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relatif a I’évaluation de I'efficacité des produits biocides destinés a étre
utilisés pour la désinfection lors de dangers sanitaires : dangers prions

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 I'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 l'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 03 aolt 2015 par la Direction générale de l'alimentation (DGAL) pour la
réalisation d’'un appui scientifique et technique relatif (AST) a I'évaluation de I'efficacité des produits
biocides destinés a étre utilisés pour la désinfection® des sites d’élevage reconnus infectés d’un des
dangers sanitaires de 1°° et de 2°™ catégorie listés dans l'arrété du 29 juillet 2013 (modifié le 1°
novembre 20172,

! Selon la norme EN 14885, la désinfection chimique est la réduction du nombre de micro-organismes dans ou sur une
matrice inanimée, obtenue grace a 'action irréversible d’'un produit sur leur structure ou leur métabolisme, a un niveau jugé
approprié en fonction d’'un objectif donné.

2 https://www.legifrance.gouv.fr/affichTexte.do?cidTexte=JORFTEXT000027831750
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1. CONTEXTE ET OBJET DE LA SAISINE

L’arrété du 29 juillet 2013 fixe les listes des dangers sanitaires de 1% et de catégorie auxquels
sont exposeés les animaux en s’appuyant sur les avis de I'’Anses « Hiérarchisation de 103 maladies
animales présentes dans les filieres ruminants, équidés, porcs, volailles et lapins en France
métropolitaine » du 12 juin 2012 et « Méthodologie de hiérarchisation des maladies animales ;
application aux agents pathogénes exotiques pour la France métropolitaine » du 26 janvier 2012.

2éme

Les dangers sanitaires de 1°° catégorie regroupent des dangers qui, du fait de leur importance,
requierent, dans un but d’intérét général, des mesures de prévention, de surveillance ou de lutte
rendues obligatoires par 'autorité administrative. Les dangers sanitaires de 2°™ catégorie regroupent
les dangers sanitaires d’intérét collectif réglementés ou devant faire I'objet d’'un signalement a
I'Organisation Mondiale de la Santé animale (OIE) ou a la Commission européenne, et les maladies
faisant I'objet d’'un programme collectif volontaire reconnu.

L’arrété du 28 février 1957 (Annexe 1), relatif a la désinfection dans le cas de maladies contagieuses
des animaux précise que les désinfectants « utilisés dans le cas des maladies contagieuses du bétail
soumises a déclaration obligatoire ou contre celles qui font l'objet d’une prophylaxie collective
organisée par I'Etat » sont soumis a un agrément délivré par le Ministére en charge de I'agriculture.
Pour bénéficier de cet agrément, les fabricants s’appuyaient sur des normes de I'Association
Francaise de Normalisation (AFNOR) dans un premier temps puis progressivement du Comité
Européen de Normalisation (CEN) au fur et a mesure de leurs publications afin de tester 'efficacité de
leurs produits et le Ministére en charge de I'agriculture (DGAL) délivrait 'agrément aprés un avis de
I’Agence Frangaise de Sécurité Sanitaire des Aliments (AFSSA) sur chaque dossier. Ces normes ont
aujourd’hui évolué, certaines ont été supprimées, d’autres remplacées et de nouvelles ont été créées.
D’autre part, dans le cadre du Réglement (UE) n°528/2012° (dit réglement biocides) concernant la
mise a disposition sur le marché et l'utilisation des produits biocides, les produits biocides destinés a
étre utilisés pour la désinfection des sites d’élevage reconnus infectés d’'un des dangers sanitaires de
1% et de 2°™ catégorie listés dans I'arrété du 29 juillet 2013, appartiennent :

e Au type de produit 3 (TP3) relatif a I'hygiéne vétérinaire (produits utilisés pour I'hygiéne
vétérinaire et pour désinfecter les matériaux et surfaces associés a I'hébergement ou au
transport des animaux) ;

e Au type de produit 4 (TP4) relatif aux surfaces en contact avec les denrées alimentaires et les
aliments pour animaux (produits utilisés pour désinfecter les matériels, les conteneurs, les
ustensiles de consommation, les surfaces ou conduits utilisés pour la production, le transport,
le stockage ou la consommation de denrées alimentaires ou d’aliments pour animaux (y
compris I'eau potable destinée aux hommes et aux animaux) ;

e Au type de produit 5 (TP5) relatif a 'eau potable (produits utilisés pour désinfecter I'eau
potable destinées aux hommes et aux animaux).

Les demandes d’autorisation de mise sur le marché de ces produits biocides en application du
Réglement (UE) n°528/2012 sont adressées a I'Anses, qui évalue la conformité du produit aux
conditions requises a I'article 19 du réglement sus-cité.

3 Reglement (UE) n°528/2012 du Parlement européen et du Conseil du 22 mai 2012 concernant la mise a disposition sur le
marché et l'utilisation des produits biocides.
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Dans ce contexte, il est demandé a I'’Anses de répondre aux questions suivantes :

- Question 1 : Considérant que ces normes européennes sont aujourd’hui reconnues au niveau
international, indiquer si 'ensemble des dangers sanitaires de 1°'® et 2°™ catégorie sont couverts dés
lors que sont éliminés les micro-organismes mentionnés dans les normes. Sinon pourriez-vous
indiquer, pour chaque norme, les micro-organismes d’essai additionnels qui permettraient de couvrir
I'ensemble de ces dangers sanitaires de 1°° et de 2°™ catégorie, et/ou des conditions opératoires
supplémentaires qui permettraient d’éliminer ces microorganismes lors des opérations de
désinfection dans un foyer. La question des prions pourra étre traitée séparément.

Note : Les termes « additionnels » et « supplémentaires » ont été compris par les experts comme
complémentaires c’est-a-dire devant s’ajouter aux exigences présentes dans les normes.

- Question 2 : Concernant les désinfectants déja autorisés, pourriez-vous déterminer la validité des
agréments délivrés au regard des nouvelles normes ?

Par ailleurs cette saisine comportait une troisieme question liée plus spécifiguement a la désinfection
des ceufs a couver (OAC), qui a été gérée indépendamment des deux premiéres questions :

- Question 3 : Pourriez-vous étudier les risques d’une utilisation de produits biocides de catégorie TP3
et/ou TP4 sur les ceufs a couver et si ces derniers produits biocides ne sont pas autorisés pour le
contact alimentaire, la nécessité d’'une exclusion des ceufs a couver de la consommation humaine ou
animale.

2. ORGANISATION DE L’EXPERTISE

Pour la premiére et deuxieme question, les dangers sanitaires relatifs aux virus et aux bactéries ont
été traités dans la note 1 de I'AST 2015-SA-0178, en date du 2 décembre 2016. La troisieme
guestion a été expertisée dans la note 2 du méme AST. Pour la suite des questions 1 et 2, les
dangers sanitaires de type protozoaires, helminthes, microsporidies et oomycétes faisant I'objet de
traitements au moyen de biocides désinfectants (TP 1, 3, 4, 5) ont été traités dans la note 3 de 'AST
2015-SA-0178 en date du 26 octobre 2017. Les travaux d’expertise relatifs a cette quatrieme note
ayant pour objet les dangers sanitaires de type prion ont été réalisés par 3 rapporteurs. Leur rapport a
été présenté et validé, lors des réunions pléniéres du CES SABA des 6 février et 8 mars 2018.

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’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
I'expertise.

Les déclarations d’intéréts des experts sont rendues publiques via le site internet de I'Anses
(www.anses.fr).
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3. ANALYSE ET CONCLUSIONS DU CES SABA

3.1. Généralités
3.1.1. Rappels sur les formes de maladies a prion chez les ruminants

Les prions sont des agents transmissibles de nature exclusivement protéique (acronyme de
PROteinaceous INfectious particle) responsables de maladies neurodégénératives fatales
d’évolution lente (sans phase de rémission), appelées encéphalopathies spongiformes
transmissibles (EST). Elles affectent 'homme et plusieurs especes animales. Les prions sont
constitués d’'une protéine de I'héte, la PrP* | sous une conformation anormale. Au cours des
EST, la PrP® subit des changements de conformation majeurs et devient pathologique, elle est
alors dénommée PrP>®, Le processus de conversion de la PrP® survient spontanément (formes
idiopathiques et génétiques) ou est provoqué par contact avec les assemblages de molécules de
PrPS¢ infectantes. Ce processus de conversion est auto-entretenu et conduit & I'accumulation
d’agrégats de PrP°°, principalement dans le cerveau. Ces agrégats se révélent a terme
directement ou indirectement responsables des désordres neurologiques observés. Il existe, chez
une méme espéce hodte, diverses souches de prions aux propriétés biologiques distinctes. Ces
derniéres incluent le temps d’incubation de la maladie, la nature des signes cliniques, les aires
cérébrales de la neurodégénérescence et la capacité des prions a se répliquer dans le tissu
lymphoide (Beringue, Vilotte, et Laude 2008). La diversité de souches de prion est
vraisemblablement associée a des conformations différentes de la PrP*°.

La tremblante du mouton et de la chévre, I'encéphalopathie spongiforme bovine (ESB) et la
maladie du dépérissement chronique (MDC) des cervidés constituent les principales EST
animales. Derriére ces noms génériques se cache une multitude de souches de prions dont
I'efficacité de propagation chez la méme espéce hbéte s’avére variable en fonction des
polymorphismes dans le géne de la PrP (Prnp) de I'héte, notamment chez les petits ruminants et
les cervidés (Robinson et al. 2012, Angers et al. 2014). La réplication dans les tissus lymphoides
dépend du polymorphisme du géne de la PrP et de la souche considérée.

3.1.1.1. Encéphalopathie spongiforme bovine

Chez les bovins, hormis la souche responsable de la forme classique d’'ESB (ESB-C) qui est a
'origine de I'épizootie de la maladie, il existe deux autres souches responsables de formes dites
atypiques d’ESB. Celles-ci sont dénommées ESB-H et ESB-L (ou BASE), en référence aux
masses moléculaires respectives (high ou low), observées aprés migration électrophorétique, de
la PrP*° non glycosylée présente dans le cerveau des animaux atteints. Ces formes atypiques ont
été identifiées en France, chez des bovins &gés de 8 ans et plus (Sala et al. 2012). Hormis un cas
d’ESB type H ayant été associé a une mutation génétique (Richt et Hall 2008), il n’existe pas
d’autres facteurs génétiques de sensibilité décrits chez les bovins.

L’agent de 'ESB a par ailleurs été décrit chez les petits ruminants, mais a ce jour seulement 2 cas
ont été rapportés en Europe : un caprin en France (Eloit et al. 2005) et un caprin au Royaume-Uni
(Spiropoulos et al. 2011).

* PrP® : forme normale (ou cellulaire) de la protéine du prion
® PrP*° : forme pathologique de la protéine du prion
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3.1.1.2. Tremblante du mouton

Il existe des formes dites classiques (présentes en Europe depuis plusieurs siecles) et une forme
atypique de tremblante. Cette derniere a été initialement identifiee en Norvége en 1998
[également appelée « souche Nor98 » (Benestad et al. 2003)], puis dans le reste de I'Europe
avec la mise en place de la surveillance active des EST chez les petits ruminants. L’évolution de
leur prévalence dans chaque Etat Membre est assez contrastée (EFSA 2014a). Ces derniéres
années, la situation de la tremblante classique s’est améliorée en France ; avec une décroissance
significative, la prévalence de la tremblante classique est désormais inférieure a celle de la
tremblante atypique. A I'échelon européen, en revanche, on observe une stagnation générale de
la situation (Anses 2015) et la prévalence générale de la tremblante classique reste supérieure a
celle de la tremblante atypique (EFSA 2017a). Il est probable que la régression de la tremblante
classique constatée en France soit la conséquence de l'intensification du dépistage entre 2005 et
2007. En particulier, les mesures de surveillance ont permis l'identification d’'un nombre important
de foyers de tremblante puis leur éradication, compte tenu des mesures de police sanitaire
appliqguées (abattage des animaux sensibles et trés sensibles, repeuplement par des animaux
résistants). Un programme national d’amélioration génétique des ovins pour la résistance a la
tremblante, qui a eu un impact tres significatif sur la proportion d’alléles de résistance dans les
noyaux de sélection ovine, a également été mis en place depuis 2002. Néanmoins, il est difficile
de connaitre I'impact de ce programme sur les brebis de production, la diffusion des alléles de
résistance dans la population générale étant par ailleurs un phénoméne beaucoup plus lent
(Anses 2010, 2012b, 2017).

La tremblante atypique serait d’origine spontanée, affectant généralement des animaux agés de
plus de 4 ans (Benestad et al. 2008). Si les moutons homozygotes pour l'allele A136R154R171
de la PrP se révéelent plutét résistants aux prions de tremblante classique, ils sont parfaitement
sensibles aux prions de la tremblante atypique. En effet, pour cette derniére maladie ; le
déterminisme génétique de la sensibilité chez les ovins est radicalement différent de celui observé
en tremblante classique ou pour I'ESB classique. Un sur-risque majeur de développer la
tremblante atypique est associé aux alléles AHQ et AF141RQ, alors que les animaux de génotype
ALRQ/ALRQ et VRQ/VRQ semblent moins a risque (Anses 2012b).

3.1.1.3. Maladie du dépérissement chronigue des cervidés

La MDC affecte certaines espéces de cervidés : Wapiti (Cervus canadensis), Cerf de Virginie
(Odocaoileus virginianus), Cerf mulet (Odocoileus hemionus), Elan (Alces alces), Renne (Rangifer
tarandus), Cerf élaphe (Cervus elaphus).

Décrite uniquement sur le continent nord-américain et en Corée du Sud avant 2016, quatorze cas
ont depuis été identifiés en Norvege, parmi les rennes, les élans et chez un cerf élaphe6. Si les
prions affectant les rennes semblent proches de ceux décrits en Amérique du Nord. Les prions
affectant les élans semblent différer au plan biochimique, notamment par le profil de migration
électrophorétique de la PrP*° aprés digestion expérimentale par les protéases. Ceci comporte en
particulier I'étude des caractéristiques de masse moléculaire (high ou low), de répartition des
glycoformes (répartition entre les pourcentages des bandes bi- et mono-glycosylée) et la présence
ou non de formes tronquées de la protéine prion résistante a la protéinase K.

6 https://www.vetinst.no/en/news/surveillance-and-eradication-effort-towards-cwd-copy
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En termes de risque zoonotique, seule 'ESB classique est considérée a ce jour comme une
zoonose. Elle est responsable chez ’'homme de la forme variante de la maladie de Creutzfeldt-
Jakob (MCJ). Toutefois la transmission en conditions expérimentales des agents de 'ESB-L, de la
tremblante classique ou de la maladie du dépérissement chronique (MDC) a des modéles de
souris exprimant la PrP humaine et/ou a des primates non-humains (Macaca fascicularis) suggeére
un potentiel zoonotique de ces agents.

3.2.  Mesures de police sanitaires spécifiques aux dangers sanitaires prions et
aux EST

Lors de la mise en évidence de cas d’EST par les différents réseaux de surveillance (abattoirs,
équarrissage, suspicions cliniques) des mesures de police sanitaire spécifiques sont prévues dans
les troupeaux dont sont issus les cas ou par lesquels ils ont transité.

3.2.1. Réglementation Européenne

3.2.1.1. Pour les bovins

Le Réglement (CE) n°999/2001" ne prévoit aucune opération de nettoyage et désinfection des
exploitations a risque suite a la mise en évidence d’'un cas index d’ESB.

3.2.1.2. Pour les petits ruminants

En cas d’infection par les agents de la tremblante classique ou de 'ESB, le Réglement (CE)
n°999/2001 ne prévoit des opérations de nettoyage et désinfection de tous les logements pour
animaux de l'exploitation aprés abattage des animaux, que si I'exploitant veut, par la suite,
réintroduire des caprins dans son exploitation. A la date de la rédaction de cette note d’AST, les
alleles de résistance maintenant documentés pour les caprins ne sont pas actuellement pris en
compte dans des textes réglementaires européens ou nationaux.

3.2.2. Réglementation nationale

Les arrétés nationaux prévoient des mesures de police sanitaires pour les EST. lls ont fait 'objet
de plusieurs adaptations en fonction de [I'évolution des connaissances scientifiqgues, des
transpositions du droit européen (notamment quand plusieurs options étaient au choix des Etats
Membres) et des décisions des autorités de gestion du risque.

3.2.2.1. Pour les bovins

Les études épidémiologiques réalisées sur 'ESB classique ont montré que les animaux se
contaminaient majoritairement pendant leur premiére année de vie par le biais de leur
alimentation (cohortes de naissance des années 1990 a 2000) (Anses 2012a).

L'arrété du 3 décembre 1990° (version en vigueur, l'arrété initial ayant fait I'objet de
nombreuses modifications depuis sa parution, jusqu'en 2011) prévoit principalement le

! Réeglement (CE) n° 999/2001 du Parlement européen et du Conseil du 22 mai 2001 fixant les régles pour la prévention, le
contrdle et I'éradication de certaines encéphalopathies spongiformes transmissibles http://eur-lex.europa.eu/legal-
content/FR/TXT/?uri=0J:L:2001:147:TOC
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marquage et I'élimination des animaux a risque susceptibles d’avoir regu la méme
alimentation contaminée que le cas index, pendant les premiéres années de leur vie. Il s'agit
d’'un marquage et d’'une élimination de la « cohorte alimentaire » (par opposition a I'abattage
et élimination totale pratiqués jusqu’en décembre 2002).

Ainsi :

e dans I'exploitation de naissance du cas index : les animaux qui sont nés 12 mois avant
ou 12 mois apreés le cas index sont marqués et euthanasiés ;

e dans les autres exploitations dans laquelle le cas index a séjourné pendant les deux
premiéres années de sa vie : les bovins qui ont été élevées, a un quelconque moment
des douze premiers mois de leur existence, avec le bovin atteint alors que ce dernier
était agé de moins de vingt-quatre mois, sont marqués et euthanasiés.

Des mesures d’élimination sont également prévues pour la descendance du cas index.

L’arrété du 3 décembre 1990 ne prévoit aucune mesure de nettoyage et désinfection
particuliére dans les élevages a risque identifiés suite a la détection d’un bovin infecté
par 'ESB.

3.2.2.1 Pour les ovins et les caprins

Il existe deux arrétés de police sanitaire pour les EST des petits ruminants® ' '°, les mesures se
différencient selon :

e [|'espéce (ovine ou caprine). Pour les ovins, la résistance génétique de certains
animaux est prise en compte pour éviter leur euthanasie et pour le repeuplement de
I'élevage. Pour les caprins, tous les animaux sont marqués et euthanasiés ;

e la souche identifiée dans les foyers infectieux : tremblante classique, tremblante
atypique et ESB des petits ruminants ;

o le caractére sédentaire ou nomade du cas index (s'il a toujours séjourné dans le méme
troupeau ou a transité par plusieurs troupeaux).

Néanmoins dans tous les cas, aucune opération de nettoyage/désinfection n’est prévue dans
les exploitations placées sous APMS™.

Par contre il est prévu dans ces arrétés, des opérations de nettoyage et de désinfection
compléte des exploitations placées sous APDI*, suite a la confirmation de tremblante
classique, de tremblante atypique ou d’ESB des petits ruminants'®, sous couvert de la mention
« dans les conditions fixées par instruction du ministre chargé de I'agriculture ». Celles-ci n’ont
pas été définies réglementairement jusqu’a présent. En pratique, des opérations de nettoyage
suivies d’'une désinfection avec des produits a base d’hypochlorite de sodium ont pu étre
mises en ceuvre par le passé dans un foyer (communication Fédération Nationale des

8 Arrété du 3 décembre 1990 fixant les mesures de police sanitaire relatives a I'encéphalopathie spongiforme bovine (ESB
chez les bovins).
https://www.legifrance.gouv.fr/affichTexte.do?cidTexte=JORFTEXT000000353179&fastPos=1&fastReqld=2099842466&cat
egorieLien=cid&oldAction=rechTexte

° Arrété du 2 juillet 2009 fixant les mesures de police sanitaires relatives aux EST ovines (version en vigueur)
https://www.legifrance.gouv.fr/affichTexte.do?cidTexte=JORFTEXT000020835192&date Texte=20171217

0 Arrété du 2 juillet 2009 fixant les mesures de police sanitaires relatives aux EST caprines (version en vigueur).
https://www.legifrance.gouv.fr/affichTexte.do;jsessionid=59A093705B861760BF3EA787D701B0B6.tplgfr24s _3?cidTexte=J
ORFTEXT000020849517&dateTexte=20171112

™ Arrété Préfectoral de mise sous surveillance

12 Arrété préfectoral de déclaration d'infection

13 Voir articles 9, 10 et 12
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Groupements de Défense Sanitaire), mais les modalités exactes et l'efficacité du protocole
appliqué n’ont pas été évaluées dans I'exploitation traitée.

En résumé, seuls les foyers confirmés de tremblante classique, de tremblante atypique
ou d’ESB des petits ruminants (exploitations sous APDI), sont concernés par des
opérations obligatoires de nettoyage et désinfection.

Les modalités de mise en ceuvre de ces opérations n’ont pas été réglementairement
définies.

La législation francaise va au-dela de la réglementation communautaire pour laquelle
des opérations de nettoyage et désinfection ne sont prévues qu’en préalable au
repeuplement par des caprins d’un foyer de tremblante classique ou d’ESB des petits
ruminants.

3.3.  Réponses aux questions de la saisine

Pour rappel, la question 1 de la saisine a été divisée en deux parties :

e «Les dangers sanitaires de 1% et de 2°™ catégorie sont- ils couverts dés lors que sont
éliminés les micro-organismes mentionnés dans les normes ? »

e Indiquer, pour chaque norme, les micro-organismes d’essai additionnels qui permettraient
de couvrir 'ensemble de ces dangers sanitaires de 1°° et de 2°™ catégorie, et/ou des
conditions opératoires supplémentaires qui permettraient d’éliminer ces microorganismes
lors des opérations de désinfection dans un foyer. »

3.3.1. Méthodologie de travail

Afin de répondre a ces questions, les experts ont suivi le raisonnement illustré dans la figure 1, en
prenant en compte les critéres suivants :
e la présence du danger sanitaire visé et/ ou de I'espéce hote sur le territoire francais ;
o ['existence d'une contamination et d'une persistance du danger sanitaire dans
I'environnement extérieur ;
¢ la pertinence du traitement du milieu au regard de sa faisabilité en fonction des types de
milieux contaminés ;

¢ I'existence de normes ou de méthodologies reconnues.

Dans la suite de ce rapport, I'arbre décisionnel sera appliqué aux différents types de dangers
sanitaires prions visés : ESB-C, ESB-H, ESB L, Tremblante classique, Tremblante atypique et
MDC.
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Présence du danger sanitaire
visé en France
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Figure 1: Schéma décisionnel appliqué aux différents dangers sanitaires en vu des réponses aux
questions posées (CEN : Comité européen de normalisation ; ANSM : Agence Nationale de sécurité du
Médicament et des produits de santé)

non

3.3.2. Evaluation de la pertinence de réaliser un nettoyage et désinfection en
exploitation

Les mécanismes exacts de diffusion des agents responsables des maladies a prion au sein de
'organisme restent incertains bien que clairement dépendants de I'espéce cible (ovine, caprine,
bovine, cervidé) et de la souche d’EST (ESB-C, ESB-L, ESB-H, tremblante classique, tremblante
atypique /Nor98, MDC). L’ensemble des caractéristiques des dangers sanitaires prions est
présenté dans le Tableau 1, en Annexe 3.

3.3.2.1 Cas de I’encéphalopathie spongiforme bovine classigue

L’ESB classique est devenue extrémement rare en France: pendant 4 années consécutives
(années 2012 a 2015), aucun cas n’a été détecté a I'équarrissage et a I'abattoir. Néanmoins un
dernier cas d’ESB classique a été identifié début 2016 par le réseau de surveillance a
'équarrissage chez un animal né en 2011 (animal né aprés linterdiction totale des farines
animales dans les espéces de rente en 2000). Les causes d’infection de ces animaux, plusieurs
années aprés linterdiction totale des farines animales, restent hypothétiques. Si au plus fort de
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I'épizootie, I'origine alimentaire a été mise en évidence par les études épidémiologiques pour les
animaux nés dans les années 1980 et 90, on ne peut exclure qu'une modalité de contamination
minoritaire (autre que par le biais d’aliments contaminés) ou une origine spontanée a trés faible
niveau de prévalence soit passée inapercue. Toutefois dans sa derniére évaluation sur cette
thématique, le Comité Biohaz de 'EFSA estime que, méme pour les cas hyper NAIF*, une
contamination par le biais de I'alimentation est encore possible. Compte tenu de la stabilité des
prions pendant plusieurs années et des circuits de fabrication et de distribution des aliments pour
espéeces de rente, des petits agrégats d’anciens aliments contaminés liés aux surfaces pourraient
encore étre relargués aléatoirement (EFSA 2017c).

Chez un animal infecté, si les prions sont présents dans quelques structures en dehors du
systéme nerveux central, la répartition et les niveaux d’infectiosité de ces structures semblent
limités par rapport aux prions de tremblante classique lymphotropes.

Compte-tenu de :

e la distribution limitée de I'agent de la forme classique de PESB (ESB-C) (en termes
d’infectiosité) en dehors du systéme nerveux central et de I’intestin ;

e l'absence de données sur I’excrétion de I’agent de la forme classique de I’ESB ;

e l'absence de publications qui attestent de la contamination du matériel d’élevage ou
des patures par I'agent de la forme classique de ’ESB, comme cela peut I'étre dans le cas
de la tremblante classique ;

e et considérant cependant que les sources de contamination environnementales
potentielles™ ne sont pas totalement exclues pour les animaux nés aprés 2000 (a I’instar
d’autres hypothéses de contamination) malgré une incidence extrémement faible depuis
2012 ;

de I’avis des experts et en I’état actuel des connaissances, |la mise en ceuvre d’opérations
de désinfection dans une exploitation de bovins infectée par I'agent de 'ESB classique
n’apparait pas justifiée en plus des mesures de police sanitaire en vigueur (voir paragraphe
3.2).

3.3.2.2 Cas des encéphalopathies spongiformes bovines atypiques

Quelques cas d’ESB atypiques sont identifiés chaque année en France (de 0 & 3 au cours des 3
derniéres années) (Cazeau G. et al. 2015, Cazeau et al. 2017, EFSA 2017a). Les données de
répartition de I'agent infectieux chez les animaux infectés soit par la souche H, soit par la souche
L sont parcellaires et de nombreux travaux seraient nécessaires afin de déterminer si leur
distribution difféere ou non de celle de 'ESB classique (EFSA 2014b). Le peu de données suggere
néanmoins une réplication périphérique limitée. Ces résultats expérimentaux doivent étre
considérés avec précaution dans la mesure ou une infection expérimentale peut différer d’'une
cause spontanée en termes de distribution de I'agent infectieux.

4 Hyper NAIF : cas né aprés linterdiction totale des farines de viandes et d’os dans les aliments des animaux de rente (1%
Janvier 2001).

* Dans son dernier avis (EFSA 2017), des facteurs de risque de contamination environnementale ont été examinés
comme : présence d'un précédent foyer d’ESB au sein de I'exploitation, I'utilisation de matiéres fertilisante issues de sous-
produits de ruminants, la gestion des cadavres bovins au sein de I'exploitation, sites a risque a proximité de I'exploitation.
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A Tinstar de 'ESB classique, il n‘existe pas de données relatant I'excrétion dans le milieu
extérieur, c’est-a-dire la possibilité de présence de l'agent sur le matériel d’élevage ou les
patures des exploitations a risque. Contrairement a 'ESB classique, il ne semble pas y avoir de
lien avec l'alimentation. Une des hypothéses souvent avancée par la communauté scientifique
est que ces cas seraient d’origine spontanée du fait de I'age relativement avancé des animaux et
de la faible prévalence de la maladie, par analogie avec les cas humains de MCJ sporadiques.

Compte-tenu :

o de I’hypothése d’une distribution limitée de I’agent de ’'ESB atypique dans les tissus
périphériques ;

o de I’absence de données relatant I’excrétion de I’agent de ’ESB atypique dans le milieu
extérieur et de lien avec I’alimentation ;

en I'état actuel des connaissances, les experts ne sont pas en mesure de justifier I'intérét
du nettoyage et de la désinfection d’une exploitation bovine infectée par I’agent de ’'ESB
atypigue en plus des mesures de police sanitaire en vigueur (voir paragraphe 3.2).

3.3.2.3 Cas de la tremblante classiqgue

La tremblante classique est encore présente en France, mais les cas détectés sont rares et, par
conséquent, le nombre d’exploitations concernées est limité. Les réseaux de surveillance en
abattoir et en équarrissage ont permis de détecter deux caprins en 2015 (1 en abattoir et 1 a
I'équarrissage), aucun cas en 2016, et aucun cas en 2017. Le programme de surveillance
clinique a permis l'identification d’'un cas en 2015, de deux cas en 2016 et aucun cas en 2017. En
revanche, le nombre de cas secondaires au sein des troupeaux concernés par les mesures de
police sanitaire peut étre élevé (par exemple en 2015, 37 cas secondaires issus des 2 caprins
identifiés par les réseaux de surveillance en abattoir et en équarrissage troupeaux de caprins).

La prévalence de la tremblante classique a diminué de maniére significative depuis 2002
(Cazeau G. et al. 2015, Cazeau et al. 2017).

Ces faibles chiffres sont toutefois a pondérer par les éléments suivants :

e le dépistage n’est réalisé que sur un échantillon limité de la population a I'abattoir et a
'équarrissage (objectifs de 5 000 ovins et de 5 000 caprins de plus de 18 mois testés a
I'abattoir ; 15 000 ovins et 15 000 caprins de plus de 18 mois testés a I'équarrissage
(source DGAL), sur une population de 7 036 809 ovins et 1 258 944 caprins (source base
DISAR 2016) ;

e les tests de dépistage (pratiqués sur systeme nerveux central ; sur échantillon d’obex) ne
permettent pas de détecter les animaux infectés en phase précoce d’incubation, car les
prions atteignent le systéme nerveux central aux phases tardives de l'incubation. Au final,
50 % des animaux infectés (Afssa 2007) seraient détectés par les tests.

Dans le cas de la tremblante classique des petits ruminants, les prions responsables des formes
les plus représentatives sont présents dans de nombreux tissus autres que le systéme nerveux
central comme la rate, les ganglions mésentériques, lymphatiques ou rétropharyngiens, le
placenta, le sang, le muscle, la langue et les glandes salivaires, etc. (Hadlow, Kennedy, et Race
1982, Onodera et al. 1993, Casalone et al. 2005, Vascellari et al. 2007, Houston et al. 2008). Par
ailleurs, les prions de la tremblante classique ont également été identifiés au niveau des glandes
mammaires de brebis co-infectées par 'agent de la tremblante et le virus visna-maédi (Ligios et
al. 2005). Les formations lymphoides secondaires et tertiaires (Heikenwalder et al. 2005) peuvent
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étre contaminées, notamment celles situées au niveau des muqueuses (i.e. digestive ou
respiratoire), rendant ainsi possible I'élimination dans le milieu extérieur de l'agent de ces
maladies. En effet, chez les animaux au stade clinique de la maladie, la PrP* et/ou l'infectiosité
ont été détectés dans les féces, la salive et les urines (Tamguney et al. 2012, Terry et al. 2011,
Rubenstein et al. 2011).

Les prions de la tremblante classique ont également été identifiés dans le lait de brebis infectée
ne présentant pas de signes cliniques et en concentration suffisante pour transmettre la maladie
(Konold et al. 2008, Lacroux et al. 2008, Maddison et al. 2009).

Par ailleurs, des prions de la tremblante classique ont été mis en évidence dans des échantillons
environnementaux comme le sol ou le matériel d’élevage ; ceux-ci peuvent persister dans le sol
durant des années, sans diminution notable d’infectiosité (Gough et al. 2015, Maddison et al.
2010, Konold et al. 2015, Smith, Booth, et Pedersen 2011). Par le passé, la contamination de
I'environnement dans les élevages a souvent été évoquée pour expliquer les résurgences de
foyers de tremblante observées en Islande jusqu’a plusieurs décennies aprées I'application de
mesures d’abattage et de désinfection (Georgsson, Sigurdarson, et Brown 2006). Toutefois, il est
difficile de garantir que les animaux utilisés a I'époque pour le repeuplement des élevages étaient
tous véritablement indemnes de tremblante et que, parmi ceux-la, aucun n’était en phase
d’'incubation.

Enfin la transmission de lagent de la tremblante classique a des animaux placés
expérimentalement dans un environnement contaminé a été rapportée : c’est le cas des patures,
méme en dehors de tout contexte d’agnelage (Dexter et al. 2009), des barrieres et abreuvoirs
(Konold et al. 2015, Hawkins et al. 2015).

Compte-tenu de :

e la distribution de I'agent de la tremblante classique dans les tissus périphériques
(autres gue le systéme nerveux central), et dans le lait de la brebis infectée ;

¢ la mise en évidence de prions de la tremblante classique dans I’environnement de
I’élevage, ainsi que [I'observation expérimentale de leur transmission dans un
environnement contaminé ;

de I'avis des experts et en I’état actuel des connaissances, le nettoyage et la désinfection
d’une exploitation de petits ruminants atteinte de tremblante classique apparait pertinent
en plus des mesures de police sanitaire en vigueur (voir paragraphe 3.2), ’environnement
contaminé constituant une source de contamination au sein de I’exploitation.

3.3.2.4 Cas de la tremblante atypique

Des cas de tremblante atypique ou Nor98 ont été décrits en Europe et en France depuis 2002,
date de la mise en place des programmes européens de surveillance des EST chez les petits
ruminants. Par ailleurs pour la tremblante atypique, la répartition différente de la PrP*° au sein du
SNC suggere que certains cas ne sont pas détectés par un test pratiqué sur obex.

Des études rétrospectives au Royaume Uni ont démontré cependant que cette maladie n’était
pas une maladie émergente car présente dés 1987 (Webb et al. 2009, Bruce et al. 2007, Foster
et al. 2008). Ces derniéres années, 10 cas ont été identifiés en France en 2015, 7 en 2016 et 5
en 2017. Les prions de la tremblante atypique peuvent étre détectés dans les tissus
périphériqgues mais a des niveaux d’infectiosité qui semblent inférieurs a ceux présents dans le
cas de la tremblante classique dues a des prions lymphotropes (Andreoletti et al. 2011). Dans
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ces tissus périphériques, I'agent est en général mis en évidence par bioessais (mesure
d’infectiosité par injection a I'animal de laboratoire de I'échantillon) alors que les méthodes
biochimiques (détection de la PrP°) donnent des résultats généralement négatifs. En effet, la
sensibilité analytique des bioessais pourrait étre jusqu'a 4000 fois supérieure a celle des
méthodes biochimiques, avec certains échantillons d’animaux atteints de tremblante atypique
(Andreoletti et al. 2011).

Il n'existe pas de travaux mettant en évidence une excrétion de lI'agent chez les animaux
infectés. Néanmoins compte tenu des niveaux faibles de prion dans les tissus périphériques d’'un
animal infecté, cette excrétion reste peu probable. Il n’existe pas de travaux relatant la
contamination de I'environnement de I'élevage.

En France, au vu des connaissances actuelles la tremblante atypique ne semble pas
transmissible en conditions d’élevage (Fediaevsky et al. 2010, Afssa 2009) : la probabilité
d’observer un cas secondaire n'est pas différente dans les troupeaux des cas index, par rapport
a celle de la population générale des petits ruminants.

Compte tenu du fait que :

¢ l'agent de la tremblante atypique est peu ou pas transmissible en conditions d’élevage
et la prévalence intra-troupeau est faible (souvent un cas par troupeau) ;

e aucune donnée n’a permis de démontrer une excrétion de I’agent de la tremblante
atypigue dans le milieu extérieur. Cette excrétion, si elle existe, serait sans doute bien
moindre que celle de 'agent de la tremblante classique ;

en I'état actuel des connaissances, les experts ne sont pas en mesure de justifier la
pertinence d’un nettoyage et désinfection d’'une exploitation de petits ruminants infectée
par I’agent de la tremblante atypique en plus des mesures de police sanitaire en vigueur
(voir paragraphe 3.2).

3.3.2.5 Cas de l'infection de petits ruminants par I’agent de I’encéphalopathie
spongiforme bovine (ou EST non différentiable de ’'ESB).

Un seul cas (caprin) a été identifié en France, en 2004. Aucun cas n’a été identifié depuis, malgré
une phase visant I'exhaustivité du dépistage entre 2005 et 2007. Il faut toutefois noter que les
programmes de dépistage actuels ne sont pas en mesure de détecter une tres faible prévalence
d’agent de 'ESB chez les petits ruminants (Anses 2014a).

Il n’existe pas de données relatives a I'excrétion des prions agents de 'ESB des ovins et caprins
dans le milieu extérieur, mais les similitudes de répartition dans les organes périphériques avec les
prions responsables de tremblante classique lymphotrope (Van Keulen et al. 2008) suggeéreraient
une probable contamination du milieu extérieur.

Compte-tenu de :

e lincertitude liée a la détection d’agent de 'ESB chez les petits ruminants par les
programmes de dépistage actuels ;

e la répartition de l'agent de I'ESB chez les petits ruminants dans les organes
périphériques, suggérant une contamination de I’environnement ;

o des similitudes de répartition de I’agent chez un animal infecté avec celle de I’agent de
la tremblante classique ;
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de l'avis des experts et en I’état actuel des connaissances, le nettoyage et la désinfection
des exploitations de petits ruminants se justifieraient dans une exploitation infectée par une
souche de prion non différentiable de 'ESB, en plus des mesures de police sanitaire en
vigueur (voir paragraphe 3.2).

3.3.2.6 Cas de la maladie du dépérissement chroniqgue

La MDC n’a pour le moment jamais été identifiée en France. Une surveillance restreinte avait eu
lieu pendant la période 2007-2009 dans plusieurs Etats membres suite a la décision (CE)
n°182/2007%°. Les résultats obtenus en France (685 analyses sur cervidés sauvages et 689 sur
cervidés d’élevage) n’avaient pas permis de révéler des cas positifs. Toutefois, dans la mesure ou
cette maladie ne fait actuellement pas l'objet d’'une surveillance, on ne peut pas exclure sa
présence a faible prévalence chez les cervidés sauvages.

En Europe, la Maladie du dépérissement chronique a été identifiée pour la premiére fois en 2016
en Norvége. Les causes de son apparition ou de son introduction sont sujettes a hypotheses :
maladie issue du continent nord-américain ou préexistante en Europe mais non détectée,
importation d’animaux vivants infectés, utilisation de leurres de chasse a base d’urine contaminée,
etc. Certaines recommandations ont déja été formulées pour essayer de limiter la propagation de
cette maladie au sein de I'Union européenne (EFSA 2017b).

Dans le cadre de la maladie du dépérissement chronique, les prions présentent également une
distribution assez large dans les organes périphériques au sein d’un cervidé infecté, a l'instar des
prions lymphotropes de tremblante classique.

Chez les animaux au stade clinique de la maladie, la PrP*® et/ou l'infectiosité ont été détectées
dans les féces, la salive et les urines, pouvant ainsi contaminer I'environnement (Tamguney et al.
2009, Tamgliney et al. 2012, Haley et al. 2009, Mathiason et al. 2006, Rubenstein et al. 2011)
Certains animaux placés expérimentalement dans un tel environnement contaminés s’infectent
(Miller et al. 2004, Mathiason et al. 2009). Des échantillons de sols provenant d’enclos de cervidés
atteints contiennent suffisamment d’infectiosité pour infecter per os des souris transgéniques qui
expriment la PrP de cervidés (Wyckoff et al. 2016). Au total, la dissémination de I'agent de la
maladie du dépérissement chronique chez les cervidés par I'environnement est donc effective.

Néanmoins, compte tenu de :

e [|’absence de cas avérés de cette maladie en France ;

e des modalités d’élevage en plein air ;

e de la difficulté (voire 'impossibilité) de décontaminer d’une fagon efficace les parcours
d’animaux dans de telles conditions d’élevage ;

les experts ne sont pas en mesure de justifier la pertinence d’opérations visant la
désinfection, d’une exploitation de cervidés infectée par I’agent de la maladie du
dépérissement chronique hormis pour les batiments de rassemblement ou le matériel
d’alimentation et d’abreuvement.

16 http://eur-lex.europa.eu/legal-content/EN/TXT/?uri=CELEX%3A32007D0182
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En conclusion, en I'état actuel des connaissances, le nettoyage et la désinfection d’une
exploitation de ruminants domestiques paraissent pertinents en cas d’infection par I'agent
de:

- latremblante classique,

- PESB chez les petits ruminants.

Dans le cas de la MDC, la désinfection se justifierait pour les batiments de rassemblement ou
le matériel d’alimentation et d’abreuvement susceptibles d’exister dans certains élevages de
cervides.

En I’état actuel des données de surveillance, un nombre extrémement limité d’exploitations
seraient concernées par ce type de mesures.

3.3.3. Préconisations pour évaluer I’efficacité d’un produit biocide pour le
nettoyage/désinfection d’une exploitation infectée par le danger retenu.

3.3.3.1 Résistance et inactivation des agents d’EST

La structure protéique des prions offre une trés grande résistance a la plupart des procédés connus
de désinfection et de stérilisation. Bien que la résistance des prions aux procédés d’inactivation
physico-chimigues soit trés dépendante de la souche considérée, les prions présentent tous
globalement une forte stabilité a la chaleur seche, certains travaux ayant rapporté la persistance
d’une infectiosité a plus de 600°C (Brown et al. 2000). En revanche l'autoclavage a 134°C sous 3
bars de pression pendant 18 minutes est un traitement reconnu par I'Organisation Mondiale de la
santé (OMS).

S’agissant des traitements chimiques, il a été montré que la plupart des produits biocides
désinfectants (alcool, formaldéhyde, etc.) sont inefficaces ou encore comme [lalcool et le
formaldéhyde préservent le caractére infectieux des prions en agissant comme fixateur (Taylor 1999).
lls préservent leur conformation et renforcent probablement leur stabilité dans I'environnement.

Historiquement, quatre agents chimiques ont démontré, par bioessai, une réduction de plus de 4 logo
du titre infectieux des EST : le chlore, certains composés phénoliques, le thiocyanate de guanidine et
I'hydroxyde de sodium (Ernst et Race 1993, Manuelidis 1997). Parmi ces procédés, deux sont
classiquement utilisés pour une inactivation maximale des EST : le trempage dans I'hydroxyde de
sodium (soude) 1 N et le trempage dans I'hypochlorite de sodium a la concentration de 2 % de chlore
actif pendant 1 heure [(circulaire n°138 du 14 mars 2001), et recommandations de 'OMS (WHO
2003)]. De maniére générale, il est reconnu que le chlore présente la meilleure efficacité. Son usage
est cependant limité par ses propriétés corrosives et la forte réduction de son pouvoir désinfectant en
présence de matiéres organiques.

Plus récemment, différents oxydants ont également démontré un potentiel de réduction de plus de
4 logyo du titre infectieux des EST : le dioxyde de manganése (> 4 logio) (Russo et al. 2009), 'ozone
(> 4,1 log10) (Ding et al. 2013) ; le « systéme Fenton » (> 5,2 logyo) (Solassol et al. 2006, Suyama et
al. 2007) et I'hydrogénopersulfate de potassium (> 6 log:o) (Chesney et al. 2016) .

Par ailleurs, par le passé, 'Anses a rappelé a plusieurs reprises la stabilité des prions dans le sol et le
maintien de leurs capacités réplicatives au cours du temps, certains travaux suggérant méme que
'adsorption des prions a certaines particules du sol potentialise parfois l'infectiosité (Anses 2014b).
Dans ce dernier avis, la répartition hétérogéne du prion dans I'environnement (pas de dilution
attendue par unité de surface) a été évoquée. Toutefois la désinfection des patures ou des parcours
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par utilisation de produits biocides apparait totalement inenvisageable dans le cas des EST, a la fois
pour des raisons environnementales et compte tenu de l'incertitude de l'efficacité de ces procédés sur
ce type de supports (voir paragraphe 3.2 de la note 1 de 'AST 2015-SA-0178, en date du 2
décembre 2016).

3.3.3.2 Référentiels existants pour la désinfection en laboratoire et les dispositifs
meédicaux et possibilités d’adaptation en élevage

Il n’existe pas de norme/méthode internationale ou nationale décrivant les principes a respecter pour
le nettoyage/désinfection d’'une exploitation dans laquelle un cas d’'EST a été identifié, lacune
soulignée dans la publication de (Acin 2015).

Cependant, a défaut, différents textes sont disponibles au regard des procédés physiques et
chimiques efficaces a mettre en ceuvre en milieu hospitalier et/ou en laboratoire pour l'inactivation
des prions :

e Conclusions du Comité dexperts sur les Encéphalopathies Subaigués Spongiformes
Transmissibles et les Prions, octobre 1996.

e Cahier des charges DGAL pour la mise en ceuvre des tests rapides de dépistage de 'ESB
(version 2 du 24/11/2004).

e Publication du Conseil Supérieur d’Hygiéne n°7276-2 : Recommandation pour la prévention
de la transmission des encéphalopathies spongiformes transmissibles (maladie de
Creutzfeldt-Jakob) en milieu hospitalier. Mai 2006.

e Circulaire DGS/DPPR no 2000/292 du 29 mai 2000 relative a diverses mesures concernant
les appareils de désinfection des déchets d’activités de soins a risques infectieux et assimilés.

e Circulaire de la DGS N°2001/138 du 14 mars 2001 relative a l'efficacité des méthodes de
décontamination usuelles vis-a-vis des matieres infectieuses contenant des ATNC.

e Circulaire DGS/SD5C/DHOS/E2/DRT/CT1/CT2/2004/382 du 30 juillet 2004 relative aux
précautions a observer dans les services d’anatomie et cytologie pathologiques, les salles
d’autopsie, les chambres mortuaires et les laboratoires de biologie « spécialisés ATNC », vis a
vis du risque de transmission des agents transmissibles conventionnels (ATC) et non
conventionnels (ATNC).

e Circulaire de la DGS /RI3/2011/449 du 1* décembre 2011 relative a l'actualisation des
recommandations visant a réduire les risques de transmission d’agents transmissibles non
conventionnels lors des actes invasifs.

Comme précédemment rappelé par 'Agence (Anses 2016), la gestion d'un foyer d0 a un danger
sanitaire de 1°® ou de 2°™ catégorie pour les espéces animales repose sur une suite d’opérations,
depuis la suspicion de la présence du danger jusqu’a I'assainissement du foyer. Ces opérations ont
pour but de réduire et d’éliminer ces dangers afin de limiter le risque de leur diffusion et de leur
résurgence.

La premiére étape, le nettoyage, est une étape primordiale dans tout processus de réduction des

risques en rapport a la réduction de la contamination par des dangers sanitaires, dont les agents
d’EST.
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Ainsi, il est conseillé, a condition que cela n'augmente pas le risque pour le personnel, que le matériel
et l'environnement soient d’'abord nettoyés, avant le commencement du processus de
décontamination (WHO 1999, Rutala et Weber 2001). Cette phase de nettoyage vise a éliminer le
maximum de matieéres organiques et minérales accumulées qui se retrouvent en quantité importante
dans les locaux et sur le matériel d’élevage. La qualité de la réalisation de cette opération conditionne
I'effet des produits biocides qui, d’'une fagon générale, voient leur efficacité diminuer en présence de
souillures minérales et organiques.

Il sera important de définir des modalités de nettoyage qui n’accroissent pas la dissémination de

'agent dans l'exploitation (par exemple : proscrire le lavage a grandes eaux) et qui limitent les
effluents liquides (qui devront étre traités) au cours de cette phase.

Concernant I'étape de décontamination, la résistance des prions aux méthodes de décontamination
courantes, doit étre prise en compte (voir paragraphe précédent).

Depuis 2011, la circulaire DGS/RI3/2011/449 du 1°* décembre 2011, relative a « I'actualisation des
recommandations visant a réduire les risques de transmission d’agents transmissibles non
conventionnels lors des actes invasifs » identifie les techniques et modalités de traitement pour une
inactivation maximale des agents des EST comme devant étre répertoriées dans la liste des produits
inactivants totaux'’, telle que définie par 'ANSM suivant le Protocole Standard Prion*® en vigueur.

3.3.3.3 Exemple du protocole de I’Agence nationale de sécurité du médicament et
des produits de santé pour la désinfection des dispositifs médicaux.

Un protocole d’évaluation de l'efficacité des produits biocides a été élaboré par TANSM (auparavant
AFSSAPS) en 2011 pour la désinfection des dispositifs médicaux (Protocole Standard Prion ou PSP).
Il reste a ce jour le seul protocole d’évaluation des biocides vis-a-vis des prions. Ce PSP avait été
congu pour évaluer I'efficacité des biocides lorsque I'agent est adsorbé sur des surfaces. Le protocole
de 'ANSM est destiné a I'évaluation de produits ou de procédés utilisables pour la décontamination
de dispositifs médicaux (non jetables) en médecine humaine (ex: endoscope, électrodes
intracraniennes, etc.) qui sont constitués par des surfaces souvent lisses et donc faciles a nettoyer.
Compte tenu des particularités des conditions d’'usage des biocides en élevage, de la diversité des
supports a traiter, ce type de protocole fournit une base de réflexion mais ne peut en aucun cas étre
utilisé en élevage sans adaptation.

En 2011, ce protocole prévoyait :
e des essais in vivo sur une souche de tremblante expérimentale 263 K adaptée au Hamster

e des essais in vitro, sur deux souches, la souche 263 K et une souche humaine ou une souche
d’origine bovine.

Ce protocole recourt a I'hnypochlorite de sodium a la concentration de 2 % de chlore actif pendant 1

heure et 'hydroxyde de sodium (soude) (1N) pendant 1 heure comme des traitements de référence

« inactivants totaux », auxquels sont comparés les produits biocides a évaluer, avec un objectif de

réduction logarithmique de 4. D’aprés cette méthodologie (version 2011), une liste positive de

7 Selon la circulaire de la DGS/RI3/2011/449 du 1* décembre 2011, I'inactivation est considérée comme « totale » lorsque
I'infectiosité n’est plus détectable suivant les analyses réalisées en respectant les critéres méthodologiques retenus dans le
protocole standard prion (PSP) en vigueur

'8 http://ansm.sante.fr/Dossiers/Creutzfeldt-Jakob-et-produits-de-sante/Protocole-Standard-Prion-lutte-contre-les-infections-
liees-aux-soins/(offset)/1#paragraph 26470
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produits efficaces a été définie uniguement pour la désinfection des dispositifs médicaux. Par
conséguent la liste des produits validés par TANSM n’est pas utilisable en I'état.

Par ailleurs, certains travaux démontrent que l'efficacité « prionicide » est directement dépendante de
la souche traitée (Giles et al. 2008). Enfin, certains travaux ultérieurs, réalisés in vitro (Belondrade et
al. 2016) suggerent que certains produits validés par TANSM sont moins efficaces voire inefficaces

avec d’autres souches de prions, notamment humaines (VMCJ). Suite a ces travaux, le PSP fait
actuellement I'objet d’une révision.

La derniere version soumise a consultation (version provisoire 2016), prévoit notamment :

¢ des essais in vivo sur deux souches : une souche de tremblante expérimentale 263 K adaptée
au Hamster et une souche humaine de type MM1 ;

e des essais in vitro, a minima sur les deux souches suivantes : une souche de tremblante
expérimentale 263 K et une souche humaine de type MML1.
Pour plus de détails sur ce protocole, consulter I'’Annexe 4.

En conclusion, il faut noter que ces procédés de traitement évoqués dans les paragraphes
précédents sont développés pour une décontamination de surfaces propres en laboratoire, alors que
la désinfection d’'un foyer infectieux dans un élevage présente des difficultés particulieres et reste un
défi délicat.

Dans la littérature, différents procédés de traitement ont été étudiés dans des conditions proches des
conditions retrouvées en élevage, mais les publications scientifiques abordant ce sujet sont peu
nombreuses et sont parfois contradictoires dans leurs conclusions (Hawkins et al. 2015, Gough et al.
2015, Gough, Baker, et Maddison 2017, Pritzkow et al. 2018).

Enfin il faut rappeler que le ou les produits biocides désinfectants doivent étre en conformité avec le
réglement biocide (UE) 528/2012".

3.3.3.4 Point d’attention sur la conception d’un protocole visant a démontrer
I’'efficacité des produits biocides utilisable en élevage atteint d’une EST.

Les méthodologies évoquées dans les chapitres précédents nécessitent des adaptations avant de
pouvoir étre utilisées pour démontrer I'efficacité d’'un produit dans le domaine de I'élevage. Il apparait
donc nécessaire d’élaborer un protocole adapté aux produits qui seront utilisés pour la désinfection
des élevages infectés par certaines EST.

L’élaboration d’'un tel protocole nécessiterait les points d’attention suivants :

e Choix de la méthode d’évaluation
Des méthodes in vitro et in vivo peuvent étre utilisées, qui présentent chacune des avantages et
inconveénients.
Méthodes in vivo

Les bioessais sont basés sur I'utilisation d’implants intracraniens mimant les surfaces a traiter chez
des rongeurs de laboratoire. Ces implants sont contaminés expérimentalement avec la souche de
prion d’intérét puis traités (selon le PSP par exemple) avant implantation définitive. Les modéles

¥ Rgglement (UE) n°528/2012 du Parlement Européen et du Conseil du 22 mai 2012 concernant la mise a disposition sur le
marché et I'utilisation de produits biocides. http://eur-lex.europa.eu/legal-
content/FR/TXT/HTML/?uri=CELEX:32012R0528&from=fr
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potentiellement les plus sensibles seraient ici des souris transgéniques surexprimant la PrP de
petits ruminants. L’avantage de ce type de modéle est de pouvoir titrer, sur une large gamme
dynamique, linfectiosité de prions difficlement ou non amplifiables par les méthodes in vitro,
comme l'agent de la tremblante atypique. Néanmoins, pour ce dernier, les procédés de nettoyage
et désinfection paraissent moins pertinents. Certains travaux récents (Pritzkow et al. 2018)
évoquent I'emploi de sphéres contaminées (prions adsorbés a leurs surfaces) et placées dans les
boites de chaque lot de rongeurs, les animaux s’infectant ensuite au contact de ces sphéres.
Toutefois ce dernier type de méthode pourra difficilement garantir un abattement de 4 log,, du titre
infectieux par le traitement biocide, la voie de contamination orale étant peu efficace et souche
dépendante. Les inconvénients des bioessais sont le délai important d’obtention des résultats
(entre 6 mois et 2 ans en fonction des souches de prion), les limitations liées au matériau a étudier
(dégradation, toxicité, etc.) et les aspects éthiques de ce type d’expérimentation, sachant que des
méthodes substitutives in vitro existent.

Méthodes in vitro

Dans le but de réduire 'emploi d’animaux d’expérimentation (en cohérence avec le principe des
3R%) ainsi que le délai d’obtention des résultats (12 & 18 mois avec des test in vivo), sans pour
autant risquer une perte majeure d’informations dans le cadre de la question posée, le recours
exclusif a une méthode in vitro présentant un haut niveau de détectabilité peut étre envisagé. La
méthode in vitro présente également l'avantage de permettre la réalisation de I'évaluation
directement avec les prions infectant les ruminants d’élevage et non de recourir a des prions
adaptés a des animaux de laboratoire.

Enfin, il est a noter que les méthodes in vitro permettraient également de tester les effluents
générés par les traitements des supports, ce qui revét une importance particuliere dans le cadre
des traitements des batiments d’élevage et de I'évaluation de l'effet désinfectant du produit
biocide. La PMCA (Protein Misfolding Cyclic Amplification®!) apparait comme une méthode
adaptée aux besoins et aux objectifs. Elle permet en effet de générer en tube a essai des niveaux
d’infectiosité similaires a ceux trouvés dans un cerveau au stade terminal de la maladie et donc de
tester sur une gamme dynamique des réductions d’infectiosité. D’autres méthodes telles que le
RT-Qulc seraient également envisageables. Bien que cette méthode n’amplifie pas l'infectiosité du
prion (elle mesure I'activité de conversion de la PrP recombinante par des assemblages de prion),
elle aurait potentiellement I'avantage de pouvoir détecter des types de prions non amplifiables par
PMCA. Pour ces méthodes in vitro, en 'absence de standardisation ou de normalisation, il est
indispensable de s’assurer de la parfaite maitrise de l'outil par le laboratoire mettant en ceuvre
cette technique. Cette précaution pourrait s’appuyer sur la reconnaissance par un laboratoire de
référence de I'aptitude du laboratoire a réaliser ces tests.

e Choix du critére d’efficacité a atteindre :

Le protocole devra clairement définir le niveau attendu de réduction logarithmique de linfectiosité.
L’efficacité du produit biocide testé doit étre équivalente a celle des traitements de référence
(hypochlorite de sodium a 2 % de chlore actif, hydroxyde de sodium a 1N, autoclavage a 134°C
pendant 18 minutes). A titre d’information dans le cadre du PSP, pour la souche 263 K, cela
correspond a une réduction logarithmique d’infectiosité adsorbée sur des tiges métalliques de

20 Réduire, raffiner, remplacer ; démarche éthique appliquée a I'expérimentation animale.
21 PMCA : Protein Misfolding Cyclic Amplification, technique in vitro d’amplification acellulaire du prion.
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4 Log 10. Ce facteur de réduction dépend étroitement du titre infectieux de la souche de prion
étudié et de l'efficacité d’adsorption des prions sur le support contaminé.

Ces objectifs doivent prendre en considération que les doses de prion infectantes par voie orale
sont minimes : I'équivalent en infectiosité d’1 mg de cerveau infecté est capable d’infecter un bovin
sur les 15 exposés a cette dose par voie orale (Wells et al. 2007, Konold et al. 2012). Pour la
tremblante, dans le cas d’'un isolat de tremblante classique (souche Langlade) la quantité de
matériel (équivalent cerveau) permettant d’infecter par voie orale 70 % des animaux exposés est
de 2 mg (Douet et al. 2014). Cette valeur est probablement sujette & variation compte tenu de la
diversité des souches de tremblante classique. Par ailleurs, les travaux de Fryer et Mc Lean
suggérent méme qu’on ne peut définir de dose minimale infectieuse (Fryer et McLean 2011).

Choix des souches tests de prion :

En I'absence de souche de référence sensu stricto et en raison de différences de résistance aux
substances chimiques entre les souches de prion, les deux critéres a privilégier pour le choix de la
ou des souche(s) test(s) sont le haut niveau de résistance aux substances chimiques et la
possibilité de détection par la méthode in vitro et/ou in vivo retenue.

Si 'agent de la tremblante atypique est désormais la souche la plus prévalente en France et bien
gu’elle semble unique au regard des éléments de caractérisation des souches d’EST, il est a
noter :

i) qu’il n’existe pas de donnée relatant sa présence dans I'environnement ;
i) que son amplification par PMCA n’a pas été rapportée et ;

iii) que sa stabilité de conformation est limitée par comparaison aux autres souches (Pirisinu et al.
2010).

L'utilisation d’'une souche d’ESB de petits ruminants, outre son niveau de prévalence extrémement
faible chez les petits ruminants, nécessiterait de réaliser I'étude en laboratoire de confinement de
type L3.

Parmi les souches de tremblante classique, une souche classique lymphotrope et une souche
rapide également lymphotrope (exemple de type SSBP/1) pourraient étre utilisées.

Temps de contact, température, conditions d’application, propreté/saleté

Comme pour I'évaluation de tout produit biocide destiné a un emploi en élevage, la prise en
compte des conditions d’utilisation du produit doit conduire a intégrer dans les tests réalisés les
facteurs suivants :

o la nature extrémement variée des matériaux constituant les batiments et le matériel d’élevage
(métaux, bois, ciment, béton, caoutchouc, etc) ;

o la nécessité de réaliser des tests en condition de haut niveau de saleté. Les surfaces a
désinfecter sont souvent trés poreuses et présentent fréquemment de nombreuses
anfractuosités, ce qui rend difficile leur nettoyage ;

o les températures souvent basses dans les batiments d’élevage.
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Préconisations pratiques :

Indépendamment de ce protocole d’évaluation des biocides, il faudra que les deux étapes de
nettoyage et de désinfection soient accompagnées de préconisations pratiques lors de leur
réalisation en élevage :

o les surfaces a désinfecter sont de préférence traitées avec du matériel absorbant qui est par la
suite éliminé par incinération. Ce matériel absorbant est également utilisé pour éponger les
liquides répandus ;

o pour [I'élimination des déchets, des conteneurs étanches doivent étre utilisés. Deux
sacs/récipients mis l'un dans l'autre peuvent par exemple étre utilisés, tout en ayant soin
d'éviter toute contamination du récipient extérieur ;

o les déchets inactivés ou non ainsi que le matériel non recyclé doivent étre dans tous les cas
éliminés via la filiere DASRI (déchets d'activités de soins a risques infectieux).

3.4, Conclusion du CES SABA:

En ce qui concerne les agents d’EST des ruminants présents en France, les experts estiment
gu'en l'état actuel des connaissances, le nettoyage et la désinfection d’'une exploitation de
ruminants domestiques, aprés confirmation d’un foyer, paraissent pertinents en cas d’infection par
'agent de la tremblante classique ou celui de 'ESB des petits ruminants.

Dans le cas d’'une exploitation de cervidés infectée par 'agent de la maladie du dépérissement
chronique, la désinfection se justifierait pour les batiments de rassemblement ou le matériel
d’alimentation et d’abreuvement susceptibles d’exister dans certains de ces élevages.

En I'état actuel des données de surveillance, un nombre extrémement limité d’exploitations
seraient concernées par ce type de mesures.

Néanmoins, la désinfection des patures ou des parcours par utilisation de produits biocides
apparait totalement inenvisageable, a la fois pour des raisons environnementales et compte tenu
de l'incertitude de l'efficacité de ces procédés sur ce type de supports dans le cas des EST.

Il n’existe toutefois pas de norme CEN de désinfection pour ces dangers sanitaires et les autres
méthodologies disponibles nécessitent des adaptations avant de pouvoir étre utilisées pour
démontrer l'efficacité d’'un produit biocide dans le domaine de I'élevage. Il apparait donc
nécessaire d’élaborer un protocole adapté a la désinfection en élevage. Ce protocole devrait
prendre en compte les points d’attentions qui ont été abordé par les experts: méthode
d’évaluation, critéere d’efficacité, souche utilisée, temps de contact et de température.

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 et recommandations du CES SABA, elle souligne en particulier l'importance
d’entamer une réflexion sur un protocole visant a démontrer l'efficacité des produits biocides
utilisables en élevage atteint d’'une EST.

Dr. Roger Genet
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Tableau 1 : Caractéristiques des dangers sanitaires prions

Nombres cas ou exploitations

Facteurs de variabilité de

Facteurs de variabilité
de l'infectiosité des

Type d'EST Nature des matiéres virulentes (MV . . N B
P concernées par an (Mv) I'infectiosité inter-souches, MV lié a I'animal
infecté
a virulence fermée mais
susceptibles de devenir
A virulence ouverte ouverte (via traite,
ponctions , débridement
ou traumatisme)
Explications,
., . Description de variabilité N
exemples = sécrétions ou excrétions b i.e espéce de petits

naturellement éliminées dans le
milieu extérieur (matiéres fécales,

i.e : liquide articulaire,
sang, liquide

d'infectiosisté des MV en
fonction de la souche
impliguée (uniguement

ruminants infectée,
dge, genotypage

urine, expectaruﬂ_ons, Jetage, Y S chez Iespéce cible) - Si {J_arecﬁsert quelle MV est
larmes, sueur, produits de la sphére . . impactée et de quelle
R I ta) oui, préciser le type et le iere)
genitale - lochies, placenta, dEQfé de variabilité maniere,
2014:0
. . Unicité
ESB classique (BV) 2015:0 ) me flem.untre_ez L. L Sang Potentiel zoonotique Non identifié
2016:1 ( équar) Distribution périphérique réduite . A
démontré
2017:0
:gi: 3 (2type L et ype ) Non démontrée, ST (e
ESB atypiques (H ou L) (bovins) 2016:3 (type H) Distribution périphérique réduite Non démontrée PoternEt;eBl-:oonohque Non identifié
2017:2 (1type Let 1 typeH) pou
Urine (sur modéle hamster),
Lait (sur mouton clinique et
2014:28 (28 OV ( PS)) préclinique),
Tremblantes classiques 2015:40(39 CP. (.1 abat + 1 équar + 37 PS ) Feces. ('sur mouton clinique et - ) Génotype
(OV ou CP) +1 0V (surv. clinique)) preclinique), Sang Diversité des isolats Stade de la maladie
2016 : 2 OV (surv. clinique) Salive (sur mouton préclinique),
2017:0 Placenta (sur mouton clinique et
preclinique),
Peau (sur mouton clinique)
2014 : 11 (5 CP (équar) + 6 OV ( 4 équar +
labat+1PS)
2015 : 1 P(aé +1
Tremblante atypique +05 ;V ({L[Zq(:’as +e1q::;t)) el (BT 3, (TE 520 [ S
(OV ou CP) 2016 :7 (3 CP (équar) + 4 OV (1 abat +3 compte tenu de la distribution Non démontrée Unicité Non identifié
périphérique réduite
équar))
2017 : 4 (2 CP (équar) +2 0V (1CSO+1
équar))
2014:0
2015:
221: . g Non démontrée mais probable du Unicité Génotype
ESB chez petits ruminants 2017:0 fait de la large distribution Sang Potentiel zoonotique Stade de la maladie

Maladie du dépérissement
chronique

Rappel cas publiés : 1 cas en France en
2005 et 1 au RU en 2011

Non recherché

périhérique

démontré
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Type d'EST

Explications,
exemples

Niveau d'infectiosité des = Durée d'émission

MV

Classer les MV par ordre de

I'agent dans les MV

indiquer si c'est de

virulence croissante, l'ordre de jour(s), de |minimale ayant permis de I'élément environnemental mis en de prion dans des
préciser les niveaux si mois ou d'année(s) la reproduction cause (sol, matériel d'élevage, eau, composants de
connus pour chaque MV expérimentale de la  air, patures ...) et les conclusions sur | I'environnement des
maladie la durée de persistance du prion animaux (sol, eau,

Appui scientifique et technique de I’Anses
Saisine n° 2015-SA-0178

Description éventuelle de
présence de prion dans le
sol, I'eau, ou biofilms ...

de

Dose infectante Preuves de contamination par le milieu extérieur

Preuves "indirectes” preuves "directes"

Publications faisant état
d'une détection par
analyse de la présence

Publications faisant état de
contamination d'animaux & partir du
milieu extérieur - préciser la nature

indiquer quelle est la
dose infectante

dans le milieu extérieur surfaces de matériel,...)

ESB classique (BV)

ESB atypiques (H ou L) (bovins)

Tremblantes classiques
(OV ou CP)

Tremblante atypique
(OV ou CP)

ESB chez petits ruminants

Maladie du dépérissement
chronique

Non démontrée -

Non démontrée, -

Demontré pour le sol, les
clotures, les caniveaux, les
portes, les cloisons, les
auges, les poteaux de
grattage, les poussiéres
(Maddison, 2010; Konold,
2015; Gough, 2015)

En amont de
I'identification des
signes cliniques

Non démontrée -

Non démontrée -

BV = bovin; CP
surveillance ; RU

= caprin; OV = ovin; MV =
= Royaume Uni

Contamination environnementale non demontrée (mais non
exclue)

Contamination envi ée ( mais non

exclue)

non

Sources environmental de scrapie (Georgsson, 2006;
Maddison, 2010; Hourrigan, 1996)

Etudes de facteurs de risques (McIntyre, 2006)
Epidemiologie, models (Touzeau 2006; Woolhouse 1998;
Healy 2004)

Résurgence de scrapie (Georgsson 2008; Georgsson 2007)

Fixation du Prion au
sol:migration de I'agent
infectieux minimal et
immobilisation (Johnson,
2006; Johnson,2007;
Seidel,2007; Jacobson, 2009;
‘Saunders, 2009)

Propriétés biologiques
modifiées aprés fixation au
sol (Johnson ,2007)

Contamination envi
exclue)

non ée (mais non

Possibilité d'une contamination environnementale non
demontrée, mais transmissibilité entre individus possible (in
utero ou périnatale)

matiére virulente ; équar. = équarrissage ; PS = police sanitaire ; surv.
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ANNEXE 4

Description du protocole de TANSM (version novembre 2011)

L’évaluation des performances des produits repose sur la réalisation de méthodes in vivo et in vitro.
Dans les deux cas, le protocole repose sur la contamination d’un support (fil d’acier inoxydable) par
un homogénat de cerveau infecté par une souche de prion de référence (prions de hamster 263 K
dans le protocole de TANSM). Le support est traité avec le produit a tester et I'évaluation est réalisée
par comparaison de ses performances avec au moins deux traitements chimiques inactivants totaux,
immersion dans la soude 1N pendant 1 heure a température ambiante et 'immersion dans I'eau de
Javel 20 000 ppm pendant 1 heure a température ambiante, et un traitement inactivant physique
(autoclavage a 134° sous 3 bars de pression pendant 18 minutes). Généralement un traitement
partiellement efficace est appliqué en paralléle afin de servir de témoin interne d’efficacité partielle
pour valider I'étude. Ces témoins internes d’efficacité partielle sont basés sur des dilutions ou des
temps d’action réduits par rapport a ceux des traitements comparateurs. La méthode in vivo repose
sur l'implantation intracérébrale du support contaminé a des hamsters syriens &gés de 6 a 8
semaines, le support étant laissé a demeure pendant toute la durée de I'étude. Le protocole nécessite
'emploi d’'un nombre minimal de 60 animaux, qui sont euthanasiés aprés 12 a 18 mois d’une
surveillance bihebdomadaire visant a noter I'apparition éventuelle de signes cliniques. Le cerveau de
chaque animal est prélevé pour une recherche de la forme pathologique de la PrP. La réduction
d’infectiosité (RF) obtenue avec le produit ou le procédé a tester est comparée avec les RF des
traitements comparateurs d’efficacité maximale et d’efficacité partielle.

Le test in vitro vient en complément du test in vivo décrit supra. Il n’est pas décrit précisément dans le
protocole ANSM mais repose sur le principe d’une analyse biochimique visant a détecter la PrP.
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