre actualisée au vu des données épidémiologiques
francaises, européennes et internationales récentes ?

2°/ L’avis de I'’Agence du 11 janvier 2011 précise que, « dans le cas de l'isolement au laboratoire d’'une
souche AEEC! appartenant a un des 5 sérogroupes d’EHEC typiques majeurs dans un bouillon
d’enrichissement dans lequel un géne stx a été détecté, il n’était pas possible dans I'état actuel des
connaissances, de conclure quant a I'absence ou la présence dans l'aliment d'un STEC pouvant étre
hautement pathogéne ». L'évolution des connaissances scientifiques sur les mécanismes d’acquisition et de
perte des genes stx chez E. coli et sur la caractérisation génétique et phénotypique des souches AEEC
permet-elle aujourd’hui de préciser le risque associé a I'isolement de ces souches dans un aliment ?

3°/ Quelles sont les données disponibles relatives aux concentrations en STEC (ufc par g) dans les aliments
et les eaux a l'origine des différentes épidémies survenues dans le monde ? Dans quelle mesure peuvent-
elles étre exploitées pour préciser les plans d’échantillonnage des viandes hachées bovines au regard de la
maitrise du risque épidémique ?

4°/ Sur la base des conclusions de I'étude IDELE sur 'lhomogénéité des mélées :

- Un plan d’échantillonnage fondé sur I'analyse d’'un échantillon de 25 g (n=1, m=absence dans 25g)
est-il de nature a détecter une concentration en STEC de lufc/g de mélée ?

- Un plan d’échantillonnage de type n=3, c=0, m= absence dans 25 g ou n=1, m= absence dans 75 g
(avec une méthode d’analyse dont les performances pour cette prise d’essai seraient validées
comme équivalentes a une prise d’essai de 25 g) peut-il étre considéré comme permettant de
détecter une concentration en STEC de 0,1 ufc/g dans une mélée ?

- Quelle est la différence de niveau de risque entre une détection systématique dans 25 g (n=1,
m=absence dans 25 g), et une détection systématique dans 75 g (n=3, c=0, m=absence dans 25 g
ou n=1, m=absence dans 75 g) ?

5°/ Dans le contexte d’'un établissement de production de viande hachée ayant un plan de maitrise sanitaire

jugé satisfaisant et qui réalise, a des fins de vérification de I'efficacité des mesures de maitrise préventives
mises en ceuvre, un dépistage systématique de STEC (O157:H7 ou autre sérotype selon les méthodes
analytiques utilisées) sur chaque mélée, quel serait le niveau de risque estimé (prévention des cas groupés
et épidémiques) si des mesures de gestion (pour le(s) sérotype(s) faisant I'objet d’'une analyse systématique)
étaient mises en ceuvre uniquement sur les produits issus de la mélée détectée positive, (sans action sur les
mélées encadrantes qui ont donné un résultat d’autocontrole négatif, comme prévu aujourd’hui dans
linstruction technique DGAL/MUS/2015-888) ?

6°/ En prenant en compte la représentativité des données disponibles au niveau francais et selon une
approche intégrée et préventive de la maitrise sanitaire, une stratégie incluant des contréles sur matiéres
premiéres serait-elle de nature a optimiser le rapport colt/efficacité des plans d’autocontréles, qui, a ce jour,
ne visent la plupart du temps que les produits finis ? Si oui, quels protocoles seraient adaptés (matrice, n, m,
méthodes d’analyse) ?

! AEEC : “Attaching and effacing E. coli”

Page 2 /54



Avis de I’Anses

Saisine n° 2016-SA-0121
Saisines liées n°2013-SA-0223 ; 2010-SA-0031

2. ORGANISATION DE L’EXPERTISE

L’expertise a été réalisée dans le respect de la norme NF X 50-110 « Qualité en expertise — Prescriptions
générales de compétence pour une expertise (Mai 2003) ».

L’expertise collective a été réalisée par le comité d’experts spécialisé (CES) « Evaluation des risques
biologiques liés aux aliments » (BIORISK) sur la base d'un rapport initial rédigé par un groupe de
rapporteurs. L’expertise s’est appuyée sur :

- les données épidémiologiques frangaises et européennes ;

- les informations transmises par le LNR E. coli y compris les E. coli producteurs de shigatoxines sur
la contamination des aliments par les STEC ;

- lalittérature récente (cf. références bibliographiques) ;

- les informations transmises par les fédérations professionnelles (audition du 9 septembre 2016) et
des fabricants (questionnaire) de la filiere viande hachée bovine.

Le modele développé par 'Anses dans le cadre de la saisine 2013-SA-0223 a été modifié afin de tenir
compte des données et informations transmises par les professionnels et de I'évolution des connaissances
scientifiques (en particulier I'étude de I'IDELE sur I'évaluation du degré d’homogénéité des mélées de
viandes hachées).

L’Anses analyse les liens d’intéréts déclarés par les experts avant leur nomination et tout au long des
travaux, afin d’éviter les risques de conflits d’intéréts au regard des points traités dans le cadre de
'expertise. Dans ce contexte, un expert n’a pas pris part aux travaux et délibérations sur cette saisine. Les
déclarations d’intéréts des experts sont publiées sur le site internet de I'Anses (www.anses.fr).

3. ANALYSE ET CONCLUSIONS DU CES BIORISK
3.1. Revue critique de la définition des EHEC typiques majeurs

3.1.1.Rappel des définitions et concepts sur la pathogénicité des EHEC

» EHEC/STEC

Sur la base des signes cliniques observés chez les malades, les souches de E. coli pathogénes sont
regroupées en pathovars (ou pathotypes) parmi lesquels les EHEC (enterohemorrhagic E. coli).

Chez 'Homme, les EHEC sont responsables de troubles variés allant d’'une diarrhée aqueuse bénigne a une
colite hémorragique pouvant évoluer vers des formes graves : syndrome hémolytique et urémique (SHU),
principalement chez le jeune enfant, ou micro-angiopathie thrombotique (MAT) chez I'adulte.

Les EHEC se caractérisent par la production des shigatoxines (Stx) (anciennement dénommeées
Vérotoxines Vtx), codées par les génes stx portés par des bactériophages. Ces toxines entrainent la mort
des cellules cibles par arrét des synthéses protéiques et induisent des lésions de I'endothélium vasculaire,
principalement intestinal, rénal et cérébral. Toute souche d’E. coli possédant un géne stx est dénommée
STEC pour « shigatoxin-producing E. coli » (anciennement dénommée VTEC).

Deux grands types de shigatoxines, Stx1 et Stx2, et de nombreux variants ont été identifiés (Afssa 2008). Le
type de variant refléterait a la fois I'origine des souches, leur phylogénie, mais aussi leur pouvoir pathogéne.
Les études épidémiologiques ont montré que Stx2 est plus souvent associée a une maladie plus grave chez
'Homme que Stx1.

La seule présence du gene stx ne suffit pas a déclencher une pathologie chez 'lHomme. La majorité des
souches d’EHEC induisent des lésions dites « d’attachement et d’effacement » des cellules de la muqueuse
de l'iléon distal et du cblon, notamment par l'intermédiaire d’'une protéine de membrane, I'intimine. Cette
protéine est codée par le gene eae porté par le locus chromosomique d’effacement des entérocytes (LEE).
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Plusieurs variants d’intimine (alpha, béta, gamma,...) ont été identifiés ; ils seraient impliqués dans le
tropisme cellulaire, la spécificité d’hote et donc dans le pouvoir pathogéne des EHEC (Afssa 2008).

D’autres souches d’EHEC ne possédent pas le géne eae et ne produisent donc pas de lésion d’attachement
et d’effacement. Ces souches possédent donc d’autres facteurs d’adhésion permettant une colonisation de
la muqueuse colique. A titre d’exemple, la souche O104:H4 responsable des épidémies en Allemagne et en
France en 2011 se caractérise par la production de shigatoxine et la capacité a adhérer a la muqueuse
intestinale avec un profil d’adhésion agrégative. Ce mécanisme d’adhésion, caractéristique des souches de
E. coli entéroaggrégatifs (EAEC pour Enteroaggregative E. coli) est d0 a des fimbriae AAF dont I'expression
est régulée par le géne aggR.

Un état des connaissances sur les mécanismes et les déterminants de la virulence des pathotypes d’E. coli
et en particulier des EAEC a été récemment effectué par le panel BIOHAZ de 'EFSA (EFSA BIOHAZ Panel
2015).

> Définitions des avis de I’Afssa de 2008 et de 2010

L’analyse des données épidémiologiques montre que certains sérotypes d’EHEC isolés chez ’'Homme sont
plus fréquemment associés a une maladie grave.

Les souches les plus fréquemment impliquées dans les épidémies ont été définies par 'Agence comme
souches « EHEC typiques majeures » selon les critéres génétiques suivants :

EHEC 0157:H7 = rfbEo1s7, flicy,, stx1 et/ou stx2, eae-gamma, (OI#1222).
EHEC 026:H11 = wzXgys, flicq11, Stx1 et/ou stx2, eae-béta, (O1#122).
EHEC 0145:H28 = ihplouas, flicy,s, Stx1 et/ou stx2, eae-gamma, (O1#122).
EHEC 0O103:H2 = wzxp103, flich,, stx1 et/ou stx2, eae-epsilon, (O1#122).
EHEC 0O111:H8 = wbd1p;11, flichs, Stx1 et/ou stx2, eae-théta, (Ol#122).

L’Agence soulignait dans son avis le caractere temporaire de la définition proposée. Celle-ci devra étre
révisée en fonction des nouvelles observations cliniques, des résultats d’investigations épidémiologiques,
des résultats des projets de recherche et du développement de méthodes fines.

En outre, '’Agence soulignait que lors de I'examen bactériologique d’'un aliment, réalisé en dehors d’'un
contexte clinique chez 'Homme, c’est bien la mise en évidence des différents facteurs ou marqueurs de
virulence au sein d’'une méme souche qui permet d’estimer son caractére pathogéne. En conséquence,
I’Agence recommandait de considérer une souche comme :

- bhautement pathogéne quand elle présente les caractéristiques d'un EHEC typique majeur
(possession des genes de virulence stxl et/ou stx2 et eae et appartenance a un des sérotypes
suivants et leurs dérivés non mobiles : O157:H7, 026:H11, 0145:H28, 0103:H2 et 0111:H8),

- pathogéne quand elle présente les caractéristiques d’'un EHEC typique (possession des génes de
virulence stx1 et/ou stx2 et eae).

» Avis du panel BIOHAZ de I’EFSA relatif aux VTEC (STEC), au concept de séropathotype et aux
critéeres scientifiques permettant I’évaluation de leur pouvoir pathogéne (EFSA BIOHAZ Panel
2013)

Cet avis propose une approche moléculaire pour I'évaluation du risque associé aux souches STEC isolées
dans les aliments. En plus du géne stx, les génes eae, aaic et aggR sont pris en considération. Trois
groupes de risque sont considérés : | (risque potentiel élevé) a lll (risque inconnu). Le groupe | inclut les 5
sérogroupes reconnus comme majeurs et 0104. L’ajout des marqueurs aaic et aggR et du sérogroupe 0104
est lié a I'épidémie causée par la souche hybride STEC/EAEC 0104:H4 en 2011.

2 |lot de pathogénicité (« O Island » ) contenant 4 génes de virulence
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L’Efsa souligne le caractére provisoire de cette classification qui doit étre confirmée par des données
épidémiologiques.

Tableau 1. Approche moléculaire proposée par le panel BIOHAZ de 'EFSA pour la classification des STEC (stx +)
(EFSA BIOHAZ Panel 2013)

Risque potentiel

Groupe Genes Sérogroupes Diarrhée SHU/ Colite
hémorragique
I eae + ou (aaiC et aggR) + 0157, 026, 0103, 0145, Elevé Elevé
0111, 0104
I eae + ou (aaiC et aggR) + Tout autre sérotype Elevé Inconnu
11} eae — et (aaiC et aggR) - Tout autre sérotype Inconnu Inconnu

L’approche retenue est d’adapter la classification de 'EFSA, en se fondant sur les données
épidémiologiques francaises et européennes (2011-2015) et les données disponibles sur la
contamination des réservoirs et des aliments par les EHEC.

3.1.2.Bilan des données épidémiologiques francaises et européennes (2011-2015)

» Données épidémiologiques francaises (données du CNR et de Santé publique France)

En France, la surveillance des infections a EHEC est basée depuis 1996 sur la surveillance des cas de SHU
chez I'enfant de moins de 15 ans, par l'intermédiaire d’'un réseau de services hospitalo-universitaires de
néphrologie pédiatrique. Les cas de SHU sont notifiés a Santé publigue France. Les souches sont
adressées au Centre national de référence (CNR) des E. coli, Shigella et Salmonella (Institut Pasteur) et son
laboratoire associé (Hopital Robert Debré) en cas de suspicion d’infection 8 EHEC chez I'enfant ou I'adulte.
L’infection a EHEC est confirmée par le CNR a l'aide des techniques suivantes (Bruyand et al. 2016) :

- Sur selles ou écouvillonnage rectal :

o Amplification génique in situ par PCR des génes de virulence stx (stx1, stx2), eae et hlyA, et des
génes codant pour 10 des sérogroupes fréquents en France (0157, 0121, 026, 0103, 091,
0145, 055, 0111, 0104 et 080) ;

o Isolement des souches de STEC et caractérisation des facteurs de virulence (stx, eae, hly,
aggR) et sérogroupage ;

- Dans le sérum : par mise en évidence d’anticorps sériques dirigés contre le lipo-polysaccharide de 9
sérogroupes (026, 055, 091, 0103, 0104, 0111, 0128, 0145, 0157).

e Incidence du SHU chez les enfants de moins de 15 ans

Au cours de la période 2011 - 2015, 687 cas de SHU ont été notifiés (137 cas en moyenne par an). Depuis
1996, l'incidence annuelle du SHU varie entre 0,6 et 1,3 cas/100 000 enfants de moins de 15 ans. Ces cas
surviennent essentiellement sous forme sporadique. L’incidence annuelle la plus élevée est observée chez
les enfants de moins de 3 ans ; elle est de 3,1 cas /100 000 enfants en 2015 (Bruyand et al. 2016). Une
recrudescence des cas est observée en période estivale.

e Caractéristiques microbiologiques des souches impliguées dans les cas de SHU

Une confirmation microbiologique ou sérologique d’infection a EHEC a pu étre réalisée pour environ 80%
des cas de SHU pédiatriques notifiés en France entre 2011 et 2015.

Le tableau 2 présente la répartition des sérogroupes d’EHEC impliqués dans les cas de SHU pédiatriques
entre 2011 et 2015. Une diminution de la proportion du sérogroupe 0157 au profit d’autres sérogroupes est
observée (de 34% en 2011 a 17% en 2015). Le sérogroupe 026 constitue le deuxiéme sérogroupe isolé.
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Le sérogroupe O80 a émergé en France en 2010, et représente le troisieme sérogroupe en fréquence. En
2015, le sérogroupe 080 était le sérogroupe majoritairement isolé dans les selles des patients atteints de
SHU (33%) suivi par les sérogroupes O157 (24%) et 026 (14%). La prévalence du sérogroupe 0104,

responsable de I'épidémie allemande et francaise en 2011, a nettement diminué et n’est retrouvé que dans
guelques cas sporadiques.

Tableau 2. Sérogroupes les plus fréquemment isolés dans les cas de SHU en France entre 2011 et 2015

2011 2012 2013 2014 2015

Sérogroupe  Nombre o, ~MNombre ,  Nombrede ,  Nombre ,  Nombre o
de Cas °  deCas ° Cas °  deCas °  deCas °
0157 56 34,6 50 345 48 31,6 37 31,6 19 171
026 7 4,3 13 9 21 13,8 10 8,5 16 14,4
080 0 0 6 4,1 10 6,6 10 8,5 15 13,5
0121 2 1,2 10 6,9 7 4.6 4 3,4 2 1,8
0103 5 3,1 0 0 1 0,7 2 1,7 2 1,8

091 1 0,6 2 14 0 0 1 0,9 0 0
0145 5 3,1 5 34 0 0 2 1,7 3 2,7
O111 2 1,2 7 4,8 7 4,6 2 1,7 4 3,6
0104 4 2,5 0 0 3 2 0 0 1 09
055 0 0 2 1,4 0 0 6 5,1 4 3,6

Au cours de la période de 2011 a 2015, le CNR et le laboratoire associé ont isolé 910 souches d’'EHEC. Le
profil de virulence le plus souvent retrouvé parmi les souches EHEC est le profil associant les genes stx2
eae hlyA (44,2% des souches). S’agissant des souches responsables de SHU, 95% des souches isolées
entre 2011 et 2015 possédaient le géne de virulence stx2 (seul ou en association avec stx1) et 85 % des
souches isolées possédaient les genes de virulence stx1 et/ou stx2 et eae. (cf. tableau 3)

Tableau 3. Profil de virulence des souches d’'EHEC isolées dans les cas de SHU en France entre 2011 et 2015
(extraction de la base de données TESSY de 'ECDC)

Profil de virulence Proportion des souches
2011 2012 2013 2014 2015
stx1- stx2+,eae+ 65 68 71 76 78
stx1-,stx2+,eae- 21 11 15 12 14
Stx1+,stx2+ eaet 8 15 11 7 5
stx1+,stx2- eae+ 3 4 1 2 4
stx1- stx2- eae+ 2 1 2 0 0
stx1+,stx2- eae- 1 0 1 1 0
stx1+,stx2+, eae- 1 0 0 0 0

e  Focus surl’émergence du sérotype O80:H2

Les E. coli de sérotype O80:H2, pathotype émergent en France depuis une dizaine d’années, possédent
plusieurs particularités. Il s’agit d’'un pathotype « hybride » possédant les caractéristiques des EHEC mais
aussi des facteurs de virulence des E. coli extra-intestinaux avec retentissement clinique (bactériémie). De
ce fait, I'attitude thérapeutique préconisée lors d’'un cas de SHU est remise en cause (Soysal et al. 2016).

La caractérisation moléculaire de ce sérotype, affilié au groupe phylogénétique A, a mis en évidence qu’en
plus des attributs des souches d’EHEC (stx2, eae, hlyA), il posséde un plasmide de virulence extra-

intestinal. Ce plasmide est similaire a pS88, un plasmide ColV impliqué dans la virulence de souche de
bactériémie et de méningite néonatale (Soysal et al. 2016)

Le sérotype O80:H2 posséde une répartition géographique particuliere, avec une nette prédominance en
Rhéne-Alpes, région francaise épargnée par le sérotype majeur O157.
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D’aprés les connaissances actuelles, ce sérotype a été peu retrouvé dans d’autres pays européens
(quelques souches en Espagne et en Suisse). Des investigations sont actuellement menées pour identifier la
source de sérotype (investigation des cas sporadiques, recherche dans le cadre des plans de surveillance).

e Epidémies et cas groupés recensés

Entre 2011 et 2015, quatre épidémies d’origine alimentaire ont été détectées en France par le systéme de
surveillance (cf. tableau 4).

Tableau 4. Epidémies d’infections a EHEC d’origine alimentaires identifiées en France entre 2011 et 2015

Année Région Sérogroupe / sérotype  Nombre de cas Source
Profil virulence (dont SHU)

2011 Bordeaux 0104:H4 15 Germes de fenugrec

stx2 aggR 9)
Nord de la 0157:H7 sorbitol+ 18 Viande hachée de boeuf

France stx2 eae hlyA (18)

2012 Sud-Ouest 0157:H7 6 Steak haché de bceuf
stx2 eae hlyA (4)

2013 Ouest 0157 : H- 8 Fromage au lait cru

Stx2 eae hlyA (5)

En plus des épidémies, 51 foyers de cas groupés a EHEC ont été identifiés au cours de la période. Un foyer
de cas groupés est défini par Santé publique France comme [lidentification d’'une infection a EHEC par
analyse de selles ou sérologie chez au moins une personne (avec ou sans symptémes cliniques) dans
'entourage d’'un cas de SHU. Ces cas groupés surviennent essentiellement dans le cadre familial.

» Données épidémiologiques européennes

La surveillance européenne des infections a EHEC est coordonnée par 'ECDC (European Centre for
Disease Control) depuis 2007. Les Etats membres de I'Espace économique européen (I'Union européenne
(UE), la Norvége, I'lslande et la Suisse) transmettent chaque année des données sur les infections a EHEC
identifiées dans leur pays.

Les infections aux EHEC sont a déclaration obligatoire dans la majorité des pays de 'UE, en Islande et en
Norvége. Dans six pays, la notification des infections repose sur un réseau de surveillance volontaire
(Belgique, France, Italie, Luxembourg, Espagne) ou un systeme spécifique (Royaume-Uni). La couverture de
surveillance est nationale dans la majorité des pays a I'exception de la France et la Belgique.

Depuis 2012, une augmentation de I'incidence des infections & EHEC est observée dans plusieurs pays de
'UE. Le tableau 5 présente les 10 principaux sérogroupes impliqués dans les cas d’infections a EHEC entre
2012 et 2015.

Le sérogroupe 0157 reste prédominant dans les infections & EHEC déclarées en Europe entre 2012 et
2015, méme si une diminution de leur proportion est observée. Ce sérogroupe représente 42% des
infections humaines confirmées en 2015 contre 55% en 2012 (EFSA et ECDC 2015b, 2016). 026
représente le deuxieme sérogroupe isolé en Europe (15% en 2015).

Les sérogroupes 0157, 026, 0103, 0111 et 0145 représentent 70% des infections humaines a EHEC
identifiées a I'échelon européen pendant la période 2012-2015 (EFSA et ECDC 2015b, 2016). Entre 2012 et
2015, seuls 30 cas d’infections liés au sérogroupe 0104 ont été déclarés en Europe (dont 6 liés au sérotype
0104:H4) (EFSA et ECDC 2015b, a, 2016).
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Tableau 5. Sérogroupes les plus fréquemment isolés dans les cas d'infections & EHEC entre 2012 et 2015 en Europe
(EFSA et ECDC 20154, 2016)

2012 2013 2014 2015

Sérogroupe  Nombre de o Nombre ” Nombre ” Nombre ”

Cas ° de Cas ° de Cas ° de Cas °
0157 1981 54,9 1828 48,9 1692 46,3 1510 41,7
026 417 11,6 476 12,7 444 12,2 537 14,8
NST 136 3,8 298 8 315 8,6 430 11,9
0103 231 6,4 160 4,3 193 53 171 47
091 131 3,6 94 2,5 105 2,9 114 3,1
0145 112 3,1 96 2,6 105 2,9 95 2,6
0146 59 1,6 75 2 83 2,3 74 2
0128 37 1 41 1,1 47 1,3 49 14
O-rough? 37 1 41 1,1 55 1,5 45 1,2
0111 66 1,8 78 2,1 54 1,5 12 1,2

"NST : non sérotypable
20-rough : les souches O-rough ne possédent pas les chaines O du lipopolysaccharide

3.1.3.Contamination des réservoirs animaux et des aliments par les EHEC

> Prévalence dans le réservoir animal

La prévalence globale des bovins adultes excréteurs d’'EHEC appartenant aux cing sérotypes (0157:H7,
026:H11, 0145:H28, O103:H2 ou O111:H8) a été estimée en France a 1,8% : 4,5% des jeunes bovins
laitiers, 2,4% des jeunes bovins a viande, 1,8% des vaches laitieres, 1% des vaches a viande (Bibbal et al.
2015). La recherche de marqueurs génétiques caractéristiqgues de la souche épidémique O104:H4 dans les
féces de 1468 bovins n’a pas permis d’identifier d’animaux porteurs de cette souche, suggérant que le
cheptel bovin frangais n’est pas un réservoir de ce type de souche (Auvray et al. 2012). De méme, cette
souche n’a pu étre mise en évidence chez les bovins lors de la réalisation de différentes études dans
d’autres pays, par exemple en Allemagne, en Espagne et aux Etats-Unis (Cabal et al. 2015, Paddock et al.
2013, Shridhar et al. 2016, Wieler et al. 2011).

> Prévalence des souches isolées dans les aliments en France

Depuis 2005, des plans de surveillance (PS) sont mis en place annuellement par la DGAL sur les produits
suivants :

- les viandes hachées de beoeuf surgelées (VHS) a la production (2007, 2011, 2012, 2013) ;

- les viandes hachées de boeuf réfrigérées (VHR) a la distribution (2006, 2009, 2015, 2015) ;

- les minerais (viande pour haché) de bceuf (2008, 2013) ;

- les fromages au lait cru a la production (2005; 2007,2009, 2014).

Les souches recherchées sont :

e les souches possédant les génes de virulence stx (stx1 et/ou stx2) et eae et appartenant a I'un des cing
sérotypes 0157:H7, O26:H11, 0145:H28, 0103:H2 ou O111:H8 (souches dites du « top 5 »),

e et depuis 2012, pour les viandes hachées bovines uniquement, les souches possédant les genes de
virulence stx (stx1 et/ou stx2) et eae et appartenant soit au sérogroupe 045, soit au sérogroupe 0121,
ciblées par la réglementation américaine.

Les résultats des PS (Cf. Annexe 2) montrent une prévalence de contamination faible dans les viandes
hachées (entre 0,3 et 0,5%) et les fromages au lait cru (inférieure a 0,9%) (Loukiadis et al. 2012, Loukiadis,
Mazuy-Cruchaudet, et Ferre 2012, Loukiadis et Mazuy-Cruchaudet 2013, 2014, Sergentet, Mazuy-
Cruchaudet, et Ruez 2015, Loukiadis, Mazuy-Cruchaudet, et al. 2017). Parmi les 57 souches du « top 5 »
isolées dans les viandes de beeuf dans le cadre des PS, 40% appartiennent au sérotype O157:H7. Les
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sérotypes les plus fréquemment retrouvés sont ensuite, par ordre d’'importance O26:H11 (28%), O103:H2
(25%), O145:H28 (2%) et O111:H8 (2%). Aucune souche des sérotypes 045 ou O121 n'a été retrouvée
dans la viande bovine en France. La majorité des souches isolées dans les fromages au lait cru
appartiennent au sérotype 026:H11 (68%).

» Caractéristiques génétiques des souches isolées des aliments en France

Un projet de recherche réalisé dans le cadre d’une convention entre 'Anses, VetAgro Sup et I'hépital Robert
Debre, avait pour objectif d’établir un bilan national des caractéristiques des souches STEC isolées entre
2011 et 2012 chez 'Homme, dans les aliments, chez I'animal et dans I'environnement (Mariani-Kurkdjian et
al. 2014).

Une collection de 270 souches d’origine humaine et non humaines représentatives des souches circulant en
France a été caractérisée génétiquement (recherche de marqueurs de virulence, typage par PFGE, MLST et
MLVA) et phénotypiquement (antibiorésistance en particulier I'étude de la concentration minimale inhibitrice
de 'azythromicine). Cette étude avait mis en évidence une grande diversité des souches circulant en France
entre 2011 et 2012. Toutes les souches étudiées étaient sensibles a I'azythromicine qui est le traitement
recommandé par le Haut conseil de santé publique au cours des diarrhées a EHEC dans les collectivités.

L’analyse comparée des profils de virulence des souches d’origine humaine et alimentaire ne montre pas de
différence significative, ce qui confirme que les souches présentes dans les aliments peuvent étre
pathogénes pour ’lHomme.

Les résultats obtenus confirment que les souches EHEC O157:H7, quelle que soit leur origine, possédent un
plus grand nombre de génes de virulence que les autres souches appartenant aux sérotypes les plus
frequemment impliqués dans les épidémies (026:H11, O103:H2, 0145:H28, O111:H8, O121:H19). Les
souches appartenant a d’autres sérotypes, moins fréquents, possedent significativement moins de genes de
virulence que les précédentes.
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Conclusion
L’analyse des données épidémiologiques frangaises et européennes met en évidence les points suivants :

- Le sérogroupe 0157 reste majoritaire dans les cas d’infections déclarées en Europe, mais sa proportion
diminue, et particulierement en France (de 34% en 2011 a 17% en 2015) ;

- On note I'émergence, en France uniquement, du sérotype O80:H2, qui représente le troisieme
sérogroupe isolé en 2015. Ce sérotype, retrouvé dans les SHU de I'enfant, présente une virulence
hybride a la fois intestinale et extra-intestinale ;

- La grande majorité des souches d’EHEC isolées dans les cas de SHU présentent les caractéristiques de
virulence décrites dans les avis précédents de I’Agence (stx1 et/ou stx2, eae). Les profils de virulence
des souches d’origine humaine et des souches alimentaires sont similaires ;

- Depuis 2012, le sérogroupe 0104 est resté minoritaire dans les cas de SHU déclarés en Europe (30 cas
entre 2012 et 2015). Par ailleurs, la souche 0O104:H4, responsable de I'épidémie allemande et frangaise
en 2011, n’a pas été mise en évidence dans le réservoir bovin en France ni dans d’autres pays.

Toute souche d’E. coli isolée chez ’'Homme ou dans les aliments devrait étre considérée comme une
EHEC, si elle possede les génes de virulence suivants :

. stx1 et/ou stx2
. eae ou d’autre(s) géne(s) codant un systeme d’adhésion au tube digestif de ’THomme.

Certains sérotypes d’EHEC sont plus fréquemment associés a une maladie grave (SHU). Au vu des
données épidémiologiques francaises, il est proposé d’inclure le sérogroupe 080 dans le groupe |
des EHEC arisque élevé (Tableau 6).

Le CES BIORISK souligne toutefois que la source de contamination de la souche O80:H2 devrait étre
identifiée avant toute introduction de ce sérotype dans la liste des souches d’EHEC a rechercher dans le
cadre des autocontrbles. De méme, au regard des données disponibles sur la contamination du réservoir
bovin, la recherche du sérotype 0104 :H4 dans les produits d’origine bovine ne parait pas pertinente.

Tableau 6. Classification des souches stx+ selon leur risque pour la santé publique en France

Risque
Groupe Geénes Sérogroupes Diarrhée SHU / Colite
hémorragique
I stx+ eae + ou (aaiC et aggR)+ 0157, 026, 0103, 0145, élevé élevé
0111, 0104, 080
I stx +eae + ou (aaiC et aggR)+ tout autre sérotype élevé potentiel
11} Stx + eae- et (aaiC et aggR)- tout autre sérotype potentiel potentiel
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3.2. Evaluation du pouvoir pathogéne des souches stx- eae+ appartenant a I’'un des
sérotypes majeurs et isolées d’un bouillon de culture positif pour stx

3.2.1.Contexte

Les génes stx sont portés par des éléments mobiles, des bactériophages tempérés ayant leur génome
inséré (on parle de « prophage Stx ») dans le chromosome des EHEC (avis de I'Anses n°2010-SA-0031).

Du fait de la présence d’'un prophage Stx dans leur chromosome, les EHEC sont qualifiés de bactéries
« lysogenes ». En présence de certains stress ou d'un agent inducteur comme la mitomycine C, une
induction du prophage Stx peut se produire, ce qui déclenche un cycle lytique (Figure 1 ; étapes 1 a 4). Au
cours de ce cycle, le génome du prophage s’excise du chromosome bactérien et se multiplie (réplication).
De nouvelles particules phagiques sont ensuite produites, puis libérées dans le milieu extérieur grace a la
lyse de la bactérie. Ces phages peuvent infecter de nouvelles bactéries, et les rendre lysogénes via
l'insertion de 'ADN phagique dans le chromosome bactérien, on parle alors de cycle lysogénique (Figure 1 ;
étapes 5 a 8).

Aszsemblage de nouvelles
particules phagigues %

Excision de I'ADN du
prophage et réplication.

Lyse de la bactérie
et libération des phages

=

Bactérie lysogene: I"ADN du prophage (en rouge)
est inséré dans le chromosome bactérien

@@L@

Division cellulaire

Réplication du chromasome

Ségrégation des chromosomes

Figure 1. Schéma des cycles lytique et lysogénique des bactériophages tempérés (adapté de (Bonanno 2016))
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Il a été montré que des souches d’E. coli, présentant toutes les caractéristiques génétiques des EHEC a
'exception des genes stx, pouvaient étre isolées de bovins, de ’'Homme et de produits alimentaires. De
telles souches stx- eae+ sont des EPEC? (E. coli entéropathogénes).

La mise en ceuvre de la méthode de recherche des EHEC dans les aliments lors d’analyses officielles
conduit parfois a l'isolement de souches stx- eae+ a partir d’'un bouillon d’enrichissement d’'un aliment dans
lequel un géne stx a été détecté par PCR. Ces souches pourraient étre le témoin de la présence d’'un EHEC
dans l'aliment, dont elles dériveraient aprés la perte de leur prophage Stx, soit dans I'aliment, soit durant leur
isolement.

L’Anses dans son avis du 11 janvier 2011 indiquait qu’il n’était pas possible de conclure dans I'état actuel
des connaissances sur I'absence ou la présence d'un EHEC dans l'aliment. L’Agence recommandait
l'acquisition de connaissances scientifiques supplémentaires concernant les mécanismes d’acquisition et de
perte des genes stx chez E. coli et la caractérisation génétique et phénotypique de ces souches.

3.2.2.Actualisation des connaissances

Le mécanisme de la transformation d'un EHEC en EPEC via une perte du prophage Stx demeure trés mal
connu. Il est probable que lors du déclenchement d’'un cycle Iytique, certaines cellules bactériennes initient
un cycle lytique partiel qui avorte avant I'étape de lyse, par exemple aprés I'étape d’excision de 'ADN
phagique (Figure 1, étape 1), conduisant, au moment de la division cellulaire, a I'obtention de cellules sans
prophage Stx, qualifiées de « stx-négatives ».

Sur le plan génétique, on ne peut pas distinguer les souches EPEC dérivant ’EHEC (via une perte de
prophages Stx) de souches EPEC ne dérivant pas d’'EHEC. C’est ce que montrent les résultats d’une étude
francaise, au cours de laquelle 123 souches d’E. coli 026, d’origine humaine et alimentaire, comprenant des
souches stx-positives (n= 66) et stx-négatives (n=57), ont été comparées au niveau génétique par
différentes méthodes, notamment par PCR a haut débit, MLVA et PFGE (et séquencage génomique pour 12
d’entre-elles) (Neto et al. 2012). Si deux grandes catégories de souches ont été identifiées sur le plan
génétique, on retrouve a la fois des souches stx-positives et des souches stx-négatives dans chacune des
catégories, par conséquent sans possibilité de distinguer ces deux types de souches par des marqueurs
génétiques.

e Cycle lytique

Concernant l'induction des prophages Stx, il a été montré depuis la parution de l'avis de I'Anses du 11
janvier 2011 que les prophages Stx ont une capacité d’induction « spontanée » (c’est-a-dire en I'absence
d’agent inducteur) plus élevée que celle des prophages lambdoides classiques (dépourvus de génes stx), et
qgue la différence de stabilité des prophages Stx et des prophages lambdoides classiques au sein du
chromosome bactérien résulte de variations de la concentration intracellulaire du répresseur phagique,
nommé cl, impliqué dans la commutation entre les cycles lysogénique et Iytique (Colon et al. 2016). Par
ailleurs, en présence d’un agent inducteur, une fraction de la population de STEC ne déclenche pas de cycle
lytique et échappe ainsi a la lyse bactérienne, ce qui permet la survie de la population de STEC (Imamovic et
al. 2016). Ce phénoméne est lié a une modulation de I'induction des prophages Stx par la protéine RpoS,
qualifiée de « régulateur maitre » de la réponse au stress (Imamovic et al. 2016).

D’autres travaux ont confirmé que les prophages Stx de souches STEC 026:H11 étaient inductibles in vitro
dans un bouillon de culture (i) en présence d’'un agent inducteur (mitomycine C), avec lyse concomitante de
la majorité des cellules bactériennes, mais également (ii) en I'absence d’agent inducteur (c’est-a-dire de
maniére spontanée), a un taux cependant moins élevé, c’est-a-dire n’entrainant pas la lyse de la majorité
des cellules de la population (Bonanno et al. 2015, Bonanno, Petit, et al. 2016). L’étape d’enrichissement de
la méthode de détection des STEC est également en mesure d’induire des prophages Stx a partir de
souches STEC 0O26:H11, néanmoins sans entrainer la lyse de la majorité des cellules de la population
(Bonanno 2016, Bonanno, Cherchame, et al. 2016). On notera toutefois que lorsque les substances
sélectives utilisées au sein de cette étape ont été testées individuellement vis-a-vis de linduction des
prophages Stx, aucune n’a pu étre identifiée comme étant a I'origine de ce phénoméne (Bonanno et al.
2017).

% Ces souches étaient appelées « AEEC » dans l'avis de I'Anses n°2010-SA-0031.
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Lorsque différents milieux d’enrichissement issus de la spécification technique XP CEN ISO/TS 13136 et de
méthodes alternatives ont été testés pour leur capacité a induire des prophages Stx a partir d’échantillons de
lait et de fromage contaminés artificiellement avec des EHEC appartenant aux cing sérotypes majeurs, une
induction des prophages Stx a été mise en évidence, et ceci quelle que soit la méthode d’enrichissement
utilisée (Bonanno, Cherchame, et al. 2016). Toutefois, si le phénoméne d’induction des prophages Stx de
STEC 026:H11 a pu étre observé in vitro, celui-ci ne semble pas conduire a une production élevée de
souches EPEC (stx-négatives) 026:H11 car de telles souches n’ont pas pu étre isolées in vitro dans les
conditions testées, malgré de multiples tentatives (Bonanno 2016).

L’évaluation de linfluence de certains parameétres physico-chimiques liés aux procédés de fabrication des
fromages (tels que la température et la concentration en peroxyde d’hydrogéne, en sel et en acide lactique)
sur I'induction des prophages Stx de STEC 026:H11 a permis de mettre en évidence une induction de ces
prophages en présence d’'H,O, et de NaCl, a des taux n’entrainant pas toutefois de lyse de la majorité des
cellules de la population (Bonanno et al. 2017). La production de phages Stx dans des fromages au cours
d’'un procédé de fabrication réalisé a partir de lait inoculé par des STEC 026:H11 a également été mise
évidence pour 20% des échantillons testés (10 sur 48) (Bonanno et al. 2017).

e Cycle lysogénique

Concernant l'acquisition de prophages Stx par des souches EPEC 026:H11 (appelé processus de
lysogénisation), celui-ci n’a pu étre observé in vitro (Bonanno, Petit, et al. 2016). Ce résultat est en accord
avec d’autres tentatives de lysogénisation (dont certaines réalisées a partir de souches O26:H11) ayant
montré que ce phénomene n’était pas systématique (Bielaszewska et al. 2007, Schmidt, Bielaszewska, et
Karch 1999). Par ailleurs, des difficultés d’obtention de souches lysogénes stables ont également été
rapportées dans d’autres études réalisées a partir de diverses souches d’E. coli (E. coli 0157:H7 stx-négatif,
EPEC et EAEC) (Muniesa et al. 2004, Tozzoli et al. 2014). On notera cependant que l'acquisition de
prophages Stx par des souches de E. coli commensales a été démontrée in vitro et in vivo, et que la
contribution de ce phénomeéne a une augmentation de la production de shigatoxine in vivo n’est pas exclue
(Toth et al. 2003, Goswami et al. 2015, Iversen et al. 2015).

Conclusion

L’induction de prophages Stx a I'origine d’'une production de particules phagiques et de la lyse d’une partie
de la population d’EHEC est possible in vitro dans des bouillons d’enrichissement et dans des matrices
alimentaires. Toutefois, la transformation d’EHEC en EPEC au cours de ce phénomeéne d’induction serait un
événement rare qui demeure encore mal connu a I'heure actuelle. L’acquisition d’un prophage stx par un E.
coli (qui conduirait a I'obtention d'un EHEC) semble également constituer un événement rare ou qui n’aboutit
pas au maintien stable du génome phagique dans le chromosome bactérien.

Sans confirmation par I'isolement de la souche, I'obtention d’un bouillon positif pour stx et un des
types d’intimine (eae) des 5 principaux sérotypes d’EHEC, est le signe de la présence potentielle
d’un EHEC. Si la souche isolée est stx-, elle ne peut pas étre considérée comme une EHEC.
Néanmoins, I’'interprétation des résultats doit tenir compte du contexte épidémiologique dans lequel
le prélevement a été effectué ainsi que de la sensibilité et de la spécificité des méthodes analytiques
utilisées.
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3.3. Revue de la littérature sur des épidémies récentes avec données de quantification
dans les aliments et vérification de la cohérence avec la relation dose-réponse

Les épidémies d'origine alimentaire associées aux EHEC (notamment de sérotype 0157:H7) peuvent
impliquer une grande variété de produits. Par le passé, les produits a base de viande bovine, des produits
végétaux, ainsi que des produits laitiers (Farrokh et al. 2013, Callej6n et al. 2015, CDC 2016) ont été
impliqués. La viande de boeuf hachée semble plus particuliérement concernée. A titre d’exemple sur la
période 1998-2014, plus de 100 épidémies ont été signalées aux USA (CDC 2016).

Malgré le grand nombre de foyers d'infection, il semble que peu d’études aient porté sur la quantification des
EHEC dans les aliments impliqués. Ces données sont pourtant utiles pour estimer la relation dose-réponse,
fournir les données aux modeles d'appréciation quantitative des risques et mesurer la performance des
plans d’échantillonnage.

Cette synthése vise a faire le point sur les données concernant les niveaux de contamination dans les
produits alimentaires a l'origine d’épidémies (en particulier les produits a base de viande de beoeuf) et vérifier
si ces données permettent d’apporter des éléments de réponse a la question relative aux niveaux de
contamination « entrainant un risque épidémique ».

3.3.1.Niveaux de contamination dans les produits a I’origine d’épidémies

Le tableau 7 rapporte les données relatives aux niveaux de contamination des viandes impliqguées dans des
épidémies associées a E. coli O157. Les dénombrements dans les produits crus (avant la cuisson) ne
renseignent pas sur les doses ingérées par les consommateurs.

Certaines de ces épidémies ont servi a construire les différentes relations dose-réponse actuellement
disponibles dans la littérature. Dans ces cas, les investigations menées lors des épidémies ont également
permis d’estimer la dose ingérée par les consommateurs (en intégrant la quantité d’aliment ingéré et I'effet
des pratiques de préparation des viandes).

Tableau 7. Niveaux de contamination dans des aliments a base de viande de bceuf impliqués dans des épidémies

Aliment Caractéristique  Pays Année  Niveaux Echantillons Nombre de Référence
d’E. coli cas/Nombre
pathogéne d’exposés
. Tuttle et al.
. 1,5 NPP/g 76 steaks issus (
y  Steak hache de 0157 USA 199293 (03-15  dumémelot  398/5634 1999,
boeuf NPP/g) (avant cuisson) Strachan et
9 al. 2005)
Steaks issus du
méme lot cuits
Steak haché 0O157:H7, stx1, 1,45 de fagon
surgelé stx2 Japon 2004 NPP/g similaire & celle 3/6
des (Hara-Kudo
consommateurs et Takatori
3 Vindeboeuf  O15TH7,sx2  Japon 2004  23NPPlg  Seak(s)du - 2011)
méme lot
0.04 3 Reste du foie
4 Foie de beeuf cru O157:H7, stx2 Japon 2006 y conservé au 313
0.18 ufc/g
freezer
Steak haché 22 steaks issus (Delignette-
surgelé O157:H7 France 2007 5,9 ufclg du méme lot 16/2155 Muller et
9 (avant cuisson) Cornu 2008)
Steak haché . .
) 31a115 (Gill et
surgelé - O157s01, siX2, oonaqa 9012 NPPi1ap  2Steaksdu 8cas-  Huszczynski
assaisonné a l'ail eae méme lot
. g de steak 2016)
et au poivre

Non rapporté

Ces produits présentent des niveaux de contamination nettement différents. La figure 2 présente les niveaux
de contamination dans les viandes hachées de boeuf avant cuisson.
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Figure 2. Concentrations en E. coli 0157 dans des viandes hachées crues impliquées dans différentes épidémies (cf.
Tableau 7 pour le descriptif des épidemies). () mediane (| ) étendue des niveaux de contamination.

Les concentrations en EHEC (principalement O157) ont été caractérisées pour d’autres catégories
d’aliments impliqués dans des épidémies (Tableau 8): autres produits & base de viande, végétaux et
produits laitiers. Les niveaux de contamination sont également trés variables de 0,3 ufc/g jusqu’a prés de
100 ufc/g (Tableau 8). Certaines des données concernant ces aliments ont été utilisées avec celles issues
des épidémies impliquant la viande de boeuf pour la construction des relations dose-réponse. Les épidémies
les plus récentes ne permettent pas de confirmer les relations dose-réponse existantes, le nombre de
personnes exposées dans ces épidémies n’étant pas clairement connu.

Tableau 8. Niveaux de contamination dans divers aliments d’origine animale impliqués dans des épidémies

Caractéristique Nombre de
Aliment d’E. coli Pays Année Niveaux Echantillons cas/Nombre  Référence
pathogéne d’exposés
(Strachan
et al. 2005,
. Teunis,
Salami 0157 USA 1994 0,3-0,4 ufc/g Autres paquets du lot 1712778
Ogden, et
Strachan
2008)
Viande de 0157 USA 1995 393 ufclg Reste 10112
cerf séchée
Coprocultur
Salade et ecﬁgg/izsg
sauce de 0157 Japon 1996  4-18 cfu/100 g Echantillons du repas enfants 7/43
poisson
chez les
adultes
32/71
Melon 0157 Japon 1997 43 ufclg Echantillons du repas (adultes et
enfants)
Fromage 0157 Srende 4997 510ufclg : 2/360
retagne
Créme 0145:H28, . 2,4 ufcig, 0,03 . 1/8,2111,  (Buvens et
glacée 026:H11  Delgique 2007 ufclg Glace du méme lof 207 al. 2011)
1-10 NPPlg Gouda apalyse p[us;eurs -
(entreprise A) semaines apres 'a (G gt
Gouda 0157 :H7 Canada 2013 consommation (niveaux 2917 Oudit
0,4-4 NPP/g
au moment de la 2015)

(entreprise B)

consommation estimés)
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3.3.2.Bilan des relations dose-réponse

L’objectif d’'une relation dose-réponse est d’établir un lien entre le niveau d’'une exposition microbienne (dose
totale ingérée de microorganismes) et la probabilité de survenue d’'un effet. On peut s’intéresser a différents
effets : infection, maladie et déces. La plupart des modéles dose-réponse publiés sont mécanistiques et
reposent sur deux hypothéeses biologiques (Jaloustre 2011) : (1) I'absence de seuil, c'est-a-dire d'un nombre
minimum de cellules de I'agent pathogéne en dessous duquel aucun effet néfaste n’est observé ; (2) la dose
minimale infectieuse (DMI). Deux raisons ont conduit a préférer les modéles sans seuil : (i) la contradiction,
pour certaines épidémies entre les faibles doses ingérées et les DMI classiquement avancées et (ii)
'hypothése, soutenue par la compréhension des mécanismes infectieux, selon laquelle une seule cellule
peut suffire a infecter un héte grace a ses capacités de multiplication.

Plusieurs relations dose-réponse sont disponibles (Strachan et al. 2005, Teunis, Ogden, et Strachan 2008,
Delignette-Muller et Cornu 2008, Perrin et al. 2015). Elles ont toutes été établies a partir de données
collectées pour le sérotype O157. Ces relations se distinguent par la nature des effets prédits : probabilité
d’infection pour deux des modéles (Strachan et al. 2005, Teunis, Ogden, et Strachan 2008), probabilité de
syndrome hémolytique et urémique pour les deux autres (Delignette-Muller et Cornu 2008, Perrin et al.
2015).

Ces deux derniers modeles se distinguent également par l'introduction de la sensibilité des populations dans
le calcul de la probabilité de I'effet. lls reposent sur les données de la méme épidémie. Le premier modéle
propose de séparer les enfants en deux catégories distinctes ([0,5 ans] et [5-10 ans]), le second modéle
améliore la prise en compte de I'age en l'intégrant dans le modéle comme variable continue dans le calcul
de la probabilité de maladie.

Conclusion

Les pratiques de préparation des viandes, la quantité d’aliment ingéré, la taille des lots contaminés, la
sensibilité des personnes exposées sont autant de facteurs qui contribuent (avec les niveaux de
contamination) a la survenue de cas d’infection a EHEC associés a un lot de fabrication.

Les données récentes ne permettent ni de remettre en cause ni d’améliorer la relation dose-réponse qui
prend le mieux en compte la population d’intérét de la présente saisine, c’est-a-dire les enfants de moins
de 15 ans.

Il n’existe pas de concentration seuil en-dessous de laquelle il n’y aurait jamais d’épidémie. Pour une
population sensible donnée (par exemple les enfants de moins de 15 ans) dont on connaitrait la
consommation annuelle ainsi que les pratiques de préparation des aliments considérés et donc
I'exposition au danger, il est néanmoins possible d’estimer :

e |e nombre annuel de cas et son incertitude,

e si un risque acceptable (ou niveau approprié de protection sanitaire — Appropriate Level of
Protection/ALOP) est indiqué par le gestionnaire du risque, une dose telle que la probabilité de ne pas
respecter ce risque acceptable ne dépasse pas 1% ou toute autre valeur fixée par le gestionnaire du
risque, et I'incertitude autour de cette probabilité.

Dans la suite de ce rapport, I'expertise portera sur la prévention des cas de SHU dans leur totalité (cas

sporadigues et épidémies).
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3.4. Modélisation de la contamination des matiéres premieres et des mélées de viande
hachée et évaluation de I'impact des mesures de gestion sur la réduction du risque
du SHU

3.4.1.Description de lafiliére viande hachée

Depuis 2006, les animaux amenés a I'abattoir sont classés en fonction de leur état de propreté de Aa D (A :
animal propre ; D : animal trés sale) selon une grille interprofessionnelle basée sur la prise en compte des
souillures visibles sur le cuir des animaux. Lors des différentes étapes d’abattage, les carcasses, initialement
stériles, peuvent étre contaminées en surface notamment pendant les opérations de dépouille et
d’éviscération. C’est pourquoi un certain nombre de bonnes pratiques et mesures de maitrise ont été mises
en place et inscrites dans les plans de maitrise interprofessionnels. Ainsi lors des opérations de pré-
dépouille et d’habillage, outre I'hygiéne des mains et la décontamination du matériel, les carcasses
contaminées par les cuirs doivent étre repérées et les quartiers souillés sont marqués. Un traitement
approprié est appliqué pour les souillures dites « spot » c’est-a-dire localisées et de taille réduite sans
écoulement. Le traitement consiste a parer le morceau souillé (parage avec ou sans traitement a la vapeur).
Le parage et le traitement éventuel a la vapeur d’eau sont effectués sur la chaine. En cas de souillure
étendue, les carcasses sont gérées hors cadence. Pour la fabrication de viande hachée réfrigérée (VHR) les
carcasses souillées sont exclues. Pour la fabrication de viande hachée surgelée (VHS) seuls les quartiers
souillés sont exclus.

De la méme fagon, en cas de contamination fécale ou ruminale des carcasses, la gestion est faite en
fonction de la taille des souillures : parage avec ou sans traitement par la vapeur pour les souillures spots,
exclusion des quartiers ou de la carcasse pour les souillures étendues.

Les quartiers de carcasse non exclus sont ensuite expédiés ou dirigés vers les ateliers de découpe. L’'étape
de découpe consiste a désosser les quartiers et découper la viande en morceaux. Les différents morceaux
obtenus sont triés en fonction de leurs caractéristiques et de leur destination.

Les morceaux de viande destinés a la fabrication des viandes hachées constituent les viandes pour haché
(VPH, anciennement appelée « minerai »). Le terme « VPH » désigne un mélange de muscles avec les
tissus attenants, éventuellement coupés en gros morceaux ou un meélange de muscles et d’affranchis*
(maximum 50%) obtenus sur la méme journée de production. Une unité de VPH est constituée de morceaux
de viande choisis dont la composition dépend du taux de matiére grasse souhaité (5%, 15% ou 20%). Les
morceaux peuvent provenir de plusieurs carcasses. Le nombre de carcasses mis en ceuvre par unité de
VPH ainsi que la taille d’'une unité de VPH sont trés variables.

Les délais maximum de conservation des viandes aprés abattage pour la fabrication des viandes hachées
bovines sont de six jours pour les viandes réfrigérées et 15 jours pour les viandes désossées et emballées
sous vide (Reglement (CE) n°853/2004). Pour les viandes hachées réfrigérées, les VPH issus du désossage
et de la découpe sont conservés dans des chambres froides (entre 0 et 1°C) durant un a deux jours avant
d’étre utilisées. Les viandes hachées surgelées peuvent étre fabriquées a partir de VPH réfrigérées ou
congelées avec un ratio réfrigéré/congelé variable selon la disponibilité des viandes et la cadence des
fabrications.

Une mélée de viande hachée est définie ici comme un ensemble de produits microbiologiquement similaires
représentant le contenu d’un ou plusieurs mélangeurs pendant une période définie de production ; ce ou ces
mélangeurs peuvent contenir des matiéres issues d'un ou plusieurs broyeurs. La mélée ainsi définie sert de
base, dans le plan de maitrise sanitaire des entreprises, pour la gestion des non-conformités
microbiologiques.

Bien qu’il n’existe pas de critére microbiologique défini dans le réglement (CE) n°2073/2005 pour les STEC
dans les viandes hachées, la DGAL recommande de prendre en compte les EHEC appartenant au 5
sérotypes majeurs (« STEC considérées comme hautement pathogénes ») comme un danger et de mettre
en place des autocontrdles microbiologiques en vue de vérifier l'efficacité des mesures de maitrise.
L’échantillonnage minimal préconisé par linstruction technique DGAL/SDSSA/2016-353 est le suivant: (i)

* Morceaux de muscles squelettiques de toutes tailles reconnus aptes a la consommation humaine, avec leurs tissus
graisseux et conjonctifs résiduels obtenus aprés parage.
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pour les VHS : recherche systématique dans chaque mélée (n=1, recherche dans 25g) du sérotype O157:H7
et au minimum une analyse par semaine (n=1, recherche dans 25g) pour les quatre autres sérotypes; (ii)
pour les VHR : recherche du sérotype O157:H7 dans une mélée au moins une fois par semaine (n=1,
recherche dans 25g) en madifiant le jour de prélevement pour couvrir tous les jours de la semaine. Il peut
néanmoins s’avérer pertinent d’augmenter cette fréquence dans le cas d’ateliers a fort tonnage de
production ayant un nombre élevé de mélées fabriquées quotidiennement, ou dans des situations
particulieres (obtention d’un résultat non conforme, gestion d’'une alerte STEC). D’autre part, pour les
produits sensibles (viande hachée a consommer crue de type « tartare » ou gamme destinée aux enfants),
la fréquence d’analyse doit étre renforcée.

Suite a un résultat confirmé positif, des analyses complémentaires doivent étre réalisées par le fabricant. Les
annexes 2 et 3 de l'instruction technique DGAL/MUS/2015-888 détaillent les méthodes d’analyse et le plan
d’échantillonnage a réaliser. Ces analyses complémentaires portent sur la mélée détectée positive (m) ainsi
que sur les mélées fabriquées avant (m-1, m-2, etc.) et apres celle-ci (m+1, m+2, etc.). En dehors d’'un
contexte de cas humain, ces analyses complémentaires sont réalisées selon deux échantillonnages
possibles au choix du fabricant : (i) le nombre d’échantillons analysés (n) est variable et inférieur a 30 (cas
n°l); (i) n est égal a 30 (cas n°2) (n=29 sur la mélée détectée positive a lorigine des analyses
complémentaires).

Quel que soit I'échantillonnage choisi, si les résultats d’analyse sont non conformes pour les mélées m-1 et
m+1, des analyses complémentaires sont réalisées sur les mélées encadrantes (m-2 et m+2) et ainsi de
suite jusqu'a l'obtention de résultats conformes (application de la cascade) ou qu’'une opération de
nettoyage/désinfection de la ligne de fabrication ait été mise en ceuvre. De maniére générale, le retrait ou le
rappel doivent étre appliqués a toutes les mélées ayant donné au moins un résultat non conforme (présence
dans 25g) suite aux contrbles complémentaires.

» Bilan des réponses apportées au questionnaire destiné aux établissements producteurs de VHR
et VHS

Un questionnaire élaboré par 'Anses a été adressé aux producteurs de VHR et VHS par l'intermédiaire des
fédérations professionnelles. Des éléments d’information ont été recueillis sur les points suivants :

- La gestion des matiéres premiéres (VPH) : définition du lot, nombre d’unité de VPH entrant dans la
composition d’'une mélée, description des analyses réalisées (méthode, plan d’échantillonnage,
fréquence) ;

- Les analyses réalisées sur les mélées ou les produits finis: méthode, plan d’échantillonnage,
fréquence, type d’analyse (pool ou individuel), définition d’'un résultat positif présomptif), les résultats
avec éventuellement la confirmation du LNR ;

- Les analyses réalisées sur les mélées encadrantes.

Des réponses ont été transmises par 22 sites de fabrication de viande hachée, dont 10 sites de fabrication
de VHR, 8 sites de fabrication de VHS et 4 sites fabricant de la VHR et de la VHS. Entre 2013 et 2015, le
volume annuel moyen représenté par ces 22 sites était de 131 764 tonnes dont 79% de gamme standard
VHS et 30% de gamme standard VHR, les gammes « tartare » et « enfant » représentant environ 1% de la
production totale de viande hachée (Figure 3).

Volume de production (2013-2015)

0,7%
0,1%
B gamme enfant + tartare VHR M gamme standard VHR

m gamme enfant + tartare VHS m gamme standard VHS

Figure 3. Pourcentage du volume moyen de production annuel en VHR et VHS selon la gamme
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e Gestion des VPH

Pour chaque site interrogé, les valeurs minimales, maximales et modales (valeurs les plus fréquentes) ont
été renseignées pour (i) la taille des unités de VPH, (ii) le nombre d’'unités de VPH entrant dans la
composition d’'une mélée et (iii) la taille d’'une mélée.

Selon les résultats de ce questionnaire, la taille des unités de VPH utilisées pour la fabrication de VHS varie
entre 50 kg et 9000 kg avec un mode variant entre 750 et 6000 kg en fonction des ateliers. Pour la
fabrication de VHR, les unités de VPH utilisées ont une taille comprise entre 10 kg et 2000 kg avec une
valeur modale variant entre 90 kg et 1500 kg en fonction des ateliers.

Le nombre d’unités de VPH utilisé pour la fabrication d’'une mélée varie également en fonction des ateliers et
du type de viande hachée produite. En VHS, une mélée est constituée par 1 a 50 unités de VPH, les valeurs
les plus fréquentes étant comprises entre 2 et 10. En VHR, le nombre d'unité de VPH entrant dans la
composition d’'une mélée varie de 1 a 22, les valeurs les plus fréquentes étant comprises entre 1 et 5.

La taille d’'une mélée est également trés variable en fonction du type de fabrication et des ateliers. D’aprés
les résultats du questionnaire, elle varie entre 200 kg et 2000 kg dans le cas de production VHS, les valeurs
les plus souvent observées étant comprises entre 600 kg et 1500 kg ; en VHR la taille des mélées varie
entre 15 kg et 2600 kg, les valeurs les plus fréquentes étant comprises entre 30 kg et 1100 kg.

e Analyses réalisées sur les mélées ou produits finis

D’aprés les résultats des questionnaires, entre 2013 et 2015, 140 920 analyses de recherche de STEC ont
été réalisées dans des mélées ou produits finis. Si globalement le nombre d’analyses augmente chaque
année (2013 :37 724 analyses, 2014 : 43 582 analyses ; 2015 : 59 614 analyses) ce n’est pas le cas pour
chacune des gammes de produit. En effet, seule la gamme standard et en particulier en VHS est concernée
(Figure 4).

50000 -

45000 -

40000 -

35000 -

30000 - 2013
25000 m2014
20000 - 2015
15000 -

10000 + =

5000 -

0 . . . _Tllllr- .
EVHR EVHS SVHR SVHS TVHR TVHS

Figure 4. Evolution du nombre d’analyses de recherche de STEC par gamme de produits entre 2013 et 2015 (EVHR :
gamme enfant VHR, EVHS : gamme enfant VHS, SVHR : gamme standard VHR , SVHS : gamme standard VHS,
TVHR : gamme tartare VHR, TVHS : gamme tartare VHS)

Parmi ces analyses, 84% ont été réalisées en gamme standard VHS contre 10% en gamme standard VHR.
77,2 % de 'ensemble des analyses concernaient le sérotype O157:H7 uniquement, 5% la recherche des
sérotypes appartenant au TOP 5 (0157:H7, O26:H11, 0103:H2, 0O145:H28, O111:H8) et 22,3% la
recherche des sérotypes du TOP 7 (TOP 5+ O45:H2 et O121:H19).

L’évolution des types d’analyses effectuées entre 2013 et 2015 (recherche du sérotype O157:H7, recherche
des sérotypes appartenant au TOP 5, recherche des sérotypes appartenant au TOP 7) selon la gamme de
produit est représentée en figure 5. La proportion des analyses ciblées sur le sérotype O157:H7 reste
relativement stable et comprise entre 63% et 67% en gamme standard VHS. Trés peu d’analyses portent sur
la recherche du TOP 5 puisqu’elles représentent, toutes gammes confondues, moins de 1% des analyses
annuelles. En revanche, la recherche du TOP 7 représente environ 20% des analyses annuelles et est
essentiellement réalisée en gamme standard VHS bien qu’en 2015 elle ait également été utilisée pour
certaines fabrications de gamme standard réfrigérée (Figure 5).
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Figure 5. Evolution des sérotypes de STEC recherchés lors des autocontrdles en fonction des gammes de produits
entre 2013 et 2015 en pourcentage d’analyses réalisées annuellement.

Tous les échantillons positifs présomptifs ne font pas I'objet d’'une analyse de confirmation par le LNR. La
gestion d’'un échantillon positif présomptif est en général similaire a celle d’un échantillon confirmé positif :
retrait, rappel ou réorientation.

Le taux de résultats positifs présomptifs est inférieur a 0,5% toutes gammes confondues entre 2013 et 2015
avec une variabilité importante entre les gammes de produits. En effet, dans la gamme « enfant » qui
représente 1,6% des analyses annuelles, aucun résultat positif présomptif n’a été déclaré entre 2013 et
2015. De la méme fagon, pour la gamme tartare surgelée, aucun résultat présomptif n’est obtenu suite aux
342 analyses effectuées de 2013 & 2015. En revanche, pour la gamme tartare réfrigérée, qui représente 3%
des analyses totales, le pourcentage d’échantillons positifs présomptifs qui était de 0% en 2013 a augmenté
en 2014 (0,29%) et 2015 (0,44%) bien que le nombre d’analyses soit resté stable et qu’il s’agisse toujours
d’'une recherche de E. coli O157:H7. Parmi les 10 échantillons présomptifs observés entre 2013 et 2015
dans cette gamme, 2 échantillons ont été envoyés au LNR pour confirmation et aucun d’eux n’a été confirmé
(Figure 7).
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Figure 6. Evolution du pourcentage de résultats positifs présomptifs par gamme de produits entre 2013 et 2015
NB : La définition d’un résultat positif présomptif differe selon la méthode analytique utilisée.

En gamme standard réfrigérée, le taux moyen de positifs présomptifs sur les trois années est de 0,09%
(Figure 6). En 2013 et 2014, la totalité des échantillons présomptifs obtenus en standard VHR ont été
envoyés au LNR pour confirmation du résultat ; le taux de confirmation observé est d’environ 50%. En 2015,
25% des échantillons positifs présomptifs en gamme standard VHR ont été envoyés au LNR (n=3) aucun
des échantillons n’a été confirmé positif (Figure 7).
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Concernant la gamme standard surgelée, le taux moyen de positifs présomptifs est de 0,13% (Figure 6). Le
pourcentage d’échantillons positifs présomptifs envoyés au LNR est de 84% en 2013, 60% en 2014 et 53%
en 2015. Le taux de confirmation de ces échantillons pour les trois années est respectivement de 51%, 48%
et 56% (Figure 7).
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Figure 7. Evolution du taux de confirmation des échantillons positifs présomptifs envoyés au LNR par gamme de produit

e Analyse des mélées encadrantes

D’apres les questionnaires renseignés par 22 ateliers de fabrication de viande hachée, tous ne réalisent pas
d’analyses complémentaires sur les mélées encadrantes. En effet, 14 seulement déclarent faire ces
analyses dont 6 ateliers de fabrication de VHR (parmi les 10 interrogés), 6 ateliers de fabrication de VHS
(parmi les 8 interrogés) et 2 ateliers de fabrication de VHS et VHR (sur les 2 interrogés). Il est a noter que
certains ateliers détruisent ou orientent vers d’autres productions (cuisson) les mélées m+1 et m-1 encadrant
une mélée positive systématiquement sans les analyser.

D’aprés les questionnaires, sur 'ensemble des sites de fabrication, entre 2013 et 2015, 77 mélées ont fait
'objet d’analyses complémentaires (75 mélées de gamme standard VHS et 2 mélées de gamme standard
VHR). Parmi ces mélées analysées, 45 ont été retrouvées non conformes suite aux analyses
complémentaires. Pour 29 des 77 mélées détectées positives, les mélées encadrantes ont été détectées
non conformes a des niveaux pouvant aller jusqu’a m-3 ou m+3.

3.4.2.Modélisation de la contamination des matiéres premiéres (VPH) et des mélées de viande
hachée

Le modéle développé dans cet avis est basé sur différents modeéles publiés (Cassin et al. 1998, Cummins et
al. 2008, Smith, Fazil, et Lammerding 2013, Anses 2014, 2015) et simule les différentes étapes de la
fabrication de steaks hachés depuis I'abattage des bovins jusqu’a la sortie d’'usine des produits finis puis leur
consommation. L’objectif du modéle est d’'estimer et de comparer [lefficacité de différents plans
d’échantillonnage et des mesures de gestion proposés par la DGAL sur la réduction de la probabilité de
survenue de cas de SHU liés a la consommation de steaks hachés de viande de bceuf. La structure du
modele et les différentes étapes de calculs sont celles présentées dans les avis de 'Anses de 2014 et 2015.
Par ailleurs, des modifications ont été apportées suite a 'obtention de nouvelles données et aux nouvelles
questions posées par la DGAL.

L'originalité de ce modéle consiste a tenir compte (i) des différents types de souillures pouvant contaminer
les carcasses entrant dans la fabrication de viandes hachées, (ii) de la répartition des unités de VPH entre
les mélées (Figure 8) et (iii) des mélées dites « encadrantes ».

De méme que pour les modéles précédents, en I'absence de données permettant de caractériser la
distribution des niveaux de contamination des VPH et des mélées de viandes hachées par les STEC en
France, ceux-ci sont simulés a 'aide d’'un modéle mathématique a partir des niveaux de contamination des
feces de bovins.

Les parameétres d’entrée du modele sont présentés en annexe 3.
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Pour répondre a la question n°4 de la saisine, les plans d’échantillonnage évalués dans cet avis consistent a
analyser pour chaque mélée :

— Plan n°1: 1 échantillon de 25g (n=1, m=absence dans 25gq) ;
— Plan n°2 : 3 échantillons de 25¢g (n=3, c=0, m=absence dans 25g) ;
— Plan n°3: 1 échantillon de 75g (n=1, m=absence dans 75g).

Pour répondre a la question n°5, la fabrication de mélées a partir de différentes unités de VPH ainsi que le
concept de mélées encadrantes sont modélisés. Deux scénarios d’analyses des mélées sont évalués et
comparés en termes de réduction du risque de SHU et de proportion de mélées détectées positives :

— Scénario 1 : analyse systématique des mélées selon un plan d’échantillonnage défini ;

— Scénario 2 : analyse systématique des mélées selon un plan d’échantillonnage défini suivie d’une
analyse renforcée des mélées encadrantes (mélées encadrant une mélée initialement détectée
positive).

Les modifications apportées aux modeéles présentés dans I'avis 2013-SA-0223 (Anses 2014) sont détaillées
dans les paragraphes suivants.

Concentration féces” Frévalence
J’ cantamination fécas®
Concentration cuir B}
Prevalence
'.Lr contamination cuir

Concentration
carcasse avant
. avisceration
Conecentration
dans lesviscéras Fraquence derupturs
p— lars i evisceration

Concentration

- Carcasse aprés

&viscération ) k4
Frévalenca
[ | comtamination carcasse
h
Fr a-:tn:-tn tlg surface Mambreda
contaminzs > bactérias/carcasse
Taillz de l'unit2de h 4
“FH | Nembrede bacterie |
parmorceau de VEH ™
Nambre de bactérias
dans la mélés
Taille steaks haches Y
] 4" Reduction du risque de
Nambre de bactéries Degre SHU selon Papplication
par steak hache cuit [ d"homogansisation dzla des critéres
cantamination
IadéleDose "L’ A
repons= Inactivation themigque
| auisson)

Figure 8. Structure générale du modele adaptée du modéle de I'avis de I'Anses 2014

Encadrés bleus : prévalence de la contamination en EHEC ; encadrés gris : quantité/concentration de la contamination ;
encadrés rouge/vert/orange : sorties du modele. Les parametres marqués du symbole * sont modifiés par rapport au
modeéle de l'avis de 2014 (cf. Tableau annexe 3).
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» Prévalence d’animaux excréteurs (contamination des féces)

La prévalence d’animaux excréteurs a été estimée grace a une étude conduite dans six abattoirs en France
entre octobre 2010 et juin 2011 (Bibbal et al. 2015). Au total, 1318 animaux appartenant aux quatre
principales catégories de bovins (jeunes bovins de race laitiere (JBL), jeunes bovins de race a viande (JBV),
vaches laitieres (VL), vaches a viande (VV)) ont été prélevés dans six abattoirs différents. La prévalence des
cing sérotypes majeurs (0157:H7, O26:H11, 0103:H2, O111:H8 et 0145:H28) a été estimée dans les féces
de ces animaux. Parmi les animaux prélevés, 2,4% ([1,8% ; 3,5%] ; intervalle de confiance a 95%) excrétent
'un des cinq sérotypes majeurs des EHEC. En tenant compte de la proportion d’animaux appartenant aux
différentes catégories, la prévalence globale de bovins adultes excréteurs est estimée a 1,8%. En
regroupant les analyses en deux périodes distinctes, octobre a février, et mars a juin, la prévalence
observée au printemps était 3,3 fois plus élevée que celle observée en hiver ([1,5; 7,3]; intervalle de
confiance a 95%) a savoir 1,2% en hiver et 3,9% au printemps. Le modele utilisé dans cet avis considére les
deux périodes d’excrétion contrairement au modéle de I'avis de 2014 dans lequel seule la période de forte
excrétion était prise en compte.

Etant donné I'absence de démonstration d’'une éventuelle différence de virulence entre les cinq sérotypes
majeurs, le modéle développé dans cet avis utilise la prévalence de ces cing sérotypes pour I'évaluation des
risques. Ainsi, dans le modéle, la prévalence de la contamination des féces pour la période de faible
excrétion (automne/hiver) et la période de forte excrétion (printemps/été) sont respectivement Pf ,,,= 1,2%
et Pfhigh:319%-

» Concentration dans les feces

Comme pour la prévalence, le niveau de contamination des féces varie en fonction de la période de
prélevement (Stephens, McAllister, et Stanford 2009). De plus, il est supposé que la variabilité de la
contamination en EHEC dans les féces est la méme pour 'ensemble des cing sérotypes majeurs.

L'étude de Stephens, McAllister, et Stanford (2009) présente la distribution des niveaux de contaminations
en 0157 :H7 chez des bovins dont les échantillons ont été trouvés positifs avec une méthode de détection a
deux périodes de l'année : automne-hiver et printemps-été. Les données sont présentées sous forme
d’intervalle. Le package R fitdistrplus a été utilisé pour ajuster une loi de distribution Normale sur ces
données a I'échelle log10. Ainsi, la loi de distribution utilisée pour la contamination des féces en période de
faible excrétion (Cfi,y) suit une loi normale de moyenne 1,59 log10 ufc/g et d’écart type 1,45 et celle utilisée
pour la contamination des feces en période de forte excrétion (Cfygn) suit une loi normale de moyenne 2,44
log10 ufc/g et d’écart type 1,98.

» Contamination des carcasses par les cuirs avant éviscération

Lors du dépouillement, la contamination des carcasses peut se produire par un contact direct avec le cuir ou
indirectement par les poussiéres échappées du cuir, les mains ou les ustensiles utilisés. La prévalence de
carcasses contaminées par le cuir P. est décrite dans le modéle de l'avis de ’Anses de 2014 (Anses 2014).

La concentration en EHEC (C,) des souillures provenant du cuir est décrite dans l'avis de '’Anses de 2014 et
dépend de la concentration en EHEC sur le cuir (C;) et de la fraction de transfert du cuir vers la surface de
la carcasse (FT.y;) définis dans le tableau de paramétres d’entrée du modéle (Annexe 3).

Dans le présent avis, le modéle utilisé considére deux types de souillures observées en abattoir : les
souillures dites « spot » n’excédant pas 3 cm de diameétre et les souillures circonscrites dont la surface
correspond a la taille d’'une main (Cartier 2009) ; ces dernieres seront désignées par la suite par le terme de
souillure « main »°. Dans cette étude, 70 carcasses faisant I'objet de souillures circonscrites en provenance
du cuir sur une chaine d’abattage ont été observées. 80% des souillures observées correspondent a des
« spots » et 20% a des souillures « main » (Cartier 2009). Les contaminations étendues, c’est-a-dire d’'une
taille supérieure a la surface de la paume d’'une main ne sont pas prises en compte par le modéle. En effet,

® Le plan de malitrise pour les E. coli pathogénes pour les viandes hachées et préparations de viandes hachées
réfrigérées et surgelées réalisé par Culture Viande (janvier 2016) définit une contamination « spot » comme « localisée,
de taille réduite (de taille inférieure ou égale a une paume de main) en I'absence d’écoulement et pouvant étre parée
d'un seul geste par l'opérateur sur chaine ». Cette définition englobe donc les souillures de type « spot » et de type
« mains » définies dans le présent avis.
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ces contaminations font I'objet de mesures de gestion strictes entrainant I'exclusion des morceaux
concerneés de la fabrication pour les viandes hachées réfrigérées et surgelées.

Dans le modéle, Ia proportion de souillures « spots » Pgp,; st fixée a 80%. La surface de ces souillures Sqpot
est fixée & 7 cm? correspondant & un spot de 3 cm de dlametre La proportion de souillures « main » par le
cuir Ppain €st fixée a 20% avec une surface Sy, fixée a 150 cm?.

Le nombre de souillures présentes sur une carcasse contaminée (Ngouires) SUit une distribution de Poisson
(Msouilures) AVEC Mgouinures 1€ NOMbre moyen de souillures par carcasse. En I'absence de données sur ce
nombre moyen, il est considéré comme un paramétre incertain du modeéle. Les simulations sont donc
réalisées pour plusieurs valeurs de Mgy iures €Ntre 1 et 20 avec une valeur par défaut de 10 ce qui permet
d’estimer I'impact de ce paramétre sur les résultats du modéle. Le nombre de spots Ngy €St estimé pour
chaque carcasse contaminée et suit une distribution Binomiale de paramétre Nggyiiures €t Pspor. La Surface
totale de contamination d’'une carcasse a est définie par :

a=N, Fpot X Sspor + ( soutllures ~— spor} X Smrz:'n Equation 1

Avec : ala surface de contamination de la carcasse (cm?)
Nspot [ Nnombre de souillures de type « spot » sur la carcasse
Nsouilure 1€ Nombre total de souillures sur la carcasse
Sepot 1a surface d’une souillure de type « spot » (cmzz
Smain 12 surface d’une souillure de type « main » (cm?)

Le modele tient compte des contréles visuels tout au long de la chaine d’abattage et considére une
sensibilité (ou probabilité) de détection des spots (Seyor) et des souillures « main » (Semain). En 'absence de
données sur ces niveaux de sensibilité, ces paramétres sont considérés comme des parameétres incertains
du modeéle pour lesquels plusieurs valeurs sont donc considérées avec par défaut une valeur Segy, =0,5 et
Semain =0,8.

La sensibilité de détection des souillures intégre l'efficacité du traitement (parage et/ou vapeur d’eau).
Autrement dit, la totalité de la contamination provenant des souillures détectées est éliminée. Ce sont donc
les souillures non détectées qui sont responsables de la contamination de la viande. Le nombre de spots et
de souillures mains non deétectées notés respectivement Ngpot restant € Nmain restant SONt variables d’une
carcasse contaminée a une autre et suivent une distribution binomiale de probabilité (1-Segps) et (1-Semain)
et de taille Nspot et (Nsouillures'Nspot)-

La surface de contamination des carcasses aprés contrble et traitement des souillures détectées est notée
acorr . .
Qrorm = N spot_rastant X Ss';ur.:-t'" Nmrzin_rasmnt X Smﬂz’n Equat|0n 2

Avec : a. la surface de contamination de la carcasse aprés contrdle et traitement (sz)
Nspot_restant 1€ NOMbre de souillures de type « spot » restantes sur la carcasse aprés traitement
Nmaln restant 1€ Nombre de souillures de type « main » restantes sur la carcasse apres traitement
Spot la surface d’une souillure de type « spot » (cm
Shain la surface d’une souillure de type « main » (cm®)

» Contamination des carcasses suite a un accident d’éviscération

La contamination des carcasses par accident d’éviscération (perforation ou mauvaise préparation du tube
digestif) est modélisée tel que décrit dans l'avis de I'Anses de 2014 en faisant I'hypothése que la
concentration en EHEC dans les viscéres est la méme que celle dans les feces (Cy). Cependant, la valeur
maximale de la quantité de contenu du tube digestif sur la carcasse (q) restante aprés parage et traitement
éventuel est abaissée de 50 g a 20 g afin d’étre plus proche des observations de terrain.

» Quantité de bactéries par carcasse contaminée a I'issue de I’abattage

A lissue de I'abattage, un nombre Cont, de carcasses se trouve contaminé par les EHEC par le cuir et/ou
par le contenu des viscéres. Pour chacune des carcasses contaminées, la surface de contamination de la
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carcasse et le nombre dEHEC sur la carcasse sont estimés. La surface totale d’'une carcasse standard
(TSA) est supposée égale a 32 000 cm®.

e Nombre de bactérie provenant de contamination par le cuir

Le nombre de bactéries contaminant la carcasse provenant du cuir (Oy,) est égal a :
03, = Qoo X 10°° Equation 3

Avec : Oy le nombre d’EHEC par carcasse contaminée provenant du cuir (log;q ufc) ,
acorr 12 surface de contamination de la carcasse apres contr6le et traitement (cm®)
C. la concentration en EHEC a la surface d’une carcasse suite a une contamination par le cuir (logy
2
ufc/cm®)

e Nombre de bactéries provenant d’une contamination par accident d’éviscération

Le nombre de bactéries contaminant la carcasse provenant du contenu des visceres (O,) est égal a :
0, = q x 10%F Equation 4

Avec: O, le nombre de EHEC par carcasse contaminée par les visceres (log;o ufc)
g la quantité de contenu des viscéres souillant la carcasse (g)
C: la concentration en EHEC dans les féces et les visceres (logy, ufc/g)

e Nombre de bactéries provenant d’'une contamination par le cuir et par accident d’éviscération

La quantité de bactéries par carcasse contaminée (O.) résultant d’'une contamination par les cuirs et par les
viscéres est alors égale a :

0,=0,+0, Equation 5

Avec : O le nombre d’ EHEC par carcasse contaminée par le cuir et par les viscéres (logyo ufc)
O, le nombre d’ EHEC par carcasse contaminée par les viscéres (log;, ufc)
Oy, le nombre d’ EHEC par carcasse contaminée provenant du cuir (log, ufc)

» Contamination des unités de VPH

Le nombre de carcasses contaminées par unité de VPH (K) est décrit dans I'avis de 'Anses de 2014 pour
des unités de VPH composées de viande provenant de 60 animaux. Pour chacune des K carcasses
contaminées, une série de calculs est déroulée pour arriver a déterminer le nombre de bactéries par
morceaux et par carcasse tel que décrit dans I'avis de 'Anses de 2014 permettant d’estimer ainsi le nombre
total attendu de bactéries par unité de VPH (N).

» Contamination des mélées

La composition des mélées a partir des unités de VPH est modélisée selon deux scénarios. Le premier
scénario permet d’estimer le risque de SHU et de tester les différents plans d’échantillonnage sur mélée a
partir du nombre total de bactéries dans la mélée et du coefficient d’homogénéité de la mélée (b) en
considérant qu’'une mélée est fabriquée a partir d’'une unité de VPH. Ce scénario permet donc de répondre a
la question n°4.

Le second scénario, plus complexe dans la modélisation de I'utilisation des unités de VPH pour la fabrication
des mélées, permet de répondre a la question n°5 sur I'évaluation des niveaux de contamination des mélées
encadrantes (cf. section 3.4.6).

Le modele considére qu’'une mélée est constituée par une unité de VPH de taille égale (My= Mypy= 1 000
kg). Les opérations de broyage et de hachage ne permettent pas une distribution totalement homogéne des
bactéries présentes sur la viande de I'unité de VPH. Le degré d’homogénéisation atteint suite aux différentes
opérations dépend de la proportion des morceaux de VPH contaminés et de leur répartition dans l'unité de
VPH. Si le hachage conduisait a une unité de mélée parfaitement homogéne, alors tous les steaks hachés
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présenteraient le méme niveau moyen de contamination (A, nombre de bactéries par unité de VPH divisé par
la masse de l'unité de mélée : A=N/T). Cependant, le hachage ne conduit pas a une homogénéité parfaite
dans la viande hachée. La distribution de la contamination peut étre décrite a I'aide d’une loi de probabilité
Gamma-Poisson telle que décrite dans l'avis de I'Anses (2014). Selon cette distribution, le hombre de
bactéries par gramme de steak haché suit une loi de Poisson de paramétre A et ce parameétre (1) suit une loi
Gamma (Nauta, 2005). La probabilité d’avoir x bactéries dans un steak haché de 100 g est calculée a partir
de la formule suivante :

I'(b+x) 5 b° A*

XIT(b) ~ (A +b)>"
Avec : b le coefficient mesurant I'hétérogénéité (quand b tend vers l'infini, le modéle est équivalent a une loi
de Poisson),

et 1 la concentration moyenne dans 100 g de viande hachée prélevé aléatoirement dans une unité
de mélée.

P(x) = Equation 6

Une étude de I'IDELE récemment publiée présente des résultats expérimentaux de dispersion de la
contamination dans des mélées de 25 kg pour différents niveaux de contamination initiale de la mélée et
pour des mélées 100% réfrigérées ou de mélange réfrigéré/surgelé (Loukiadis, Bieche-Terrier, et al. 2017).
D’aprés les résultats observés dans cette étude, la valeur du paramétre b ne semble pas significativement
influencée ni par les niveaux de contamination testés ni par le type de mélange et est comprise entre 1,0 et
1,6 avec une moyenne a 1,3 ce qui correspond & une distribution moyennement homogéne des bactéries
dans la mélée. Il est a noter que les concentrations observées dans les mélées sont bien inférieures aux
concentrations théoriques attendues. Le pourcentage de cellules bactériennes récupérées varie entre 4% et
27%. Deux hypothéses peuvent étre avancées : soit la population initiale est devenue non cultivable soit elle
n'est pas dispersée par le processus de broyage-mélange et reste fixée localement a un ou deux points de
la mélée. La premiére hypothése suppose un biais expérimental di a la souche utilisée dans I'étude de
I'IDELE. Une fraction de la population inoculée présenterait des difficultés a survivre ou a croitre sur les
milieux sélectifs utilisés aprés un stress froid ou encore a cause de la compétition avec la microflore déja
présente dans la viande de beeuf crue (Lu et al. 2011, Loukiadis, Bieche-Terrier, et al. 2017). La seconde
hypothése suppose la présence d'un ou de plusieurs amas non détectés contenant le reste de la population.
Cela pourrait étre di a l'attachement des cellules inoculées a la surface de la viande et a l'incapacité du
procédé de fabrication a détacher et a disperser ces bactéries.

Il est impossible en I'état actuel des connaissances de privilégier 'une des deux hypothéses. Les plans
d'échantillonnage classiques ne sont pas en mesure de détecter cette fraction et leur efficacité ne peut étre
évaluée que pour la part de contamination qui sera mélangée au cours du processus de broyage. La prise
en compte de cette incertitude conduit a une gamme de valeurs de b comprises entre 0,5 et 2.

En conclusion, dans la démarche de modélisation retenue pour répondre aux questions sur
'échantillonnage, il a été considéré que I'ensemble de la contamination apportée par les lots de VPH se
répartissait dans la mélée selon les valeurs de b comprises entre 0,5 et 2.

3.4.3.Calcul des probabilités de détection avec les plans d’échantillonnages sur mélée selon
le scénario 1 de contamination des mélées

» Plan n°l: n=1, m=absence dans 25¢g

La probabilité de détection de la présence d’EHEC dans une mélée i avec un échantillon de 25g, P(D,s);, est
obtenue par :

A'+b

Avec )’ la quantitt moyenne d’EHEC dans un échantillon de 25g de viande hachée prélevée
aléatoirement dans une mélée ;
b le coefficient mesurant I'hétérogénéité (quand b tend vers l'infini, le modéle est équivalent a une loi
de Poisson).

b Y
P(D,.); :1—(—j Equation 7
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» Plan n°2: n=3, c=0, m=absence dans 25¢g

La probabilité de détection de la présence d’'EHEC dans une mélée i dans au moins un échantillon de 25¢g
parmi n échantillons de 25g prélevés P (D,); est obtenue par :

P(Dn);=1—-(1—-P(D3s))" Equation 8

» Plan n°3: n=1, m=absence dans 75¢g

La probabilité de détection de la présence d’EHEC dans une mélée i avec un échantillon de 25g, P(D7s);, est
obtenue par :

b

b

P(D,), =1-| —— Equation 9
757i A,”“r‘b

Avec 1" la quantité moyenne d’EHEC dans un échantillon de 75g de viande hachée prélevée aléatoirement

dans une mélée.

3.4.4.Estimation du risque de SHU

Les parameétres nécessaires a I'estimation du risque de SHU pour les consommateurs de steaks hachés
(paramétres de survie des EHEC au traitement thermigue, données de consommation, relation dose-
réponse) sont ceux présentés dans le rapport de I'’Anses de 2015 (Anses 2015).

Les parametres de survie des EHEC au traitement thermique sont donnés pour trois types de cuisson
(saignant, a point et bien cuit) et quatre catégories de consommateurs en fonction de I'age : les enfants de
moins de 5 ans, les enfants de 5 a 10 ans, les enfants de 10 & 15 ans et les personnes de plus de 18 ans.
L’efficacité de la cuisson pour la destruction des EHEC est exprimée en nombre de réductions décimales
(RD). La proportion de mode de cuisson appliqué en fonction de 'dge des consommateurs ainsi que le
nombre de réductions décimales attendues en fin de cuisson sont présentés dans le tableau 9.

Tableau 9. Proportion (%) de type de cuisson appliqué par classe d’dge de consommateurs et nombre de réductions
décimales (RD) du niveau de EHEC par steak haché par type de cuisson

Cuisson\dge | <5ans | 5-10ans | 10-15ans | >18ans | RD
Saignant 10% 17% 21% 38% 0,5
A point 41% 53% 54% 35% 1,6
Bien cuit 49% 28% 24% 28% 3.9

La relation dose-réponse utilisée ici est celle décrite par Perrin et al. (2015). 1l s’agit d’'un modéle exponentiel
dont le paramétre r varie en fonction de I'age. Le risque, pour un enfant de moins de 15 ans, de développer
un syndrome hémolytique urémique suite a la consommation d’'un steak haché est obtenu comme suit :

Rﬁgﬂ = P&gs ® Pdosalﬁga Equation 10
Puoselzge = 1 — exp(—x X 1y, x 10752) Equation 11
Tage = 107532 x exp(—0.38 x 4ge) Equation 12

Avec : Page la proportion de steaks hachés consommeés par les enfants pour chacune des classes d’age (0
a 15 ans par pas de 1 an)
Paoselage 12 probabilité de survenue d'un cas de SHU sachant la dose ingérée et l'dge du
consommateur
x le nombre de bactéries dans une portion de steak haché (dose)
rage le paramétre de la relation dose-réponse exponentielle
RD le nombre de réduction décimale en fin de cuisson (Tableau 9)
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La probabilité de survenue d’'un SHU suite a la consommation d’'un steak haché issu d’'une mélée particuliére
est calculée en tenant compte de la variabilité de la contamination intra mélée et de la variabilité des modes
de cuisson associés a chaque classe d’age.

La probabilité de survenue d’'un SHU suite a la consommation d’'un steak haché (provenant d’'une mélée
guelconque) est estimée par la moyenne des probabilités par mélée. Cette probabilité est appelée risque de
SHU.

3.4.5.Résultats du modeéle

Les résultats présentés ci-dessous sont valables pour les paramétres et hypothéses du modéle définis
précédemment. Le modele considére notamment :

- deux périodes d'excrétion des STEC dans les matiéres fécales bovines pour lesquelles les
concentrations ne sont pas estimées a partir de données francaises contrairement aux prévalences
d’animaux excréteurs ;

- Tlapplication d’'une méthode analytique parfaite (spécificité et sensibilité de 100%) pour la détection
des 5 sérotypes majeurs ;

- des modes de cuisson des steaks hachés en fonction des classes d’age des consommateurs définis
a partir d’estimations réalisées dans le cadre de [linvestigation d'une d’épidémie francaise
(Delignette-Muller et Cornu 2008) ;

- larelation dose/réponse établie pour le sérotype 0157 :H7 (Perrin et al. 2015).

Par conséquent, il est fort probable que le modéle surestime le risque. Le modeéle ne s’intéresse toutefois
pas a la valeur absolue de ce risque mais a la réduction du risque qui pourrait étre obtenue par différentes
mesures.

» Influence des paramétres incertains sur I’estimation du risque du SHU

L’actualisation du modéle a conduit d’'une part, a I'estimation de la gamme d’incertitude entourant la valeur
du parameétre b et d’autre part, a I'introduction de trois nouveaux paramétres en lien avec la contamination
des carcasses (Msouilures: S€spoi, S€main). A I'neure actuelle, il n'existe pas d’étude permettant d’estimer
statistiquement les valeurs de ces trois paramétres, celles-ci ont donc été proposées a partir des données
professionnelles et a dires d’experts. Afin de tester I'influence de ces paramétres d’entrée du modele (b,
Msouiluress S€spot, S€main) SUr les sorties du modéle (risque de SHU, probabilité de détection des mélées
contaminées), des simulations ont été réalisées pour un scenario correspondant a la période de forte
excrétion (Pfhign, Cfhign). Pour chaque paramétre incertain, plusieurs valeurs sont tirées au sort dans sa
gamme d’incertitude. Pour chacune de ses valeurs, 100 000 itérations du modéle sont réalisées en fixant les
autres parametres incertains a leur valeur par défaut (Tableau 10). Pour chaque scenario, le risque moyen
de SHU par portion de 100 g est estimé pour deux situations. Dans la premiére situation, situation de
référence, les mélées de viande hachée ne sont pas analysées. Le modéle considére donc que I'ensemble
des steaks hachés fabriqgués sont consommeés. Le risque estimé dans cette situation est appelé risque de
référence (Ry). Dans la seconde situation, les mélées de viande hachée sont analysées de facon
systématique (100% des mélées analysées) selon le plan d’échantillonnage n=1, absence dans 25 g. Le
modéle considére que les steaks hachés issus des mélées détectées positives pour la présence de EHEC
suite a I'analyse ne sont pas consommeés (lots bloqués). Le risque estimé est le risque résiduel (R).

Tableau 10. Valeurs des parameétres incertains tirées au sort et valeur par défaut

Paramétre incertain Valeurs Valeur par défaut
b 0,01;01;0,2;05;1;2;10 1
Msouillures la20parpasdel 10
Sespot 10% a 90% par pas de 10% 50%
S€main 10% a 90% par pas de 10% 80%
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Pour chaque parameétre incertain, le risque de référence et le risque résiduel sont estimés et représentés en
fonction de la valeur du parametre incertain. Les résultats sont présentés en annexe 4.

La valeur du paramétre b a peu d’'influence sur le niveau de risque de référence lorsque b varie entre 0,01
(répartition de la contamination hétérogéne) et 10 (répartition de la contamination homogene). En revanche,
lorsque les mélées sont analysées, '’hétérogénéité de la contamination a un impact important sur I'efficacité
de I'échantillonnage et le niveau de risque associé. En effet, plus la contamination est répartie de maniére
homogéne au sein de la mélée (b>1) plus la probabilité de détection avec le plan d’échantillonnage défini
(n=1, absence dans 25g) augmente. Les mélées contaminées ont donc une probabilité plus élevée d’étre
détectées lorsque la répartition de la contamination est homogeéne ce qui entraine une diminution du risque
de SHU de plus de 95% lorsque b>1.

Le nombre moyen de souillures (Mgyuiwres) Par carcasse impacte de fagon importante le risque de référence
et le risque résiduel, les multipliant par un facteur 5 lorsque le nombre de souillures est augmenté de 1 a 20.
Le nombre de souillures influence également Iégérement I'efficacité de I'échantillonnage : pour Megyiures=1, la
probabilité de détection des mélées est de 1% ; pour Msainures=20, la probabilité de détection est de 4%. Pour
un nombre moyen de souillures par carcasse de 10, la probabilité de détection est de 3%. La réduction du
risque associée (entre 95% et 98%) n’est cependant pas directement impactée par le nombre de souillures
puisque des réductions différentes sont estimées pour des nombres de souillures et une probabilité de
détection similaires.

Le modéle est peu sensible a la probabilité de détection des souillures « spot ». En revanche, la probabilité
de détection des souillures de type « main », plus importantes en taille mais moins fréquentes que les spots,
influence les sorties du modéle. En effet, les risques de référence et résiduel sont divisés par 3 lorsque la
probabilité de détection augmente de 10% a 90%.

» Probabilité de détection des EHEC selon différents scenarii d’échantillonnage et réduction du
risque associée

L’efficacité de trois plans d’échantillonnage est comparée en termes de probabilité de détection des mélées
et pourcentage de réduction du risque moyen de SHU par portion de 100 g de steak haché.

— Plan n°1: 1 échantillon de 25g (n=1, m=absence dans 25q)
— Plan n°2: 3 échantillons de 25¢g (n=3, c=0, m=absence dans 25gq)
— Plan n°3: 1 échantillon de 75g (n=1, m=absence dans 75q)

Chacun de ces plans d’échantillonnage est testé pour différents scenarii de contamination décrits dans le
tableau 11. Les résultats obtenus avec 300 000 itérations sont présentés par plan d’échantillonnage pour
chacun des scenarii étudiés dans le tableau 12 et représentés dans les figures 9 et 10.

Tableau 11. Scenarii de contamination pour lesquels les plans d’échantillonnage sont testés

Scenario Saison Hétérogénéité de  Nombre moyen de
la contamination souillures par
intra mélée (b) carcasse
S1 Forte excrétion 0,5 10
S2 Faible excrétion 0,5 10
S3 Forte excrétion 1,0 10
S4 Faible excrétion 1,0 10
S5 Forte excrétion 2,0 10
S6 Faible excrétion 2,0 10
S7 Forte excrétion 0,5 5
S8 Faible excrétion 0,5 5
S9 Forte excrétion 1,0 5
S10 Faible excrétion 1,0 5
S11 Forte excrétion 2,0 5
$12 Faible excrétion 2,0 5
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Il est a noter que le risque moyen de SHU de référence (sans échantillonnage) en période de faible excrétion
est 600 fois plus faible que le niveau de risque estimé en période de forte excrétion.

Tableau 12. Probabilité de détection des mélées contaminées et pourcentage de réduction du risque moyen de SHU
associé par plan d’échantillonnage et par scenario de contamination

Scenario Plan n°1 Plan n°2 Plan n°3

Probabilité % de réduction  Probabilité % de réduction Probabilit¢ % de réduction
de détection du risque de détection du risque de détection du risque

$1 2,68 92,57 5,37 98,15 4,60 95,93
S2 0,05 65,06 0,13 80,35 0,11 76,33
S3 2,96 95,65 5,63 98,72 513 97,48
S4 0,06 85,25 0,12 90,76 0,12 93,70
S5 3,14 97,05 5,80 98,76 548 98,43
S6 0,06 91,20 0,12 83,98 0,12 86,94
S7 1,84 93,71 3,68 98,25 3,19 94,35
S8 0,04 73,22 0,09 90,48 0,07 70,65
S9 2,02 96,89 3,89 98,87 3,56 98,11
$10 0,04 65,21 0,09 79,88 0,08 92,86
S11 2,16 97,69 3,99 98,39 3,83 98,41
$12 0,04 73,48 0,08 89,97 0,08 89,38

Pour tous les scenarii de contamination, le plan d’échantillonnage le plus efficace en termes de probabilité
de détection est le plan n°2 (n=3, c=0, absence dans 25g) qui permet en période de forte excrétion de
détecter 4% a 6% des mélées et ainsi de réduire le risque moyen de SHU par portion de plus de 98%.

La proportion de mélées détectées positive avec le plan n°1 (n=1, absence dans 25 g) appliqué a 100% des
mélées est comprise entre 0,04% et 0,06% en période de faible excrétion et entre 2% et 3% en période de
forte excrétion. La proportion de mélées détectées positives en période de faible excrétion par ce plan
d’échantillonnage est proche de celle observée avec les résultats d’autocontréles des professionnels : 0,09%
de résultats présomptifs (dont 50% confirmés) pour les VHR et 0,13% de résultats présomptifs pour les VHS.
Il convient de noter que les autocontrbles réalisés en filiere VHR ne sont pas systématiques (environ une
mélée par semaine analysée) et que dans la grande majorité des cas, en VHR comme en VHS, seul le
sérotype O157 :H7 est recherché. De plus, le modéle suppose une méthode analytique parfaite (sensibilité
de 100%) ce qui n’est pas le cas des méthodes utilisées en laboratoire. Ces éléments pourraient expliquer la
différence observée entre les taux de détection simulés et les résultats d’autocontrbles observés. Par
ailleurs, les valeurs simulées sont cohérentes avec les résultats des plans de surveillance de la DGAL (VHS
en 2013: 0,4% [0,05-1,45] ; VHR en 2015 0,3% [0,01 - 1,9]) lorsque I'on tient compte de lintervalle de
confiance et d’'une répartition a part égale des périodes de forte et de faible excrétion.

Le plan n°2, basé sur n=3, est le plus efficace en termes de réduction du risque en particulier lorsque la
mélée n’est pas homogéne (b=0,5) et la contamination faible (S2, S8). La réduction du risque estimée avec
le plan n°2 est comprise entre 80% et 90% en période de faible excrétion et supérieure a 98% en période de
forte excrétion. Les plans n°l et n°3, basés sur n=1, sont plus sensibles & la valeur de b et moins
performants lorsque la contamination est hétérogéne et faible.

Globalement, le plan n°1 permet une réduction du risque comprise entre 65% et 85% en période de faible
excrétion et supérieure a 92% en période de forte excrétion.
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Figure 9. Probabilité de détection des mélées pour les trois plans d’échantillonnage testés et les 12 scenarii de
contamination
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Figure 10. Pourcentage de réduction du risque moyen de SHU par portion de 100g pour les trois plans
d’échantillonnage testés et les 12 scenarii de contamination

Selon le modéle, la proportion attendue de mélées détectées varie de 2% a 6% en période de forte excrétion
et de 0,04% a 0,13% en période de faible excrétion. La comparaison des plans d’échantillonnage montre
une réduction du risque suite a l'application des 3 plans considérés. Cette réduction du risque est plus
importante en période de forte excrétion (92- 98%) par rapport & la période de faible excrétion (57 — 87%).

Compte tenu des incertitudes du modele, les différences de réductions observées entre les 3 plans ne sont
pas significatives. En période de forte excrétion, le plan « n=1, m= absence dans 25 g » permettrait, s'il était
appliqué sur toutes les mélées produites, de diviser par 10 le risque de SHU par steak haché.
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» Choix des plans d’échantillonnage vis-a-vis d’un objectif de performance et du niveau de
protection des consommateurs

A partir du modeéle de simulation d’évaluation du risque, le risque moyen de SHU lié a la consommation de
steaks hachés de 100 g est estimé en fonction de différents niveaux théoriques de contamination des
mélées. Pour cela, la relation dose-réponse intégre les quantités consommées et les habitudes de cuisson
en fonction de I'age des consommateurs. La relation linéaire entre le logs, du risque et celui du niveau de
contamination des mélées en ufc/100 g est représentée dans la figure 11.

S

Risque moyen de SHU {log10)

4

-3 2 -1 1] 1 2 3
contamination moyenne (log10 cfu/100 g)

Figure 11. Risque moyen de SHU en fonction du niveau de contamination des mélées (ufc/100g) (échelles
logarithmiques décimales)

Cette relation permet de déterminer la contamination a ne pas dépasser dans le produit fini pour atteindre un
niveau de protection ciblé ou niveau de risque a ne pas dépasser. Le niveau de risque s’apparente ici au
niveau de protection approprié (ALOP). Le niveau de contamination a ne pas dépasser dans le produit fini
pour respecter 'ALOP est un objectif de performance (PO).

A titre d’exemple, pour ne pas exposer les consommateurs de steaks hachés a un risque supérieur a un cas
pour 1 million de portions (soit log;,R =-6), 'objectif de performance a respecter est de 2 x 107 ufc/g (soit
logsoufc/100g=-0,7) (Figure 11).

Le nombre d’échantillons de 25 g a analyser pour avoir une probabilité de 95% de détecter les mélées dont
la contamination dépasse I'objectif de performance est calculé pour des ALOP compris entre 10° et 10°. Ce
nombre d’échantillons (n) dépend de I'hétérogénéité de la répartition de la contamination intra-mélée décrite
par le coefficient b. Le nombre d’échantillons & analyser en fonction du seuil de risque (ALOP) a ne pas
dépasser et de b est présenté dans le tableau 13. A titre d’exemple, pour respecter un niveau de risque de 1
cas par million de portions de 100 g et donc respecter un objectif de performance de 2 x 1073 ufc/g, pour b=1,
50 échantillons de 25 g sont nécessaires.

Cette relation entre 'ALOP, I'objectif de performance et le plan d’échantillonnage permettant de respecter
I'objectif permet également de déterminer le niveau de contamination maximal pouvant étre détecté avec
une probabilitt de 95% par un plan déchantilonnage et d’évaluer le niveau de protection des
consommateurs lié a ce plan.

Ainsi, un plan d’échantillonnage basé sur I'analyse systématique des mélées avec n=1, absence dans 25 g,
pour b=1, permet de détecter a 95% des mélées dont la contamination est supérieure ou égale a 0,8 ufc/g.
Le niveau de protection estimé, associé a cette situation, est de 1 cas/3 000 portions.

Avec n=3, c=0, m=absence dans 25 g, pour b=1, le plan permet de détecter a 95% des mélées contaminées
a un niveau supérieur ou égale a 0,08 ufc/g. Le niveau de protection estimé, associé a cette situation, est de
1 cas/30 000 portions. Le plan n=1, absence dans 75 g a des performances équivalentes.
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Tableau 13. Nombre d’échantillons de 25 g a analyser pour détecter avec une probabilité de 95% les mélées pouvant
provoquer des cas, pour trois valeurs de b, en fonction du niveau de protection (ALOP) souhaité

b 0,5 1 15

ALOP (logyo) | -3 -35 -4 45 -5 6|-3 35 -4 45 -5 -6|-3 -35 -4 -45 -5 -6
N@sg) |2 2 3 4 8 511 1 2 3 7 50|1 1 2 3 6 49

*. A titre d’exemple un ALOP & I'échelle logio de -3 correspond & 1 cas pour 1000 portions

Selon le modeéle, un plan d’échantillonnage basé sur I'analyse systématique des mélées avec n=1, absence
dans 25 g, pour b=1, permet de détecter a 95% des mélées dont la contamination est supérieure ou égale a
1 ufc/g. Le niveau de protection estimé, associé a cette situation, est de 1 cas/3 000 portions.

Avec n=3, absence dans 25 g, pour b21, le plan permet de détecter a 95% des mélées contaminées a un
niveau supérieur ou égal a 0,1 ufc/g. Le niveau de protection estimé, associé a cette situation, est de 1
cas/30 000 portions. Le plan n=1, absence dans 75¢g a des performances équivalentes.

Ces résultats de niveau de risque sont conditionnels aux pratiques de cuisson considérées dans ce modele.
Un mode de cuisson plus adapté aux jeunes enfants permettrait une réduction significative du risque (Anses
2015).

3.4.6.Evaluation des niveaux de contamination des mélées encadrantes

Les mélées détectées positives avec un échantillonnage simple (n=1) donnent lieu & des investigations
renforcées (n=30) sur les mélées encadrantes. Si un échantillonnage systématique des mélées est réalisé
(n=1), la question se pose de la pertinence de réaliser un échantillonnage renforcé sur les mélées encadrant
chaque mélée positive et dans lesquelles des EHEC n’ont pas été détectées.

Afin d’évaluer le niveau de risque associé a ces mélées encadrantes, une modélisation du processus de
fabrication de mélées a partir de plusieurs unités de VPH est proposée. Ce processus, quoique simplifié,
s’inspire des données collectées dans les réponses aux questionnaires d’audition des professionnels.

Il est donc fait 'hypothése que les mélées sont fabriquées a partir de plusieurs unités de VPH. Dans la
pratique, ces unités de VPH sont constituées de morceaux avec des taux en matiéres grasses différents.
Plusieurs unités de VPH réfrigérées et congelées peuvent étre également associées dans une méme mélée.
Il est également fait 'hnypothése qu’une quantité de matiere est passée d’'une mélée a sa suivante (1/1000 de
la masse de la mélée).

A des fins d’évaluation du statut des mélées encadrantes, on retient la situation suivante : chaque mélée
comporte trois types de VPH de nature différente (réfrigérées « grasses » R-G, réfrigérées « maigres » R-M,
et congelées C) (Figure 12). Chaque mélée contient donc entre 3 & 6 unités de VPH différentes (Figure 12).

50 000 mélées produites selon ce scénario ont été simulées a partir d’unités de VPH pour la période de plus
forte prévalence chez les bovins. Les niveaux de contamination des mélées encadrantes de chaque mélée
détectée positive lors du contrle systématique ont été comparés aux niveaux de contamination des mélées
éloignées des mélées positives (au moins 5 mélées antérieures ou postérieures).
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Figure 12. Description de la composition des mélées a partir de 3 type de VPH (R-G réfrigérées « gras », R-M
réfrigérées « maigres » et C congelées).

Le scénario de fabrication retenu implique un mélange de plusieurs VPH, le corollaire est qu’'une unité de
VPH rentre dans la composition de plusieurs mélées. Ce dernier point conduit a une dépendance des
niveaux de contamination entre les mélées. La figure 13 illustre ce lien.
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Figure 13. Niveaux de contamination de 150 mélées (de 1000 kg) successives fabriquées a partir de trois types de VPH.
Les points rouges indiquent une détection positive de EHEC dans le cadre d’'un échantillonnage systématique des
mélées (n=1, m=25 g).

On constate que les mélées fortement contaminées sont associées par paire ou par série plus longue. Les
premiéres correspondent a un apport de la contamination par un lot de VPH réfrigérées « gras » ou
« maigres » qui rentrent généralement dans la composition de deux mélées (compte-tenu de leur part
relative, de la taille des VPH et des mélées). Les séries plus longues (par exemple mélées 90 a 100 sur la
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figure 13) correspondent & un apport par le VPH-C. Ce VPH rentrent dans la composition de dix mélées en
moyenne.

Le scénario aboutit a 2,7% de mélées détectées positives dans le cas d’un échantillonnage systématique
(période de plus forte excrétion). Il est a noter que les probabilités de détection des mélées les plus
fortement contaminées restent relativement faibles. La figure 14 illustre ce point. Pour ces 150 premiéres
mélées les probabilités de détection ne dépassent pas 0,65. Dans cette gamme de probabilités, deux
mélées présentant des niveaux de contamination équivalents ont une chance sur deux d’étre détectées.
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Figure 14. Probabilité de détection de 150 mélées successives (de 1000 kg) fabriquées a partir de trois types de VPH.
Les points rouges indiquent une détection positive ’EHEC dans le cadre d’'un échantillonnage systématique des mélées
(n=1, m=25 g).

La distribution cumulative du nombre d’EHEC dans les mélées positives est présentée sur la figure 15.
Compte-tenu du processus de fabrication dans le scénario testé, les niveaux de contamination des mélées
directement encadrantes sont proches des mélées détectées positives dans le cadre d’'un échantillonnage
systématique n=1, m=25 g. Les niveaux de contamination de ces mélées encadrantes se distinguent
clairement des mélées plus éloignées (précédent ou suivant d’au minimum 5 mélées), pour lesquelles la
contamination médiane est 100 fois inférieure.
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Figure 15. Distributions cumulatives (CDF) des niveaux de contamination de différentes mélées. Rouge= répartition pour
les mélées positives dans le cadre de I'échantillonnage systématique. Orange= répartition pour les mélées encadrantes
(directement précédent --, ou suivant -). Noir = répartition des mélées éloignées d’au moins 5 mélées des mélées
positives dans le cadre de I'échantillonnage systématique.

Un échantillonnage renforcé (n=30) sur les mélées directement encadrantes (m-1 et m+1) montre que la
probabilité de détection dans ces mélées est de 66%. Les résultats obtenus par modélisation du processus
sont similaires aux données collectées auprés des professionnels.

L’échantillonnage des mélées encadrantes est donc important a maintenir pour la maitrise du risque.
L’échantillonnage de ces mélées encadrantes ne peut étre écarté que si les mélées encadrantes ne
partagent pas les mémes lots de VPH et qu'une procédure de nettoyage-désinfection validée garantit
'absence de contamination croisée entre les mélées.

3.4.7 Efficacité d’une stratégie de prévention incluant des contrdles sur les matiéres
premiéres

L’avis de I'Agence du 6 mai 2014 conclut que l'application d’un critére microbiologique (n=1, absence dans
25g) sur les mélées a une efficacité supérieure a celui proposé pour les VPH (n=4, c=0, m= absence dans
759). Pour atteindre des niveaux de réduction de risques comparables a ceux estimés selon un critere
« Mélée », I'analyse des VPH devrait porter sur un nombre trés élevé d’échantillons, comparable a ce qui est
préconisé aux Etats-Unis (60 échantillons de 6,25 g prélevés par lot de VPH) (FSIS 2014).

Les nouvelles connaissances acquises depuis 2014 ne sont pas de nature a modifier la conclusion de I'avis
du 6 mai 2014. Les informations collectées montrent une trés grande variabilité de pratiques des opérateurs
et ne permettent pas de proposer un protocole d’analyse des matiéres premiéres qui serait applicable a
toutes les situations. En tout état de cause, une approche intégrée de prévention et de la maitrise des EHEC
tout au long de la chaine alimentaire (incluant des mesures d’hygiéne et le controle des matiéres premieres)
devrait contribuer a la réduction du risque de SHU.
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3.5. Conclusions du CES BIORISK

Le CES BIORISK émet les conclusions suivantes en réponse aux questions de la saisine :

» Revue de la définition des souches STEC potentiellement hautement pathogénes de I'avis de
I’Afssa du 27 mai 2010

Toute souche d’E. coli isolée chez ’'Homme ou dans les aliments devrait étre considérée comme une EHEC
si elle posséde les génes de virulence stx1 et/ou stx2 et eae ou d’autre(s) géne(s) codant un systéme
d’adhésion au tube digestif de 'Homme.

Certains sérotypes d’'EHEC sont plus fréquemment associés a une maladie grave (SHU). L’approche
retenue est d’actualiser la classification proposée par le panel BIOHAZ de 'EFSA en 2013, en se fondant sur
les données épidémiologiques francaises et européennes (2011-2015). Le CES BIORISK propose ainsi
d’inclure le sérogroupe 080, troisieme sérogroupe isolé dans le cas de SHU en France, dans le groupe | des
EHEC a risque élevé (cf. tableau 6) ;

Le CES BIORISK souligne toutefois que la source du sérotype O80:H2 devrait étre identifiee avant toute
introduction de ce sérotype dans la liste des souches d’EHEC a rechercher dans le cadre des autocontroles.
De méme, au regard des données disponibles sur la contamination du réservoir bovin, la recherche du
sérotype 0104:H4 dans les produits d’origine bovine ne parait pas pertinente.

La liste des cinq sérotypes d’EHEC a rechercher en priorité dans les aliments demeure valide : O157:H7,
026:H11, 0103:H2, O145:H28, et O111:H8. Pour cette recherche, il est recommandé d’utiliser les méthodes
analytiques les plus sensibles.

Cette liste pourra étre révisée en fonction de nouvelles données épidémiologiques, et en particulier des
résultats des investigations en cours concernant la source du sérotype O80:H2.

» Evaluation du pouvoir pathogéne des souches stx- eae+ appartenant a I'un des 5 sérotypes
majeurs et isolées d’un bouillon de culture positif pour stx

La mise en ceuvre de la méthode de recherche des EHEC dans les aliments lors d’analyses officielles
conduit parfois a l'isolement de souches stx- eae+ a partir d’'un bouillon d’enrichissement d’'un aliment dans
lequel un geéne stx a été détecté par PCR. De telles souches stx- eae+ sont des EPEC® (E. coli
entéropathogénes). Ces souches, présentant toutes les caractéristiques génétiques des EHEC a I'exception
des genes stx, pourraient étre le témoin de la présence d’'un EHEC dans l'aliment, dont elles dériveraient
apres la perte de leur prophage Stx, soit dans I'aliment, soit durant leur isolement.

Des travaux récents montrent que I'induction de prophages Stx a l'origine d’'une production de particules
phagiques et de la lyse d’une partie de la population d’EHEC est possible in vitro dans des bouillons
d’enrichissement et dans des matrices alimentaires. Toutefois, la transformation ’EHEC en EPEC au cours
de ce phénomeéne d’induction serait un événement rare qui demeure encore mal connu a I'heure actuelle.
L’acquisition d’un prophage Stx par un E. coli (qui conduirait a 'obtention d’'un EHEC) semble également
constituer un événement rare ou qui n’aboutit pas au maintien stable du génome phagique dans le
chromosome bactérien.

Sans confirmation par l'isolement de la souche, I'obtention d’un bouillon positif pour stx et un des types
d’'intimine (eae) des 5 principaux sérotypes d’EHEC, est le signe de la présence potentielle d’'un EHEC. Si la
souche isolée est stx-, elle ne peut pas étre considérée comme une EHEC. Néanmoins, l'interprétation des
résultats doit tenir compte du contexte épidémiologique dans lequel le prélevement a été effectué ainsi que
de la sensibilité et de la spécificité des méthodes analytiques utilisées.

® Ces souches étaient appelées « AEEC » dans l'avis de I'Anses n°2010-SA-0031.
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» Revue des données disponibles relatives aux concentrations en STEC dans les aliments et les
eaux a l'origine d’épidémies
Les pratiques de préparation des viandes, la quantité d’aliment ingéré, la taille des lots contaminés, la

sensibilité des personnes exposées sont autant de facteurs qui contribuent (avec les niveaux de
contamination) a la survenue de cas d’infection 8 EHEC associés a un lot de fabrication.

Les données récentes ne permettent ni de remettre en cause ni d’améliorer la relation dose-réponse qui
prend le mieux en compte la population d’intérét de la présente saisine, c’est-a-dire les enfants de moins de
15 ans.

Il n’existe pas de concentration seuil en-dessous de laquelle il n’y aurait jamais d’épidémie. Pour une
population sensible donnée (par exemple les enfants de moins de 15 ans) dont on connaitrait la
consommation annuelle ainsi que les pratiques de préparation des aliments considérés et donc I'exposition
au danger, il est néanmoins possible d’estimer :

e |e nombre annuel de cas et son incertitude,

e si un risque acceptable (ou niveau approprié de protection sanitaire — Appropriate Level of
Protection/ALOP) est indiqué par le gestionnaire du risque, une dose telle que la probabilité de ne
pas respecter ce risque acceptable ne dépasse pas 1% ou toute autre valeur fixée par le
gestionnaire du risque, et I'incertitude autour de cette probabilité.

L’expertise réalisée a donc porté sur la prévention des cas de SHU dans leur totalité (cas sporadiques et
épidémies).

» Modélisation de la contamination des matiéres premiéres et des mélées de viande hachée et
évaluation de I'impact des mesures de gestion sur la réduction du risque de SHU

La modélisation effectuée avait pour objectif d’estimer et de comparer l'efficacité de différents plans
d’échantillonnage et mesures de gestion proposés sur la réduction de la probabilité de survenue de cas de
SHU liés a la consommation de steaks hachés de beeuf. Le modéle utilise la prévalence des cing sérotypes
majeurs pour I'évaluation des risques.

o Efficacité des plans d’échantillonnage proposés et impact sur la réduction du risque de SHU

Selon le modele, la proportion attendue de mélées détectées varie de 2% a 6% en période de forte excrétion
et de 0,04% a 0,13% en période de faible excrétion. La comparaison des plans d’échantillonnage montre
une réduction du risque suite a I'application des 3 plans considérés. Cette réduction du risque est plus
importante en période de forte excrétion (92- 98%) par rapport a la période de faible excrétion (57 — 87%).

Compte tenu des incertitudes du modeéle, les différences de réductions observées entre les 3 plans ne sont
pas significatives. En période de forte excrétion, le plan « n=1, m= absence des 5 sérotypes dans 25 g »
permettrait, s'il était appliqué sur toutes les mélées produites, de diviser par 10 le risque de SHU par steak
haché.

Selon le modéle, un plan d’échantillonnage basé sur I'analyse systématique des mélées avec n=1, absence
des 5 sérotypes dans 25 g, pour b=1, permet de détecter & 95% des mélées dont la contamination est
supérieure ou égale a 1 ufc/g. Le plan n=3, absence dans 25 g, pour b=1, permet de détecter & 95% des
mélées contaminées a un niveau supérieur ou égale a 0,1 ufc/g. Le plan n=1, absence dans 75g a des
performances équivalentes.

Pour atteindre les niveaux de performance calculés dans cet avis, le critére microbiologique doit inclure les 5
sérotypes majeurs et étre appliqué a toutes les mélées. Selon les informations transmises par les
professionnels, la grande majorité des analyses réalisées portent uniquement sur le sérotype O157:H7.

e Evaluation des niveaux de contamination des mélées encadrantes

La modélisation effectuée montre que les mélées fortement contaminées sont associées par paire ou par
série plus longue. Un échantillonnage renforcé (n=30) sur les mélées directement encadrantes (m-1 et m+1)
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montre que la probabilité de détection dans ces mélées est de 66%. Ces résultats obtenus par modélisation
du processus sont similaires aux données collectées aupres des professionnels.

L’échantillonnage des mélées encadrantes est donc important a maintenir pour la maitrise du risque.
L’échantillonnage de ces mélées encadrantes ne peut étre écarté que si les mélées encadrantes ne
partagent pas les mémes lots de VPH et qu'une procédure de nettoyage-désinfection validée garantit
'absence de contamination croisée entre les mélées.

o Efficacité d’une stratégie de prévention incluant des contrdles sur les matiéres premiéres

Les nouvelles connaissances acquises depuis 2014 ne sont pas de nature a modifier 'avis de '’Anses du 6
mai 2014 qui concluait a une meilleure efficacité d’un critére microbiologique appliqué aux mélées plutdt
gu’aux VPH. Pour atteindre des niveaux de réduction de risques comparables a ceux estimés selon un
critere « Mélée », I'analyse des VPH devrait porter sur un nombre trés élevé d’échantillons, comparable a ce
qui est préconisé aux Etats-Unis (60 échantillons de 6,25g prélevés par lot de VPH) (FSIS 2014).

En tout état de cause, une approche intégrée de prévention et de la maitrise des EHEC tout au long de la
chaine alimentaire (incluant des mesures d’hygiéne et le controle des matieres premiéres) devrait contribuer
a la réduction du risque de SHU. Enfin, un mode de cuisson des steaks hachés plus adapté aux jeunes
enfants permettrait une réduction significative du risque (Anses 2015).

4. CONCLUSIONS ET RECOMMANDATIONS DE L’AGENCE

L’Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail endosse les
conclusions du CES BIORISK.

Dr Roger Genet
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MOTS-CLES

Escherichia coli entérohémorragiques (EHEC) ; E. coli producteurs de shigatoxines (STEC) ; plan
d’échantillonnage ; viande hachée bovine ; Appréciation quantitative du risque.

Enterohemorrhagic E. coli (EHEC) ; shigatoxin-producing E. coli (STEC) ; Sampling plan ; ground
bovine meat; Quantitative risk assessment.
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ANNEXE 2 : RESULTATS DES PLANS DE SURVEILLANCE DE LA CONTAMINATION DES EHEC DANS
LES ALIMENTS EN FRANCE

- Prévalence de contamination par des souches EHEC du top 5, des viandes de boeuf analysées en
France au cours des plans de surveillance de 2006 a 2015 (Loukiadis et al. 2012, Loukiadis et
Mazuy-Cruchaudet 2013, 2014, Loukiadis, Mazuy-Cruchaudet, et al. 2017)

Année 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2013 2015
Type de produits VHS VHR Minerais  VHR VHR VHS VHS Minerai ~ VHS VHR
Stade chamne P P P D D p P P P D

alimentaire
Nombre 5/247
positifs/nombre 0/796 11/3605 10/992 2/1557 6 9/1878 7/1923 6/495 2/496 1/296
analysés
Prévalence et 0,2 1,2 0,4
0 03 1 0,1 ’ 05 0,4 ’ ! 03
Intervall ' ' 1- ' ' 45.- - ’
Conr%ae;‘; 2 gg o [0-04 0208 0519  [008] [81'5] 0209 [0,10,7] [2262] [$,’255] [0,01-1,9]

P : production ; D : Distribution

- Sérotypes d’EHEC isolés dans les viandes de bceuf dans le cadre des plans de surveillance de

2006 a 2015
Année 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2013 2015 Total
Type de VHS  VHR  Minerais VHR  VHR  VHS  VHS  Minerai VHS  VHR
produits
Stade chaine
alimentaire P P P D D P P P P D
Nombre total de
souches EHEC 0 11 10 2 6 9 7 9 2 1 57
du top 5 dont
0157:H7
5 2 1 1 3 3 7 1 23
026:H11 2 5 5 2 1 1 16
0103:H2 3 3 1 4 1 1 1 14
0145:H28 0 0 1 1
0111:H8 1 0 1

P : production D : Distribution
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Prévalence de contamination par des souches EHEC du top 5, fromages au lait cru analysées en
France au cours des plans de surveillance entre 2005 et 2014 (Loukiadis et al. 2012, Sergentet,
Mazuy-Cruchaudet, et Ruez 2015)

Année 2005 2007 2009 2014
Fromages de Fromages au lait Fromages au lait cru Fromages au lait
Type de produits chévre frais au lait cru de vache, de vache, brebis et cru
cru brebis et chévre chévre
Nombre
positifs/nombre 0/87 0/392 17/1 911 2/1045
analysés
nenlo e [o-% 4] [o-% q 061 4 0 00 6]
confiance a 95 % ’ ' T T

Sérotypes d’EHEC isolés dans les fromages au lait cru dans le cadre des plans de surveillance

entre 2005 et 2014

Année 2005 2007 2009 2014
Type de produits Fromages de Fromages au lait Fromages au lait Fromages au lait
investigués chévre frais au cru de vache, cru de vache, brebis cru
lait cru brebis et chévre et chévre
Nombre total de souches 0 0 17 2
EHEC top 5 isolées dont
0157:H7 1
026:H11 11 2
0103:H2 4
0145:H28 1
O111:H8 0
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ANNEXE 3 : PARAMETRES DU MODELE

Val ele Al
Parametres Nature Symbole Unité ateur ";:;i: € Anses Valeur modéle Anses 2017 Référence
. R~ . Pfiow=1,2 .
Prévalence de la contamination des féces F Pf % 3,9 Pfy=3.9 Bibbal et al. (2015)
high=>,
. R . Barkocy-Gallagher et al.
Ratio de transfert des féces aux cuirs \Y RTfcuir / ~log-Normale (3,193 ; 0,106) arkocy (2;2)(?3g) ereta
. . logio Cfiow ~ Normale (1.59 ; 1.45) Stephens, McAllister, et
EHE les f Vv ~N le (1,82;2,4
Concentration en C dans les feces G UFC/g ormale (1,82 ; 2,43) ™ Normale (2.44 ;1.98) Stanford (2009)
Fraction de transfert des bactéries vers le - - . i Smith, Fazil, et Lammerding
cuir \Y FTicuir / Log-logistique (-3,77 ; 2,29 ; 10,3) (2013)
Ratio de transfert des cuirs vers la surface Barkocy-Gallagher et al.
\Y RT i ~N le (0,237 ; 0,009
des carcasses cuirc / ormale ( ) (2003)
Fraction de transfert des bactéries du cuir . Smith, Fazil, et Lammerding
Vv FT.i ~Logist -1,97,; 0,457
vers la surface des carcasses cuir / ogistique ( ) (2013)
~Triangulaire Cummins et al. (2008)
Surface contaminée sur la carcasse \Y a cm? (log10(30) ; log10(300) ; Equation 1 Smith, Fazil, et Lammerding
logyo(3 000)) (2013)
Proportion de souiIIures.« spot » provenant £ P % / 80 Cartier (2009)
du cuir
Proportion de souiIIures.« main » . P % / 20 Cartier (2009)
provenant du cuir
Nombre moyen de souillures par carcasse | m_souiliure / 1320 (10 par défaut)
Surface d’un spot F Sspot cm? / 7 Cartier (2009)
Surface d’une contamination étendue F Smain cm? / 150 Cartier (2009)
Probabilité de detescr;c:;n/ellmlnatlon d’un | Dypor % / 10 3 90 (50 par défaut)
Probabilité de det.ectlon/el'lmlnatlon d’une | Dyar % / 10 3 90 (80 par défaut)
souillure main
Surface cor\1tan}|nee. corrlgee.sur la carcasse v oo om? / Equation 2
apres détection et traitement
Probabilité de rupture des visceres \Y Ex % Variable entre 0,1% et 1% Cummins et al. (2008)
Quantité du contenu des visceres souillant v q g ~Uniforme (1; 50) ~Uniforme (1; 20) Smith, Fazil, et Lammerding
la carcasse (2013)
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Parametres Nature Symbole Unité Vel n;c(;tiile Anses Valeur modéle Anses 2017 Référence
ith, Fazil, et L i
Surface totale de la carcasse F TSA cm? 32 000 Smith, Fazil, et Lammerding
(2013)
Scénariol:5;
Nombre de carcasses par unité de minerai F nbc / Scénario 2 : 60 ; 60
Scénario 3 :120
Scénario1:50;
Masse d’une unité de minerai/mélée F T kg Scénario 2 : 500; 700
Scénario 3 : 1 000
. . . . Smith, Fazil, et L di
Masse d’un morceau j d’une carcasse i \Y My g ~Triangulaire (50, 500, 1 000) m! azn(zglsz;\mmer ng
Fraction des bactéries se trouvant dans les Smith. Fazil et Lammerdin
morceaux destinés a la fabrication des \Y Fuhi ~Uniforme (0,75 ; 0,90) ! ! &
) : (2013)
viandes hachées
Homogéene : 1 000 ;
Coefficient d’hétérogénéité de I'unité de Moyennement Loukiadis, Bieche-Terrier, et
NS | b N 0.5-2
mélée homogene : 1; al. (2017)
Hétérogene : 0,1
, .. L. 1000
Masse d’une unité de VPH F/V T/Mypy kg Scénario 1 : 50
Scénario 2 : 500 1000
Masse d’une mélée F/V /My, kg Scénario 3 : 1000
Masse d’un steak haché F Mteak g 125¢g 100g
Proportion de steaks haches consommeés . Pe 0,16 Anses (2015)
par des enfants de moins de 15 ans
Probabilité de développement d’'un SHU
sachant linfection F Pstiuing 0,10 Strachan et al. (2005)
Paramétre de la relation dose/réponse 3 , . .
. F r 1,13x10 équation 12 Perrin et al. (2015)
exponentielle
Nombre de réductiF)n décimale en fin de v RD Voir tableau 1 avis Voir Tableau 9 Bergis et al. (2009)
cuisson Anses (2014)
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ANNEXE 4 : INFLUENCE DES PARAMETRES INCERTAINS SUR L’ESTIMATION DU RISQUE DU SHU

L’actualisation du modéle a conduit d’'une part, a I'estimation de la gamme d’incertitude entourant la valeur
du paramétre b et d’autre part, a I'introduction de trois nouveaux paramétres en lien avec la contamination
des carcasses (Msouiluress S€spot, S€main)- A I'heure actuelle, il n’existe pas d'étude permettant d’estimer
statistiquement les valeurs de ces trois paramétres, celles-ci ont donc été proposées a partir des données
professionnelles et a dires d’experts. Afin de tester I'influence de ces paramétres d’entrée du modéle (b,
Msouiluress S€spot, S€main) SUr les sorties du modéle (risque de SHU, probabilité de détection des mélées
contaminées), des simulations ont été réalisées pour un scenario correspondant a la période de forte
excrétion (Pfhgn, Cfign). Pour chaque paramétre incertain, plusieurs valeurs sont tirées au sort dans sa
gamme d’incertitude. Pour chacune de ses valeurs, 100 000 itérations du modeéle sont réalisées en fixant les
autres parametres incertains a leur valeur par défaut (Tableau 14). Pour chaque scenario, le risque moyen
de SHU par portion de 100 g est estimé pour deux situations. Dans la premiére situation, situation de
référence, les mélées de viande hachée ne sont pas analysées. Le modéle considére donc que 'ensemble
des steaks hachés fabriqgués sont consommeés. Le risque estimé dans cette situation est appelé risque de
référence (Ry). Dans la seconde situation, les mélées de viande hachée sont analysées de facon
systématique (100% des mélées analysées) selon le plan d’échantillonnage n=1, absence dans 25 g. Le
modéele considére que les steaks hachés issus des mélées détectées positives pour la présence de EHEC
suite a I'analyse ne sont pas consommeés (lots bloqués). Le risque estimé est le risque résiduel (R,).

Tableau 14 : Valeurs des paramétres incertains tirées au sort et valeur par défaut

Parameétre incertain Valeurs Valeur par défaut
b 0,01;0,1;0,2;05;1;2;10 1
Msouillures la20parpasdel 10
Ser 10% a 90% par pas de 10% 50%
Semain 10% a 90% par pas de 10% 80%

Pour chaque parameétre incertain, le risque de référence et le risque résiduel sont estimés et représentés en
fonction de la valeur du parameétre incertain (Figures 16, 18, 20 et 22).

L'impact des paramétres incertains sur l'efficacité du plan d’échantillonnage en termes de probabilité de
détection et sur la réduction du risque associée sont représentés dans les figures 17, 19, 21 et 23.

La valeur du paramétre b a peu d’'influence sur le niveau de risque de référence lorsque b varie entre 0,01
(répartition de la contamination hétérogene) et 10 (répartition de la contamination homogene). En revanche,
lorsque les mélées sont analysées, I'’hétérogénéité de la contamination a un impact important sur I'efficacité
de I'échantillonnage et le niveau de risque associé. En effet, pour b=0,01, le risque moyen de SHU apres
analyses est estimé a 1,0 x 10™ soit 1 cas pour 100 000 steaks hachés de 100 g. Ce risque est abaissé a
1,0x 10° pour b=0,5, soit un cas par million de portions et a 5,3 x 107, soit 1 cas pour 2 millions de portions,
lorsque b=1 (contamination moyennement homogeéne). Pour des valeurs de b supérieures a 1, l'influence du
paramétre sur le niveau de risque moyen est plus faible, celui-ci étant abaissé & 3,3 x 10" lorsque b=10
(environ 1 cas pour 3 millions de portions) (Figure 16).

L'impact du paramétre b sur le risque de SHU apres échantillonnage des mélées est lié a I'efficacité du plan.
En effet, plus la contamination est répartie de maniére homogéne au sein de la mélée (b>1) plus la
probabilité de détection avec le plan d’échantillonnage défini (n=1, absence dans 25g) augmente : 0,5% pour
b=0,1 et environ 3% pour b supérieur a 1 (Figure 17). Les mélées contaminées ont donc une probabilité plus
elevee d'étre détectées lorsque la répartition de la contamination est homogéne ce qui entraine une
diminution du risque de SHU de plus de 95% lorsque b>1 (Figure 17).
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Figure 16 : Risque de référence (points bleus) et risque résiduel (points rouges) a I'échelle logio en fonction des valeurs
du coefficient d’hétérogénéité de la contamination des mélées b.
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Figure 17 : Pourcentage de réduction du risque en fonction de la probabilité de détection des mélées pour les

différentes valeurs de b

Le nombre moyen de souillures par carcasse impacte de fagon importante le risque de référence et le risque
résiduel, les multipliant par un facteur 5 lorsque le nombre de souillures est augmenté de 1 a 20 (Figure 18).
Pour un nombre moyen de 10 souillures par carcasse, le log;o du risque de référence et celui du risque
résiduel sont estimés a respectivement -4.96 (environ 1 cas pour 100 000 portions) et -6,28 (environ 1 cas
pour 1,9 millions de portions). Le nombre de souillures influence également Iégérement l'efficacité de
I'échantillonnage : pour mgires=1, 1a probabilité de détection des mélées est de 1% ; pour Mgoyitures=20, la
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probabilité de détection est de 4%. Pour un nombre moyen de souillures par carcasse de 10, la probabilité
de détection est de 3% (Figure 19). La réduction du risque associée (entre 95% et 98%) n’est cependant pas
directement liée au nombre de souillures puisque des réductions différentes sont estimées pour des
nombres de souillures et une probabilité de détection similaires (Figure 19).
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Figure 18 : Risque de référence (points bleus) et risque résiduel (points rouges) a I'échelle logi en fonction du nombre
moyen de souillures par carcasse.
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Figure 19: Pourcentage de réduction du risque en fonction de la probabilité de détection des mélées pour les
différentes valeurs de Msouilures
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Le modele est peu sensible a la probabilité de détection des souillures « spot ». En effet, quelle que soit
cette probabilité, entre 10% et 90%, le logs du risque de référence est estimé a -5 et le risque résiduel, plus
faible, varie entre -6,2 et -6,4 (Figure 20). Lorsque la probabilité de détection des spots augmente, I'efficacité
de I'échantillonnage diminue Iégérement entrainant une plus faible réduction du risque lié a celui-ci (Figure
21). Pour une probabilité de détection des souillures « spot » de 50%, le log;o du risque de référence est
estimé a -4,88 soit environ 1 cas pour 80 000 portions et celui du risque résiduel a -6,28 (environ 1 cas pour
1,8 x 10° portions) soit une réduction du risque associée a I'échantillonnage de 96%.

o
in
L

risque de SHU

-6.0

050
détection des spots

=
P q
o

Figure 20: Risque de référence (points bleus) et risque résiduel (points rouges) a I'échelle logio en fonction de la

probabilité de détection des souillures de type « spot » sur les carcasses.
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Figure 21: Pourcentage de réduction du risque en fonction de la probabilité de détection des mélées pour les
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En revanche, la probabilité de détection des souillures de type « main », plus importantes en taille mais
moins fréquentes que les spots, influence les sorties du modeéle. En effet, les log;o des risques de référence
et résiduel sont réduits d’environ 0,5 lorsque la probabilité de détection augmente de 10% a 90% soit une
réduction d’un facteur 3 (Figure 22). De la méme maniéere que pour les spots, plus la probabilité de détecter
les souillures de type « main » sur les carcasses est grande, moins le plan d’échantillonnage testé est
efficace ce qui entraine une diminution de la réduction du risque, qui reste comprise entre 95% et 97%
(Figure 23). Pour une probabilité de détection des souillures « main » de 80%, le log;, du risque de
référence Rp est estimé a -5 soit 1 cas pour 100 000 portions et celui du risque résiduel R, est estimé a -6.3

(environ 1 cas pour 2 millions de portions) soit une réduction du risque de 95%.
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Figure 22 : Risque de référence (points bleus) et risque résiduel (points rouges) a I'échelle logio en fonction de la

probabilité de détection des souillures de type « main » sur les carcasses.
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Figure 23: Pourcentage de réduction du risque en fonction de la probabilité de détection des mélées pour les
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