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Résumé
Des ¢études épidémiologiques conduites en France montrent que la consommation de steaks
hachés de beeuf est le premier facteur de risque d’une maladie grave causée par les bactéries
Escherichia coli productrices de Shiga-toxines ou STEC, le syndrome hémolytique urémique
(SHU). Aussi, pour compléter le bilan sur les Escherichia coli productrices de Shiga-toxines publié
par I’Afssa en 2003, le groupe de travail a re¢u la mission de mener a bien une appréciation
quantitative des risques associés a I’ingestion de steaks hachés de beeuf contenant des STEC.

La démarche suivie est celle recommandée par le Codex alimentarius : 1’identification du
danger ayant déja été réalisée en 2003, le groupe a donc travaillé a I’appréciation de I’exposition
(dont le but est de connaitre la quantité, ou dose, de STEC a laquelle le consommateur est expos¢),
I’appréciation des effets (dont le but est de connaitre la réponse, ¢’est-a-dire la probabilité d’un effet
morbide, en fonction de la dose) et I’estimation du risque (estimation du nombre de cas de 1’effet
morbide étudié dans la population).

Pour mener a bien ses travaux, le groupe de travail a utilisé des données bibliographiques et
a di acquérir des données (notamment relative a la consommation) qui faisaient défaut. Il a donc
réalisé une enquéte de consommation de viandes hachées chez les jeunes enfants et mesuré
expérimentalement 1’effet assainissant de la cuisson. Le groupe a alors pu construire de nouvelles
relations dose-réponse (permettant d’établir un lien entre la dose ingérée de microorganismes et
I’effet sanitaire) notamment pour les jeunes enfants. Les relations publiées antérieurement au niveau
international ne correspondaient pas a la situation de I’épidémie a E. coli O157:H7 survenue en
France en 2005.

Le groupe de travail s’est concentré sur les données disponibles pour la France, ce qui a
permis d’estimer un ordre de grandeur du niveau de contamination des viandes hachées crues a
5.10° STEC par gramme en situation non épidémique et de 1’ordre de 100 000 fois plus (soit 5
STEC par gramme) lors de 1’épidémie de 2005.

Apres exploitation des données de consommation, il apparait que pres de 50% des enfants de
moins de 5 ans mangent les steaks bien cuits (et de respectivement 29% et 24% pour les classes
d’age 5-10 et 10-15 ans). La proportion de consommation de steaks saignants croit avec 1’age des
enfants : 10%, 17% puis 20% pour chacune des classes d’age définies (moins de 5 ans, 5-10 ans et
10-15ans). Pour ce qui concerne 1’efficacité de la cuisson (cuisson a la poéle avec un seul
retournement du steak non décongelé), il est a noter que le type de cuisson « saignant » est associé a
un pourcentage de destruction des STEC de 0% a 87 % ; le type « rosé » de 37% a 96% et le type
« bien cuit » de 94% a 99,8%. Eu égard aux habitudes de consommation prévalant aujourd’hui en
France dans les ménages, ces résultats mettent en évidence 1I’importance des effets de la cuisson sur
la destruction des STEC (actuellement insuffisante), et de I’hygiéne de la production des steaks
hachés.

Afin d’aider les services ministériels a prendre des décisions pour la gestion du risque de
SHU, le groupe de travail a élaboré un graphique et une formule de calcul approché de la
probabilit¢ moyenne de développer un SHU en fonction de la concentration en pathogéne dans la
viande surgelée, du fait de la consommation en restauration familiale d’une portion de steak de
viande hachée de beeuf achetée surgelée et provenant de la filicre industrielle frangaise.

Les trois points marquants de ce rapport sont que ce travail :
- présente la premiére appréciation quantitative du risque réalisée en France sur ce pathogene ;
-établit le premier modéle mathématique appliqué aux données francaises ;
-dresse un bilan exhaustif des données disponibles mais également de celles qui restent a acquérir.
La synthése de I'étude se trouve en fin de document.
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Introduction générale

1- Contexte et justification du projet
Les Escherichia coli producteurs de Shiga-toxines (STEC) sont considérés, par la communauté
scientifique, comme des pathogénes €émergents importants en santé publique. Ils sont a I’origine
depuis deux décennies d’épidémies de colites hémorragiques séveres, nécessitant une
hospitalisation pour plus de la moitié des malades (Tarr, 1995). Le sérotype O157:H7 a été celui le
plus souvent mis en évidence lors de ces épidémies (Griffin et al. 2001).

C’est dans ce contexte général, qu’en 2001, le comité d’experts « Microbiologie » de 1’Agence
francaise de sécurité sanitaire des aliments (Afssa) a rédigé la fiche de danger « Escherichia coli
O157:H7 » et que, sur la base d’une saisine des ministéres de tutelle, une réflexion sur les
Escherichia coli producteurs de Shiga-toxines a été menée dans le cadre d’un groupe de travail.

Ce groupe de travail dénommé « Escherichia coli vérotoxiques » a été constitué en octobre 2001.
Un rapport constituant un bilan actualisé des connaissances sur ces pathogenes a été rédigé et rendu
public en avril 2003 (« Bilan des connaissances relatives aux Escherichia coli producteurs de Shiga-
toxines (STEC) » Afssa, 2003).

Les conclusions de ce rapport pointaient notamment trois axes de recherche considérés comme
prioritaires par les experts. Il s’agit de :

1. disposer d’une méthode de détection des STEC dans les aliments et dans I’environnement,
harmonisée a 1’échelon national.

2. démarrer une approche d’appréciation quantitative du risque (AQR) lié aux STEC dans
certaines familles d’aliments. Cette approche pourrait commencer par 1’analyse des travaux
existant a 1’échelon international, ce qui permettrait d’établir un bilan précis des données
mangquantes.

3. améliorer la communication et la collaboration entre équipes pluridisciplinaires
(épidémiologistes, médecins, microbiologistes, statisticiens, gestionnaires des risques) pour
recueillir une information épidémiologique mieux adaptée a I’établissement de la relation dose-
réponse.

2- Constitution du groupe de travail

Suite a la rédaction de ce premier rapport, I’Afssa s’est auto-saisie sur la question de I’appréciation
quantitative du risque (AQR) liés aux STEC dans certaines catégories d’aliments. Elle a donc
modifié le groupe de travail existant et a créé le 2 février 2004 un second groupe de travail chargé,
d’une part, de réaliser une étude critique des appréciations quantitatives des risques réalisées sur les
STEC dans d’autres pays, et d’autre part, de faire I’é¢tude de la faisabilité d’une telle démarche en
France. Ce groupe de travail, présidé par Madame le Professeur Christine Vernozy-Rozand,
comprenait des experts du comité d’experts spécialis¢ (CES) « Microbiologie », et des experts
extérieurs a I’Agence dont la liste figure en pages 3 et 4.

La viande hachée de beeuf insuffisamment cuite et contaminée par E. coli O157:H7 étant I’aliment
le plus souvent en cause dans la survenue de cas sporadiques et d’épidémies d’origine alimentaire,
c’est tout naturellement vers ce couple matrice /pathogeéne (viande hachée / E. coli O157:H7) que le
groupe de travail a dirigé ses investigations. La définition des classes d’age ([0 ;5 ans[ ; [5 ; 10 ans[
et [10; 16 ans|) telle qu’opérée dans I’AQR est justifiée par les données bibliographiques et la
sensibilité plus forte a la maladie des tres jeunes enfants.
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Par ailleurs, les réponses a des demandes d’appui scientifique et technique concernant E. coli regues
de la Direction Générale de 1’ Alimentation et dont le traitement a été confié¢ au groupe sont placées
en annexe de ce rapport. Ces demandes visaient notamment a définir une souche STEC pathogéne
et a proposer des mesures de gestion des mélées de viande hachée contaminées par E. coli
0157 :H7.

3- Rappels généraux sur I’ Appréciation Quantitative des Risques (AQOR)

3.1. Données Générales

Cette partie a été adaptée du document du groupe de travail « Virus transmissibles a 1'homme par
voir orale » ; Extrait de la question 8 (Quels sont les résultats de I’analyse des publications dans le
domaine de I’ Appréciation Quantitative des risques alimentaires liés aux virus ?) :

Le risque est défini comme « une fonction de la probabilité de survenue d’un effet néfaste sur la
santé et de la gravité de cet effet résultant de la présence d’un ou de plusieurs dangers dans un
aliment » (Desenclos, 1996; FAO/OMS, 1995).

L’appréciation (ou évaluation scientifique) quantitative des risques (AQR) comprend 4 étapes
(adapté au contexte microbiologique/alimentaire) :

e L’identification des dangers (hazard identification): identification des agents
biologiques pouvant causer des effets néfastes sur la santé et associés a une denrée
alimentaire ou groupe de denrées alimentaires a partir de données épidémiologiques,
expérimentales ou de surveillances des aliments.

e  L’appréciation de 1’exposition (exposure assessment) : appréciation quantitative de la
probabilité d’ingestion d’une certaine quantité d’agents biologiques néfastes via
[’alimentation. L’appréciation des conséquences passe par la relation dose-réponse
lorsqu’elle est disponible.

e  L’appréciation des effets (hazard characterisation) : appréciation quantitative des effets
néfastes sur la santé associés a l’'ingestion d’un certain nombre d’agents biologiques
ingerés

Identification du
danger

Appréciation de
I’exposition

Appréciation
des effets

Estimation du
risque

e  [’estimation des risques (risk characterization) : estimation du risque sanitaire associé a
la consommation d’un aliment ou groupe d’aliment, vis a vis d’un agent
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microbiologique, et de [’incertitude y afférente, s’appuyant sur [’appréciation de
[’exposition et [’appréciation des conséquences.

L’identification des dangers n’est pas abordée dans ce document, dans la mesure ou ce point a été
développé dans le rapport « Bilan des connaissances relatives aux Escherichia coli producteurs de
Shiga-toxines (STEC) » (Afssa, 2003).

3.2. Notion de variabilité et d’incertitude

De fagon générale, la notion de variabilité d’un paramétre s’applique a la variation naturelle d’un
phénomeéne biologique observé, par exemple la diversité de réponse dans une population donnée, ou
une variabilité de consommation d’un aliment d’un jour a ’autre ou d’un individu a 1’autre. Cette
variabilité est connue, et ne pourrait pas étre réduite par une autre expérience dans les mémes
conditions ni par un apport d’information, cette variabilit¢ étant le fruit du hasard (Haas, et al.,
1999b; Rai, et al. ; 1996; Vose, 2000).

La notion d’incertitude est liée a une insuffisance d’information, par exemple quand un parametre
nécessaire a la modélisation n’a pu étre estimé qu’indirectement, ou a partir d’un faible nombre de
valeurs, comme par exemple les performances d’une technique d’analyse. L’incertitude peut étre
réduite par tout nouvel apport d’information.

3.3. Différentes approches de I’AQR

L’appréciation quantitative du risque permet d’aboutir, par une approche faisant appel aux
probabilités, a une estimation quantifiée du risque, permettant une aide a la décision ou a la gestion
de ce risque. On distingue classiquement, suivant 1’approche et le résultat final, deux types
d’appréciations quantitatives de risque (Haas et al.1999).

Le premier type se caractérise par une approche déterministe, le résultat obtenu est ponctuel, c’est
a dire qu’a partir d’'une valeur moyenne ou extréme, on aboutit a une valeur ou a une estimation
ponctuelle du risque souvent biaisée c’est-a-dire éloignée du risque moyen (point estimate of risk)
(Haas et al. 1999).

Le deuxiéme type d’AQR fait intervenir une approche stochastique, ou probabiliste. Cette
méthode fait intervenir des distributions de probabilités de valeurs, et non une valeur en particulier.
Le résultat s’exprimera alors sous la forme de distributions et/ou d’intervalles de confiance et/ou de
crédibilité des valeurs recherchées (interval estimates of risk) (Haas, et al., 1999). Le résultat est
le plus souvent obtenu par simulations de Monte Carlo (Vose, 2000). Parmi ce second type d’AQR,
on distingue des AQR de premier ordre et du second ordre (Vose, 2000).

Les AQR de premier ordre peuvent faire intervenir dans le résultat la variabilité et I’incertitude
des parameétres, mais ne séparent pas variabilité et incertitude dans la présentation du résultat final
(Vose, 2000). Les AQR de second ordre font intervenir la variabilité et 1’incertitude qui se
rattachent aux parametres, et montrent, a 1’aide de distributions de probabilité séparées, les effets de
la variabilité et de I’incertitude sur le résultat final (Nauta, 2000 ; Pouillot, 2003 ; Vose, 2000).

3.4. Validation du modéle
La validation d’un modé¢le repose sur la comparaison entre données observées et prévues par un
modele. Il est nécessaire de confronter le plus possible certaines parties ou certains modules de la

modélisation a des données observées (Haas ef al., 1999). Cela permet de valider ou d’améliorer le
modele le cas échéant. Par exemple, il est possible d’améliorer les connaissances sur les relations
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dose-réponse par confrontation avec des données épidémiologiques (Gofti-Laroche, 2001). 11 est
parfois possible de confronter les résultats d’une appréciation de risque obtenus avec des données
observées quand le résultat s’exprime, par exemple, sur un nombre de nouveaux cas de maladie, par
an, sur une population définie (Eisenberg ef al., 2004).

I1 faut aussi rappeler que les résultats d’une appréciation quantitative de risque sont obtenus dans un
contexte bien précis¢, sur des données particulieres obtenues a un certain moment, d’une certaine
maniére, a un certain endroit, sur un nombre de données limitées, a partir d’un certain nombre
d’hypothéses qui simplifient forcément la réalit¢ (Haas et al. 1999). Ce constat limite
I’extrapolation des résultats et il n’est pas étonnant d’aboutir parfois a un écart relatif avec
I’observation (Haas et al., 1999; OMS-OCDE, 2003), et de ce fait le résultat est parfois plutdt
exprimé sous forme d’un ordre de grandeur (OMS, 2003b; OMS-OCDE, 2003; Petterson et al.,
2001 qui est en général suffisant pour répondre a des questions de gestion du risque.

L’observation ou I’estimation épidémiologique, par exemple, du nombre annuel de malades dans
une population n’est pas non plus exempte de biais potentiels. Mais dans ce contexte, et comme
pour les autres types de modélisation de phénomeénes biologiques, il est important de souligner que
les résultats d’une appréciation de risque devraient, quand cela est possible, étre confirmés ou
validés, tout ou partie, par d’autres sources d’informations, notamment épidémiologiques
(Giovannini et al., 2004; Haas et al., 1999; OMS-OCDE, 2003).

Enfin il ne faut pas négliger un autre aspect important des approches AQR. En tant que
modé¢lisation probabiliste, ¢’est aussi un outil de compréhension et de conceptualisation (Afssa,
2004) du risque, et donc aussi un outil de recherche, et d’orientation de celle-ci, tout autant qu’un
outil de prévision et d’aide a la décision.

Globalement les appréciations quantitatives de risque publiées raisonnent sur le risque individuel.
Ce risque est modulé selon le type de micro-organisme et les caractéristiques des personnes. La
population ciblée par ’AQR est plus ou moins précise, par rapport a une population générale. Mais
dans certaines AQR publiées, on distingue des facteurs comme I’age, le statut immunitaire, la
région d’origine. Une personne agée ou immunodéprimée n’a pas le méme risque d’infection, ni la
méme sévérité¢ de symptomes vis a vis d’un certain nombre d’agents infectieux qu’un jeune adulte
ou un enfant (Gerba et al., 1996b).

4- Méthodologie du groupe de travail

Le groupe de travail a procédé a 1’analyse des données actualisées de la littérature sur cette
thématique et a participé, chacun pour ce qui le concerne, a 1’avancée des travaux de chaque
module.

L’ensemble de la réflexion est présentée sous forme de modules répartis dans trois chapitres
(appréciation de I’exposition, appréciation des effets et estimation du risque), correspondant aux
sous-parties de ’AQR. Parmi les avantages de cette présentation, on retiendra le fait de pouvoir
justifier les choix opérés dans chaque module (cf. paragraphe 4.3.).

Les avancées des travaux du groupe ont fait I’objet de plusieurs discussions au sein du comité
d’experts «Microbiologie» qui a validé le rapport le 9 octobre 2007.
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4.1. Revue critique de la littérature

Les AQR concernant les STEC publiées a ce jour portent sur le couple E. coli O157:H7 et viande
hachée de beeuf. La lecture critique des travaux publiés a 1’étranger (Etats Unis' ; Pays Bas® et
Canada®) a rapidement permis de conclure que ces AQR reposaient sur un grand nombre
d’hypothéses discutables, différentes d’un modele a ’autre, et qui sont non représentatives de la
situation francaise. Ainsi, il a fallu construire la présente AQR en n’intégrant pas les maillons
amont a la commercialisation de la viande hachée (I’¢levage, ’abattoir, I’atelier de découpe et de
hachage) compte tenu du fait que les données correspondant a ces étapes étaient manquantes ou
insuffisantes pour la situation frangaise. Le module 1 met en évidence ces lacunes en amont de la
filiere et plus précisément en élevage.

De plus, le contexte épidémiologique des infections a STEC en France a été étudi¢ pour étayer le
choix du groupe. Le document majoritairement utilis¢ a été le rapport « Morbidité et mortalité dues
aux maladies infectieuses d’origine alimentaire en France »-Afssa-InVS, mars 2004:

- Salmonella : entre 92 a 535 déces estimés par an ;

- Listeria monocytogenes : 78 décés estimés par an ;

- STEC : entre 0 et 1 déces estimé par an.

Les STEC sont associés a un faible nombre de déces. Le taux de mortalité¢ a la phase aigué est
actuellement inférieur & 5 % et le pronostic vital est en cause dans les cas ayant une atteinte
multiviscérale incluant le systéme nerveux central. Mais il nous faut insister sur les séquelles
gravissimes (surtout rénales) observées chez les jeunes enfants ayant développé un syndrome
hémolytique et urémique. En effet, 5 a 10 % des enfants malades évoluent vers I’insuffisance rénale
terminale, rarement d’emblée, le plus souvent aprés avoir retrouvé une certaine fonction rénale avec
une insuffisance rénale chronique pendant quelques années. Apres 5 a 10 ans de recul, seulement 40
a 65 % des enfants n’ont pas de séquelles rénales évidentes (pas de protéinurie, pas d hypertension,
taux de créatinine sanguine normal). Néanmoins, aprés 15 années ou plus de recul, 20 a 40 % des
patients (et jusqu’a 60 %) ont une protéinurie et/ou une hypertension artérielle ; et certains d’entre
eux (jusqu’a 20 %) développent une insuffisance rénale chronique ou terminale. Ces problémes
peuvent apparaitre aprés plusieurs années de guérison apparente. Ainsi la question de I’intérét de
tenter une AQR sur E. coli O157 :H7 et les steaks hachés en France doit rester posée.

4.2. Données nouvelles et renforcement de I’approche STEC AQR

Au cours de la réflexion du groupe de travail (AQR STEC), une épidémie d’infections a E. coli
O157:H7 est survenue en France en fin d’année 2005. Les résultats de I’investigation de cette
épidémie, présentés ci-dessous (King et al. 2007) ont été a 1’origine d’un recentrage de I’AQR sur
certains axes et ont fourni au groupe de travail des données d’exposition tres utiles.

Soixante neuf cas ont ét¢ identifiés avec une infection a E. coli O157:H7 liée a la consommation de
steaks hachés surgelés de beeuf de la méme marque entre le 5 octobre et le 3 novembre 2005.
Dix-sept personnes ont présenté un syndrome hémolytique et urémique (SHU), 33 une diarrhée
sanglante et 19 une diarrhée non sanglante liée a infection a E. coli O157:H7 confirmée. Seize des
17 cas de SHU ¢étaient des enfants de 2 a 9 ans. Quarante-six patients ont été hospitalisés : 17 avec
un SHU, 22 avec une diarrhée sanglante et 7 avec une diarrhée non sanglante. Tous les patients
avaient consommé du steak haché de beeuf surgelé de la méme marque au cours des 7 jours
précédant le début de leurs symptomes.

! Draft risk assessment of the public health impact of Escherichia coli O157:H7 in ground beef — FSIS-USDA — report 00-023N /
2001

2 Risk assessment of Shiga-toxin producing Escherichia coli O157 in steak tartare in the Netherlands - RIVM report 257851003/
2001

3 Cassin M. H.; Lammerding, A. M.; Todd, E. C. D.; Ross, W.; McColl, R. S. 1998 Quantitative risk assessment for Escherichia coli
0157:H7 in ground beef hamburgers. Int. J. Food Microb. 41 21-44
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Cinquante steaks (prélevés chez 7 familles) parmi les 60 analysés ont permis l'isolement de E. coli
O157:H7 avec des dénombrements allant de moins de 5 bactéries par gramme a 30 bactéries par
gramme. D’autre part, 12 steaks hachés prélevés chez le distributeur ou directement chez l'industriel
producteur ayant des produits dans son échantillothéque et provenant des lots suspectés se sont
révélés contaminés par E. coli O157:H7.

La comparaison par électrophoreése en champ pulsé des isolats provenant des échantillons de selles
des malades et dans des échantillons de steaks hachés a permis de conclure que ces isolats étaient
génétiquement reliés et qu’ils correspondaient a la méme souche.

La survenue de cette épidémie impliquant des steaks hachés surgelés de beeuf contaminés par E.
coli O157:H7 a donc pleinement justifié et orienté I’AQR vers « E. coli O157:H7-steaks hachés
industriels en France ». Plus précisément le groupe de travail a décidé de mener sa réflexion en
utilisant comme matrice alimentaire la viande hachée industrielle de beeuf surgelée. Ce choix a été
justifié par les 3 ¢éléments suivants : le tonnage de viande hachée surgelée produit en France est
significativement plus important que celui des viandes hachées réfrigérés (conditionnées sous vide
ou sous atmosphere modifiée), I’épidémie de 2005 était liée a de la viande hachée surgelée, enfin le
groupe de travail ne disposait d’aucune donnée bibliographique sur la croissance de E. coli
0157 :-H7 dans de la viande hachée réfrigérée conditionnée (cette croissance a été considérée
comme nulle dans la viande surgelée).

Enfin, pour pouvoir coller au mieux a 1’épidémie de 2005, c’est la consommation de la viande
hachée au domicile familial qui a été choisie avec une cuisson a la poéle avec un seul retournement
du steak.

4.3. Organisation du rapport
Le rapport est divisé en 3 chapitres, eux mémes sub-divisés en modules. Il s’agit :

* Le module n°l « Amont de la filicre » qui concerne 1’¢élevage, le transport, I’abattoir, et la
découpe. Comme précisé dans le paragraphe 4.1 (Revue critique de la littérature), ce module est
placé en préambule de 1’analyse compte tenu de I’absence de données utilisables pour abonder
I’AQR. Cependant, il est important de garder ces ¢éléments dans le corps du rapport car ils mettent
en évidence les lacunes en termes de données en amont de la filiere.

Chapitre I: Appréciation de I’exposition

* Le module n°2 « Prévalence et niveau de contamination » qui développe la contamination des
steaks hachés industriels de beeuf par E. coli O157:H7 et estime le niveau de contamination des
steaks hachés industriels en France hors épidémies et lors de I’épidémie survenue en 2005.

* Le module n°3 « Consommation » qui expose les données de consommation utilisées, estime la
consommation de steaks hachés dans la population francaise (portions ingérées et consommation de
steaks hachés).

* Le module n°4 « Enquéte sur les habitudes de cuisson des steaks hachés consommés par les
enfants de moins de 16 ans ».

* Le module n°5 « Destruction thermique ».
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Chapitre 11: Appréciation des effets

* Le module n° «Loi dose/réponse » qui précise les données provenant d’infections
expérimentales, celles provenant d’épidémies, les modeles utilisés, la relation maladie-SHU-déces
et discute des limites liées aux données expérimentales et aux données d’épidémies.

Chapitre 111: Estimation du risque

* Le module n°7 « Appréciation quantitative des risques » divisé en I’étape 1 permettant la
construction d’un modele d’AQR et sa confrontation aux données de I’épidémie francaise de 2005,
I’étape 2 établissant des lois dose-réponse chez enfants de moins de 10 ans a partir des données de
I’épidémie de 2005 et une étape 3 simulant de divers scénarios a partir des modeles dose-réponse
retenus pour chaque classe d’age.

-Par souci de clarté ces modules seront replacés dans un schéma général représentant les
différentes étapes de I’AQR que le groupe de travail a mené a bien, en téte de chaque
chapitre.

-Certains passages d’ordre mathématique sont de comprehension difficile. La lecture de ces
parties en petits caractéres n’est pas indispensable au lecteur non spécialiste dans la
compréhension du document. Les conclusions importantes de chaque paragraphe sont placées
en encadrés.

Au regard des discussions et de la difficulté a modéliser la croissance d’E. coli O157:H7 dans les
steaks hachés réfrigérés (il n’existe aucun modele de croissance de E. coli O157:H7 pour les
viandes hachées réfrigérés conditionnées sous vide ou sous atmosphére modifiée) et parce que des
steaks hachés de beeuf surgelés ont été a 1’origine de 1’épidémie survenue en 2005, le groupe de
travail a acté de restreindre son champ d’étude aux steaks hachés surgelés qui représentent
¢galement la part de consommation hors foyer et familiale la plus importante en France.
L’investigation de cette épidémie a permis d’obtenir des données sur le niveau de contamination des
steaks hachés consommés et sur le nombre de SHU survenus au cours de cet épisode. Cela a permis
de recentrer la loi dose/maladie sur une loi dose-SHU.

Concernant les objectifs de I’AQR, les questions suivantes ont été proposeées :
Quelle est la probabilité, pour un enfant de moins de 16 ans, de développer un SHU dans un
contexte sporadique ou épidémique en consommant en restauration familiale du steak haché

surgelé, issu de la filiere industrielle frangaise ?

Quels sont les leviers d’action utilisables pour la gestion de ce risque ?
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Module n°1 :élevage, transport, abattage, découpe

Les maillons : élevage, transport, abattage, découpe ne pourront étre introduits dans la présente
AQR du fait de I’absence de données quantitatives francaises et compte tenu de la spécificité
francaise qui ne nous permet pas d’utiliser les hypothéses formulées dans les AQR existantes.
Quelques données de prévalence au stade de 1’élevage ou de I’abattage sont en effet disponibles
mais peu de données comportant des dénombrements. La partie qui suit est une démonstration de
cette assertion.

Rappelons tout d’abord que les 3 AQR existantes qui ont servi de support a cette analyse critique
sont les suivantes :

*Etats-Unis — Draft risk assessment of the public health impact of Escherichia coli O157:H7 in
ground beef — FSIS-USDA — report 00-023N / 2001

*Pays-Bas — Risk assessment of Shiga-toxin producing Escherichia coli O157 in steak tartare in
the Netherlands - RIVM report 257851003/ 2001

* Canada - Cassin M. H.; Lammerding, A. M.; Todd, E. C. D.; Ross, W.; McColl, R. S. 1998
Quantitative risk assessment for Escherichia coli O157:H7 in ground beef hamburgers. Int. J.
Food Microb. 21-44.

1- En élevage
I1 s’agit dans ce paragraphe, de présenter les principales hypothéses retenues par les auteurs des 3
AQR et, quand c’est possible, de faire un parallele avec la situation francaise. Les différentes

hypothéses sont :

1 — La prévalence du portage differe selon les types et les catégories de bovins.

Données issues des 3 AQR citées ci-dessus :

Les auteurs américains estiment la prévalence du portage pour, d’une part, les bovins a
I’engraissement (feedlot), et d’autre part les bovins d’élevage (laitier ou allaitant) (breeding cattle).
Dans 1’é¢tude néerlandaise, la prévalence du portage est estimée pour les jeunes bovins a
I’engraissement, les vaches laiticres et les veaux de boucherie. Les auteurs canadiens excluent les
veaux de leur analyse. Compte tenu des données disponibles et des conditions de production dans
ces deux pays, cette hypothése d’une prévalence de portage différente selon les types et catégories
de bovins, parait pertinente.

Données francaises :

En France, trés peu de données publiées sont actuellement disponibles sur la prévalence dans les
cheptels. Une référence (Rogerie et al., 2001) distingue les élevages intensifs et extensifs, et fait état
d’une prévalence moins élevée pour les jeunes bovins (contrairement aux références américaines).
Il faudrait évaluer, au niveau des abattoirs, la part des différents types et catégories d’animaux
intervenant dans la fabrication des steaks hachés industriels. L utilisation de certaines pieces de
découpe pouvant provenir de tous les types et catégories d’animaux rend cette estimation difficile
voire impossible.
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2 — Les animaux importés (vivants et carcasses) ont le méme statut épidémiologique que les
animaux autochtones (AOR américaine).

Données issues des 3 AQR citées ci-dessus :

Cette hypothése de statut épidémiologique identique parait pertinente aux Etats-Unis car les
données disponibles n’indiquent pas de grandes différences de prévalences pour E. coli O157:H7
entre le bétail autochtone et le bétail importé. On ne sait pas si les mémes observations peuvent étre
faites aux Pays-Bas. Pour ce pays, le modele s’applique aux viandes produites aux Pays Bas et
exclut les viandes importées (mais pas le bétail importé qui représenterait environ 5 % des animaux
abattus). Les auteurs canadiens font remarquer que cette hypothése n’est pas prise en compte dans
leur modgele, ce qui en fait une de ses faiblesses.

Données francaises :

En France, il n’y a que peu d’importations d’animaux vivants pour la transformation directe en
viande hachée (sauf zones frontaliéres), et il est possible que les prévalences et les dénombrements
de E. coli O157:H7 soient différentes entre le bétail autochtone et le bétail importé. La quantité, la
provenance et le statut des importations de carcasses, de piéces de découpe et de viandes hachées ne
sont pas connus précisément a ce jour (faute d’une syntheése des données disponibles aupres des
industriels).

3 — La prévalence « vraie » peut étre estimée a partir des prévalences observées.

Données issues des 3 AQR citées ci-dessus :

La prévalence du portage est estimée a partir des prévalences inter et intra troupeaux et la
prévalence « vraie » est modélisée dans I’étude américaine. Dans I’étude néerlandaise, les auteurs
ne distinguent pas prévalence mesurée et « vraie » prévalence. La prévalence moyenne au niveau
des animaux est estimée a partir des prévalences moyennes inter troupeaux positifs et négatifs et des
prévalences moyennes intra troupeau. Cette hypotheése parait pertinente car les données sont
relatives aux prévalences « a la ferme ». Il n’existe pas de données de prévalence avant 1’abattage,
sauf pour les veaux de boucherie (prévalences nulles). Dans I’étude canadienne, les auteurs ne font
pas non plus de différence entre « vraie » prévalence et prévalence observée.

Données francaises :

En France, seules quelques données intra troupeaux sont actuellement disponibles. Ces données
intra troupeaux existantes (Raynaud et al., 2005) portent sur de trés faibles effectifs (10% du
troupeau) et concernent uniquement les élevage laitiers, ce qui est insuffisant compte tenu de
I’utilisation possible de viande d’autres types ou catégories d’animaux dans la filiére viande hachée.

4 - La prévalence du portage varie selon la saison (AQR américaine).

Données issues des 3 AQR citées ci-dessus :

Compte tenu des données disponibles aux USA, cette hypothése parait pertinente.

Les variations de prévalence saisonnicres, géographiques, et liées a I’alimentation des cheptels ne
sont prises en compte ni dans le mode¢le canadien, ni dans le mod¢le hollandais.

Données francaises :

En France, des variations saisonnieres ont pu étre identifiées sur les animaux arrivant a I’abattoir
(Andral et al., 2004) mais les données disponibles sont 1a encore peu nombreuses.
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5 — La prévalence est estimée seulement a partir du portage fécal, et non du portage par les cuirs
(AQR américaine).

La pertinence de cette hypothése peut étre remise en question car on ne dispose pas de données sur
la prévalence et la quantification du portage par les cuirs en France. Le portage par les cuirs peut
pourtant étre une source de contamination des animaux lors du transport et du parcage avant
I’abattage, et donc des carcasses au cours de la dépouille (bien que 1’on dispose de quelques
données de portage fécal (Rogerie et al. 2001)). Récemment, une étude menée en Irlande a montré
que E. coli O157:H7 pouvait étre plus souvent retrouvée sur des chiffonnages de cuirs que dans les
feces des bovins, y compris ceux prélevés le méme jour sur les animaux d’une méme case (McGee
et al.,2004).

En France, les données disponibles sur les cuirs concernent :
1- le portage de coliformes et de salmonelles par les cuirs sur animaux vivants avant
’abattage,
2- 1’étude des relations avec la contamination des carcasses (Cartier et al., 1993 et 1994),
3- la propreté visuelle des bovins a I’entrée a 1’abattoir (Lucbert et al., 2005).

On ne sait pas si ces données peuvent étre un indicateur de situation par rapport aux E. coli
O157:H7. 11 est également possible de supposer que la situation de la France n’est pas trés
différente de celle d’autres pays, et utiliser les données des publications étrangéres (O’Brien ef al.,
2005 ; Fegan et al., 2005 ; Koohmaraie et al., 2005) mais ceci reste discutable du fait des statuts
épidémiologiques différents des cheptels bovins des différents pays européens.

6 — La sensibilité du test dépend a la fois du nombre d’animaux (ou de feces par animal) testés en
intra-troupeaux et de la sensibilité de la méthode d’analyse (AOR américaine).

Cette hypothese parait pertinente mais se heurte 1a encore a la faiblesse des données disponibles en
France, voire au manque de références pour évaluer la sensibilité des méthodes d’analyses.

7 — Les quantités de bactéries présentes dans les feces sont connues et la contamination des
carcasses est modélisée a partir de données de prévalence et de concentration de la contamination
ecale

Face au manque de données de dénombrement dans leur pays, les auteurs néerlandais utilisent des
données américaines pour prendre en compte I’effet de la quantité de bactéries présentes dans les
feces sur celles retrouvées sur les carcasses. Les auteurs de 1’étude canadienne prennent en compte
la prévalence du portage et la concentration en bactéries dans les féces, mais les données de
concentration dans les feces utilisées portent sur peu de données et sur une seule étude (la méme
que celle utilisée par les hollandais). Aucune hypothése n’est faite dans 1’étude américaine sur les
quantités de bactéries présentes dans les feéces, ni par conséquent sur I’incidence de ces quantités sur
celles retrouvées sur les carcasses.

Il nous paraitrait pertinent de prendre en compte cette hypothése, mais en France, il n’existe pas de
données de dénombrement de E. coli O157:H7 dans les féces de bovins. Quelques études étrangeres
publiées postérieurement a ces AQR pourraient peut-&tre permettre une estimation de ces quantités
de bactéries (Fegan et al., 2004 ; Robinson et al., 2004 ; Fegan et al., 2005 ; Robinson ef al., 2005 ;
Strachan et al., 2005), mais nous n’avons aucune certitude que la situation de la France soit
similaire a celle de ces pays.

Par ailleurs, les auteurs de 1’étude américaine font I’hypothése d’une bonne corrélation entre la
prévalence du portage fécal des animaux et celle des carcasses. Cette affirmation repose sur les
données et le modele de Elder et al. (2000), qui ne sont pas discutés.
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En France, les pratiques d’abattage sont différentes de celles des Etats-Unis et cette hypothése ne
serait peut-Etre pas pertinente. En effet, une publication francaise fait état de 4 animaux porteurs de
E. coli O157:H7 dans leur feces, sans que 1I’on en retrouve sur leurs carcasses (Rogerie ef al., 2001).
Une étude irlandaise fait état du méme phénomene (Minihan et al., 2003). D’autre part, la
contamination faible et aléatoire des carcasses rend I’évaluation de leur contamination délicate.

2- Réle du transport

1 — Le transport n’a pas d’incidence sur la prévalence du portage fécal (AQR américaine).
Les données évoquées portent sur la prévalence et non sur le dénombrement. Il n’est pas exclu que
le transport puisse accroitre les quantités excrétées.

2 — Le portage par les cuirs n’est pas pris en compte (AQR américaine).

Les auteurs signalent que I’importance du portage par les cuirs mériterait d’étre évaluée.

En France, une étude a dénombr¢ la flore totale, les entérobactéries et les Pseudomonas a partir de
prélevements de poils a la ferme, a ’arrivée a 1’abattoir, a la sortie de la bouverie et avant arrachage
du cuir sur 63 animaux (Cartier et al., 1994). Cette étude a montré une relative stabilité du niveau
moyen de contamination d’un lot d’animaux du départ de I’élevage jusqu’a la sortie de la bouverie.
Paradoxalement, le transport semble induire une légere chute des contaminations. L’attente en
bouverie a I’inverse semble entrainer une 1égére augmentation des contaminations.

Le transport n’est pas pris en compte dans le modéle hollandais, ni dans le modele canadien. Les
auteurs de ce dernier font observer que c’est une des limites de leur mode¢le.

3- Stade abattoir /découpe

Les conditions d’abattage différent entre les Etats-Unis et la France, en particulier, la cadence
d’abattage, la maitrise continue de 1’éviscération, 1’existence pour les premiers de procédures de
décontamination en fin de chaine et pour la France une meilleure maitrise de I’hygiéne lors des
opérations d’habillage liée a une réglementation tres stricte. Il en résulte que la contamination
fécale des viandes aux USA est importante a la fois par le tube digestif et par le cuir des animaux ;
alors qu’en France, la contamination serait limitée a celle provenant des cuirs. En cela, les
¢léments issus de la publication hollandaise seraient plus proches de la situation francaise.

Les publications scientifiques sous-entendent une bonne corrélation entre la contamination des
cuirs et le portage fécal, mais celle-ci n’est pas, a ce jour, démontrée par des enquétes
épidémiologiques et les données quantitatives (contamination par les STEC) n’existent que pour
les feces.

4- Conclusions

Les hypotheses variées posées par les auteurs de ces 3 AQR, ainsi que les extrapolations et
modélisations de certaines données, donnent une idée de la faiblesse des données disponibles
aujourd’hui sur ’amont de la filiere viande bovine, notamment en ce qui concerne la quantification
de la contamination en E. coli O157 :H7.

D’autre part, en I’état actuel des connaissances scientifiques frangaises portant sur 1’origine de la
viande entrant dans la fabrication des steaks hachés, les différences d’excrétion entre les différents
catégories et types d’animaux, les variations de I’excrétion (saisonniére ou autre) les contaminations
croisées entre animaux et avec le matériel, le portage par les cuirs, I’absence de données sur les
prévalences de portage intra-troupeau et la concentration en bactéries, il ne nous a pas paru
pertinent de prendre en compte I’amont de la filiere dans la présente AQR.

Pour mener a bien une telle démarche, il nous faudrait au minimum disposer de données
quantitatives représentatives de la situation francaise avec notamment des dénombrements de E.
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coli O157:H7 dans la maticre fécale, sur le cuir et sur les carcasses de différents types et catégories
de bovins utilisées dans la filiere viande hachée. Certaines de ces données sont en cours
d’acquisition et permettront peut-étre d’étendre dans quelques années la démarche d’AQR a Ia
partie élevage, transport, abattage et découpe.
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Module n°2 : Prévalence et niveau de contamination des viandes hachées de
boeuf

1- Production de viande hachée de boeuf en France

Les viandes hachées sont des viandes qui ont été seulement soumises a une opération de hachage le
plus souvent par passage dans un hachoir a vis sans fin. La viande hachée de beeuf est fabriquée
exclusivement a partir de viande : le muscle et son gras. L'ajout d'aucun autre ingrédient que le
chlorure de sodium (sel) n'est autorisé.

La fabrication de la viande hachée de beeuf répond a des régles sanitaires et de composition® trés
strictes harmonisées au plan communautaire ainsi que d'un code des usages, c'est a dire un cahier
des charges professionnel validé par les Pouvoirs publics. Les entreprises qui ¢laborent la viande
hachée de beeuf sont agréées par les services vétérinaires pour l'activité spécifique « viande
hachée » et sont strictement controlées.

D’une maniére générale, les maticres premicres doivent provenir exclusivement d’ateliers de
découpe agréés pour la mise sur le marché communautaire et étre utilisées dans un délai de six jours
maximum aprés abattage pour la viande réfrigérée, neuf jours maximum apres abattage pour la
viande bovine désossée conditionnée sous vide (sous réserve d’un conditionnement dans les quatre
jours suivant 1’abattage), 18 mois pour la viande bovine surgelée. L utilisation de viandes (minerai)
congelées est interdite dans la fabrication des viandes hachées réfrigérées, elle est réservée a la
fabrication de viande hachée surgelée ou congelée.

Le minerai ou minerai de chair utilisé pour la fabrication des viandes hachées correspond
exclusivement a des ensembles de muscles striés et de leurs affranchis (morceaux de viande
produits exclusivement lors de la découpe (désossage, parage et piégage) et débarrassés des
aponévroses et des ganglions lymphatiques. Les viandes hachées ne peuvent étre préparées a partir
de chutes de découpe ou de parage.

Les pieces interdites sont : les chutes de découpe ou de parage, il faut entendre les morceaux
souillés, tombés au sol, porteurs d’ecchymoses, de points de sang, les mélanges de gras,
d’aponévroses et de chutes de découpe, ainsi que les déchets de parage (les viandes de la téte, la
partie non musculaire de la ligne blanche et la région du carpe et du tarse).

Pour obtenir le taux de matiéres grasses souhaité (5, 10, 15 %, etc.) - celui indiqué sur I'étiquette —
le professionnel assemble différents muscles qui différent naturellement par leur teneur en maticre
grasse. L'étiquetage de la viande hachée comporte obligatoirement l'indication de son taux de
matieres grasses et du rapport collageéne/protéines totales, critére technique garantissant la teneur en
protéines dites nobles.

La filiere frangaise de viande hachée industrielle de beeuf a produit 275 000 tonnes en 2006. Cette
production se répartit comme suit :
- 100 000 tonnes de viande hachée réfrigérée (conditionnement sous air, sous vide et sous
atmosphere modifiée) et
- 175 000 tonnes de viande hachée surgelée.

Cette filiere est plus ou moins intégrée, certains industriels étant impliqués dans 1’abattage, découpe
et hachage des viandes et d’autres s’approvisionnant directement en carcasses de beeuf ou minerais.

* Réglements CE/2076/2005 et CE/853/2004
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Figure 1 : Schéma de fabrication de la viande hachée industrielle
*L’utilisation de viandes (minerai) congelées est interdite dans la fabrication des viandes hachées réfrigérées,
elle est réservée a la fabrication de viande hachée surgelée ou congelée.
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2- Contamination des steaks hachés industriels de boeuf par E. coli O157:H7 : Revue de la
littérature

2.1. Prévalences citées dans la litterature:
Plusieurs études de prévalence ont été réalisées a 1’échelon international :

En France en 1999 : Vernozy Rozand et al. 2002 ont détecté E. coli O157:H7 dans 4 échantillons de
viande hachée de 100g chacun prélevés directement dans les hachoirs. Au total, 3450 échantillons
ont été prélevés chez les trois industriels partenaires de 1’étude. La prévalence observée de

contamination de la viande hachée était donc de 0,12 % [0,03% - 0,30%]. Pour chaque valeur estimée de
la prévalence nous indiquons I’intervalle de confiance a 95% correspondant calculé a 1’aide du logiciel R par la
méthode de Clopper et Pearson (1934).

Plus précisément, 115 mélées ont fait I’objet d’une analyse. Pour chacune d’elles, 30 échantillons
de 100g ont été prélevés. Pour chaque échantillon, une prise d’essai de 25 g de viande hachée a
réellement fait 1’objet d’une détection d’E. coli O157:H7 apres enrichissement. Parmi les 4 steaks
contaminés, 2 appartenaient a la méme mélée. Donc, in fine, 3 mélées étaient contaminées par E.
coli O157:H7. La prévalence observée de contamination des mélées €tait par conséquent de 2,6 %
des mélées (3/115) [0,54% - 7,4%].

En Argentine, Chinen et al. (2001) ont détecté 6 steaks hachés réfrigérés contaminés fabriqués en
boucherie de détail parmi les 160 testés, soit une prévalence de contamination de 3,8 % [1,4% -
8.0%].

Une étude similaire faite en Suisse par Fantelli et Stephan (2001) a montré une contamination de 5
steaks parmi les 211 testés (prévalence de contamination de 2,3 % [0,77% - 5,4%]).

Au Royaume Uni, Chapman et al. (2000) ont détecté 36 steaks hachés réfrigérés contaminés parmi
les 3216 testés d’ou une prévalence moyenne de 1,1 % [0,78% — 1,54%]. Les steaks avaient été
prélevés en supermarché et boucherie de détail et la prévalence de contamination observée était plus
¢levée en juillet (4%) qu’en hiver (0,2 %).

En Hollande, Heuvelink ef al. 1999 ont trouvé une prévalence de contamination des steaks hachés
réfrigérés de 1,1 % (6/571) [0,49% - 2,5%].

Aux Etats-Unis, les prévalences ¢étaient de 16,8 % [12,8% - 21,6%] sur 296 steaks hachés réfrigérés
a Washington selon Samadpour et al. (2002) et de 0 % [0% - 0,21%] sur les 1400 steaks réfrigérés
analysés par Tarr et al. (1999) a Seattle.

Dans d’autres études, une quantification du pathogéne a été réalisée.
2.2. Quantification des E. coli O157:H7 dans la viande hachée industrielle de beeuf
2.2.1. Méthode NPP (nombre le plus probable)

Bolton et al. (1996) ont dénombré E. coli O157:H7 dans de la viande hachée réfrigérée prélevée
directement en supermarché et ont obtenu des dénombrements allant de -0,5 a 0,6 log;o ufc/g (<0,3
a 4 ufc/g), mais un échantillon était contaminé a 3,36 log;o ufc/g (rupture de la chaine du froid
supposée).

Tuttle et al. (1999) ont dénombré, quant a eux, E. coli O157:H7 dans de la viande hachée provenant
d’un abattoir approvisionnant une restauration rapide elle-méme impliquée dans une épidémie.
Soixante seize steaks ont été analysés et les dénombrements s’étageaient de -0,52 a 1,18 log;o ufc/g
(<0,3 a 15 ufc/g).
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2.2.2. Méthode par dilutions décimales et dénombrement de colonies caractéristiques sur
milieux spécifiques

Cagney et al. (2004) ont réalisé une étude sur une durée de 13 mois en Irlande pour déterminer les
contaminations des steaks hachés frais (conditionnés ou non) ou surgelés vendus par les bouchers
ou par les supermarchés.

Quarante trois steaks étaient contaminés par E. coli O157:H7 parmi les 1533 testés d’ou une
prévalence de contamination globale de 2,80 % [2,0% - 3,7%]. Cette prévalence n’était pas liée au
type de steaks hachés analysés, mais elle était plus importante en mars (8%). L’origine des steaks
positifs se répartissait comme suit : 32 supermarchés sur 1183 testés et 11 bouchers sur 350 testés.
Les nombres de E. coli O157:H7 dans 21 des 43 échantillons positifs allaient de < 0,52 a 4,03 log 9
ufc/g avec une moyenne de 0,91 log o ufc/g.

Trois steaks hachés réfrigérés présentaient une contamination importante avec plus de 3,00 log ;o
ufc/g.

Dans les 22 autres steaks positifs, la détection de E. coli O15:H7 n’a pu étre réalisée qu’apres
enrichissement (< 0,52 log 1o ufc/g). Notons que les steaks hachés surgelés positifs faisaient tous
partie de cette derniére catégorie. D’autre part E. coli O157:H7 a été indifféremment détecté dans
des steaks réfrigérés (conditionnés ou non) ou surgelés.

3- Estimation du niveau de contamination des steaks hachés industriels en France

3.1 Estimation du niveau de contamination hors épidémies
L’étude de Vernozy-Rozand et al. (2002) réalisée sur trois sites de production frangais peut étre
utilisée pour estimer la prévalence de contamination des mélées et le niveau de contamination de

celles-ci (cf. données indiquées plus haut).

Estimation de la prévalence

On peut d’aprés ces données estimer la prévalence de contamination au niveau des mélées a 2,6%

des mélées. Il est néanmoins important de quantifier I’incertitude sur cette prévalence estimée.
D’aprés les résultats théoriques publiés par Miconnet et al. (2005), il semble raisonnable de tenir compte de

(11
I’incertitude sur la prévalence estimée par une loi béta en prenant comme a priori la loi beta(E;E , ¢’est-a-dire la

loi : béta(3 +0,5115-3+0,5) = béta(3,5;112,5).

Estimation du niveau de contamination

La répartition d’une population bactérienne dans une mélée de viande hachée est communément
considérée homogene, ce qui permet de décrire la distribution du nombre de bactéries par unité de
masse par une loi de Poisson. En effet, d’aprés Reinders et al. (2003), il semblerait que la
répartition des bactéries pathogeénes dans une mélée de viande hachée ne puisse étre modélisée par
une loi de Poisson qu’apres deux hachages. Or dans la pratique industrielle francaise, le hachage est
effectivement précédé¢ d’un pré-hachage grossier ce qui conforterait 1’utilisation d’une loi de
Poisson. Par ailleurs Toft et al. (2006) préconise 1’utilisation d’une loi de Poisson pour modéliser la
répartition des bactéries pathogénes dans la viande hachée, considérant qu’on n’a généralement pas
suffisamment de données de dénombrement bactérien pour paramétrer une loi plus complexe. En
supposant que toutes les mélées contaminées le sont au méme niveau (hypothése simplificatrice justifiée par le manque
de données) et qu’au sein de ces mélées la répartition est homogéne, on peut estimer le paramétre A de la loi de
Poisson (nombre théorique moyen de bactéries par échantillon de 25g) a partir du nombre d’échantillons positifs (4) sur

les 90 échantillons prélevés dans les mélées positives par A = —ln(l —4/ 90) =0,0455. Ainsi on obtient une
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estimation du niveau de contamination dans les mélées contaminées de 1,8:107 ufc.g” avec un
intervalle de confiance a 95% calculé par le « MPN calculator »
(http://www.i2workout.com/mcuriale/mpn/index.html) de [6,8 10 0 4.8 102 ].

Estimation commune de la prévalence et du niveau de contamination

A partir des données de Vernozy-Rozand et al. (2002), nous avons précédemment estimé
séparément la prévalence des mélées contaminées et le niveau de contamination au sein de ces
mélées. Dans ces calculs il a été supposé que seules les mélées présentant au moins un €chantillon
positif sur 30 étaient contaminées. Or si 1’on suppose qu’une mélée est contaminée a la
concentration estimée de 1,810 bactéries par gramme, celle-ci a une probabilité de 25 % de ne
présenter aucun échantillon contaminé parmi les 30 prélevés, d’aprés la loi de Poisson. Il est donc
possible qu’une ou plusieurs mélées contaminées au méme niveau que les autres soient comptées
comme non contaminées ce qui induit une sous-estimation possible de la prévalence au sein des
mélées.

Une approche bayésienne a donc été envisagée pour tenter d’estimer globalement la prévalence et le niveau de

contamination ainsi que l’incertitude sur ces 2 parameétres en prenant en compte cette remarque. Le logiciel BRugs
(Thomas et al., 2006) a été utilisé en prenant comme distribution a priori sur la prévalence toujours la loi

. 1 -
bé ta(a;a et comme distribution @ priori sur le niveau de contamination exprimé en log,, [ufc g 1] la loi peu

informative N(— 31,5 ) On s’apergoit en faisant tourner BRugs sur un trés grand nombre d’itérations que les chaines

de Markov simulées ne se stabilisent jamais et qu’elles vont et viennent entre une faible prévalence et une prévalence de
1. Dans ces chaines une forte corrélation entre les valeurs de prévalence et de niveau de contamination est observée. Il
semble donc que les données dont on dispose ne permettent pas de savoir si toutes les mélées sont contaminées avec la
méme concentration tres faible ou si seules quelques unes sont contaminées avec une contamination un petit peu plus
forte. Peut-étre est-il alors raisonnable de simplifier le modéle en enlevant un paramétre (la prévalence) et en supposant
que toutes les mélées sont trés faiblement contaminées au méme niveau. Ce modele simplifié a été utilisé sur ces
données en prenant la méme distribution a priori sur le niveau de contamination que précédemment. On obtient ainsi
une estimation de la concentration commune a toutes les mélées de 5.10” ufc.g” assortie d’un intervalle de crédibilité a
95% de [1,5.107;1,0.10™].

Dans le cadre de I’AQR, nous retiendrons cette estimation du niveau de contamination moyen des
mélées frangaises dans le cadre de I’estimation du nombre de cas sporadiques de SHU liés a la

consommation de steaks hachés surgelés en foyer.
3.2 Estimation du niveau de contamination lors de I’épidémie survenue en 2005

Lors de I’épidémie liée a la consommation de steak haché en 2005, 22 échantillons prélevés de la
mélée incriminée ont fait 1’objet d’une recherche du pathogéne et d’'un dénombrement sur milieux
gélosés sélectifs. Les 22 échantillons étaient tous positifs. Lors du dénombrement une dilution au
dixieme est effectuée (les 25 g sont mélangés a 225 g de bouillon) et un millilitre de la suspension
est étalé sur trois boites de Petri. Le nombre de colonies de O157 :H7 observées sur I’ensemble des
3 boites peut donc étre exprimé en nombre de bactéries présentes dans 0,1 g de viande hachée. Sur
ces 22 échantillons, 12 n’ont donné aucune colonie, 7 ont donné 1 colonie et 3 ont donné 2 colonies.

On a donc, en moyenne, obtenu 0,59 bactéries par 0,1 g.

Par la méthode des moments et en supposant que la répartition des pathogénes dans cette mélée suit une loi de Poisson,
on peut donc facilement estimer la concentration moyenne au sein de cette mélée a 5,9 ufc.g™'. La loi de Poisson ainsi
ajustée a été représentée avec les données sur la figure suivante. Cette figure montre que la loi de Poisson s’ajuste bien

aux données observées sur cette mélée contaminée. Par ailleurs la statistique du ¥~ calculée sur ces données ne montre

pas de différence significative entre la distribution observée et une loi de Poisson ( ¥ = 0,26, p =0,61) ce qui

conforte le choix de cette loi pour décrire la distribution des bactéries dans une mélée contaminée associée a une
épidémie.
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Figure 2 : Distribution observée du nombre de colonies

Diagramme en batons de la distribution observée sur les 22 échantillons analysés des résultats de
dénombrement sur boite de Petri (traits pointillés) et de la loi de Poisson ajustée sur ces données
(traits pleins).

Par ailleurs une approche bayésienne a été envisagée afin de quantifier I’incertitude sur 1’estimation du parametre de
cette loi de Poisson, c’est-a-dire du niveau moyen de contamination de la mélée incriminée. Le logiciel BRugs a a
nouveau été utilisé en prenant comme distribution a priori sur la moyenne de la loi de Poisson exprimée en
log,, [ufc g_l] la loi peu informative N(O;l,S). L’inférence bayésienne a été réalisée en modélisant simultanément
les données de détection (22 analyses positives sur 22) et les données de dénombrements sur les 22 échantillons afin de
tenir compte de toute 1’information disponible sur les 22 échantillons analysés. Cette inférence a permis de
quantifier un intervalle de crédibilité a 95% sur la concentration moyenne en E. coli O157:H7 dans
la mélée incriminée de [3,0;9,0]. Nous pouvons donc considérer que nous avons une estimation
relativement précise du niveau de contamination de cette mélée.

4- Conclusions
Le trés faible niveau de contamination de la viande hachée par E. coli O157:H7 pourrait expliquer

la survenue de cas sporadiques. A 1’oppos€, une contamination accidentelle et & un niveau élevé de
la viande hachée pourrait entrainer une épidémie.
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Module n°® 3 : Consommation

1- Données de consommation utilisées

Les données de consommations utilisées ont été extraites des quatre sources décrites ci-dessous :

1.1. Enquéte Bébés-Sofres/SFAE (2005):

L’enquéte Bébés’ a été réalisée au premier trimestre de 2005, par la Sofres et le CHU de Dijon pour
le compte du Syndicat Francgais des Aliments de 'Enfance. L’échantillon étudié est constitu¢ de 706
enfants 4gés de 1 a 36 mois et est représentatif des familles francaises métropolitaines ayant des
enfants de méme age en termes de région, taille de commune et catégorie socio-professionnelle du
chef de ménage. Les parents de I’enfant étudié, ont noté durant trois jours consécutifs toutes les
prises alimentaires de leur enfant.

De cette enquéte, seule la consommation de steaks hachés a été retenue.

1.2. Enquéte INCA2 (CREDOC-Afssa-DGAL, 2006-07) :

L’enquéte « Individuelle et Nationale de Consommation Alimentaire » a été menée sur le territoire
francais de décembre 2005 a mai 2007, intégrant ainsi les effets saisonniers. Elle a recueilli toutes
les prises alimentaires renseignées par les 4079 individus, enfants et adultes, représentatifs de la
population frangaise sur une période de 7 jours consécutifs. La représentativité nationale a été
assurée par un tirage au sort a 3 degrés (unité primaire géographique, logement puis individu) dans
le fichier du recensement national de 1999. L’échantillon inclut tous les individus.

Dans cette enquéte, nous avons tenu compte de la consommation de steaks hachés, de hamburgers
et cheeseburgers. Pour ces deux derniers, un coefficient multiplicatif a été¢ appliqué a la quantité
totale consommeée afin d’estimer la quantité réelle de steak haché dans le produit (respectivement
50% et 30% de steak haché dans le hamburger et le cheeseburger).

1.3. Effectif INSEE (2007)

Les chiffres INSEE correspondant au recensement de la population frangaise ont été recueillis sur le
site de 'INSEE (www.insee.{r).

1.4. Panel SECODIP (année 2004)

I1 ne s’agit pas d’une enquéte alimentaire individuelle mais ce panel présente un relevé des achats
des ménages, par scanning informatique, tout au long de 1’année et sur une période minimale de 36
semaines par an. Ces relevés ne permettent donc pas d’estimer les consommations par groupe de
population spécifique, et le calcul par individu est imprécis puisqu’il s’agit de la quantité achetée
par le ménage divisé par le nombre d’individus dans le foyer. On fait donc 1'hypothése que la
consommation est équitable entre tous les individus du ménage (pas de distinction adultes/enfants).

> « Consommation alimentaire des nourrissons et enfants francais en bas dge (dgés de 1 a 36 mois) - Analyse des
données nutritionnelles » Etude TNS-SOFRES 2005 / Université de Bourgogne - Pr M. FANTINO pour le Syndicat
Frangais des Aliments de I’Enfance.
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Les données SECODIP étant des données d’achats, elles ne tiennent pas compte de la restauration
hors foyer (telle que la restauration collective), de I’autoconsommation® ou de ce qui n’est pas
consomm¢ (restes dans 1’assiette).

Ces données ont permis de calculer la part d’achat de steaks hachés surgelés dans les ménages
francais. Ce pourcentage est de 42 % des steaks hachés achetés par les ménages. En effet, les
particuliers privilégient la viande réfrigérée par rapport a la viande surgelée, cette dernicre étant
essentiellement consommeée en collectivité.

2- Estimation de la consommation de steaks hachés dans la population francaise

2.1. Portions ingérées :

Le tableau 1 présente la distribution des portions ingérées par prise alimentaire pour chaque classe
d’age d’enfants (INCA2 et Bébés 2005).

Pour pres de 40% des enfants de moins de 5 ans, la portion de steak haché consommée est comprise
entre 50 et 100 g mais elle ne dépasse pas 150 g pour cette méme classe d’age. Par ailleurs, pres de
la moitié de la population des enfants de 5 a 10 ans consomme des portions allant de 100 a 150 g,
I’autre moitié consommant principalement des portions inférieures. Enfin, pour les enfants agées de
10 a 16 ans, la portion majoritairement ingérée est la méme que pour la classe d’age précédente
(entre 100 et 150 g), on note quand méme que pres de 15% de cette population consomme des
portions de steak haché supérieures a 150g.

Tableau 1 : Distribution des portions ingérées pour chaque classe d’age.

Paramétre
portion (g) | 10-50] 150 - 100] | 7100-150] | 1150-200] | J200-250] | 1250 -300] | J300-350] | 1350 —400]

Classe d’age

[0 -5 ans[ 54,1% 39,5% 6,4% 0% 0% 0% 0% 0%
[5—10 ans[ 15,6% 35,9% 45,5% 2,6% 0% 0,4% 0% 0%
[I0—16ans[ | 6,7% 24,9% 52,9% 12,2% 2,7% 0,3% 0% 0,3%

2.2. Consommation de steaks hachés :

Les données recueillies aupres des sources décrites ci-dessus ont permis, a partir du nombre de
prises de steaks hachés par personne et par classe d’age, de définir, au regard de 1’effectif de chaque
classe d’age, le nombre de prises au niveau de la population entiére par an, puis de calculer la part
de cette consommation représentée par les steaks hachés surgelés pour chaque classe d’age (c’est a
dire 42 % du total des steaks hachés) ainsi que de définir la part de la consommation par tranche
d’age. A titre d’exemple, ’estimation de la consommation du nombre de steaks hachés chez les
enfants de 0 a 5 ans est de 113,73 millions de steaks hachés par an (parmi lesquels 47,77 millions
sont des steaks surgelés). Ainsi 7,40% des consommations de steaks hachés concernent les enfants
de 0a 5 ans.

6 Consommation des produits de sa propre production.
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Tableau 2 : Estimation de la consommation de steaks hachés dans la population frangaise par classe
d’age.

[0-5[ ans '~ [5-10[ ans *|[10-16[ ans [+ de 16 ans *
706 97 385 677 2920

Nombre d'enfants
interrogés
Nombre total de jours
enquétés
Nombre de prises

pendant la période 156 62 271 401 1288
d'enquéte
Nombre de prises
alimentaires par 26,88 33,88 37,33 31,31 23,30
personne/an
Effectifs INSEE au ler
Janvier 2006 (millions) | 220 1,54 3,73 4,46 49,15
Estimation du nombre de| 61,56 52,17
prises alimentaires dans
la population frangaise 113,73
par an (millions)
Dont nombre de prises
alimentaires de steaks
surgelés dans la
population frangaise
(hors restauration
collective)*

Part de la consorrlematlon 7.40% 9,05% 9,08% 74,47%
par tranche d'dge

Les chiffres en exposant font référence aux enquétes de consommation citées ci-dessus ; I : enquéte Bébés et 2 : enquéte INCA2.

2118 668 2650 4675 20176

139,23 139,63 1145,24

47,77 58,48 58,65 481

Pour faciliter la lecture, les chiffres figurant dans le tableau ci-dessous ont été arrondis a deux chiffres apreés la virgule.

*soit 42% de la consommation totale de steaks hachés (données SECODIP)

3-Conclusions :

Les résultats présentés ci-dessus seront exploitables pour la poursuite de la modélisation. Ils
serviront donc de données pour 1’appréciation quantitative du risque.
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Module n°4 : Enquéte sur les habitudes de cuisson des steaks hachés consommés
par les enfants de moins de 16 ans

1- Contexte et objectif

Dans le cadre de 1'évaluation du risque de syndrome hémorragique urémique (SHU) chez les
enfants de moins de 16 ans lié a la consommation de steak haché insuffisamment cuit, les données
sur les habitudes de cuisson des consommateurs étaient indispensables a la construction des
mod¢les de microbiologie prévisionnelle.

Celles-ci n'étant pas disponibles, une enquéte ad hoc a été réalisée dans un premier temps par les
membres du groupe de travail auprés des créches, écoles maternelles et primaires, colléges et lycées
afin d’estimer les températures de cuisson des steaks hachés consommés par les enfants. Dans un
second temps, la participation de plusieurs pédiatres a été requise afin de compléter les données sur
les habitudes de cuisson des steaks hachés car les effectifs des tranches d’age les plus jeunes (entre
0 et 6 ans) étaient insuffisants par rapport aux autres. Un nouveau recueil de données a donc été
effectué aupres de parents venant consulter dans un cabinet médical.

Ces deux enquétes ont eu lieu entre les mois de juin et septembre 2005.

2- Méthodologie

Un questionnaire portant sur la cuisson des steaks hachés consommés au domicile des enquétés et
au restaurant scolaire (pour les enfants de plus de 6 ans), a été ¢laboré par les membres du groupe
de travail (c¢f. questionnaire en annexe I). Le questionnaire est organisé en 2 parties : un premier
ensemble de questions concerne les caractéristiques socio-démographiques de la personne enquétée
(en veillant au respect du principe de I’anonymat). Il s’agit de 1'age, du sexe, du département de
résidence et du lien de parenté avec l'enfant de la personne interrogée. La deuxiéme partie du
questionnaire porte sur les habitudes de cuisson des steaks hachés. Les enfants de plus de 6 ans sont
directement enquétés apres autorisation de la personne accompagnant l'enfant. Pour les enfants de
moins de 6 ans, il est demand¢é aux personnes les accompagnant de bien vouloir répondre aux
questions sous réserve que ces personnes aient connaissance des habitudes de préparation et de
cuisson des steaks que I'enfant consomme.

Pour la seconde partie de I’étude (administration du questionnaire chez les pédiatres), une version
simplifiée du questionnaire, comportant 4 questions, a été soumise aux parents d’enfants de moins
de 6 ans. Les questions concernant la situation personnelle portent sur le département de résidence,
le sexe de I’enfant ainsi que sa tranche d’age (par tranche d’une année). La deuxiéme partie du
questionnaire porte sur les habitudes de cuisson des steaks hachés. Les données recueillies ont €té
annexées aux données collectées lors de la 17° enquéte et exploitées pour les habitudes de cuisson
des steaks hachés consommés au domicile des enfants.

Afin de faciliter l'identification des températures par les enquétés, une planche photo, avec 4

photographies de steaks hachés (cru, rouge, rosé et bien cuit) correspondant a différents niveaux de
cuisson des steaks hachés, était proposée (cf. annexe 2).
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3- Résultats

3.1. Caractéristiques socio-demographiques

Participation a I’enquéte :

Au total, 589 questionnaires exploitables ont été remplis. Parmi les enquétés, 14 (soit 2,4%) n'ont
pas participé a l'enquéte pour une des raisons suivantes : « ne consomme pas de viande », « ne
consomme pas de steak haché » ou « ne consomme pas de steak haché industriel (hachage fait a la
maison) ». La non-consommation de steak haché est le premier motif avancé (70% des réponses).

Répartition par classe d'age :

Cette ¢tude porte sur les individus de moins de 16 ans (6 personnes de plus de 16 ans enquétées ont
été exclues de ’analyse). L'effectif total est de 589 individus entre 0 et 15 ans révolus répartis en 3
classes d’ages. Les trois classes d’ages qui ont été choisies sont les enfants de [0 - 5 ans[, de [5 — 10
ans[ et de [10 — 16 ans[. La répartition des réponses en fonction de la classe d’age est
respectivement de 25%, 43% et 31%.

Répartition par sexe :
Les filles représentent 49,7% des enquétés et les garcons 48,4%.

Répartition par département de résidence :

L’enquéte a eu lieu dans 16 départements francais avec une répartition hétérogéne entre les
départements. Globalement, 1’origine des enquétés était majoritairement urbaine : les principales
régions étant la région parisienne (66,5% des enquétés), le centre de la France (13,1%) et
I’agglomération lyonnaise (11,5%).
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Tableau 3 : Caractéristiques socio-démographiques renseignées dans les questionnaires

n %
Participation a I’enquéte 589 -
Motifs de non-participation

-ne consomme pas de viande 3 21,4
-ne consomme pas de steak haché 10 71,4
-ne consomme pas de steak haché industriel (hachage 1 7,1
maison)

Total 14 100,0

Classes d’age

[0 - 5 ans[ 149 25,3
[5—10 ans[ 253 43,0
[10 — 16 ans| 181 30,7
Fréquence manquante 6 1,0

Total 589 100,0

Répartition par sexe

Fille 293 49,7
Gargon 285 48,4
Fréquence manquante 11 1,9

Total 589 100,0

Départements de résidence

Alpes-Maritimes (06) 8 1,4
Calvados (14) 4 0,7
Correze (19) 41 7,0
Haute-Garonne (31) 39 6,6
Puy-de-Dome (63) 36 6,1
Rhéne (69) 67 11,4
Paris (75) 21 3,6
Seine-et-Marne (77) 9 1,5
Yvelines (78) 25 4,2
Somme (80) 1 0,2
Vaucluse (84) 1 0,2
Essonne (91) 55 9,3
Hauts-de-Seine (92) 2 0,3
Seine-Saint-Denis (93) 3 0,5
Val-de-Marne (94) 256 43,5
Val-d'Oise (95) 20 3,4
Fréquence manquante 1 0,2

Total 589 100,0

3.2. Niveau de cuisson des steaks hachés

Répartition générale :

Une majorité d’enfants (49%) déclare consommer des steaks hachés rosés a la maison. Pres du tiers

les consomme bien cuits.
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Tableau 4 : Niveaux de cuisson des steaks hachés consommeés a la maison

n %

Participation a I’enquéte 571

Fréquence manquante 18

Répartition génerale
Cru 4 0,7
Saignant 90 15,3
Rosé 289 49,1
Bien cuit 183 31,1
Ne sait pas 5 0,8
Fréquence manquante 18 3,1
Total 589 100,0

Répartition par classe d’age :

L’analyse des données par tranche d’dge montre une différence dans les habitudes de
consommation entre la classe d’age la plus jeune (0-4 ans) et les autres classes d’age.

En effet, pres de 48% des parents d’enfants agés de 0 a 4 ans déclarent préparer des steaks hachés
bien cuits a leurs enfants. Ce résultat est rassurant car cette tranche d’age est tout particulierement
sensible a différents agents pathogeénes dont Escherichia coli producteurs de Shiga-toxines (STEC).
Dans les tranches d’age supérieures, les enfants consomment leur steak haché moins cuit. Ainsi, a
partir de I’age de 5 ans, plus de la moiti¢ des enfants interrogés déclare consommer du steak haché
rosé, et seulement le quart le consommant bien cuit.
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Tableau 5 : Niveaux de cuisson des steaks hachés consommeés a la maison par classe d’age

n %
Participation a I’enquéte 571
Fréquence manquante 18
Répartition par classe d’age
[0 -5 ang]

Cru 0 0,0
Saignant 14 9,4
Rosé 59 39,6
Bien cuit 71 47,7
Ne sait pas 0 0,0
Fréquence manquante 5 3.4

Total 149 100,0

[5-10 ans[

Cru 2 0,8
Saignant 40 15,8
Rosé 130 51,4
Bien cuit 69 27,3
Ne sait pas 3 1,2
Fréquence manquante 9 3,6

Total 253 100,0

[10 — 16 ans[

Cru 2 1,1
Saignant 35 19,3
Rosé 96 53,0
Bien cuit 43 23,8
Ne sait pas 2 1,1
Fréquence manquante 3 1,7

Total 181 100,0

4- Discussion

Cette enquéte ad hoc a permis d’obtenir des informations satisfaisantes et exploitables sur les
habitudes de cuisson et de consommation des steaks hachés chez les enfants de moins de 16 ans en
France, données qui n’étaient pas disponibles dans la littérature francaise.

Le fait que I’enquéte ait été menée par les membres du groupe et sur une période courte (juin-
septembre 2005) implique des limites dans I’interprétation de ces résultats :

-Au niveau méthodologique, et au regard des contraintes de réalisation (besoin rapide de résultats,
impossibilit¢ de faire appel a des enquéteurs professionnels,...) aucun plan d’échantillonnage
précis n’a été réalisé. Cependant, le questionnaire a été construit de facon a limiter les biais
d’interrogation et des consignes minimales ont ¢ét¢ données aux enquéteurs pour limiter les biais
de réalisation (ne pas réaliser de questionnaire collectif, éviter de réaliser I’enquéte aupres
d’enfants de collégues, n’interviewer qu’un seul enfant par fratrie...).

-Le fait que les experts du groupe de travail aient réalisé I’enquéte a deux conséquences majeures :
D’une part, ils ne disposaient pas d’une formation adéquate pour mener de maniére optimale
I’enquéte, et d’autre part, la répartition géographique de 1’enquéte n’est pas représentative de la
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situation nationale car les écoles visitées appartenaient la plupart du temps aux départements de
résidence des enquéteurs.

5- Conclusions

Cette enquéte a permis d’obtenir des informations essentielles pour établir les modéles de
microbiologie prévisionnelle nécessaires a I’analyse quantitative du risque, puisqu’elle a fourni des
données (non disponibles dans la littérature) sur les habitudes de cuisson et de consommation des
steaks hachés chez les enfants de moins de 16 ans en France.

Ainsi, ces résultats ont permis de montrer que prés de 50% des enfants dgés de 0 a 5 ans
consomment a la maison des steaks hachés bien cuits, ce qui va dans le bon sens par rapport au
danger lié¢ a E. coli O157 :H7. A partir de 1’age de 5 ans, plus de la moiti¢ des enfants interrogés
déclarent consommer du steak haché rosé et un quart le consomme bien cuit.
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Module n°5 : Destruction thermique

1- Etat de I'art

Les modeles de microbiologie prévisionnelle courants reposent sur (Afssa, 2003) :
= un mod¢le primaire décrivant la cinétique de survie au cours du temps a une température
fixe, avec un parametre D (temps de réduction décimale) ;
= ¢t un modele secondaire décrivant 1'évolution de ce paraméetre D en fonction de la
température.
Ces modeles sont bien connus et paramétres, y compris pour E. coli O157:H7 dans la viande hachée
de beeuf (Afssa, 2003). 11 est ensuite aisé d'intégrer, au cours du temps, un modele global décrivant
la cinétique de survie a une température variable.

La difficulté est essentiellement de décrire la température du steak haché en tout point au cours de
la cuisson. Des modélisations par éléments finis ont été proposées (Bellara et al., 1999 ; Zorrilla et
Singh, 2003), mais elles sont trés lourdes a mettre en ceuvre. Des applications de ces modélisations
ont été proposées pour optimiser les méthodes de cuisson des steaks hachés sur double grille (Pan et
al., 2000 ; Zorrilla et al., 2003 ; Ou et Mittal, 2006). Ces applications montrent qu’a certains
moments de la cuisson, la destruction microbienne est "totale" (>20 réductions décimales ou RD)
vers la surface du steak et nulle au centre de celui-ci. Ceci s’explique facilement. En effet, la
destruction microbienne est "totale" au bout de quelques secondes si la température dépasse 65-
70°C alors que le temps de réduction décimale est de I’ordre de quelques minutes a 60°C (Rocelle
et al., 1998 ; Murphy et al., 2004 ; Zhao et al., 2004). Or le temps de cuisson au bout duquel la
température dépasse ce seuil de 65-70°C est tres variable suivant la localisation dans le steak haché.

Il apparait donc difficile d’envisager I’utilisation de modéles simples pour décrire la destruction
thermique des E. coli O157:H7 dans le steak haché dans le cadre d’'une AQR. Dans les études
canadiennes et américaines (Cassin et al., 1998 ; FSIS-USDA, 2001), un mod¢le simple basé sur
une étude expérimentale est utilisé. Ce modele relie linéairement la température atteinte au ceeur du
steak haché en fin de cuisson au niveau microbien final (Juneja et al., 1997). L’étude expérimentale
a la base de ce modele met en oeuvre un mode de cuisson rapide en 2 a 4 minutes sur simple grille
trés chaude avec retournement toutes les 45 secondes. Ce mode de cuisson ne semble pas
correspondre au mode de cuisson utilisé classiquement par les consommateurs francais. En effet, les
mesures de températures effectuées au cours d’une cuisson qui correspondrait aux pratiques
familiales francaises c’est a dire d’un steak haché surgelé dans une poéle avec un seul retournement
a mi-cuisson montrent que le temps nécessaire pour obtenir une température de 65-70°C dépasse 10
minutes.

De plus, des études ont montré que pour une méme température atteinte a coeur en fin de cuisson, le
mode de cuisson (simple ou double gril, fréquence des retournements en simple gril) avait un
impact important sur le niveau de destruction microbienne obtenu (D’sa et al., 2003 ; Rhee et al.,
2003). L’¢étude de Rhee et al. (2003) indique que, pour les 9 essais réalisés avec un mélange de 5
souches de E. coli O157:H7, pour une cuisson sur simple gril avec un seul retournement et une
température a cceur de 73°C environ atteinte au bout de 9 a 12 minutes, le nombre moyen de RD est
de 4,7. L écart type est d’environ 1 RD (cf. fig. 3). L’étude de D’sa et al. (2003) rapporte, pour les
24 essais réalisés avec un mélange de 5 souches de E. coli O157:H7, pour le méme type de cuisson
avec 2 températures atteintes a coeur d’environ 63°C et 69°C, des nombres moyens de réductions
décimales de 1,3 et 2 sont obtenus. L’écart type est d’environ 1 RD pour chacune des deux
températures testées (cf. fig. 3). Soulignons que ces études avaient été réalisées avec des steaks
hachés frais (non surgelés) et que la montée en température dans un steak haché surgelé non
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décongelé est plus lente par rapport & un steak haché réfrigéré. Malheureusement aucune étude
similaire n’a été publiée dans la littérature pour la cuisson des steaks surgelés.

Rhee 2003

B Dsa 2000

reduction décimale
4
|

Dsa 2000

60 65 70 75 80

température finale a coeur en °C
Figure 3: Moyennes et plages approximatives des nombres de réductions décimales d’E. coli
O157:H7 reportés dans la littérature pour différentes températures a coeur dans des steaks hachés
frais cuits sur simple grille avec un seul retournement en cours de cuisson

Dans I’étude hollandaise (RIVM, 2001), les auteurs considérant aussi que le modele de Juneja
n’était pas applicable, ont proposé de fixer le nombre de réductions décimales par « avis d’experts »
a 2 RD pour le mode de cuisson « medium raw » et a 5 RD pour le mode de cuisson « well done »,
ce qui semble cohérent avec les données de D’sa et al. (2000) et de Rhee et al. (2003). Le fait
qu'aucune incertitude ni variabilité n'ait ét¢ modélisée est en revanche surprenant.

Pour la situation frangaise, nous avons considéré qu'aucune des études publiées ne portait sur le
mode de préparation majoritairement mis en ceuvre dans les foyers familiaux frangais : cuisson a la
poéle (méme si cela se rapproche vraisemblablement de la cuisson sur simple gril) et surtout une
cuisson a partir de steaks hachés initialement surgelés. Nous avons donc choisi de conduire des
expérimentations qui ont été réalisées par le LERQAP.

2- Expérimentations et modélisation retenue

2.1. Introduction :

Au vu du manque de données décrit ci-avant, un laboratoire de 1'Afssa (le Laboratoire d’études et de
recherches sur la qualité¢ des aliments et sur les procédés agro-alimentaires, Maisons-Alfort) a
réalisé des essais expérimentaux de suivi de destruction d'E. coli O157:H7 au cours de la cuisson a
la poéle de steaks hachés surgelés. Pour des raisons techniques mais également pour se rapprocher
des données de l'enquéte de consommation, il a été choisi d'exprimer la destruction obtenue, non
pas en fonction de la courbe de température a cceur, mais directement en fonction de 1'aspect visuel
des steaks (en comparaison aux photos de référence présentées dans le module n°4).

2.2. Matériel et méthodes

Souche :
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La souche de E. coli O157:H7 utilisée pour contaminer les steaks hachés, est une souche mutante
(non entéro - hémorragique) provenant de ’ENV-Lyon. Cette souche est conservée sur gélose TSA
en pente a 3°C.

Viande hachée :
De la viande hachée de beeuf, de fabrication industrielle, fraiche a 15% de matiére grasse et
conditionnée en barquette de 350g ou 650g est utilisée.

Inoculum :

Deux subcultures sont réalisées a 37°C en milieu TSB durant respectivement 24h et 17h afin
d’obtenir une population bactérienne en phase stationnaire de croissance a une concentration
d’environ 10° ufc/mL.

Inoculation :

La viande hachée est mise dans un bol mixer, pesée, contaminée avec un volume d’inoculum
permettant d’obtenir un niveau de contamination d’environ 10" ufc/g et homogénéisée (rotation de
la pale d'un robot mélangeur).

A partir de cette mélée contaminée, des échantillons de 100g sont réalisés puis formés dans un
moule a steak haché (une attention particuliere est portée pour que chaque steak ait la méme
€paisseur).

Ces steaks hachés sont ensuite conditionnés individuellement dans des sacs pour broyage
péristaltique et surgelés a —24°C jusqu’a utilisation.

Cuisson des steaks hachés :

La cuisson des steaks est effectuée sur une plaque électrique d’une puissance de 1 500 watts.

La méthode de cuisson a été standardisée afin d’appliquer a chaque steak une cuisson la plus
reproductible possible. Pour ce faire, un préchauffage de la plaque (thermostat en position
maximale) est réalisé jusqu’a ce que le voyant thermostatique se rallume une seconde fois. Une fois
le préchauffage terminé, la température de la plaque électrique oscille autour d'une valeur médiane
de 280°C, et la température du fond intérieur de la poéle autour d'une valeur médiane de 180°C.

La poéle contenant 7 ml d’huile est alors aussitot déposée sur la plaque électrique. Apres 2 minutes
de chauffage (poéle + huile), le steak surgelé est déposé dans la poéle, retourné a mi-cuisson et sorti
apres la durée de cuisson définie.

Les durées de cuisson sont les suivantes : 4 min — 5 min — 6 min — 6 min30 — 7 min - 7min30 — 8
min 30 - 9 min30 et 10min30. Rappelons que la cuisson généralement conseillée au consommateur
pour les steaks hachés surgelés est une cuisson sans décongélation préalable d’environ 3-4 minutes
par face, apres préchauffage de la poéle.

Chaque cuisson est reproduite deux fois avec un steak par cuisson.

Appréciation visuelle du niveau de cuisson (cf. annexe 2)

Un groupe de 7 personnes est constitué¢ pour juger visuellement, a partir des photos de 1I’enquéte sur
les habitudes de consommation, (photo B = saignant, photo C = rosé, photo D = bien cuit) le niveau
de cuisson atteint a chaque temps de cuisson.

Apres la cuisson, le steak haché est coupé en deux. Chaque personne dispose, pour réaliser cette
appréciation, des photos de 1’enquéte et note le steak selon 3 critéres : la couleur de la viande a
ceeur, le desseéchement de la viande au centre et 1’épaisseur du brunissement.

Pour chaque steak, 3x7 = 21 jugements (attribution a une photo) sont donc obtenus et exprimés sous
la forme de pourcentage d'appartenance a chaque classe de cuisson.
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Refroidissement rapide apres cuisson

Sitot ’appréciation visuelle réalisée, le steak est entreposé pendant environ 30 minutes dans un
congélateur a —18°C pour assurer une descente rapide en température. Il est ensuite transféré dans
une enceinte a 3°C en attendant d’étre analysé.

Dénombrement de E. coli O157:H7

Chaque steak est remis en suspension en eau peptonée tamponnée (dilution au demi), puis
homogénéis¢ a 1’aide d’un broyeur péristaltique. Une étape de revivification de 45 min a
température ambiante est réalisée avant le dénombrement.

La suspension mere ou ses dilutions décimales successives sont dénombrées en inoculant 0,1 mL a
la surface de boites de gélose SMAC (Mac Conkey + Sorbitol).

Apres 24h d’incubation a 37°C, les colonies typiques de E. coli O157:H7 sont dénombrées.

Un test de confirmation au latex est réalisé sur 5 colonies prises au hasard sur chaque boite retenue
pour confirmer leur appartenance au sérogroupe O157.

2.3. Résultats
Caractéristiques de la viande hachée

La qualité microbiologique de la viande hachée est évaluée sur 3 échantillons de 10g prélevés sur la
mélée de viande hachée avant contamination artificielle. Sa contamination en flore aérobie a 30°C
est de Logjo(ufc/g)® = 4,05 £ 0,15 (tous les résultats sont exprimés sous la forme moyenne + 1
écart-type).

Le pH moyen de la viande hachée est de 5,79 + 0,007 (moyenne effectuée sur 2 échantillons
d’environ 15g de viande hachée) et son taux de matiere grasse de 15%.

Contamination des steaks hachés par E. coli O157:H7

La concentration de la suspension bactérienne de E. coli O157:H7, ayant servi a contaminer les
steaks hachés est de Logjo(ufc/g) = 9,26 et le niveau de contamination théorique des steaks hachés
est donc de Logo(ufc/g) = 7,26.

La contamination moyenne en E. coli O157:H7 des steaks hachés aprés congélation est de
Logio(ufc/g) = 7,25 £ 0,08 (moyenne réalisée sur 7 échantillons de 50g de steak haché), ce qui est
bien cohérent avec la concentration théorique et conforte 1’hypothése d’absence d’action de la
congélation sur le niveau de contamination.

Présentation des résultats de I’appréciation visuelle en fonction de la durée de la cuisson

Le tableau 3 ci-apres présente les résultats expérimentaux : pourcentage d'attribution a chaque photo
(classe de cuisson) et dénombrement final d'E. coli O157:H7, et donc calcul du nombre de RD. De
plus, les nombres de RD sont également convertis en deux expressions alternatives : facteur de
destruction (i.e. facteur par lequel le nombre de bactéries est divis€), et pourcentage de destruction
(i.e. pourcentage de bactéries ne survivant pas a la cuisson).

En ce qui concerne l'appréciation visuelle, on retiendra que les jugements ne sont pas unanimes
(sauf pour 4 steaks bien cuits), ce qui traduit la difficulté¢ d'interprétation des résultats de notre
enquéte de consommation, en particulier entre les photos B et C.

On note aussi que le second steak cuit pendant 7 minutes 30 se distingue des autres steaks cuits 7
minutes ou 7 minutes 30 : attribution a la photo B (saignant) et nombre de RD inférieure. Le profil
de température enregistré au niveau de la plaque électrique au cours de cette cuisson est différent du
précédent et explique cette anomalie de cuisson.
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Tableau 6 : Résultats de I'appréciation visuelle et de la destruction microbienne pour chaque cuisson
(2 steaks pour chaque durée). Photo B : saignant. Photo C: rosé. Photo D : a point. La destruction
est exprimée par 3 parametres €équivalents (RD : nombre de destruction décimales ou différence
entre la contamination apres et avant cuisson ; facteur de destruction : facteur par lequel le nombre
de bactéries est divis€, pourcentage de destruction : pourcentage de bactéries ne survivant pas).

Durée de la Appréciation visuelle globale Contamination Destruction
cuisson (% de vote) apres cuisson RD Facteur | Pourcentage
(en minute) En gras : majoritaire (Log ufc/g)
4 minutes photo B (95%), photo C (5%) 7,11 0,14 1,4 28%
photo B (78%), photo C (22%) 7,04 0,21 1,6 38%
5 minutes photo B (76%), photo C (24%) 6,39 0,36 2,3 56%
photo B (95%), photo C (5%) 7,04 0,21 1,6 38%
6 minutes photo B (91%), photo C (9%) 6,62 0,63 4 77%
photo B (86%), photo C (14%) 6,78 0,47 3 66%
6 minutes 30 | photo B (66%), photo C (34%) 6,50 0,75 6 82%
photo B (71%), photo C (29%) 6,69 0,56 4 72%
7 minutes photo C (62%), photo B (38%) 6,53 0,72 5 81%
photo C (66%), photo B (34%) 6,36 0,89 8 87%
7 minutes 30 | photo C (89%), photo B (11%) 6,32 0,93 9 88%
photo B (76%), photo C (24%) 6,57 0,68 5 79%
8 minutes 30 | photo C (81%), photo D (19%) 6,08 1,17 15 93%
photo C (100%) 6,30 0,95 9 89%
9 minutes 30 | photo D (100%) 5,74 1,51 32 97%
photo D (57%), photo C (43%) 5,92 1,33 21 95%
10 minutes 30 | photo D (100%) 4,41 2,84 692 99,86%
photo D (100%) 5,08 2,17 148 99,3%

Les nombres de réductions décimales (RD) sont ensuite représentés en fonction du degré de cuisson

a la figure 4.

4

3,5 1
3
2,5 1
2

photo D "bien cuit"

photo C "rosé"

15
1

réductions décimales

0 |

photo B "saignant"

Figure 4 : Destruction de E. coli O157:H7 en fonction du niveau de cuisson (appréciation visuelle

majoritaire)
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2.4. Modélisation retenue
Sur la base de ces résultats, nous proposons une distribution uniforme des nombres de réductions
décimales (RD) pour chaque classe de cuisson (B = saignant, C = rosé, D = bien cuit). Cette loi est
centrée sur la moyenne des nombres de RD de chaque steak ayant été classé 1 ou plusieurs fois dans
la classe pondérée par le nombre de votes l'affectant a cette classe (de 1 a 21). L'étendue de Ila
distribution uniforme est telle que tous les nombres de RD de steaks de la classe y sont inclus. Ces
résultats sont synthétisés dans le tableau 4.

Tableau 7 : Bilan par type de cuisson

Résultats expérimentaux Modelisation
retenue
Appreugtl(_)n _\/lsuelle Toutes appréciations visuelles
majoritaire
Movenne Moyenne
Cuisson y [Min ; Max]| pondérée [Min ; Max] Loide RD
des RD
des RD
Photo A nd nd nd nd 0
(cru)
Photo B ) ) :
(saignant) 0,4 [0,1;0,8] 0,5 [0,1;0,9] uniforme [0-0,9]
Photo C .
(rosé) 0,9 [0,7;1,2] 0,7 [0,1;1,3] uniforme [0,2-1,4]
Photo D .
(bien cuit) 2,0 [1,3;2,8] 1,8 [1,2;2,8] uniforme [1,2-2,8]
3- Discussion

Les nombres de réductions décimales observées dans nos expérimentations sont inférieurs a ceux
décrits dans la littérature. Ceci s'explique essentiellement par le fait qu'un seul retournement a mi-
cuisson a ¢été effectué. Néanmoins, méme par rapport aux essais avec un seul retournement sur
steaks hachés initialement frais (cf. Figure 1), ils restent faibles. Ainsi, une division de la population
par 1000 (soit 99,9% de destruction ou RD = 3) n'est jamais atteinte dans les essais tandis qu'une
telle destruction est proche des données de D’sa et al. (2000) et inférieure aux données de Rhee et
al. (2003) (cf. Figure 1). Ceci peut s'expliquer par la différence de montées en température de
produits initialement frais par rapport aux produits initialement surgelés, mais nécessiterait
néanmoins d'étre confirmé et étayé par d'autres observations. En effet, les observations sont trés
dépendantes des choix expérimentaux réalisés (thermostat de la plaque électrique, durées de cuisson
retenues, etc.).

En ce qui concerne la durée de cuisson, des cuissons inférieures & 4 minutes ont été jugées
insuffisantes, et assimilables au cas du steak cru, soit aucune destruction thermique. Des cuissons
supérieures a 10 minutes 30 ont été jugées non réalistes, d'apres 'apparence extérieure des steaks
(selon les modalités de cuisson choisies).

4- Conclusions

Les données recueillies expérimentalement ont permis de pallier le manque d'informations et la
non-pertinence des données de la littérature par rapport aux pratiques des foyers francais. Elles sont
utilisées pour la prévision de la destruction thermique d' E. coli O157:H7 dans les simulations
réalisées ci-aprés car sont proches des pratiques de cuisson des ménages francais.
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Chapitre Il : Appréciation des effets
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Module n°4 : « Destruction thermique »
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48



Module n°6 : Loi dose/réponse

1- Introduction
1.1. Appréciation des effets’

En AQR, l'appréciation de l'exposition, détaillée dans les parties précédentes, est complémentaire
d'une autre étape : D’appréciation des effets (parfois aussi dénommée "appréciation des
conséquences" ou "caractérisation du danger"), qui concerne I’évaluation quantitative de la nature
des effets néfastes sur la santé associés aux micro-organismes qui peuvent étre présents dans les
aliments.

Les effets sanitaires pour un individu donné peuvent étre abordés globalement de deux fagons
différentes dans les AQR. La premicre, la plus couramment rencontrée dans les différentes
publications d’AQR, va consister en 1’estimation de trois probabilités conditionnelles, a savoir le
risque d’infection®, de maladie et de décés. On considére un seul type de maladie, associé¢ a un
tableau clinique particulier, I’approche est linéaire. Cette approche est illustrée par la figure 5.

Fxnosition Fffet
Dose S > Maladi EE— Déce
o nfection aladie éces
ingérée Ping Pmal/in Pdsces/mal

j

Pmal IPmal/irzf- Pinf

Paeces = Paecesimat . Pmatiing - Ping

Figure 5: Schéma des différents modules pour I'appréciation des effets (d’aprés Canivet, 2005;
Haas, Rose, Gerba, 1999b)

La deuxiéme approche peut concerner différents types d’expression clinique pour un méme agent
microbien, D’effet sanitaire peut, dans ce cas étre exprimé¢ de différentes maniéres, par des
indicateurs pertinents (Figure 6). Les blocs correspondants aux symptomes peuvent aussi étre
traduits sous la forme d’autres indicateurs sanitaires, comme les DALY’. On peut ainsi définir
différents résultats sanitaires possibles pour un méme agent infectieux. Ce type d’approche est
notamment utilisé¢ actuellement par I’OMS pour prioriser les agents infectieux dans le domaine de
I’eau de distribution (OMS, 2003).

’ Paragraphe adapté du document du groupe de travail Afssa « Virus transmissibles & 'homme par voie orale »,
Question 8 (Quels sont les résultats de I’analyse des publications dans le domaine de 1’ Appréciation Quantitative des
risques alimentaires liés aux virus ?). Rédaction : Mme Thébault, Mme De Valk.

8 Dans ce texte, le terme « infection » désigne la présence persistante d’un microorganisme dans un tissu, ce
microorganisme étant capable de se multiplier et d’induire des 1ésions (avec ou sans manifestations cliniques). Le terme
« maladie » correspond a I’apparition de signes cliniques, de symptomes.

’ DALY (Disability Adjusted Life Years) ou « années de vie corrigées de I’incapacité ». Permet ’estimation du coit
sanitaire, par la mesure de la gravité d’une maladie qui tient compte du temps « d’invalidité » (temps ou la qualité de
vie ou la vie elle-méme est restreinte du fait de la maladie). L’idée générale est d’accorder un poids a une maladie en
fonction de sa sévérité (S) puis de multiplier ce poids par sa durée (D) et par le nombre de personnes potentiellement
affectée par ce type de maladie (N). La mortalité a le maximum de poids en terme de sévérité, et sa durée est traduite en
terme de perte d’espérance de vie.
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Exposition Fffet

Pdecesimalr
Pmali/ing Symptomes 1 ~ — Déces
Dose P . Pdscesimal2
; mal2/inf n
ingérée Pinf » Infection [ mal2iinfy] Symptdmes 2 1- Paecse/maiz
- eces/mal

Pmala/int —
main Symptémes 3 —»  Guérison

Figure 6 : Schéma de différents modules pour l'appréciation des conséquences d’un méme agent
infectieux (d’apres Pruss et Havelaar, 2001)

Dans cette approche, la probabilité de déces sera de la forme :
Paeces = Paccesimal 1- Pmal 1inf - Pint+ Pascesimal 2o Pmai 2/inf - Ping

Enfin, d’autres approches peuvent étre utiles pour estimer des effets sanitaires, en ne s’intéressant
plus a I’individu mais a une population, et a des possibilités de transmission inter-humaine
(Eisenberg et al., 2004).

Dans le cas d’E. coli O157:H7, chez I’enfant de moins de 16 ans, I’approche utilisée pour évaluer
les effets sanitaires pourrait étre celle illustrée dans la Figure 7. Dans la figure comme dans la suite
du texte, le SHU est considéré comme une complication de la maladie.

Exposition Effet
Prmalfint 1-Paecesimal Guérison

A

1- Pasces/sHu
Maladie : p
.Dose Infecti - Diarrhée SHU/maf
ingérée @ Inicction | —p -Vomissements > SHU
- Douleurs digestives

Pin 8 Pdéces/shu

v

I:)décés/maladie Déces

Figure 7 : Schéma simplifi¢ des différents modules pour I'appréciation des effets de I’ingestion
d’E. coli O157:H7 chez I’enfant de moins de 15 ans

En France, nous ne disposons pas a I’heure actuelle de données sur 1’infection, ni sur les différents
symptomes liés a une infection a E. coli O157:H7 (diarrhée, sanglante ou non, vomissements ou
douleurs abdominales) ; il n’est donc pas possible de travailler sur la probabilité ou le risque de
maladie sachant infection Pmayint. Une des complications principalement observées lors de
I’évolution de la maladie est le syndrome hémolytique et urémique (SHU). Actuellement, les seules
données disponibles en France sur les infections a E. coli O157 reposent sur le systeme de
surveillance du SHU chez I’enfant de moins de 15 ans (Espié et al., 2006). Ainsi dans la suite de
notre travail, nous nous sommes intéressés principalement a Psnu/maladie €t Pdéces/sHu.

1.2. Relation Dose Réponse
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L’objectif d’une relation dose-réponse est d’établir un lien entre le niveau d’une exposition
microbienne (dose ingérée de microorganismes) et la probabilité de survenue d’une conséquence
(effet sanitaire) (Haas er al., 1999). La conséquence retenue peut étre soit l'infection, soit
’apparition de symptomes.

Dans le 1% cas, la relation dose-réponse porte alors sur l'expression de Pj,r en fonction de la dose, et
il est d'usage (par défaut) de supposer que Ppayint €t Pgecessmal SONt indépendantes de la dose. Ce
concept a été mis en doute dans la littérature : pour Teunis ef al. (1999), la probabilit¢ de maladie
pourrait dépendre de la dose d’une facon différente de celle de la probabilité d’infection. Dans le
cas de Campylobacter, par exemple, la probabilité d’infection augmente lorsque la dose augmente
alors que la probabilit¢ de maladie diminuerait a des doses trés élevées (cité par Teunis ef al.,
1999). Dans le cas d'E. coli O157:H7 nous disposons de trés peu d’informations concernant la
probabilité d’infection, mais des données sont disponibles concernant la probabilité de maladie en
fonction de la dose (cf. paragraphes II et III). De plus, on constate que la probabilité¢ de développer
un SHU varie de fagon considérable selon qu’il s’agit de cas sporadiques ou d’épidémies (cf.
paragraphe V). En dehors de biais liés un manque d’exhaustivité des données, plusieurs facteurs
pourraient permettre d’expliquer ce phénomene : (i) la virulence de la souche (une souche plus
virulente serait plus susceptible d’étre impliquée dans une épidémie et pourrait engendrer une
probabilité plus €levée de développer un SHU) (i1) la dose (plus la dose augmente, plus le risque
d’épidémie est important et plus le risque de développer un SHU serait élevé, ce qui parait trés
vraisemblable). Dans le cas d'E. coli O157:H7, nous avons donc fortement remis en cause
I’hypothese selon laquelle Pspumal serait indépendante de la dose, sans avoir pu néanmoins étayer
cette position, ni proposer d'alternative par manque de données chiffrées.

Dans le 2°™ cas, la relation dose-réponse porte sur I'expression de Py = Pavins - Pinren fonction de
la dose et, de méme, il est d'usage de supposer que Paccesimar €5t indépendante de la dose. Des
exemples de ces 2 approches sont recensés par Canivet (2005).

Les relations dose-réponse sont déterminées a partir d’essais sur volontaires sains,
d’expérimentations animales et peuvent étre confirmées ou complétées par des études
épidémiologiques. En l'absence d'une relation dose-réponse connue, il est possible de recourir a des
avis d'experts pour analyser les divers facteurs nécessaires a 1’appréciation des effets.

Dans les parties qui suivent, une synthése des données bibliographiques nécessaires a
I’établissement d’une relation dose-réponse pour E. coli O157:H7 a été réalisée : sont abordés
successivement les points concernant les données provenant d’expériences dose-réponse chez
I’homme ou I’animal (partie II), les données provenant d’épidémies (partie III), les modeles
mathématiques utilisés (partie IV). Les données épidémiologiques concernant les proportions de
SHU parmi les infections a E. coli O157 et de déces parmi les SHU sont ensuite présentées dans la
partie V. L’ analyse critique des données bibliographiques, couplée aux données nouvelles obtenues
grace a I’épidémie frangaise survenue en octobre 2005, nous a permis de retenir les modeles les
plus pertinents pour la construction d’une loi dose-réponse cohérente avec la situation observée en
France.

2- Données provenant d’infections expérimentales

Les données relatives a des expérimentations humaines (sur volontaires sains) et animales (mod¢le
lapin) qui ont déja été utilisées pour la construction de relations dose-réponse sont présentées ci-
apres et dans le tableau 8.

1.1. Shigella / volontaires sains

Trois études publi¢es entre 1969 et 1973 ont consisté a faire ingérer a des prisonniers américains
volontaires sains des doses connues de Shigella flexneri (DuPont et al. 1969- DuPont et al. 1972)
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et de Shigella dysenteriae (Levine et al. 1973). Les détails expérimentaux sont rassemblés dans le
tableau 8.

Sur le plan taxonomique, biochimique et génétique, les Shigella sont trés proches d’Escherichia
coli et appartiennent a un méme groupe génomique. D’autre part, les toxines Stx1 et Stx2 de E. coli
O157:H7 présentent une tres forte homologie avec la toxine de type 1 de Shigella dysenteriae. Les
données obtenues avec Shigella sur volontaires sains sont donc a priori pertinentes a titre de
comparaison pour €tudier la virulence d'E. coli O157:H7. Elles ont d'ailleurs été utilisées pour
I'élaboration de nombreux modeles dose-réponse (cf. partie V).

Nous avons retenu uniquement les données concernant le nombre de malades. Les données
d’infection de Dupont 1972 n’ont pas été retenues (résultat aberrant : nombre de malades supérieur
au nombre d’infectés).

1.2. E. coli entéropathogénes (EPEC) / volontaires sains

Les études de Levine et al. (1978) et Bieber et al. (1998) sont probablement les seules études
cliniques réalisées sur des étres humains avec des souches d’Escherichia coli pathogeénes (Afssa,
2003). 11 s'agit de souches d'E. coli entéropathogénes (EPEC) de divers sérotypes (cf. détails
expérimentaux dans tableau 1). Ces données ont été utilisées par certains a titre de comparaison par
rapport aux STEC. Ceci est justifié par la présence dans les deux pathotypes (EPEC et STEC
O157:H7) des mémes déterminants génétiques (locus d’effacement des entérocytes LEE, géne eae)
impliqués dans d’adhésion aux cellules épithéliales intestinales, via des lésions d’attachement
effacement (A/E).

1.3. E. coli O157:H7 / lapins
Pai et al. (1986) ont inoculé a des lapins agés de 3 jours une souche fortement productrice de Shiga-
toxines d'E. coli 0157:H7. Une diarrhée ne se développe systématiquement qu’avec 1.10° E. coli.
Pour la souche faiblement productrice de Shiga-toxines, les diarrhées ne sont observées que de
facon irréguliére méme avec un nombre d’E. coli plus élevé. Lors de ces essais, E. coli O157:H7 est
retrouvé en plus grande concentration dans le colon que dans 'intestin gréle et les symptomes
cliniques sont corrélés avec la présence de Shiga-toxines libres dans le colon.

Il est a noter que des infections expérimentales ont été réalisées sur d’autres modeles animaux
(bovins, rats, souris) mais les données obtenues avec ces modeles n’ont pas été utilisées pour la
construction d’une loi dose-réponse ; d’autre part, aucun modele animal n’est actuellement
transposable a I’homme (Afssa, 2003).
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Tableau 8 : Bilan des données expérimentales (volontaires sains et animaux) utilisées pour construire des lois dose-réponse. nd: non déterminé

Pine : nombre d'infectés /

Pma : nombre de malades /

Références Espece et souches Sujets Matrice Criteres de maladie dose (ufc) f . . .
nombre d'exposés nombre d'exposés
Shigella dysentariae, 200 nd 1/ 4=25%
souche a1, isolée de cas 10000 p 216 = 33%
. o humain Prisonniers . Fievre, diarrhée, n il
Levine et al. 1973, cité par P Lait . — 1o
américains dysenterie (sang et 10 nd 1/10=10%
Powell et al., 2000 et par Shigella dysentariae volontaires sains mucus dans les selles)
FSIS, 2001 9 ysenariae, ) 200 nd 2/4=50%
souche m131, isolée de ou vomissements
cas humain 2000 nd 7/10=70%
11000 nd 5/6=83%
Fiévre, crampes 10* nd 1/4=25%
abdominales, diarrhée 10° nd 3/4=75%
. . : - 0
DuPont et al., 1969, cité par Prisonniers ;tgg:%r:z?e(::gﬁe?) 10° nd 778 = 88%
Strachan et al., 2005 americains - - =00
Shigella flexneri, souche yolonta|re§ sans 10 nd 13719 =68%
2457T isolée a partir d'un signes de dlarrhee Lait entier 108 nd 718 =88%
cas humain de shigellose et sans expérience — -
de shigellose, non Infection : détection du 180 6/36=17% 9/36 =25%
vaccinés pathogéne dans les 5000 33/49=67% 28 /49 =57%
DuPont et al., 1972 selles S — —
Maladie : idem ci- 10 66 /88 =75% 52 /88 =59%
dessus 10° 15/24 =63% 14 /24 = 58%
8 -
Bieber et al. 1998, Gité Par | =oec B171.8 sérofvoe 5.0x10 nd 3/5=60%
Powell et al., 2000 et par <, Serotyp nd 2.5x10° nd 6/6=100%
FSIS, 2001 O111:NM m
’ 2.0x10 nd 2/2=100%
EPEC O127:K63:H6, 108 nd 0/4=0%
souche isolée de cas 0 P
Levine et al., 1978, cité par | humain (enfant, épidemie) Volontaires adultes Diarrhée 19 nd 375 = 00%
6 -
Powelllséfsl.,ggg? et par EPEC 0142:K86:H6 sains NaHCO3 10 nd 1/5=20%
’ souche isolée de cas 10® nd 1/5=20%
humain (enfant, épidémie) 10" nd 5/5=100%
6 -
Levine et al. 1978 ou Bieber 10 nd 0/5=0%
et al. 1998, cité par FSIS, EPEC 0128 nd 108 nd 0/5=0%
2001 10" nd 0/5=0%
10° nd 1/3=33%
Suspension dans 5 P
une solution avec 10 nd 2/5=40%
0, 7 _
E. coli O157;H7, souche | Jeunes lapins ne bicalgg;gtee de 10 nd 5/5=100%
. NP . A . . 3 —
Pai et al., 1986 UC741C|as;)Ir<]afr:aipnartlr de pres%ri];e;mép;as de sodium (inoculation Diarrhée 10 nd 12/13=92%
directe dans 10° nd 5/5=100%
I'estomac par 3.0x10° nd 2/2=100%
cathéter)
10" nd 6/6=100%
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Tableau 9. Bilan des données d'épidémies a E. coli O157:H7 et des calculs publiés pour construire/valider une loi dose-réponse. n.d. : non déterminé.

Pma (NnOmbre de

Information sur Référence des Doy Pma (nombre d'infectés malades / nombre
Référence de |I'épidémie (espece, Commentaires sur les calculs (ufc) /nombre d'exposés) , .
'épidémie souche calculs dose- Italique : choix final du groupe de travail d'exposes)
p o ulatior; ) réponse que - group Calculs publiés pour construire/valider une loi dose-réponse
pop Italique : Calculs retenus par le groupe
Epidémie dans Bonne estimation de la dose, bon recensement des nombres
I'écgle slémentaire | Teunis et al. 2004 | 9'€XP0sés, infectés, malades. Remarque : les nombres de malades ne Enfants : Enfants : Enfants :
Shinagawa, 1997 . i - figuraient pas dans les calculs de Teunis et al. (2004) et Nauta et al. 31 208/828 = 25% 114/828 = 14%
de Morioka city, au | Nauta et al., 2001 2001 . idérai les infectd
Japon, enfants et | Groupe de travail ( ) qui const eraient _tous_ es infectes
aaultes Le groupe de travail retient les estimations ponctuelles (sans Adultes : Adultes: Adultes:
incertitude) et retient seulement les malades 35 7143 = 16% 4/43 = 9%
Seuls les malades confirmés sont retenus, le cas secondaire (bébé non 750 / jour (=250x3) ou
Haas et al., 2000 |exposé) n'est pas exclu, le calcul est effectué par jour, la consommation 232é0 / jour (=250x nd 6/13 (sur 2 jours) = 0,23
est estimée 2509/ jour et la conta® a sa valeur minimale (3 ufc/g) ou Jg3) / jour
Epidémie "familiale" maximale (93 ufc/g)
Keene et al., (deer jerky) dans Tous les malades (confirmés ou présumés) sont retenus, le cas
1997 I'Oregon aux USA | Strachan et al., secondaire est exclu, le calcul est effectué sur la durée totale de 10000 (=200x 50) nd 10/12 = 83%
2005 I'exposition, la consommation est estimée 200g au total et la conta® a °
sa valeur médiane (50 ufc/g)
Groupe de travail Rectangle d'incertitude recouvrant toutes les estimations (reconverties 10 000 — 46 500 nd 46% - 83%
sur 2 jours pour Haas et al., 2000)
e Seuls les malades consommateurs du steak de la chaine incriminée
Ep|dem|e 199.2'1993’ Powell etal,, 2000 sont retenus, prise en compte d'une sous-estimation du nombre de 374/56337 - 7480/56337
B état de Wahsington, FSIS, 2001 N 1-926 nd — o o
ell et al., 1994 USA hamburaer Groupe de travail malades (facteur de 1 a 20) =0,66% - 13%
dune ihai:e%;asts P Le groupe de travail retient ce rectangle d'incertitude
food Strachan et al., Tous les malades sont retenus, prise en compte d'une sur-estimation 23 nd 398/5634 = 7%
2005 (facteur de 10) du nombre de steaks contaminés °
Strachan et al Relativement bonne estimation de la dose, imprécision sur le
2005 " recensement des nombres d'exposés (calcul approximatif), et de 23 nd 17/2778 = 0,6%
Tilden et al 1996 | Epidémie Salami malades (non prise en compte de la sous-estimation).
Groupe de travail Rectangle d'incertitude, avec incertitude sur la dose, le nombre 2. 45 nd 17 /23500 — 17x20/1248
P d'exposés et le nombre de malades =0,07% - 27%
Le calcul est effectué par jour, la dose est vraisemblablement
Haas et al., 2000 surestimée : la contamination est estimée égale au dénombrement 660 nd 0,255/pers./jour
Warrner et al Epidémie eau de minimal d'E. coli (660/100ml) et la consommation a 100ml / pers. / jour
1996 ; balgnag(;,pl\lllnms, Le calcul est effectué sur la durée de I'épidémie, la contamination est
Strachan et al 2005 estimée égale a 10% du denor_nbrgment médian d'E. coli (750/100ml) et 75 nd 1212350 = 0,5%
la consommation a 100ml par personne
Le groupe de travail ne retient pas ces données
Strachan et al. e Strachan et al. Les hypothéses retenues sont trés peu réalistes _ a0
2001 Epidémie scouts 2001, 2005 Le groupe de travail ne retient pas ces données 14 nd 20/228 = 9%
Epidémie melon Strachan et al. Peu d |nfor_mat|on§ disponibles ) 1100 nd 30/71 = 45%
2005 Le groupe de travail ne retient pas ces données
Epidémie fromage |Strachan et al 2005 Peu diinformations disponibles 380 nd 2/360=0,6%

Le groupe de travail ne retient pas ces données
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3- Données provenant d’épidémies

Certaines épidémies liées au sérotype O157:H7 ont fait I'objet d'investigations approfondies de fagon a
pouvoir étre utilisées dans la construction ou la validation d’une relation dose-réponse. Toutes les
données présentées ci-dessous sont détaillées dans le tableau 2. Pour la suite de la validation, les
données ont été retenues soit telles que présentées par les auteurs, soit accompagnées d’une incertitude.

3.1. Epidémie dans une école de Morioka, Japon (Shinagawa, 1997)

Il s’agit d’une épidémie liée a E. coli O157:H7 qui s’est produite en septembre 1996 au Japon
(Shinagawa 1997). Les données recueillies et l'interprétation proposée par Teunis et al. (2004) et
RIVM (1999) étaient tres intéressantes puisque :

- D’école primaire dans laquelle s’est produite 1’épidémie représentait une population bien définie
et close. Le nombre et la caractérisation des personnes exposées étaient bien connus,

- 1l était possible de collecter les selles de tous les participants aux repas et donc de connaitre le
nombre de personnes infectées malades et non malades,

- les services de restauration japonais devaient conserver les plats témoins (portion de tous les
aliments préparés et stockés au froid) en cas de besoin d’analyses, pendant au moins 15 jours.
Ceci a permis d’estimer le nombre d’E. coli O157: H7 présents dans les plats témoins en faisant
I’hypothése que les historiques temps-température des aliments ingérés et des échantillons
analysés étaient identiques,

- la quantit¢ d’aliment ingérée était relativement bien estimée puisque les portions servies en
collectivités étaient homogenes et que les enfants avaient di finir leur repas.

Sur la base de ces connaissances, les auteurs ont tout d’abord estimé le nombre le plus probable de
pathogenes présents dans les aliments analysés (4 a 18 ufc/100g selon les échantillons). Ils ont ensuite
calculé la moyenne arithmétique (11 ufc/100g) et, connaissant les quantités d’aliments consommeées par
les enfants (225 a 320g, 280g en moyenne), ils ont pu estimer les doses moyennes ingérées. Le nombre
exact de malades n’est pas précisé, mais il est indiqué que 55 % des personnes infectées étaient
malades.

Cette publication est, & I’heure actuelle, la meilleure en terme de qualité des données disponibles.
Toutefois, plusieurs réserves doivent étre formulées. D’une part, il existe peu d’informations en ce qui
concerne I’historique temps-température des échantillons analysés et des aliments ingérés. Les auteurs
précisent que les échantillons analysés ont été conservés, avant analyse, pendant 8 jours a une
température inférieure a 8°C (il existe donc une possible sous-estimation du nombre de pathogenes, li¢e
au stress froid). Par contre, aucune information n’est disponible en ce qui concerne les échantillons
ingérés. Si, avant d’étre consommés, ils ont subi des variations de températures tres différentes de
celles subies par 1’échantillon analysé, la détermination de la dose ingérée a pu étre biaisée (par
exemple, si ces échantillons ont été laissés a une température permettant la multiplication des E. coli
O157: H7, la dose infectieuse a pu étre sous-estimée). De plus, le dénombrement a été réalisé selon la
méthode du nombre le plus probable et I’incertitude liée a ce calcul n’est pas prise en compte.
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D’autre part, les portions servies sont dites « homogeénes », or 900 repas ont été servis. La répartition
des 900 assiettes a-elle été faite a partir d’'une méme préparation de sauce ou le volume total de sauce
a-t-il été préparé en plusieurs fois ? Aucune information ne nous permet de répondre a ces questions.
Enfin, concernant la détermination de la dose ingérée, l’information concernant le nombre
d’¢échantillons analysés n’est pas connue et, de ce fait, la représentativité du niveau de contamination ne
peut donc pas étre appréciée.

Malgré ces remarques, cette publication est la plus intéressante pour les informations collectées et la
qualité des données utilisées.

Nous avons choisi de retenir ces données telles quelles (cf. Tableau 9). Toutefois, afin de rendre
possibles les comparaisons avec les autres investigations d'épidémies, les nombres de malades (plutot
que d'infectés) ont été retenus.

3.2. Epidémie due a la consommation de “Deer jerky”, Oregon, USA (Keene et al. 1997)

Une toxi-infection alimentaire familiale a E. coli O157:H7, décrite par Keene et al. (1997) a été
interprétée dans deux études différentes (Haas et al. 2000, Strachan et al. 2005). Cette épidémie,
impliquant 11 cas de gastro-entérites (dont 6 cas confirmés a E. coli O157:H7) est survenue en
novembre 1995. Dix des 11 malades, ainsi que 2 non malades, avaient consommé du "deer jerky",
viande séchée de chevreuil (le 11°™ patient, un jeune enfant, avait vraisemblablement été contaminé
par transmission de personne a personne). L’animal avait été abattu et éviscéré sur place, sa carcasse
suspendue 5 jours a I’extérieur, démembrée puis découpée en fines tranches ; les tranches de viande
avaient été marinées au réfrigérateur puis séchées dans un four sec. Le dénombrement a été réalisé par
la méthode du nombre le plus probable (NPP) sur deux morceaux non consommés (3 et 93 ufc/g
respectivement).

Haas et al. (2000) ont travaillé uniquement avec les malades confirmés (soit 6 malades), et n'ont pas
exclu le cas secondaire (jeune enfant n'ayant pas consommé de "deer jerky"). Le nombre de malades a
été divisé par la durée de 1'exposition (2 jours). Le calcul de la dose ingérée a été effectué par jour de
consommation, avec une quantit¢ de viande ingérée par personne estimée a 250g/jour et en utilisant
deux valeurs extrémes pour le taux de contamination : une valeur minimale (3 ufc/g) et une valeur
maximale (93 ufc/g).

Strachan ef al. (2005) ont retenu tous les malades (confirmés et suspects), mais ont exclu le cas
secondaire. Leur calcul a été effectué sur la durée totale de 1’exposition, avec une estimation de la
quantité de viande ingérée par personne pendant toute la période a 200g, et en choisissant une valeur de
contamination médiane (50 ufc/g).

La différence principale entre les deux études porte sur le choix du nombre de malades retenus
(confirmés seulement ou confirmés et suspects).

Puisque aucune des hypothéses ne nous semble aberrante, et que nous ne sommes pas en mesure de
choisir la valeur la plus pertinente, nous retenons l'ensemble de ces estimations comme une zone
d'incertitude sur cette épidémie (voir Tableau 2). Les calculs de Haas et al. (2000), effectués par jour,
sont multipliés par la durée de l'exposition (2 jours).
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3.3. Epidémie liée a la consommation de hamburgers en 1992 — 1993, USA (Bell et al. 1994)

Entre novembre 1992 et février 1993, plus de 500 personnes ont été malades suite a I’ingestion de
viande de beeuf insuffisamment cuite, contaminée par E. coli O157:H7, et 4 déces ont été rapportés
(Bell et al., 1994 ; Tuttle et al., 1999). Ces données ont ensuite été exploitées par trois études (FSIS,
2001; Powell et al. 2000; Strachan et al. 2005). La survenue de 'infection a E. coli O157:H7 était
associée a la consommation de hamburgers provenant d’'une méme chaine de restauration rapide. Pour
I’Etat de Washington ou la majorité des cas sont survenus, une enquéte de suivi (tragabilité¢) de la
production et de la distribution des steaks hachés entrant dans la composition des hamburgers, a permis
de montrer que la majorité des steaks hachés incriminés avaient été préparés puis congelés le 19
novembre 1992. Pour les trois autres Etats touchés, les steaks hachés avaient été¢ préparés a des
moments différents au cours des journées des 19 et 20 novembre 1992. Sur les 34 lots de steaks hachés
produits les 19 et 20 novembre 1992, 21 lots ont été testés pour la recherche d’E. coli O157:H7. Parmi
les 7 lots détectés positifs, 6 ont permis d’obtenir une valeur de dénombrement en E. coli O157:H7, en
utilisant la méthode du nombre le plus probable a trois tubes. A partir des valeurs maximales retrouvées
par les auteurs, il est avancé que la contamination par steak haché avant cuisson était inférieure a 700
bactéries. Les auteurs suggerent que cette valeur, la plus probable, pourrait étre inférieure en raison des
cinq autres valeurs de dénombrement plus faibles également retrouvées. Ils mettent également en avant
que la production ayant été importante, il est possible que de nombreux lots non testés aient pu étre
plus fortement contaminés : seulement 76 échantillons analysés pour 140 tonnes de production et
seulement 8 échantillons positifs pour des NPP variant de <0,3 a 15 /gramme. Par contre, les auteurs ne
tiennent pas compte du fait que les échantillons avaient été au préalable congelés et ils partent de
I’hypothese qu’une cellule stressée sera systématiquement détectée apres enrichissement - principe de
la méthode NPP - en bouillon tryptone-soja modifié.

Dans cette étude, I’estimation de la population exposée manque de précision car il a été supposé que
tous les steaks distribués avaient été¢ contaminés et insuffisamment cuits. Il est, d’autre part, impossible
de connaitre le nombre d’E. coli O157:H7 ingéré par chaque personne et aucune information ne permet
de caractériser les malades ni de connaitre précisément la quantité de viande ingérée par malade. Enfin,
le nombre de dénombrements réalisé est peu représentatif de la production et aucun historique temps-
température ne permet d’apprécier les conditions de conservation et de service des 112 673 steaks
hachés consommeés (stress, croissance). Le travail d’investigation réalisé dans le cadre de cette étude est
important, mais il n’apporte pas de données suffisamment précises pour étre vraiment utiles.

Par la suite, ces données ont été reprises par Powell ez al. 2000, qui ont pris en compte la cuisson et ont
estimé que la contamination médiane était de 23 ufc par steak insuffisamment cuit, avec un intervalle
de confiance a 95% : [1-926].

Nous avons choisi de retenir l'interprétation de FSIS (2001) et Haas et al. (2000) qui dessine une zone
d'incertitude recouvrant toutes les autres estimations.

Pour FSIS, Food Safety and inspection service — USA, (2001), par exemple, une modélisation de la
relation dose-réponse est réalisée a partir de données provenant de trois sources : (1) le nombre annuel
estimé d’infections symptomatiques a E. coli O157:H7 1i¢ a I’ingestion de viande de beeuf, (2) le
nombre estimé de portions de viande de beeuf contaminées, (3) les limites supérieures et inférieures de
la courbe dose-réponse correspondant a deux pathogenes « homologues » que sont Shigella dysenteriae
et une souche EPEC. Dans un premier temps, la courbe dose-réponse issue des données
d’expérimentation humaine a été définie pour chacun des deux pathogénes homologues. Cette limite
supérieure et inférieure représente une enveloppe décrivant 1’incertitude et dans laquelle la relation
dose-réponse se situera pour E. coli O157:H7. Ensuite, les auteurs prennent en compte une distribution
de I’exposition (saisonnalité) et une distribution annuelle du nombre de malades. Pour chacune de ces
valeurs, le meilleur ajustement d’une loi de Poisson est réalisé en faisant varier les parameétres alpha et
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béta (ces paramétres étant contraints par les limites supérieures et inférieures de 1’enveloppe). La
valeur des parametres résultant de la prévision du nombre total de malades sachant la distribution de
I’exposition est sauvegardée et 1’algorithme est répété une nouvelle fois. De cette facon, 1’incertitude
liée a I’exposition et au nombre total de malades par an est intégrée dans la courbe dose-réponse. Les
résultats suggerent que la fonction décrivant la relation dose-réponse pour E. coli O157:H7 se
rapproche plus de Shigella dysenteriae que de la souche EPEC.

Nous avons choisi de retenir le rectangle d'incertitude du rapport FSIS (2001).

3.4. Epidémie liée a la consommation de salami, USA (Tilden, 1996).

Entre novembre et décembre 1994, 17 cas d’infections liées a E. coli O157:H7 ont été recensés (Etat de
Washington et Californie). L’aliment incriminé était du salami séché et fermenté. Des données
descriptives ont été¢ obtenues pour quatre malades (age, sexe, quantité de salami ingérée). La dose
ingérée a ¢été estimée entre 2 et 45 cellules par personne. Pour estimer cette dose, quatre
dénombrements ont ét¢ réalisés début décembre sur des salamis provenant d’une partie de la production
incriminée, et fabriquée le 25 aoft. Si les quatre échantillons analysés sont assez peu représentatifs de
la quantité de salami produite, les valeurs retrouvées semblent toutefois assez homogenes (3 fois 0,3 et
1 fois 0,4 E. coli O157:H7 par gramme). C’est la valeur de dénombrement la plus élevée (0,4 ufc/g) qui
a ¢té utilisée pour le calcul du nombre de cellules ingérées. Le type de données collectées est
intéressant, mais les données brutes ne sont pas toujours disponibles dans cette publication. Cependant,
cet article présente I’intérét de ne prendre en compte que les malades pour lesquels ’origine de
I’infection a ¢été identifié¢e comme étant la consommation au salami. Les malades liés a une
transmission secondaire ou a une contamination croisé€e entre le salami et un autre aliment n’ont pas été
pris en compte.

Par contre, le nombre de personnes exposées n’est pas réellement connu (basé sur I’estimation de la
quantité consommée par personne) et il existe également un biais concernant la détection des malades
(salami distribué sur une grande échelle).

Nous avons choisi de retenir ces données sous la forme d'un rectangle d'incertitude (cf. tableau 2).
L'incertitude sur la dose Dy, est 2 — 45 ufc (comme proposé par Strachan). La borne inférieure sur la
réponse Ppq est : 17/141 000/ 6 = 7,2-107 (en supposant que tous les cas ont été recensés et que les
141 kilos ont tous éte mangés par portions de 6 grammes). La borne supérieure est 17x20/141000/113
= 2,7-10"" (en supposant que seul 1 cas sur 20 a été recensé, voir II1.3., et que les 141kilos ont tous été
mangés par portions de 113 grammes).

3.5. Epidémie liée a de I’eau de baignade, Illinois, USA (Warrner et al. 1996)

Cette épidémie, touchant 12 personnes durant 1’été¢ 1995, était liée a 1’ingestion accidentelle d’eau lors
de baignade dans un lac. L’utilisation des données pour la dose-réponse (Haas et al. 2000; Strachan et
al. 2005) se heurte a trois problémes majeurs :
- le nombre de personnes exposées est probablement surestimé
- la détermination de la quantité¢ d’eau ingérée par les malades : I’hypothése des deux auteurs est
que les malades ont tous ingéré 100 ml d’eau.
- la quantification de la contamination en E. coli O157:H7 : deux dénombrements de E. coli
totaux dans I’eau 4 jours avant 1’épisode, ont donné en moyenne 750 ufc/100 ml (660 et 900
ufc/100 ml). Malgré I’absence d’isolement d’E. coli O157, Haas et al, 2000 ont estimé que
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100% des E. coli détectés étaient de E. coli O157. De leur c6té, Strachan et al, 2005 ont estimé
que 10% des E. coli détectés étaient des O157.

Nous avons choisi de ne pas retenir ces données pour les raisons suivantes : I- le nombre de personnes
exposees est probablement surestimé : il nous semble peu réaliste de supposer que toutes les personnes
preésentes sur la plage d'un lac se soient réellement baignées, 2- la quantité d'eau ingérée par personne
semble elle aussi surestimée, et enfin 3- les données de contamination sont totalement hypothétiques.
Par contre Haas er al. (2000) utilisent ces données dans le cadre de la validation des modeles
mathématiques.

3.6. Epidémie au cours d’un camp scout, Ecosse (Strachan et al. 2001)

L’investigation d’une épidémie liée a E. coli O157 suite a un camp scout dans le nord-est de I’Ecosse a
été I’occasion, pour les auteurs, d’estimer une dose infectieuse. Ce camp de scout s’était installé
pendant deux jours (pluies abondantes le 2°™ jour) sur un terrain de 92 000 m” sur lequel avaient paturé
300 brebis et agneaux pendant 6 jours. Les auteurs ont suggéré que I’infection des enfants était due a
I’ingestion de particules de terre et, pour estimer l'exposition (dose ingérée), ceux-ci ont fait deux
hypothéses :

- la premiere concerne le nombre d’E. coli excrétés par les 28 animaux testés (prélévements et
dénombrements réalisés 3 semaines apres I’installation du camp scout), considéré comme
représentatif du niveau d’excrétion des 272 autres animaux non testés. Ainsi, dans le but
d’estimer le nombre d’E. coli O157 présents dans le sol au moment du camp, les auteurs se sont
servi des résultats obtenus sur les 28 animaux testés. Ils ont ensuite utilisé les résultats
provenant de quatre publications décrivant le devenir des E. coli O157 dans les féces de bovins
(lisier a 22°C et 37°C) et le temps de réduction décimale a la température de +5°C pour
remonter au nombre de pathogeénes présents au moment de la survenue de I’épidémie (soit 3
semaines auparavant).

- la seconde hypothése concerne le fait que les feces des animaux, et donc les E. coli O157, sont
uniformément répartis dans le 1 ¢m de la surface du sol. La quantité de sol ingéré ayant été
estimée entre 30 et 200 mg / 24 heures (van Wijnen, Clausing et al. 1990), la dose a été estimée
entre 4 et 24 E. coli O157. Tres peu d’informations sur les modalités de dénombrement sont
disponibles dans la publication.

Les auteurs ont donc déterminé une exposition avec une précision étonnante, malgré des hypothéses
assez peu réalistes et une incertitude considérable sur un grand nombre de parameétres.

Nous avons choisi de ne pas retenir ces données.
3.7. Autres épidémies

Deux autres épidémies sont citées par Strachan (Strachan et al. 2005) :
- Epidémie liée a la consommation de melon au Japon.

- Epidémie liée a la consommation de fromage au Royaume Uni.

Nous avons choisi de ne pas retenir ces données, par manque d’informations plus précises.
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4— Modeles utilisés

4.1. Généralités

Plusieurs équations mathématiques ont été publiées pour modéliser la probabilité (P) de 1’apparition
d'un effet en fonction de la dose ingérée (D) d’un agent pathogene. Ces modeles prennent en compte un
nombre de parametres plus ou moins importants et des hypothéses variées. Ils ont été¢ développés grace
aux études citées ci-dessus (modeles animaux, volontaires humains, épidémies). Une fois ces modéles
mathématiques établis, des données provenant d’investigations d’épidémies sont utilisées pour
comparer le résultat obtenu en conditions réelles (plus ou moins bien définies) au résultat estimé avec
le modele étudié (les données utilisées pour la validation ne sont pas celles utilisées pour construire le
modele).

Les modeles dose-réponse ne sont pas tous équivalents. Quelques-unes des caractéristiques recherchées
pour un modele concernent son adéquation avec les données provenant de la littérature, sa simplicité
(sans toutefois sacrifier a sa qualité), son adaptabilit¢ a une grande diversité de conditions et sa
flexibilité pour s’adapter a plusieurs pathogenes différents (Holcomb, Smith et al. 1999).

De plus, la probabilité (P) modélisée peut étre soit la probabilité infection (que nous proposons de noter
Pinr) soit la probabilité de maladie (que nous proposons de noter Pp,). Par ailleurs, la dose ingérée (D)
peut étre exprimée soit au travers de la dose moyenne (Dpy), i.e. le nombre de cellules ingérées en
moyenne par individu, cette moyenne étant calculée sur 1'ensemble d'une population exposée, soit de la
dose individuelle (Djyg), i.e. le nombre de cellules réellement ingérées par un individu. On retiendra que
Ding est toujours un nombre entier tandis que Doy peut étre fractionnaire et trés inférieur a 1. Ainsi, une
dose moyenne Dy,oy de 0,001 ufc/portion signifie qu’en moyenne chaque individu ingere 0,001 ufc, cela
peut correspondre par exemple a une situation dans laquelle un individu ingére réellement une dose
individuelle Djyq de 1 ufc, et que 999 autres individus "exposés" n'ingerent en réalité aucune ufc, c'est a
dire qu' une portion sur mille est réellement contaminée.

Le modele le plus simple est le modéle exponentiel. Il est mécaniste au sens ou sa construction repose
sur des hypotheses biologiques :

» La dose individuelle Diyq suit une loi de Poisson de moyenne la dose moyenne Dyoy
= Les cellules sont indépendantes les unes des autres

= Toutes les cellules ont la méme probabilité individuelle de survivre jusqu'a initier un processus
infectieux, cette probabilité étant égale a r

= Le nombre minimal de cellules nécessaires pour initier un processus infectieux est ¢gal a 1.

On observera que, sous ces hypotheses, la DMI (dose minimale infectieuse ou infectante) théorique
devient égale a 1 cellule, quel que soit le danger considéré. Dans le cas d'E. coli O157:H7, le groupe de
travail a accepté cette hypothese.

Sous ces hypotheéses, il est aisément démontrable (Haas ef al., 1999) que :

Ping=1-exp (- r * Dmoy)
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Le modele béta-Poisson (Haas, Rose er al. 1999) a été construit empiriquement sur la base des hypothéses du modéle
exponentiel, en supposant toutefois que la probabilité de survie d'une cellule (r) est variable (et non fixe), et qu'elle suit une
loi Béta de paramétres a et B. De ces hypothéses découle 1'équation exacte du modéle béta-Poisson, aussi appelé modele
hypergéométrique, puisqu'il fait appel a la fonction hypergéométrique confluente. Cette équation exacte (non présentée ici)
peut étre simplifiée sous une forme approximative sous certaines conditions d'application :

Dmo -~
P.=1- (1 + B Y J lorsque B>>1 et a<<p

D'autres modéles ont été proposés et ne sont pas détaillés ici, une revue compléte peut étre trouvée dans Haas et al., 1999.

On notera que les hypothéses biologiques sous-jacentes ne justifient l'utilisation de ces équations que pour exprimer P = Py
en fonction de D = Dy,,,. Or, comme cela a déja été mentionné plus haut, ces mémes équations sont fréquemment utilisées
pour P = P, sans qu'il ne soit explicité qu'elle repose alors sur d'autres hypothéses (ou qu'elles perdent leur justification
mécaniste), puisque r (fixe ou suivant une loi béta) ne correspond alors plus a la probabilité individuelle de survivre jusqu'a
initier un processus infectieux, mais a la probabilité individuelle de déclencher la maladie.

Par ailleurs, méme si la construction des modeles (estimation du ou des paramétres) repose toujours sur D = Dy,
différentes interprétations ont été proposées pour l'utilisation des lois dose-réponse (D = Dj,q ou D = Dy,y), voir Canivet
(2005). Lorsque Dy,4 est supposée connue ou est simulée dans 1'étape de caractérisation de risque, la probabilité d'infection
(Pinp) ou la probabilité de maladie (P, ) pour cette dose D;,q peut étre calculée selon :

P=1- (1 - r)Dmd

C'est la démarche retenue dans la caractérisation de risque présentée plus loin.

4.2. Modeéles construits a partir des données extraites d’épidémies publiées

Les caractéristiques des modéeles dose-réponse détaillés dans les paragraphes suivants sont reprises de
fagon synthétique dans le tableau 10.

« Modéle de Teunis et al., 2004. Dose response for infection by Escherichia coli O157:H7 from
outbreak data. Teunis ef al. ont construit deux modéles dose-infection béta-Poisson (forme exacte,
avec P = Pjyr) d’apres I’épidémie décrite par Shinagawa et al, 1997 (cf. II1.1.) : un modele pour les
enfants et un modele pour les adultes (Teunis, Takumi et al. 2004). Ces modeles sont fortement
limités par le fait qu’on ne dispose que d’une donnée par modele (méme si cette donnée est solide,
cf. III.1.). Ils présentent ainsi une forte incertitude dans les domaines ¢éloignés de la donnée. On
constate par exemple que la DIs (dose moyenne conduisant a l'infection de 50% des exposés) pour
les enfants est 200 fois plus faible que celle des adultes, alors que les données sont trés proches.

« Modele de Strachan et al., 2005. Dose response modelling of Escherichia coli O157
incorporating data from foodborne and environmental outbreaks. Les auteurs ont choisi de
construire un mode¢le dit dose-infection, mais ils I'ont en fait ajusté sur une majorit¢ de données
dose-maladie (sauf les données dose-infection de 1'épidémie décrite par Shinagawa et al, 1997).
Nous supposons donc que l'effet modélisé est la maladie. Outre cette incohérence, les données ont
été construites avec un grand nombre d'approximations, voire d'aberrations (voir § IIL.5). Ces
données ont été ajustées par un modele exponentiel et les deux formes (exacte et simplifiée) du
modele béta-Poisson, avec P = Py, (avec les réserves émises ci-dessus). Le modéle exponentiel ne
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s’ajuste pas de facon satisfaisante. L.’ajustement du modéle béta-Poisson modifié (cf. tableau 10)
semble satisfaisant, avec une grande proximité entre les formes exacte et simplifiée.

4.3. Modeles construits a partir de données Shigella sur des volontaires sains

Différents modeles ont été construits sur les données expérimentales (Shigella sur des sujets volontaires
sains), soit sur les données de Levine et al. (1973) (seulement S. dysenteriae), soit sur les données de
DuPont (1969, 1972) (S. dysenteriae et S. flexneri). 1l s’agit des modeles de Haas ef al., 1983
(Estimation of risk due to low doses of microorganisms: a comparison of alternative methodologies),
Crockett, et al., 1996 (Prevalence of shigellosis in the U.S.: consistency with dose-response
information), Powell et al., 2000 (Dose-response envelope for Escherichia coli O157:H7), et Cassin et
al., 1998 (Quantitative risk assessment for E. coli O157:H7 in ground beef hamburgers). Tous
travaillent sur Py, et les trois premiers utilisent des modéles béta-Poisson. Cassin et al., 1998, ont
proposé une modification du modele béta-Poisson (puisque 3, un des 2 parametres de la loi béta sur r,
n'est pas fixe mais suit une loi normale). De plus, ils introduisent la notation D pour désigner la dose
individuelle (que nous notons Djyq).

4.4. Modeéles construits a partir d’autres approches

« Modele de Powell et al. 2000. Dose-response envelope for Escherichia coli O157:H7.

Powell utilise les données de Levine, 1978 et Bieber, 1998 sur les EPEC. 11 rejette le modéle exponentiel
mais réussit a ajuster un modele béta-Poisson pour Py, Le passage au modéle Weibull-Gamma n’améliore pas 1’ajustement
de facon significative.

Il propose ensuite une démarche originale, reprise dans le rapport FSIS (2001). I1 décrit la loi dose
réponse d’E. coli O157:H7 non pas par une courbe unique, mais par une enveloppe de courbes,
indiquant la zone d’incertitude sur la loi dose-réponse. L’enveloppe proposée est définie d’un coté par
la loi béta-Poisson ajustée sur des données humaines associées a des Shigella (cf. IV.3.) et de ’autre
coté par la loi béta-Poisson ajustée sur des données humaines avec des EPEC.

Les auteurs considérent ainsi que du fait qu’E. coli O157:H7 partage des facteurs de virulence a la
fois avec les EPEC et avec les Shigella, sa loi dose-réponse doit se situer entre les 2 lois dose-réponse
obtenues pour les EPEC et les Shigella.

De plus, les auteurs proposent une estimation de courbe la plus probable pour E. coli O157:H7
calculée par simulations de Monte Carlo réalisées a partir de données épidémiologiques humaines et du
calcul d’exposition décrit dans le rapport FSIS. Cette courbe la plus probable estimée se trouve a peu
pres au centre de I’enveloppe définie précédemment. Les auteurs considérent qu’étant donné le manque
de données relatives a E. coli O157:H7, il est plus raisonnable de considérer cette enveloppe dans les
évaluations quantitatives des risques que de considérer une courbe dose-réponse unique tres
grossierement validée par des données épidémiologiques. Ils soulignent que cette enveloppe sous-
estime méme peut-&tre encore 1’incertitude sur cette loi, du fait par exemple que les données humaines
concernant les EPEC et les Shigella n’ont été obtenues que sur de jeunes hommes en bonne santé, qui
ne sont pas représentatifs de la population générale.

Cette approche ne permet pas d’obtenir un modéle quantitatif de relation dose-réponse.

« Modéle de Haas et al., 2000. Development of a dose-response relationship for E. coli O157:H7.
Les auteurs utilisent un jeu de données expérimentales sur des lapins 4gés de 2 a 3 jours infectés par
E. coli O157 pour ajuster un modele béta-Poisson. Ils tentent de valider I'utilisation de ce modele a
partir de données épidémiologiques humaines (Warrner, Kuo et al. 1996; Keene, Sazie et al. 1997).
Dans le cadre de leur étude, ils montrent que les parameétres du modele béta-Poisson obtenu a partir
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d’expérimentations réalisées sur de jeunes lapins sont plus proches de ceux ajustés sur des données
humaines concernant des EPEC que de ceux ajustés sur des données humaines concernant 1’espece
Shigella (Crockett, Haas ef al. 1996).

Les ¢éléments relatifs a ces modéles sont répertoriés dans le tableau 10.

Tableau 10 : Mod¢les dose-réponse publiés, avec r : probabilité de l'effet étudié si ingestion d'l cellule

Référence Effet étudié Modéle Parameétres

Modeles ajustés sur données d'épidémies

Population adulte

. . béta -Poisson : r suit une loi béta (o, B) ; et a=0,050; p=1,001
Teunis et al., 2004 Infection P(maladie/infection) = 0.55 Population enfants

0=0,084; p=1,44,

béta -Poisson : r suit une loi béta (a, B) et le
nombre de cas suit une loi binomiale de parametre | @=0,0565; $=2,5487 et 6 = 0,3758
p avec p issu de la loi béta (Pya/0:(1-Pma ) 0)

Essentiellement

Strachan, 2005 )
maladie

Modéles ajustés sur données Shigella / volontaires sains

Crockett et al., 1996

et limite a gauche de | pMaladie R : . ; ha a=0,162; B=15,86

r'enveloppe (Powell béta -Poisson : r suit une loi béta (o, B) B

et al. 2000)

Cassin et al., 1998 Maladie béta -Poisson : r suit une loi béta (a, B) et B suit a=0,267 et In p~Normal (5,435;2,47)

une loi log-normale

Modele ajusté sur données EPEC / volontaires sains

Powell, 2000 : limite ) 5
a droite de Maladie béta -Poisson : r suit une loi béta (a, B) a=0,221; $=3,112.10
I'enveloppe

Modeéle ajusté sur données O157:H7 / lapins

Haas et al., 2000 Maladie béta -Poisson : r suit une loi béta (o, B) @=0,49; p=191 346
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4.5. Comparaison des modeéles et des données

La figure 8 présente I'ensemble des données disponibles (concernant les épidémies, seules les données
retenues par le groupe sont présentées) ainsi qu'une sélection de modeles dose-maladie.

100% 40 —0-A—
B épidémies O157:H7
0% 4 X volontaires sains Shigella
A volontaires sains EPEC X X
¢ lapins O157:H7
80% - . .
Teunis maladie (enfants)
------ Teunis maladie(adultes) epi-
o dém
70% 1 Strachan 2005 X /é'r/ X
Crockett 1996 Jerky"
2 60% | Powell 2000 A A
Ra) X X
< Haas 2000
o
3 50% - X
<
(8]
@
£ 40% -
X
30% -
épidémie salami X X
20% 1 PP A A
10% 1 .
épidémié-hamburgers 1992-1993
k=
0% T T T T A T A T A T
1 10 100 1000 10000 100000 1000000 10000000 100000000 1E+09 1E+10 1E+11 1E+12

Doy (ufc), échelle logarithmique

Figure 8 : Représentation graphique d'une sélection de données potentiellement pertinentes pour
I'évaluation de la loi dose-réponse (Pmar en fonction de Dpgy) pour E. coli O157:H7 (coordonnées semi-
logarithmiques). Trois épidémies sont représentées par des "rectangles d'incertitude". Le modele dose-
infection de Teunis ef al. (2004) a été modifié, en utilisant la probabilité¢ de maladie parmi les infectés
de 55%. Seule la partie droite de I'enveloppe de Powell et al. (2000), celle correspondant aux EPEC, est
représentée. Pour les autres modéles, seule la partie centrale ou médiane (sans incertitude) est
représentée.

La représentation semi-logarithmique de la figure 8 (celle la plus couramment retrouvée dans la
littérature) ne permet pas de bien appréhender les faibles probabilités aux faibles doses moyennes. C'est
pourquoi nous recommandons, comme dans la figure 9, d'utiliser aussi la transformation logarithmique
pour l'axe des ordonnées. De plus, contrairement a I'habitude, nous représentons les doses
fractionnaires inférieures a 1 cellule, interprétables comme une probabilité¢ de fréquence. Rappelons
que l'abscisse représente Dpoy €t non Diyg.
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Figure 9 : Représentation graphique des modeles dose-maladie (Pma en fonction de Dpoy) et des
données d'épidémies (coordonnées logarithmiques). Trois épidémies sont représentées par des
"rectangles d'incertitude". Le modele dose-infection de Teunis et al. (2004) a été modifi¢, en utilisant la
probabilité¢ de maladie parmi les infectés de 55%. Seule la partie droite de 1'enveloppe de Powell et al.
(2000), celle correspondant aux EPEC, est représentée. Pour les autres modéles, seule la partie centrale
ou médiane (sans incertitude) est représentée.
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Au vu de ces représentations graphiques, il apparait clairement que les données EPEC/Volontaires
sains (en vert) et O157:H7/Lapins (en bleu) sont ¢éloignées des données O157:H7/Epidémies (en
rouge). Les modeles qui en découlent (méme code couleur) ne semblent donc pas pertinents pour
E. coli O157:H7, d'autant qu'ils sont non sécuritaires aux faibles doses.

En revanche, les données Shigella/Volontaires sains (en noir) semblent relativement proches des
données O157:H7/Epidémies. Les mod¢les construits sur ces données pourraient donc étre intéressants.
Le modele retenu est celui de Crockett, 1996.

Enfin, les modeles construits sur des données d'épidémies (Teunis et al. 2004, Strachan et al. 2005)
semblent coincider relativement bien avec les données retenues, au moins aux faibles doses, malgré
leur construction peu solide (les premiers n'étant fondés que sur une donnée chacun, le deuxiéme sur un
ensemble d'épidémies dont certaines utilisent des données peu fiables). Toutefois, les valeurs élevées
de Pna observées pour I'épidémie familiale liée a la consommation de "deer jerky" ne sont pas bien
prévues. Ceci semble du a leur forme trés éloignée de l'approximation linéaire, ou du modele
exponentiel, pour ces doses moyennes de 10 000 a 100 000 ufc. De plus, le modele de Teunis modifié
a, par construction, une asymptote a 55% (probabilité de maladie sachant infection). Cette observation
ne nous conduit pas a rejeter totalement ces modeles, pour une utilisation sur des faibles doses, mais a
nous interroger sur la pertinence des hypothéses sous-jacentes.

A défaut de modele parfaitement validé, il est possible de retenir un petit ensemble de modeles (I'un
construit sur données Shigella, Crockett, 1996, et deux sur données d'épidémies, modele de Teunis et
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al. 2004 appliqué aux enfants et modifié pour que I'effet étudié soi la maladie et modéle de Strachan et
al. 2005) et de les comparer dans I'étape d’estimation du risque. La différence entre les modeles
représente notre incertitude de modélisation sur I’appréciation des effets.

5—- Relation maladie-SHU-décés

5.1. Probabilité de développer un SHU sachant que le patient présente une maladie a E. coli
0157

Une revue de la littérature montre que la proportion de malades infectés par E. coli O157:H7 qui
évoluent vers un SHU, tout age confondu, varie de 3% a 10% dans les séries de cas sporadiques (Lopez
et al. 1989, MacDonald et al. 1996, Derval et al. 2001) et jusqu’a 20% dans certaines épidémies
(Griffin et al. 1991, Mead et al. 1998).

Cette proportion varie en fonction de I’age du malade : de 4 % chez les patients agés de plus de 10 ans
a 25 % chez les patients agés de moins de 10 ans (Ostroff et al. 1989). La proportion moyenne a été
estimée a environ 15% chez les enfants de moins de 10 ans (Tarr ef al., 2005).

Les modalités du systeme de surveillance du SHU chez I’enfant en France ne permettent pas de
déterminer cette proportion, car il n’existe pas a actuellement de surveillance des infections a E. coli
0157 :H7, autre que celle qui repose sur les SHU.

Peu de publications sur les données de surveillance dans les autres pays d'Europe permettent d’obtenir
cette proportion par classe d’age. A titre d’exemple, les proportions suivantes ont pu étre extraites a
partir de deux articles : P(SHU/maladie) = 10 % chez les 0-5[ ans et 31 % chez les [5-16] ans (Wagner
et al. 2004) et P(SHU/maladie) =4 % chez les 0-5[ ans et 2 % chez les [5-16[ ans (Havelaar et al.
2004).

Par ailleurs, a partir des données publiées de surveillance des infections a E. coli O157:H7 et des
données sur les épidémies d’infections a E. coli O157:H7 liées a la consommation d’aliments d’origine
bovine, ont été extraits le nombre de malades, le nombre de cas de SHU et le nombre de déceés. Les
proportions de cas de SHU parmi les malades ont ensuite été calculées (Tableau 11).
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Tableau 11 : Données disponibles sur les infections a E. coli O157:H7 pour étudier les relations maladie-SHU-décés, a partir de la littérature

internationale
Proportion de Prgpprtion d_e
Reférences STEC !\lombrz’e Nombre de Nombre de SHU parmi les Nom,br‘e de deéces parmi Commentaires
d'exposés malades SHU malades (en %) déces les malades
(en %)
Données de surveillance
Bender et al. 2004 0157 1734 91 5,2 16 0,9 Etats-Unis (Foodnet) 1996-1999
NDSC 2003 Ireland 0157 68 5 73 0 - Irlande 2002
Gerber et al. 2002 0157 nd 117 - 4 34* Allemagne-Autriche 1997-2000 / enfants
Tozzi et al. 2003 0157 nd 74 - ? Italie 1998-2000 / enfants
Scheutz et al. 2001 0157 43 9 20,9 0 - Danemark 1997-2000
Thomas et al. 1996 0157 1266 59 4,7 nd - Angleterre et Pays Galles 1992-1994
Mc Donald et al. 1996 0157 92 8 8,7 4 4,3 Ecosse 1987-1989
Coia et al. 1995 0157 749 58 7.7 18 2,4 Ecosse 1984-1993
Thomas et al. 1993 0157 1230 193 15,7 0 - Angleterre 1989-1991
Waters et al. 1999 0157 1993 115 5,8 24 1,2 Ecosse 1987-1991
Slustker L et al. 1998 0157 93 7 75 1 1,1 Etats-Unis 1990-1992
Rowe et al. 1993 0157 nd 26 - 1 29* Canada 1990 / enfants (étude 4 mois)
Ostroff et al. 1989 0157 93 11 11,8 1 1,1 Etats-Unis (Washington) 1987
MacDonald et al. 1988 0157 25 0 - 0 - Etats-Unis 1985-1986
Pai et al. 1988 0157 130 2 1,5 0 - Canada 1984-1986 (étude)
Rivas et al. 2006 0157 nd 61 - 9 15* Argentine 2002
IASR 1997 0157 2687 26 1,0 Japon 1996
IASR 1996 0157 379 29 7,6 - Japon 1991-1995
CPSP 2002 0157 nd 81 - 4 4,9* Canada 2000-2002
Manning et al. 2007 0157 401 10 2,5 0 - Etats-Unis (Michigan) 2001-2005
Remis et al. 1984 0157 28 2 71 - Etats-Unis 1982-1984
Wagner et al. 2004 0157 102 9 8,8 0 - Autriche 1999-2002
Espié et al. 2007 0157 nd 488 - 6 1,2* France 1996-2006 / enfants
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Proportion de

Proportion de

Reférences STEC d!\é?(r:c?;Zs N%rglggeege Norgarg de SHU parmi les No;%?:réide ?(fscfnsa?gg Commentaires
malades (en %) (en %)
Données d’épidémies liées aux aliments d’origine bovine
Willshaw et al. 1997 0157 nd 63 7 11,1 2 32 Données 6 épidémies Angleterre et Pays de Galles
Thomas et al. 1993 0157 nd 23 3 13,0 0 - Epidémie Angleterre 1991 / Steak haché
Griffin et al. 1988 0157 nd 113 14 12,4 24 212 E:)P:lfes 4 épidémies 1982-1986 Etats-Unis / Steak
IASR 1997 0157 nd 468 2 0,4 2 0,4 Epidémie Japon (Oku-cho Okayama) 1996
CDC 1997 0157 nd 15 0 - 0 - Epidémie Etats-Unis (Colorado) 1997 / Hamburger
CDC 2002 0157 nd 18 2 111 0 - Epidémie Etats-Unis (Colorado) 2002 / Viande hachée
Cowden et al. 2001 0157 nd 512 (279 confirmés) 34 6,6 17 3,3 Epidémie Ecosse 1996 / Viandes
Mc Donnell etal. 1997 0157 nd 26 2 77 0 - Epidémie Angleterre 1995 / Sandwich avec de la
Cieslak et al. 1997 0157 nd 58 3 5,2 0 - Epidemie Etats-Unis1992-93 / Hamburger
Bell et al. 1994 0157 nd 501 45 9,0 3 0,6 Epidemie Etats-Unis 1992-93 / Hamburger
Rodrigue et al. 1995 0157 nd 61 0 - 0 - Epidémie Etats-Unis1988 / Roti de boeuf
Orr et al. 1994 0157 5292 152 22 14,5 2 1,3 Epidémie Canada 1991 / Viande hachée
Belongia et al. 1991 0157 1562 32 0 - 0 - Epidémie Etats-Unis1988 / Viande hachée
Pavia et al. 1990 0157 nd 51 8 15,7 4 7,8 Epidémie Etats-Unis (Utah) 1987 / Steak haché
CDC 1993 0157 nd 583 41 7,0 4 0,7 Epidémie Etats-Unis1992-93 / Hamburger
Ryan et al. 1986 0157 101 28 (6 confirmés) 1 3,6 4 14,3 Epidémie Etats-Unis1984 / Hamburger
RMTC 2004 0157 123 27 (11 confirmés) 1 3,7 0 - Epidémie Canada 2004 / Hamburger
Jay et al. 2004 0157 nd 13 3 23,1 0 - Epidémie Etats-Unis (Californie) 1999 / Viande hachée
Rangel et al. 2005 0157 nd 1760 97 55 nd . E)Sfffes 75 épidémies 1982-2002 Etats-Unis/ Steak
Doorduyn et al. 2006 0157 nd 20 0 - - Epidémie Pays-Bas 2005 / Steak tartare
King et al. 2007 0157 nd 69 17 24,6 0 - Epidémie France 2005 / Steak haché

nd : non déterminé ; ~ Proportion de décés parmi les cas de SHU
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5.2. Probabilité de décéder sachant que le patient présente un SHU

La létalité consécutive a un SHU varie de moins de 1% a 3% (Tozzi et al. 2003, Gerber et al.
2002] et peut atteindre 6% chez les enfants de moins de 5 ans (Griffin et al. 2001).

En France, cette 1étalité est en moyenne de 1%, sur la période 1996-2006 (Espi¢ et al., 2007).
La 1étalité suite a un SHU li¢ a une infection a E. coli O157, varie en fonction de 1’age :

- chez les enfants 4gés de 0 a 4 ans : P(déces/SHU) = P(4/364) = 1,1 %

- chez les enfants agés de 5 a 9 ans : P(déces/SHU) = P(2/95) =2,1%

- chez les enfants agés de 10 a 15 ans : P(déces/SHU) = P(0/29) = 0%
Ces valeurs sont comparables a celles observées dans d’autres pays européens. Elles peuvent
cependant étre 1égerement surestimeées, car le réseau de surveillance n’est pas exhaustif, méme
si son efficacité est considérée comme bonne (Espié et al. 2006).
A partir des données publiées de surveillance des infections a E. coli O157:H7 et celles sur les
épidémies d’infections a E. coli O157:H7, le taux de 1étalité a été calculé chez les malades ou
chez les cas de SHU (Tableau 4).

5.3. Choix des valeurs susceptibles d’étre introduites dans I’AQR

Afin de déterminer des valeurs cohérentes susceptibles d’étre introduites dans ’AQR, les
données détaillées dans le tableau 11 ont ét¢ analysées; les données les plus anciennes ont été
¢écartées et nous nous sommes basés sur les publications américaines récentes (Bender et al.
2004, Rangel et al. 2005) qui montrent des probabilités, quel que soit 1’age, variant de 4 % a
5,6 % pour P(SHU/maladie) et de 0,5 a 0,8% pour P(décés/SHU). Nous avons donc choisi
d’utiliser les valeurs suivantes :

- P(SHU/maladie) = 8 % a 12 % pour les enfants 4gés de moins de 5 ans et 2 % a 5 % pour

les enfants agés de 5 a 15 ans,

- P(déces/SHU) = 0,5 a 1% pour les enfants agés de moins de 16 ans.

5.4. Données provenant de I’épidémie francaise de 2005

Apres 1’épidémie survenue en 2005 dans le Sud-Ouest de la France, une étude de cohorte
rétrospective a été réalisée pour recenser tous les malades au sein des 55 familles identifiées
(King, et al. 2007). Quarante six familles ont répondu aux questionnaires envoyés. Parmi les
153 personnes exposés, 85 (56%) ont été malades ; 33 patients ont présenté une diarrhée non
sanglante, 27 une diarrhée sanglante et 17 un SHU. Aucun déces n’a été rapporté lors de cette
épidémie.

A partir des données précédentes, il est possible de calculer une probabilit¢ de développer un
SHU a la suite d’une infection a E. coli O157:H7 :

- pour les enfants de moins de 5 ans, P(SHU/maladie) = 11/34 *100 = 32%

- pour les enfants agés de 5 a 15 ans, P(SHU/maladie) = 5/22*%100 = 23%

- quel que soit I’age, P(SHU/maladie) = 29%

On notera que ces valeurs sont tres supérieures a celles obtenues pour les cas sporadiques. Par
contre, ces valeurs observées semblent proches des valeurs publiées pour les épidémies, jusqu’a
20% (Griffin et al. 1991, Mead et al. 1998). Cependant, elles sont sirement surestimées car si
I’identification des cas graves hospitalisés ou non (SHU et diarrhée sanglante) a été quasi-
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exhaustive, il n’a pas été possible de recenser I’ensemble de la population exposée, ni celle de
la totalité des malades, ceci malgré la forte médiatisation de cette épidémie.

6- Discussion

Le type de modele mathématique mis en oeuvre, les hypothéses sous-jacentes associées a ces
modeles, les données provenant d’infections expérimentales et le pathogene utilisé lors des
essais, la qualité et le type de données épidémiques utilisées pour vérifier 1’ajustement du
modele dose-réponse sont importants.

A ce jour, aucun consensus clair n’existe sur le fait que tel modéle mathématique serait mieux
adapté qu’un autre a 1’évaluation de la relation dose-réponse chez les STEC et en particulier E.
coli O157:H7.

6.1. Limites liées aux données expérimentales
Les hypotheses biologiques doivent étre simples, et refléter le mieux possible la réalité.

Par ailleurs, les modeles dose-réponse actuellement utilisés sont difficilement extrapolables et
s’adaptent mal a de nouvelles conditions ou a 1’étude de facteurs supplémentaires. Ainsi, les
essais de contaminations sur des volontaires humains ne peuvent étre réalisés pour des
pathogenes hautement infectieux. Les volontaires sont des adultes en bonne santé et donc non
représentatifs de la population générale, voire de la population la plus susceptible (enfants,
personnes agées). Le pathogéne ingéré est généralement préparé a partir de cultures
bactériennes réalisées en laboratoire et qui possédent des caractéristiques différentes de celles
retrouvées lors de 1’ingestion de 1’aliment.

Par exemple, Chen et al. (2006) ont montré pour Campylobacter jejuni, que les souches
utilisées pour I’infection de poulets pouvaient avoir un impact différent selon leurs modes de
conservation avant essai. Pour cela, les auteurs ont comparé des souches « fraiches » avec des
souches « adaptées ». Les souches « fraiches » provenaient soit de personnes atteintes d’une
campylobactériose, soit isolées de poulets et stockées aussitdt a — 80°C. Les souches
« adaptées » étaient manipulées plusieurs fois au laboratoire avec divers cycles de congélation
et de sub-cultures. Ces auteurs ont montré que les souches « fraiches » ont un potentiel de
colonisation plus élevé et une variabilité inter-isolats plus importante indiquant que les essais

sur volontaires devaient étre interprétés avec précaution.

Une alternative aux expérimentations sur des sujets volontaires sains consiste a utiliser des
modeles animaux. Cependant la variabilité¢ existante dans le cadre de I’interaction hote /
pathogene rend souvent difficile la transposition des résultats de 1’animal a ’humain. De plus,
dans le cas des expérimentations sur animaux, il y a généralement peu de sujets par dose testée
et les doses sont souvent trés importantes pour assurer un bon niveau d’infection ou de
morbidité (Holcomb, Smith et al. 1999; Buchanan, Smith ef al. 2000). Enfin, les modalités
d’¢étude du pathogeéne ou de sa toxine, injection ou étude sur cellules Véro, peuvent également
se révéler importantes (Lindgren, Samuel et al. 1994).

6.2. Limites liées aux données d’épidémies

Les divers modeles mathématiques nécessitent d’étre validés a partir de données provenant
d’épidémies mieux documentées. Certains auteurs regrettent, par exemple, que peu
d’informations utiles a 1’évaluation de la relation dose-réponse soient collectées lors de
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I’investigation d’épidémies. De cette manicre, des facteurs relatifs au pathogene, a 1’hote et a
I’aliment pourraient mieux étre pris en compte. Il devient donc important de modifier les
protocoles d’enquétes épidémiologiques afin de recueillir ce type d’information
complémentaire de celle actuellement collectée (Leclerc, 2000; Sanaa and Cerf, 2002). Par
exemple, la quantité d’aliment ingérée par personne (Buchanan, Smith et al., 2000; Nauta,
Evers et al., 2001) et ’impact éventuel de I’historique temps-température pour les aliments
servis au repas et les aliments analysés (Leclerc, 2002) se révélent intéressants a prendre en
compte pour mieux estimer la dose ingérée.

De plus, les données provenant d’investigations d’épidémies ne sont pas toujours I’exacte
représentation de la réalité et une sous-estimation du nombre de malades peut étre a 1’origine
d’un biais important lors de la validation du mod¢le dose-réponse (Michel, Wilson et al., 2000;
Desenclos, Vaillant et al., 2002).

Concernant I’évaluation de la dose ingérée, la valeur de dénombrement obtenue peut étre de
plus ou moins bonne qualité, voire trés incertaine. Dans ce contexte, la représentativité de
I’échantillon servant a réaliser le dénombrement est importante (reste de 1’aliment ingéré, plat
témoin, échantillons provenant du méme lot que celui consommé ou d’un lot différent analysé
plusieurs semaines apres I’infection).

Le type et I’intensité du stress subi par le pathogene peuvent également étre responsables d’une
perte de cultivabilité lors de I'utilisation de milieux de culture sélectifs (sous-estimation du
nombre de pathogenes réellement présents dans I’échantillon). Par exemple, les profils temps-
température liés a une multiplication ou une perte de cultivabilit¢ des pathogenes sont
généralement mal appréciés (transformation, stockage) et donc peu pris en compte lors de
I’étape de dénombrement.

La méthode de dénombrement utilisée joue également un role déterminant dans la qualité du
résultat. La plus couramment utilisée dans le cadre de 1’évaluation de la relation dose-réponse
est celle du nombre le plus probable (NPP). Cette méthode est basée sur I’hypothése - pas
toujours réaliste - qu’une seule cellule (quel que soit son état physiologique) est capable de se
multiplier puis d’étre détectée lorsqu’elle est placée dans un bouillon d’enrichissement sélectif
(pas nécessairement adapté a la cible spécifique du stress). Si I’on accepte cette hypothese,
cette méthode présente 1’avantage d’obtenir une limite de détection faible. La représentativité
et la précision du résultat peuvent étre améliorées en augmentant la quantité d’aliment
réellement testée, le nombre de dilutions ou le nombre de tubes par dilution. L’intervalle de
confiance associ¢ au dénombrement NPP devrait étre pris en compte dans la construction de la
relation dose-réponse.

Enfin, les hypothéses mises en ceuvre pour combler le manque de données quantifiées
(I’exposition, par exemple) et remonter ainsi a la dose ingérée, sont parfois entachées d’une
grande incertitude. Celle-ci, lorsqu’elle n’est pas prise en compte, peut faire aboutir a la
validation d’un modéle de maniere inexacte. C’est la raison pour laquelle il est nécessaire de
rappeler que la qualité des données collectées et 1’exhaustivité des résultats obtenus est
primordiale pour apprécier les limites liées a I’évaluation de la relation dose-réponse.
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7- Conclusions

La synthése des données bibliographiques nécessaires a 1’établissement d’une relation dose-
réponse pour E. coli O157:H7 a été réalisée; les données provenant d’épidémies ou
d’expériences dose-réponse chez ’homme ou 1’animal, les modéles mathématiques utilisés et
les données épidémiologiques permettant de déterminer la probabilité de développer un SHU
suite a une infection par E. coli O157:H7 ont été¢ analysées. Nous avons estimé que la
probabilité de développer un syndrome hémolytique et urémique en cas de maladie allait de 8 a
12 % chez les enfants agés de moins de 5 ans, et de 2 a 5% chez les enfants de plus de 5 ans.
La probabilité de décés en cas de syndrome hémolytique et urémique a été estimée entre 0,5 et
1% pour I’ensemble des enfants agés de moins de 16 ans.

L’analyse bibliographique des types de modeles mathématiques mis en oeuvre, des hypothéses
sous-jacentes associées, des données provenant d’infections expérimentales ou d’épidémies
utilisées pour construire ou vérifier I’ajustement de ces modéles, a permis de souligner
qu’aucun des modeles mathématiques jusque la utilisés pour 1’évaluation de la relation dose-
réponse pour E. coli O157:H7 n’était complétement satisfaisant pour étre utilisé dans la
mod¢lisation des données frangaises.

De plus, la comparaison des modeles et des données montre que les modeles basés sur les
données EPEC/volontaires sains et O157:H7/lapins ne semblent pas pertinents pour la
construction d’une loi dose réponse pour E. coli O157:H7, d'autant qu'ils sont non sécuritaires
aux faibles doses. En revanche, les modeles construits sur les données Shigella/volontaires
sains pourraient étre intéressants. De méme, les modeles construits sur des données d'épidémies
(Teunis et al., 2004, Strachan et al, 2005) semblent coincider relativement bien avec les
données retenues, bien que nous ayons souligné leur construction peu solide (les modéles de
Teunis n'étant fondés que sur une donnée chacun, le modele de Strachan sur un ensemble
d'épidémies dont certaines utilisent des données peu fiables).

Le modele de Crockett construit sur les données Shigella/volontaires sains décrit la probabilité
de maladie (Crockett ef al., 1996); le modele de Teunis décrit la probabilité d’infection, qu’il
est possible de transformer (grace aux données de la publication) en utilisant une probabilité de
maladie en cas d’infection de 55% (Teunis et al., 2004). Le modele de Strachan utilise la
probabilité d’infection, mais les données provenant d’épidémies sur lesquelles il est ajusté sont
majoritairement exprimées en terme de nombres de malades (Strachan et al., 2005). De ce fait,
nous avons choisi de considérer, pour notre modélisation, le modele de Strachan comme
décrivant la probabilité de maladie.

L’analyse critique de 1’ensemble de données bibliographiques, couplée aux données obtenues
lors de I’épidémie francaise survenue en octobre 2005, nous a donc permis de retenir les
modeles les plus pertinents pour la construction d’une loi dose-réponse cohérente avec la
situation observée en France : ont été retenus trois modeles du type béta -Poisson, les modeles
de Crockett, Teunis et Strachan. Les données obtenues lors de 1’épidémie francaise de 2005
pourront étre utilisées pour valider les modeles choisis, sachant que parmi les 17 cas de SHU
déclarés, 10 concernaient des enfants de moins de 5 ans, 6 des enfants entre 5 et 9 ans et 1 était
survenu chez un adulte. Ces mode¢les seront comparés dans 1'étape d’estimation du risque, et la
différence entre les modeles représentera notre incertitude de modélisation sur I’appréciation
des effets.
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Chapitre 111 : Estimation du risque
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Module 7
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Module n°7 : Appréciation guantitative des risques

1- Introduction

Notre objectif est dans cette partie de construire un modele d’appréciation quantitative des
risques (AQR) permettant de prévoir le risque pris par un consommateur lors de la
consommation de steak haché surgelé¢ en restauration familiale. Ce modele est composé
classiquement d’un module d’appréciation de I’exposition, d’un module d’appréciation des
effets et d’un module d’estimation des risques qui utilise les sorties des deux modules
précédents. L’effet modélisé est soit la maladie soit le syndrome hémolytique et urémique
(SHU) qui est I’expression clinique grave chez les enfants de moins de quinze ans.

Notre démarche se divise en trois étapes successives qui ont été motivées au fil de notre travail
par les résultats obtenus a la fin de chaque étape.

1))

2)

3)

La premicre étape a consisté a batir un modele a partir d’hypothéses relativement
simples puis a ’alimenter avec les données disponibles pour tenter de simuler
I’épidémie francaise de 2005. Cette premicre étape a été réalisée a I’aide de simulations
de Monte Carlo a une dimension prenant en compte la seule variabilit¢ des paramétres
du modele. Les résultats de ces simulations ont donné des résultats incohérents avec les
données épidémiologiques recueillies lors de cette épidémie. Ces incohérences étaient
liées en particulier a I’inadéquation du module appréciation des effets qui sous-
estimaient la sensibilité aux pathogénes des enfants de moins de 10 ans. Nous avons
alors décidé de revoir le module appréciation des effets a partir de ces données.

Dans une deuxi¢me étape nous avons donc tenté d’estimer de nouvelles lois dose-
réponse pour les enfants de moins de 10 ans. Cette étape a été réalisée par inférence
bayésienne a partir des résultats des simulations obtenues en sortie du module
d’appréciation de I’exposition et des nombres de cas de SHU observés lors de
I’épidémie et de 1I’age des malades concernés.

Enfin dans une derniére étape nous avons utilisé¢ les résultats de 1’étape 2 pour
construire un nouveau modele d’AQR complet constitué¢ des modules d’appréciation de
I’exposition et d’estimation des risques tels qu’ils étaient définis a 1’étape 1 et d’un
module d’appréciation des effets construit lors de I’étape 2. Ce modele complet a été
utilis¢é pour simuler par Monte Carlo a une dimension, divers scénarios, dans une
optique d’aide a la gestion des risques.

Le schéma suivant résume ces trois étapes.
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Etape 1
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I'exposition (nouveau module)
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Simulations Monte Carlo

\/
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Figure 10 : Schéma de la démarche suivie
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Certaines parties de ce module un peu technique apparaissent en caracteres plus petits. La lecture de ces
parties n’est pas indispensable au lecteur non spécialiste.

2- Etape 1: construction d’un modele d’AQR et confrontation aux données de
I’épidémie francaise de 2005
2.1. Description générale des différents modules et des hypothéses du modele

2.1.1. Appréciation de 1’exposition
Le module d’appréciation de 1’exposition est basée sur 1’architecture décrite sur le schéma ci-
dessous pour chacune des trois classes d’age étudiées c’est-a-dire [0 — 5 ans[, [5 — 10 ans[ et
[10 — 16 ans].

Module d’appréciation de I’exposition pour une classe d’age

viande hachée cuisson consommation
Mcuisson _
Mode de cuisson défini a portion (g)
partir de 4 photos (cru, Masse de la portion
Cmélée (ufc g'l) saignant, rosé, bien cuit) consommeée
Concentration au l NCONSOasse
sein der:a mhglee de Nréduct (log,[ufc.g]) Nombre de portions de
viande hachee o o steaks provenant de la
Nombre de réductions décimales | | alée consommées dans la
classe d’age

Ningéré (ufc)

Nombre de bactéries
ingérées

Figure 11 : Schéma décrivant les parameétres du module d’appréciation de 1’exposition

La dose ingérée (Ningéré en ufc), c’est-a-dire le nombre de bactéries ingérées lors d’une prise
alimentaire de steak haché, est supposée calculable a partir de la sortie de trois blocs
caractérisant respectivement la contamination initiale de la viande hachée, la cuisson et la
consommation. Les trois blocs sont supposés indépendants les uns des autres.

76



e La concentration initiale moyenne du pathogéne dans la mélée (Cmélée en ufc g™)
est supposée constante dans le cadre de la simulation d’une épidémie a partir d’une
seule mélée. La distribution de la concentration au sein de la mélée est supposée suivre
une loi de Poisson d’apres les résultats de la partie « prévalence et contamination » de
ce rapport. Aucun effet de la surgélation n’est pris en compte dans ce modele pour les
raisons suivantes : d’une part il ne semble pas qu’une surgélation industrielle, donc
rapide, puisse réduire notablement le niveau de contamination (Dykes, 2006), d’autre
part les données de contamination de la mélée incriminée lors de I’épidémie de 2005
correspondent a des dénombrements réalisés sur les steaks hachés apres surgélation. Par
ailleurs aucune croissance bactérienne avant cuisson n’est modélisée, en supposant qu’il
n’y a pas de rupture de la chaine du froid conséquente lors du stockage des steaks
(passage de -18°C a plus de +10°C) et que les steaks sont cuits sans décongélation
préalable ou que I’impact de cette décongélation le cas échéant est négligeable.

e La cuisson est caractérisée par le mode de cuisson (Mcuisson) supposé controlé par le
préparateur du steak, dépendant de la classe d’age et variable dans chaque classe d’age.
Ce mode de cuisson est défini a partir des quatre photos présentées dans la partie
« consommation » et peut donc prendre une des quatre modalités suivantes : « cru »,
« saignant », « 10sé » ou « bien cuit ». Le nhombre de réductions décimales (Nreduct)
est dépendant du mode de cuisson et variable pour chaque mode de cuisson (cf. partie
« destruction thermique »).

e La portion consommée (portion en g) est supposée dépendante de la classe d’age et
variable au sein de chaque classe d’age. Pour un nombre total de steaks hachés
distribués dans la population (Nconso), le nombre de prises alimentaires dans chaque
classe d’age (Nconso.asse) est estimé a partir des données de consommation (cf. partie
« consommation ») en supposant que le nombre total de steaks consommés par la
population correspond au nombre total de prises alimentaires toutes classes d’age
confondues (en incluant les consommations des adultes).

A partir de ces parameétres, la distribution des doses ingérées est obtenue en simulant un tres
grand nombre de fois pour chaque classe d’age une consommation de viande hachée de la
mélée considérée. Pour chacune des consommations simulées dans chacune des classes
d’age, on tire aléatoirement dans la loi des modes de cuisson de cette classe d’age le mode de
cuisson (Mcuisson). A partir de ce mode de cuisson, on tire aléatoirement dans la loi qui lui
correspond un nombre de réductions décimales (Nréduct). On tire aléatoirement dans la loi
décrivant les portions consommeées dans cette classe d’age une portion (portion). A partir de la
concentration initiale moyenne du pathogene dans la mélée (Cmélée) qui est fixe on tire
aléatoirement le nombre de bactéries ingérées (Ningéré) dans la loi de Poisson de moyenne A
= Cmélée x 107" x portion. La variable que nous notons dans ce module Ningéré
correspond a la dose individuelle noté Dj,g dans le module 6.

2.1.2. Appréciation des effets

L’¢étude bibliographique a conduit a sélectionner trois modeles décrivant soit le risque de
maladie (modele de Crockett (Crockett et al., 1996)), soit le risque d’infection (modele de
Teunis (Teunis et al., 2004)) (cf- module 6 « loi dose-réponse »), soit le risque d’un effet non
strictement caractérisé (modele de Strachan (Strachan et al., 2005)). En effet, Strachan et al.
(2005) présentent leur modele comme décrivant le risque d’infection, mais les données
provenant d’épidémies sur lesquelles est ajusté leur modele sont majoritairement exprimées en
terme de nombres de malades. C’est pourquoi nous avons considéré finalement ce modele
comme décrivant le risque de maladie.
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Ces trois modéles sont tous du type béta-Poisson, c’est-a-dire qu’ils décrivent le risque de I’effet associé a
I’ingestion d’une bactérie par une loi béta, mais ils ne décrivent pas tous le méme effet (maladie ou infection).
Rappelons que le modéle béta-Poisson est défini au départ a partir du modéle exponentiel caractérisé par un seul
parametre r, le risque d’effet lié a I’ingestion d’une bactérie. Dans le modéle exponentiel, » est en effet supposé
constant et le risque d’effet 1ié a I’ingestion de N bactéries est défini simplement comme la probabilité qu’une des
bactéries ingérées au moins produise I’effet chez 1’hdte, ¢’est-a-dire P = 1-(1- #)". Dans un modéle béta-Poisson,
le parametre » n’est plus supposé constant mais variable d’un hote a I’autre et d’une souche bactérienne a 1’autre,
suivant une loi béta caractérisée par les parametres « et f. Le modele de Strachan est plus complexe que les deux
autres du fait qu’il décrit pour une valeur de » donnée I’apparition de I’effet non pas par une loi binomiale de
parameétre P mais par une loi béta binomiale incluant un parameétre supplémentaire, 6. Plus précisément le nombre
de cas est décrit par une loi binomiale de parameétre p avec p provenant de la loi béta(P /8;(1-P)/ 8 ). Le tableau
suivant donne les trois modeles sélectionnés ainsi que leurs parametres et I’effet qu’ils modélisent.

Tableau 12 : Description des modéles dose-réponse retenus

Modeéle Effet modélisé Paramétres
Crokett maladie a=0,162
£ =1586
Strachan maladie (majoritairement) a =0,0565
L =2,5487
6=0,3758
Teunis infection a =0,084
(avec une proportion de 55% de malades L =144
parmi les infectés)

La figure suivante (n°12) représente la distribution du logarithme décimal du risque de maladie associ¢ a
I’ingestion d’une bactérie pour chacun des trois modeles. Elle rend donc compte de la variabilité de la valeur de »
associée a I’ingestion d’une seule bactérie. On s’apercoit que bien que les parameétres « et S des lois béta soient
assez différents entre les trois mode¢les, les distributions de variabilité de » obtenues pour les trois modéles sont
assez proches, notamment en ce qui concerne leur tendance centrale.
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Figure 12 : Distribution du risque de maladie (en logarithme décimal) associé a 1’ingestion d’une bactérie pour
chacun des trois modéles dose-réponse retenus

Pour le modéle de Teunis, le risque de maladie a été calculé en multipliant le risque d’infection par 0,55, Teunis et
al. (2004) rapportant une proportion de 55% de malades parmi les infectés. Par ailleurs, le risque de développer un
syndrome hémolytique et urémique (SHU) en cas de maladie a été estimée entre 8 et 12% chez les enfants moins
de 5 ans, et entre 2 et 5% chez les enfants de plus de 5 ans (cf. partie « loi dose-réponse »).

2.1.3. Estimation des risques

Les modéles dose-réponse de type béta-Poisson sont trés souvent utilisés pour estimer un risque a partir d’une
estimation d’une dose moyenne ingérée, en utilisant la formule approchée rappelée dans la partie « dose réponse »
de ce rapport. Dans le cadre de notre modéle, nous n’avons pas estimé de dose moyenne mais bien des doses
individuelles en prenant en compte diverses sources de variabilité entre les consommations, liées en particulier au
mode de cuisson, a la portion ingérée et a I’age du consommateur. Ainsi nous avons simulé des consommations
individuelles, et pour chaque consommation un nombre de bactéries ingérées Ningéré. A partir de cette dose
(Ningéré) et suivant le modéle dose-réponse choisi le risque d’effet néfaste (infection, maladie ou SHU) peut
étre calculé en tirant aléatoirement une valeur du paramétre » dans la loi béta-Poisson définissant le modele dose-

réponse choisi et en calculant P =1 —(I—I’) meere pour les modeles de Crockett et de Teunis ou en tirant

aléatoirement dans la loi béta((P /6;(1— P )@ ) pour le modéle de Strachan. L’état du consommateur (malade ou

non) peut étre simulé a partir de ce risque en faisant un tirage de Bernouilli (échantillon unitaire tir¢ d’une loi
binomiale) a partir de ce risque.
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2.2. Données disponibles

2.2.1. Niveau de contamination
Lors de I’épidémie francaise de 2005, tous les cas de syndrome hémolytique et urémique
identifiés ont été attribués a la consommation de steak haché surgelé provenant de la premiére
mélée de la journée correspondant au sous-lot marqué 2319001. Les résultats de détection et de
dénombrement du pathogeéne sur 22 steaks de cette mélée ont permis de modéliser la répartition
de la contamination dans la mélée par une loi de Poisson avec une concentration moyenne
Cmélée = 5,9 ufc.g’ (cf. module 2 «prévalence et niveau de contamination»). Les
dénombrements ayant été effectués sur des steaks surgelés, ils sont supposés refléter 1’état de la
contamination juste avant cuisson.

2.2.2. Destruction thermique
Pour chaque consommation, la destruction thermique du pathogeéne au cours de la cuisson peut
étre estimée d’une part a partir des résultats de I’enquéte « mode de cuisson » (cf. rapport
correspondant) d’autre part a partir des résultats des essais de cuisson réalisés au Laboratoire
d'études et de recherches sur la qualité¢ des aliments et sur les procédés agro-alimentaires de
I’ Afssa (cf. module 5 « destruction thermique »).

Tableau 13 : Distribution des modes de cuisson pour chaque classe d’age

Les distributions des modes de cuisson utilisées pour chaque classe d’age sont les suivantes :

Paramétre cru saignant rosé bien cuit
Mcuisson
Classe d’age
[0 - 5 ans| 0% 9,7% 41,0% 49,3%
[5—10 ans[ 0,8% 16,6% 54,0% 28,6%
[10 — 16 ang[ 1,1% 19,9% 54,6% 24,4%

Pour chaque mode de cuisson, le niveau de destruction thermique exprimé en nombre de
réductions décimales a été modélisé par une loi uniforme dont les parameétres sont indiqués
dans le tableau ci-dessous :

Tableau 14 : Distribution du nombre de réductions décimales pour chaque mode de cuisson

Paramétre cru saignant rosé bien cuit
Mcuisson
Loi du
parametre Unif(0 ; 0) Unif(0 ; 0,9) Unif(0,2 ; 1,4) Unif(1,2 ; 2,8)
Nréduct

2.2.3. Consommation
D’apres les données fournies par la société qui avait fabriqué les steaks hachés, 2604 unités de
consommation (steaks de 100g) sous-lot marqué 2319001 auraient ét¢ mises sur le marché.
Parmi celles-ci, 449 ont été retirées ou rappelées. Au final on peut donc considérer qu’au plus
2155 unités de 100 g de ce sous lot incriminé auraient ét¢ consommeées. On a considéré que
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toutes ces unités ont été réellement consommés et I’on a donc fixé le nombre total de prises
alimentaires dans la population Nconso a 2155. Afin d’estimer le nombre de consommations de
produits de cette mélée dans chacune des classes d’age, nous pouvons utiliser les différentes
données provenant des enquétes de consommation. A partir de ces données la répartition
estimée des nombres de prises dans les différentes classes d’age est de 7,40% par les moins de
5 ans, 9,05% par les [5-10 ans[ 9,08% par les [10-16 ans[ et 74,47% par les plus de 16 ans.
D’aprés la répartition observée des prises alimentaires dans les classes d’age, les nombres de
consommations par classe d’age ont été ainsi estimés:

e Nconsop.s;= 0,0740*Nconso =159

e Nconsos.iop = 0,0905*Nconso =195

e Nconsoio-161= 0,0908*Nconso =196

e Nconsoie et pius) = 0,7447*Nconso =1605

Par ailleurs la distribution des portions consommées dans chaque classe d’age peut aussi étre
estimée a partir des données provenant de ces mémes enquétes (cf. partie « consommation »).
Les distributions des portions utilisées pour chaque classe d’age sont les suivantes :

Tableau 15: distribution des portions ingérées pour chaque classe d’age (cf. module 3
« consommation »)

Parameétre
portion (g) | 10-501 150 - 100] | 7100 -150] | 1150-200] | J200-250] | 1250 -300] | J300-350] | 1350 —400]

Classe d’age

[0 -5 ans[ 54,1% 39,5% 6,4% 0% 0% 0% 0% 0%
[5—10 ans[ 15,6% 35,9% 45,5% 2,6% 0% 0,4% 0% 0%
[I0—16ans[ | 6,7% 24,9% 52,9% 12,2% 2,7% 0,3% 0% 0,3%

2.2.4. Nombre de cas de SHU lors de I’épidémie de 2005
En ce qui concerne 1’épidémie frangaise de 2005, nous pouvons considérer comme connu le
nombre exhaustif de cas de SHU, compte tenu de la gravité clinique, mais pas celui des
malades car en fonction de la symptomatologie certains malades n’ont pas consulté de
médecins et n’ont donc pas été répertoriés. Dix-sept cas de SHU ont été identifiés : 10 chez des
enfants de moins de 5 ans, 6 chez des enfants entre 5 et 9 ans et un chez un adulte.

2.3. Méthode de simulation

Comme cela a été précisé précédemment, il a été choisi dans cette étude de réaliser des simulations de type Monte
Carlo a une seule dimension, sans prendre en compte la dimension d’incertitude. Chaque paramétre du modéle a
donc été décrit par une distribution rendant compte de sa variabilité. Lors de chaque simulation les paramétres ont
été tirés aléatoirement dans les distributions précédemment décrites. Les simulations en grand nombre ont été
réalisées a I’aide du logiciel R (version 2.3.1) (Ihaka et Gentleman, 1996).

2.3.1. Simulations de I’appréciation de I’exposition
La distribution des doses ingérées (paramétre Ningeére) a été obtenue pour chaque classe d’age a partir de 100 000
simulations du modele d’exposition.

2.3.2. Simulations de I’estimation des risques
Le nombre de consommation de steaks hachés par des enfants de moins de 16 ans lors de 1’épidémie a été estimé a
588 (146 chez les enfants de [0 — 5 ans[,150 chez les enfants de [5 — 10 ans[ et 292 chez les enfants de [10 — 16
ans[). Ce nombre de consommations n’étant pas trés élevé, il n’est pas possible d’obtenir une estimation fiable du
nombre de malades a partir d’une simulation unique de toutes les consommations de 1’épidémie. La simulation de
I’épidémie a donc été réalisée de la facon suivante : simulation un grand nombre de fois (10000) de la
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consommation des 588 unités consommées lors de 1’épidémie. Lors de chaque simulation de 1’épidémie, un
nombre de malades a été calculé par classe d’age. On a donc obtenu au final 10 000 estimations du nombre de
malades pour chaque classe d’age.

2.4. Résultats des simulations obtenues a partir du modele pour I’épidémie francaise
de 2005

2.4.1. Appréciation de I’exposition

Les distributions de la dose ingérée obtenues pour chaque classe au moyen de 100 000
simulations sont représentées dans la figure et le tableau ci-dessous. Etant données les
proportions non négligeables de doses tres faibles (0, 1 ou 2 cellules), les distributions ont été
représentées sur la figure en logarithme base 2 avec le log, des doses nulles fixé arbitrairement
a -1. On peut constater que la plupart des portions restent contaminées méme apres cuisson,
respectivement 87%, 96% et 98% des portions pour les classes d’age [0 — 5 ans[, [5 — 10 ans| et
[10 — 16 ans[. Les doses ingérées simulées ne dépassent jamais quelques milliers de cellules.
La répartition des doses diffeére assez peu entre les classes d’age [5 — 10 ans[ et [10 — 16 ans[,
avec des doses médianes respectives de ’ordre de 50 et 80 cellules pour les 2 classes. La
répartition des doses ingérées par les moins de 5 ans est d’étendue aussi grande mais avec une
plus forte proportion de doses faibles, avec une dose médiane de 1’ordre de 10 cellules.

Tableau 16 : Distribution en fréquences pour chaque classe d’age des doses ingérées simulées.

Nombre de bactéries
ingérées 0 1 2 12 -4] 14 - 8] 18 —16] 116 —32]
Classe d’age
[0 -5 ans[ 12,8% 9,0% 6,3% 8,4% 9,9% 11,2% 12,2%
[5—10 ans] 3,6% 3,8% 3,2% 4,8% 5,6% 7,2% 11,2%
[10 — 16 ans[ 2,0% 2,6% 2,4% 3,7% 4,6% 5,5% 9,0%

132 — 64] 164 — 128] 1128 —256] 1256 —512] | 1512 —-1024] | 11024 —20438] 12048 — 4096]
10,7% 9,9% 7,0% 2,5% 0,2% 0,0% 0,0%
15,0% 16,2% 16,3% 10,8% 2,3% 0,0% 0,0%
14,7% 17,0% 18,8% 14,8% 4,6% 0,2% 0,0%
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Figure 13 : Distribution en fréquences pour chaque classe d’age des doses ingérées simulées,
en logarithme base 2 avec le Log, des doses nulles fixé arbitrairement a -1 pour rendre possible
la représentation graphique

2.4.2. Estimation des risques

Les tableaux suivants donnent les résultats calculés pour chaque classe d’age pour 10 000
simulations de 1’épidémie frangaise de 2005, avec les trois modéles dose-réponse retenus, en
termes de nombres de malades simulés (valeur médiane et quantiles a 2,5 et 97,5%) pour
chaque classe d’age. Rappelons que ces quantiles sont ici les quantiles de la distribution du
nombre de malades liée a toutes les sources de variabilité prises en compte dans le modéle, et
que D'incertitude n’a pas €été modélisée (il s’agit de simulation de Monte Carlo a une
dimension). Ainsi, il existe une variabilit¢ sur le nombre de malades simulé parce que le
nombre de consommations simulé par classe d’age pour modéliser I’épidémie n’est pas tres
grand. Rappelons qu’on a fixé le nombre total de consommations de steak haché par les enfants
de moins de 16 ans a 588 pour simuler cette épidémie.
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Tableau 17 : Quantiles a 2,5%, 50% et 97,5% des valeurs simulées du nombre de malades dans
la classe d’age [0 — 5 ans[ avec les 3 modeles dose-réponse sur un total de 159 prises

alimentaires dans cette classe d’age

Médiane du nombre Quantile a 2,5% du | Quantile a 97,5% du
Modéle de malades nombre de malades nombre de malades
Crokett 19 11 27
Strachan 16 9 24
Teunis 15 9 23
avec Pr(maladie/infection)=0,55

Tableau 18 : Quantiles a 2,5%, 50% et 97,5% des valeurs simulées du nombre de malades dans
la classe d’age [5 — 10 ans[ avec les 3 modéles dose-réponse sur un total de 195 prises

alimentaires dans cette classe d’age

Médiane du nombre Quantile a 2,5% du | Quantile a 97,5% du
Modéle de malades nombre de malades nombre de malades
Crokett 41 30 52
Strachan 30 21 40
Teunis 28 18 38
avec Pr(maladie/infection)=0,55

Tableau 19 : Quantiles a 2,5%, 50% et 97,5% des valeurs simulées du nombre de malades dans
la classe d’age [10 — 16 ans[ avec les 3 modeles dose-réponse sur un total de 196 prises

alimentaires dans cette classe d’age

Médiane du nombre | Quantile a 2,5% du | Quantile a 97,5% du
Modgele de malades nombre de malades nombre de malades
Crokett 47 36 59
Strachan 34 24 44
Teunis 30 21 40
avec Pr(maladie/infection)=0,55

Les trois modeles dose-réponse retenus donnent des estimations des nombres de malades dans
chaque classe du méme ordre de grandeur, avec une valeur médiane entre 16 et 19 dans la
classe [0 — 5 ans[, entre 28 et 41 dans la classe [5 - 10 ans| et entre 30 et 47 dans la classe [10-
16 ans[. D’apres les données de la littérature, la probabilité de développer un SHU en cas de
maladie se situerait entre 8 et 12% chez les enfants de moins de 5 ans et entre 2 et 5 % chez les
enfants de plus de 5 ans (cf. partie dose-réponse). En supposant que 12% des enfants de moins
de 5 ans malades développent un SHU, on arrive a partir de nos simulations a une estimation la
plus probable du nombre de cas de SHU de 2 dans cette classe. Or rappelons que lors de
I’épidémie francaise de 2005, 10 cas de SHU ont été répertoriés chez les moins de 5 ans. En ce
qui concerne la classe [5 — 10 ans[, en supposant que 5% des malades de cette classe d’age
développent un SHU on arrive a partir de nos simulations a une estimation la plus probable du
nombre de cas de SHU entre 1 et 2 dans cette classe. Or 6 cas ont été répertoriés lors de
I’épidémie dans cette classe d’age. Enfin, si I’on suppose que seulement 2% des malades de
plus de 10 ans développent un SHU, on arrive a partir de nos simulations a une estimation la
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plus probable du nombre de cas de SHU entre 0 et 1. Lors de 1’épidémie, aucun cas n’a été
répertorié chez les enfants de plus de 10 ans.

Si le modele peut paraitre acceptable pour les enfants de plus de 10 ans, il ne ’est pas sur les
moins de 10 ans et ceci est difficilement admissible car notre modele sous-estime
vraisemblablement le nombre de malades chez les jeunes enfants et est donc peu sécuritaire.
Cet écart aux données pour cette classe d’age pourrait étre expliqué par une inadéquation des
trois modeles dose-réponse utilisés. De par leur forme commune a 1’ensemble des classes
d’age, ils ne peuvent rendre compte d’une sensibilité plus grande au pathogene des tres jeunes
enfants mise en évidence lors de I’épidémie frangaise de 2005, mais aussi apparaissant dans les
données de surveillance de I’Institut de veille sanitaire (Espié et al., 2003). Il semble que les
trois modeles dose-réponse retenus sous-estiment la sensibilité des trés jeunes enfants au
pathogene. Ceci est sans doute li¢ au fait que ces modeles ont été établis a partir de données
concernant des épidémies impliquant des enfants souvent plus grands ou des adultes. Le seul de
ces modeles établi spécifiquement chez les enfants (modele de Teunis) a été ajusté a partir de
données concernant des enfants scolarisés a I’école primaire donc d’age supérieur a 6 ans.

3- Etape 2 : établissement de lois dose-réponse chez enfants de moins de 10 ans a
partir des données de I’épidémie de 2005

3.1. Description de la demarche et des modeles

3.1.1. La démarche

Suite au constat d’une inadéquation des modeles dose-réponse utilisés pour les classes d’age [0-5 ans[ et [5-10
ans[, nous avons tenté d’estimer pour chacune de ces classes d’age une loi dose-réponse plus réaliste. Pour cela,
une approche bayésienne a été envisagée, basée sur les résultats de I’appréciation de I’exposition d’une part et sur
les nombres de SHU observés dans ces classes d’age d’autre part. Rappelons que seuls les nombres de SHU sont
connus de fagon exhaustive dans le cadre de 1’épidémie de 2005. Une approche du méme type avait été utilisée sur
les données de 1’épidémie japonaise de septembre 1996 pour estimer les paramétres du modeéle de Teunis que nous
avons utilisé auparavant (Teunis et al., 2004). Néanmoins I’approche de Teunis et al. était nettement plus simple
que la nétre du fait qu’il considérait dans I’appréciation de 1’exposition relative a 1’épidémie que la taille des
portions était la méme pour tous les convives et ’aliment incriminé n’avait subi aucune cuisson. Dans 1’épidémie
de 2005, nous savons que les tailles des portions sont variables ainsi que les modes de cuisson des steaks. Plutot
que de raisonner sur une dose ingérée moyenne, nous avons donc pris comme information sur la dose pour
chacune des deux classes d’age, la distribution des doses ingérées simulées dans le cadre de I’appréciation de
I’exposition présentée auparavant. Un second point différencie notre approche de celle de Teunis et al. (2004),
c’est le fait que nous disposons sans doute de 1’exhaustivité des cas de SHU relatifs a 1’épidémie mais pas du tout
des malades et encore moins des personnes infectées par le pathogéne. Nous avons donc modélisé directement la
relation entre la dose ingérée et la probabilité de développer un SHU.

3.1.2. Les trois mode¢les utilisés
En ce qui concerne le choix de la forme du modéle dose-réponse, nous avons testé trois modeles pour décrire le
risque de SHU en fonction de la dose ingérée : un modele exponentiel, un modele exponentielle-Poisson et un
modele béta-Poisson. Ces trois modeles sont basés sur le parameétre », correspondant au risque d’effet 1ié a
I’ingestion d’une bactérie et décrivent le risque d’effet li¢ a I’ingestion de N bactéries comme la probabilité qu’une
des bactéries ingérées au moins produise 1’effet chez 1’héte, ¢’est-a-dire P = 1-(1- r)". Si cette forme de modéle
n’a de justification mécaniste que si I’effet considéré est I’infection, il n’y a pas d’argument fort qui s’oppose a
son utilisation lorsque I’effet est la maladie (Teunis et al., 1999) et ceci a d’ailleurs été fait couramment y compris
dans les modéles présentés auparavant (modeles de Crockett et de Strachan). Ici nous appellerons donc r le risque
de SHU li¢ a I’ingestion d’une bactérie. En ce qui concerne le pathogene Escherichia coli O157:H7, les auteurs
utilisent préférentiellement un modele béta-Poisson dans lequel le paramétre » n’est pas supposé constant mais
variable d’un hote a P’autre et d’une souche bactérienne a ’autre, suivant une loi béta caractérisée par les
parameétres « et f. Néanmoins I’estimation de ces deux parameétres a partir de données peu nombreuses pose
souvent quelques problémes d’autant que ces parameétres sont structurellement trés corrélés dans le modéle. Ce
probléme a été évoqué notamment par Teunis et al. (2004) et explique le fait que des lois dose-réponse qui
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semblent assez proches peuvent avoir des valeurs de parameétres « et f assez différentes (cf. modéles de Strachan
et de Crockett sur le tableau 10 du module 6).

Dans le cadre de notre étude, nous pourrions justifier 1’utilisation du premier modéle, le modéle exponentiel qui
suppose le paramétre r constant, par le fait que dans le cadre de I’épidémie une seule souche bactérienne est
impliquée et que la variabilité inter-hdtes est réduite par le fait que nous estimons une loi dose-réponse par classe
d’age et que ’age est certainement un des facteurs influencant le plus la sensibilité au pathogéne.

Par ailleurs, nous proposons un deuxiéme modele, qui décrit une variabilité inter-hotes du parameétre » non pas par
une loi béta mais par une loi exponentielle caractérisée par un seul parameétre, en 1’occurrence la valeur moyenne
de 7 notée 7,,,. Par analogie avec le modele béta-Poisson, nous appellerons ce modele le modele exponentielle-
Poisson.

Le troisieme mode¢le utilisé, le modele béta-Poisson, correspond a un modele plus classique dans lequel la
variabilité inter-hotes du paramétre r est décrite par une loi béta caractérisée par deux parameétres.

Les trois figures suivantes présentent les graphes des modéles bayésiens utilisés pour chacune des classes d’age
suivant la forme du modéle dose-réponse utilisé. Une loi a priori informative a été spécifiée sur le risque moyen
de SHU associé a I’ingestion d’une bactérie, formulée sur la valeur de » pour le modele dose-réponse exponentiel,

sur la valeur de r,,, pour le modele exponentielle-poisson et sur la valeur de & / (a + [ ) pour le modele béta-

Poisson (c’est-a-dire la moyenne de la loi béta). En prenant en compte les trois moyennes des lois béta des
modeles de Crockett, Strachan et Teunis (resp. 0,010, 0,022 et 0,055), pour le mod¢le de Teunis, le risque rapporté
de maladie en cas d’infection (0,55) et en considérant que le risque de SHU en cas de maladie se situe entre 0,02 et
0,30 (cf. données de la littérature reportées dans la partie « loi dose-réponse »), nous avons déduit comme a priori
sur le logarithme décimal du risque moyen de SHU par bactérie ingérée une loi uniforme entre -4 et -2. En ce qui

concerne le modele béta-Poisson, il a ét¢ reparamétré en u = a/ (a + ) et v= ln(a + [ ) comme préconisé
par Teunis et al. (2004) afin de réduire les problémes de sur-paramétrage du mod¢le béta-Poisson et de pouvoir
spécifier la loi a priori informative décrite précédemment sur a/ (Ol + [ ) Une information a priori assez large
(loi uniforme entre -10 et 10) a été spécifiée sur le parametre v.

Les 3 graphiques ci-dessous (figures 14, 15 et 16) présentent le modéle décrivant le nombre de SHU dans une
classe d’age a partir des 3 mode¢les utilisés.

Loi empirique de la dose issue du modéle
d’appréciation de 1’exposition

Ningéré
dose en nombre
de bactéries

ingérées

r

(risque individuel de
SHU par bactérie
ingérée)

SHU~binom(1,1-(1-r)Ningéré)

SHU

(vaut 1 si
apparition d’un
SHU 0 sinon)

Consommation

1aN

conso

Figure 14 : Graphe du mode¢le décrivant le nombre de SHU dans une classe d’age a partir d’un mod¢le dose-
réponse exponentiel
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moy

(risque moyen de
SHU par bactérie
ingérée)

I‘Nexp(rmoy)

Loi empirique de la dose issue du modéle
d’appréciation de 1’exposition

N ingéré
dose en nombre
de bactéries
ingérées

SHU~binom(1,1-(1-r)Ningéré)

r SHU
risque individuel (vaut 1 si
par bactérie apparition d’un
ingérée SHU 0 sinon)

Consommation

l1aN

conso

Figure 15 : Graphe du modéle décrivant le nombre de SHU dans une classe d’age & partir d’un modele dose-

réponse exponentielle-Poisson

a

premier parametre de
forme de la loi béta

B

deuxiéme paramétre de
forme de la loi béta

Loi empirique de la dose issue du modéle
d’appréciation de 1’exposition

N ingéré
dose en nombre
de bactéries

ingérées

r~béta(a.,p) SHU~binom(1,1-(1-r)Ningéré)

r SHU
risque individuel (vaut 1 si
par bactérie apparition d’un
ingérée SHU 0 sinon)

Consommation

1aN

conso

Figure 16 : Graphe du mode¢le décrivant le nombre de SHU dans une classe d’age a partir d’un mod¢le dose-

réponse béta-Poisson
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3.1.3. La méthode d’inférence bayésienne

L’inférence bayésienne (Carlin et Louis, 2000) a partir de ces modeles et des cas de SHU observés lors de
I’épidémie dans chacune des 2 classes d’age a été réalisée en fixant les nombres de consommations comme
calculés précédemment a 159 dans la classe [0-5 ans[ et a 195 dans la classe [5-10 ans[. Le logiciel BRugs
(Thomas et al., 2006) a été utilisé. Pour chaque modele et chaque classe d’age, dix chaines de Markov ont été
simulées en paralléle, avec une phase d’adaptation de 1000 itérations suivie de 1000 autres itérations. La
convergence a ¢été étudiée en visualisant les chaines graphiquement ainsi qu’a partir du graphe de Brooks, Gelman
et Rubin (Brooks et Gelman, 1998).

3.2. Résultats de I’inférence bayésienne

En ce qui concerne la convergence des chaines de Markov, celle-ci est trés vite obtenue pour chacune des chaines
avec le modele exponentiel et les chaines se superposent. En ce qui concerne le modeéle exponentielle-Poisson, la
convergence globale est assez vite obtenue méme si une autocorrélation importante est observée sur chacune des
chaines. Par contre en ce qui concerne le modeéle béta-Poisson, méme lorsque les itérations sont poursuivies les
chaines ne se superposent pas et restent trés dépendantes des conditions initiales. D’autre part une corrélation
importante entre les 2 paramétres u et v apparait ainsi qu’une autocorrélation importante sur chacune des chaines.
Il parait donc difficile d’obtenir une estimation de ces deux paramétres avec si peu de données observées, ce qui
n’est pas trés surprenant.

Le tableau suivant donne les estimations obtenues pour les modeles exponentiel et exponentielle-Poisson pour
chacune des classes d’dge. Pour chaque parameétre est donnée comme estimation la médiane des chaines de
Markov suivie de I’intervalle de crédibilité a 95% (quantiles a 2,5 et 97,5 % des chaines de Markov).

Tableau 20 : Estimations des paramétres des modeles dose-réponse pour chaque classe d’age, accompagnées de
I’intervalle de crédibilité a 95%

Classe d’age
Modele dose-réponse [0-5 ans[ [5-10 ans[
exponentiel r:1,2.10° [5,2.10%; 2,3.107] r:2,5.107[1,1.10%; 5,3.10™]
exponentielle-Poisson Fimoy:1,5.107 [6,9.107 ; 3,2.107] Fioy 1 2,6.107 [1,1.10% ; 6,7.10™]

En terme de déviance (caractéristique définie par -2 In(vraisemblance) et dont la valeur est d’autant plus élevée
que le modele s’écarte des données) , le modéle exponentiel donne des déviances de 97 et 64 respectivement pour
les classes d’age [0-5 ans[ et [5-10 ans[ et le modéle exponenticl-Poisson des déviances de 69 et 58.

Par ailleurs, étant donné que certaines bornes des intervalles de crédibilité sont proches des bornes définies pour la
loi a priori sur les paramétres r et r,,,, les estimations bayésiennes ont été réalisées a nouveau avec la méme
méthodologie en élargissant juste cette loi a priori et en fixant pour le logarithme décimal de ces paramétres une
loi uniforme entre -5 et -1, plutot qu’entre -4 et -2. Ce changement n’a pas d’impact sur les estimations ponctuelles
des parametres des modéles exponentiel et exponentielle-Poisson, et trés peu sur les intervalles de crédibilité.

3.3. Quelques éléments de réesumé et de discussion

Nous avons choisi ci-dessus de modéliser directement le risque de SHU en fonction de la dose
ingérée et proposé¢ deux modeles de forme différentes (exponentiel et exponentielle-Poisson)
dont nous avons pu estimé les parameétres pour les classes d’age [0-5 ans| et [5-10 ans| a partir
des données de I’épidémie francaise de 2005. Nous aurions pu définir un modele dose-réponse
donnant le risque d’infection assorti d’une valeur du risque de SHU en cas d’infection,
probabilité qui aurait pu étre différente dans les 2 classes d’dge. Néanmoins cette derniére
probabilité est mal connue. Il existe quelques informations dans la littérature sur le risque de
SHU en cas de maladie et sur le risque de maladie en cas d’infection, mais les valeurs
rapportées sont trés variables d’une publication a 1’autre (cf. partie « loi dose-réponse ») et il
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parait difficile de fixer une valeur par classe d’age a partir de ces données. Il aurait donc été
nécessaire d’estimer ce risque de SHU en cas d’infection a partir de nos données ce qui aurait
posé un autre probléme de sur-paramétrage du modele du fait que nous ne disposons pas pour
I’épidémie du nombre de malades, mais seulement du nombre de SHU. Enfin cette approche
qui est assez souvent utilisée fait implicitement I’hypothése que le risque de SHU en cas
d’infection est indépendant de la dose, ce que nous mettons en doute (cf. partie « loi dose-
réponse » et Teunis ef al., 1999).

L’Institut de veille sanitaire a recueilli aprés 1’épidémie des informations sur les modes de
cuisson, les portions ingérées et le statut des convives aupres des familles des malades
recensés. Ces données ne permettent pas de connaitre le nombre exhaustif de malades car de
nombreux malades n’ont sans doute pas été répertoriés, mais une analyse compléte de ces
données par inférence bayésienne en prenant en compte les données manquantes permettra
peut-&tre au cours de travaux ultérieurs d’affiner les résultats obtenus ici.

4- Etape 3 : simulation de divers scénarios a partir des modéles dose-réponse retenus
pour chaque classe d’age

4.1. Modeles retenus

4.1.1. Appréciation de I’exposition
En ce qui concerne I’appréciation de 1’exposition, le modele décrit a 1’étape 1 a été utilisé tel
quel.

4.1.2. Appréciation des effets

Nous avons choisi de conserver les deux modeles ajustés sur les classes d’age [0-5 ans[ et [5-10
ans[ : modeles exponentiel, exponentielle-Poisson. En ce qui concerne la classe d’age [10-16
ans[, nous avons conservé les trois modeéles de la littérature retenus précédemment : modéles de
Teunis, Crokett et Strachan. Pour 1’utilisation du mod¢le de Teunis, le risque de maladie en cas
d’infection a été fixé comme précédemment a 0,55. Par ailleurs pour les trois modeéles, le risque
de SHU en cas de maladie a été fixé a 0,02 d’apres les données de la littérature (cf. module 6
« loi dose-réponse »). Sur la figure suivante (n°17) ont été représentées les lois de distribution
du risque de SHU par ingestion d’une bactérie pour les modeles utilisés dans les trois classes
d’age. Cette figure rend donc compte de la variabilité de la valeur de r associée a I’ingestion
d’une seule bactérie, pour chacun des modéles retenus. Pour le modele exponentiel, aucune
variabilité n’est modélisée, d’ou la valeur unique de r représentée.
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Figure 17 : Distribution du risque de SHU (en logarithme décimal) associé a 1’ingestion d’une
bactérie pour chacun des modéles dose-réponse retenus sur les trois classes d’age (les deux
traits verticaux correspondent aux valeurs constantes de r dans le modéle exponentiel)

4.1.3. Estimation des risques

L’estimation des risques a été réalisée telle que décrite dans 1’étape 1.

4.2. Méthode de simulation

Comme dans 1’étape 1, des simulations de type Monte Carlo a une seule dimension ont été réalisées en grand
nombre afin d’obtenir des estimations du nombre de SHU lors de 1’épidémie de 2005. L’estimation d’un risque
individuel moyen pour chaque classe d’age, chaque modéle dose-réponse et chaque scénario envisagé a ensuite été
réalisée toujours a partir de simulations de Monte Carlo a une seule dimension. Chaque valeur du risque individuel
moyen a été estimée a partir d’un nombre de simulations adapté au scénario afin d’assurer la convergence du
résultat vers une valeur suffisamment précise. En effet plus le niveau de contamination moyen supposé de la
viande hachée est faible, plus les doses simulées sont faibles voire majoritairement nulles. Ainsi pour un niveau
moyen de contamination supposé trés faible, la plupart des simulations donnent un risque individuel nul et il est
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donc nécessaire de simuler un nombre beaucoup plus grand de prises alimentaires pour obtenir une estimation
précise du risque individuel moyen.

La totalité des simulations ont été réalisées a 1’aide du logiciel R (version 2.3.1) (Thaka et Gentleman, 1996). Une
partie des simulations (les simulations de 1’épidémie de 2005) ont aussi été réalisées par un second membre du
groupe a I’aide du logiciel @Risk en vue de valider les procédures de calcul et les résultats numériques obtenus.

4.2.1. Simulation du nombre de SHU lors de I’épidémie de 2005

Les tableaux suivants donnent les résultats observés pour chaque classe d’age pour 10 000
simulations de 1’épidémie francaise de 2005, avec les modéles dose-réponse retenus, en terme
de nombres de SHU simulés (valeur médiane et quantiles a 2,5 et 97,5%) pour chaque classe
d’age. Rappelons que comme précédemment ces quantiles sont ici les quantiles de la
distribution du nombre de SHU li¢e a toutes les sources de variabilité prises en compte dans le
modele, et au fait que le nombre estimé de consommations chez les enfants de moins de 16 ans
n’est pas trés élevé (588).

Tableau 21 : Quantiles a 2,5%, 50% et 97,5% des valeurs simulées du nombre de SHU dans la
classe d’age [0 — 5 ans[ avec les 3 mod¢les dose-réponse sur un total de 159 prises alimentaires
dans cette classe d’age

Médiane du nombre | Quantile a 2,5% du | Quantile a 97,5% du
Modéle de SHU nombre de SHU nombre de SHU
Exponentiel 7 3 13
Exponentielle-Poisson 8 3 14

Tableau 22 : Quantiles a 2,5%, 50% et 97,5% des valeurs simulées du nombre de SHU dans la
classe d’age [5 — 10 ans[ avec les 3 modéles dose-réponse sur un total de 195 prises

alimentaires dans cette classe d’age

Médiane du nombre | Quantile a 2,5% du | Quantile a 97,5% du
Modéle de SHU nombre de SHU nombre de SHU
Exponentiel 5 1 10
Exponentielle-Poisson 5 10

Tableau 23 : Quantiles a 2,5%, 50% et 97,5% des valeurs simulées du nombre de SHU dans la
classe d’age [10 — 16 ans[ avec les 3 modeles dose-réponse sur un total de 196 prises

alimentaires dans cette classe d’age

M¢édiane du nombre | Quantile a 2,5% du | Quantile a 97,5% du
Modéle de SHU nombre de SHU nombre de SHU
Crokett 1 0 2
Strachan 1 0 1
Teunis 1 0 1

Ces résultats permettent juste de vérifier que notre modele intégrant les modeles dose-réponse
retenus sur les trois classes donne des estimations des nombres de SHU cohérentes avec les
nombres observés lors de 1’épidémie de 2005. Rappelons qu’il y avait eu 10 cas dans la classe
[0-5 ans|[, 6 dans la classe [5-10 ans[ et 0 dans la classe [10-16 ans|.
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4.2.2. Simulation du risque individuel de SHU en fonction de la concentration en
pathogene dans la viande avant cuisson

A partir de ce modéle, nous avons fait varier la concentration du pathogeéne dans la viande
hachée sans modifier les autres paramétres du modele. Pour chaque valeur de cette
concentration nous avons estimé pour chaque classe d’age un risque individuel moyen qui
correspond au risque de déclarer un SHU aprés une prise alimentaire, toujours en prenant en
compte le modele de cuisson de la viande intégrant les données correspondant a la restauration
familiale. La figure suivante représente les courbes de risque individuel moyen simulé a 1’aide
des modeles retenus et pour les trois classes d’dge, en fonction de la concentration en
pathogeéne dans la viande hachée avant cuisson. La plus petite valeur de concentration en
abscisse (Cmélée = 5.10” ufc.g™") correspond a 1’estimation retenue de la concentration
moyenne en Escherichia coli O157:H7 dans les mélées francaises a partir des données de
Vernozy-Rozand et al. (2002) en supposant que toutes les mélées sont trés faiblement
contaminées (cf. module 2 « prévalence et niveau de contamination »). La plus grande valeur
de la concentration en abscisse (Cmélée = 5.9 ufc.g™) correspond au niveau estimé de la
contamination de la mélée incriminée lors de 1’épidémie de 2005.

Pour une forte concentration les valeurs simulées de la dose ingérée sont majoritairement non
nulles, par contre quand la concentration passe en dessous de 1.107 ufc.g™ plus de 99% des
doses ingérées simulées sont nulles pour la classe d’age [0-5 ans[, plus de 98% pour la classe
[5-10 ans[ et plus de 97% pour la classe [10-16 ans[. A cette concentration les rares doses
simulées non nulles sont par ailleurs majoritairement d’une seule cellule par portion. On ne
peut donc plus vraiment raisonner en terme de « dose ingérée » pour ces tres faibles
concentrations, mais en terme de probabilité de présence résiduelle du pathogeéne aprés cuisson.
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Figure 18 : Risque individuel moyen de SHU li¢ a une prise alimentaire de steak haché surgelé
cuit selon les modalités observées en restauration familiale, en fonction de la concentration en
pathogéne dans la viande hachée crue, pour les trois classes d’age et les divers modeles dose-
réponse retenus. Une clef de lecture est ajoutée a la figure sous forme d’un exemple de lecture :
pour une concentration donnée dans la mélée de viande crue lue en abscisse (sur I’exemple
Cmeélée = 0,01 ufc.g'1= —210g10[ufc.g'1]) on peut lire en ordonnée pour un mode¢le et une classe
d’age donné (sur I’exemple avec le modele exponentiel sur la classe [0-5 ans[) le risque
individuel moyen de SHU (sur I’exemple logo(r)=-4,1 d’ot r = 8.10) qui peut étre exprimé en
nombre de cas de SHU estimé pour un nombre donné de prises alimentaires (sur I’exemple 8
cas pour 10’ prises alimentaires).

Rappelons que [’utilisation pour des concentrations trés faibles de modeles dose-réponse
ajustés a partir de données d’épidémie donc avec des concentrations élevées doit rester trés
prudente. En théorie, il faudrait pouvoir valider ces modéles a des concentrations faibles mais
cela parait bien difficile.
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Les différents modéles donnent une estimation du risque individuel d’un peu moins d’un cas
pour un million de prises alimentaires quelle que soit la classe d’age (entre 0,2 et 0,7 cas) pour
la concentration la plus faible envisagée (5.10” ufc.g”) (cf. tableaux ci-dessous).

Pour chaque modele, chaque classe d’age et chaque valeur de concentration moyenne dans la
viande crue, la figure 18 donne une estimation du risque individuel moyen, tenant compte de
toutes les sources de variabilité¢ décrites dans notre modele d’AQR (sur la portion ingérée, le
mode de cuisson...). Cette figure pourrait laisser croire a tort que ce risque individuel moyen
est précisément connu. Il est bien évident qu’il est entaché d’incertitude, mais celle-ci reste
difficile a évaluer du fait que nous nous sommes basés sur des simulations de Monte Carlo ne
prenant en compte que les sources de variabilité. Une des sources d’incertitude réside dans
I’estimation du (ou des) parametre(s) du modele dose-réponse. Pour les quatre modeéles
construits a partir des données de 1’épidémie (cf. paragraphe 3), une fagcon simple de prendre en
compte I’incertitude liée a 1’estimation du parametre du modele dose-réponse (r pour le modele
exponentiel ou rp,y pour le modele exponentielle-Poisson), est de tracer a nouveau la courbe
donnant le risque individuel moyen en prenant comme valeurs de ce paramétre successivement
les deux bornes de son intervalle de crédibilité & 95% (donné dans le paragraphe 3.2). Les
courbes ainsi obtenues ont été tracées sur la figure 19, pour les classes d’age [0 — 5 ans[ et [5 —
10 ans[ et les modéles exponentiel et exponentielle-Poisson. Ainsi la valeur de 8 cas pour 10’
prises alimentaires lue dans la figure 18 pour une concentration de 0,01 ufc.g” (modéle
exponentiel, classe d’age [0 — 5 ans[) est associée a un intervalle d’incertitude de 4 a 16 cas
pour 10’ prises alimentaires. Notons que cet intervalle d’incertitude ne rend compte que d’une
partie de I’incertitude et sous-estime donc celle-ci. Une prise en compte de toutes les sources
d’incertitude tout au long de I’étude serait nécessaire pour affiner cette estimation.

On peut voir sur la figure 18 et 19 que les modéeles exponentiel et exponentielle-Poisson
donnent des estimations du risque individuel assez proches, avec une marge d’incertitude un
petit peu plus grande avec le modele exponentielle-Poisson. On peut aussi observer sur ces
deux figures que les deux modeles estiment un risque individuel moyen lors d’une prise
alimentaire a peu pres deux fois plus grand dans la classe d’age [0 — 5 ans[ par rapport a la
classe d’age [5 — 10 ans[. La plus forte cuisson des steaks servis aux trés jeunes enfants et la
plus petite taille des portions tend donc a atténuer I’impact de leur plus grande sensibilité¢ au
pathogene. Rappelons que les estimations des paramétres des lois dose-réponse obtenues au
paragraphe 3.2 décrivaient une sensibilité au pathogene des enfants de moins de 5 ans environ
5 fois plus élevée que celle des [5 — 10 ans|.
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Figure 19 : Courbes de risque individuel moyen de SHU intégrant une partie de l'incertitude :
risque individuel moyen de SHU lié a une prise alimentaire de steak haché surgelé cuit selon
les modalités observées en restauration familiale en fonction de la concentration en pathogéne
dans la viande crue, pour les classes d’age [0 — 5 ans[ et [5 — 10 ans[ et les mod¢les dose-
réponse retenus. Pour chaque modéle dose-réponse, les lignes pleines ont été obtenues a partir
de I’estimation ponctuelle du parametre du modeéle (r ou rpmoy respectivement pour les modéles
exponentiel et exponentielle-Poisson) et les lignes pointillées ont été obtenues a partir des
bornes de I’intervalle de crédibilité de ce paramétre. Rappelons que cet intervalle d'incertitude
ne rend compte que d'une partie de l'incertitude et sous-estime donc celle-ci Une clef de lecture
a ¢été ajoutée a chaque figure: sur la premicre on peut lire par exemple que pour une
concentration dans la viande crue de 0,01 ufc.g’ (Cmélée = -2logo[ufc.g”']) le risque
individuel moyen de SHU est estimé entre 4 et 16 cas pour 10° prises alimentaires
(logio(risque) entre -4,4 et -3,8)

La consommation annuelle de steaks hachés surgelés en foyer par les moins de 16 ans a été

estimée a 47,8 millions de consommations chez les [0-5 ans[, 58,5 millions chez les [5-10 ans|
et 58,6 millions chez les [10-16 ans[, en tenant compte du fait que seulement 42% des steaks
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hachés consommés en foyer sont des produits surgelés. Si I’on considére que la concentration
de 5.10” ufc.g” est représentative de la concentration moyenne dans I’ensemble des mélées
francaises (cf. module 2 « prévalence et niveau de contamination »), la deuxiéme colonne des
tableaux ci-dessous donne des estimations de nombres de cas sporadiques de SHU liés a la
consommation en restauration familiale de steaks surgelés. Les études épidémiologiques
indiquent sur les dix derni¢res années des moyennes respectives de 64, 13 et 5 cas sporadiques
de SHU par an chez les enfants des classes d’age respectives [0-5 ans[, [5-10 ans[ et [10-16
ans[ (Espié et al., 2006). Par ailleurs parmi ces cas, 60% seulement indiquent la consommation
de steak haché sans indication ni du mode de conditionnement ni du lieu de consommation. La
part du nombre de cas sporadiques de SHU li¢e a la consommation en restauration familiale de
steak surgelé est donc sans doute inférieure a la moitié des chiffres totaux rapportés. Dans la
classe d’age [0 — 5 ans[,les modeles dose-réponse exponentiel et exponentielle-Poisson
semblent donner des estimations cohérentes avec les données épidémiologiques. Dans la classe
d’age [5 — 10 ans[ le modele exponentiel et le modele exponentielle-Poisson donnent des
estimations un peu élevées par rapport a ces données. Enfin dans la classe d’age [10 — 16 ans[
tous les modéles semblent surestimer le nombre de cas sporadiques méme si le modele de
Crockett donne I’estimation la plus cohérente avec les données épidémiologiques.

Tableau 24 : Estimations du risque individuel moyen de SHU et du nombre de cas sporadiques
de SHU dans la classe d’age [0 — 5 ans[ avec les 2 modeles dose-réponse pour une
concentration en Escherichia coli O157:H7 dans la viande hachée de 5.10” ufc.g-1

Risque individuel moyen Nombre de cas sporadiques par an
Modéle estimé en nombre de cas pour (estimé pour une consommation annuelle
10° prises alimentaires de 48.10° prises alimentaires)
Exponentiel 0,37 18
Exponentielle-Poisson 0,47 22

Tableau 25 : Estimations du risque individuel moyen de SHU et du nombre de cas sporadiques
de SHU dans la classe d’age [5 — 10 ans[ avec les 2 mod¢eles dose-réponse pour une
concentration en Escherichia coli O157:H7 dans la viande hachée de 5.107 ufc.g™

Risque individuel moyen Nombre de cas sporadiques par an
Modéle estimé en nombre de cas pour (estimé pour une consommation annuelle
106 prises alimentaires de 58.10° prises alimentaires)
Exponentiel 0,20 12
Exponentielle-Poisson 0,21 12

Tableau 26 : Estimations du risque individuel moyen de SHU et du nombre de cas sporadiques
de SHU dans la classe d’age [10 — 16 ans[ avec les 2 modéles dose-réponse pour une
concentration en Escherichia coli O157:H7 dans la viande hachée de 5.10” ufc.g-1

Risque individuel moyen Nombre de cas sporadiques par an
Modele estimé en nombre de cas pour | (estimé pour une consommation annuelle
106 prises alimentaires de 59.10° prises alimentaires)
Crokett 0,21 12
Strachan 0,45 26
Teunis 0,65 38
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4.2.3. Simulation du risque individuel de SHU pour divers scénarios de cuisson

Afin de bien visualiser I’impact du mode de cuisson sur le risque individuel moyen de SHU
lors d’une consommation, nous avons simulé d’autres scénarios de cuisson par tous les
consommateurs suivant un seul méme mode de cuisson. La figure suivante représente par
exemple les résultats obtenus pour la classe d’age [0 - 5 ans[ avec le modele dose-réponse
exponentiel et pour les trois modes de cuisson. Cette figure se lit de la méme fagcon que la
figure précédente. Pour une concentration en pathogeéne dans la mélée au niveau estimé lors de
I’épidémie de 2005 (Cmélée = 5,9 ufc.g™), le risque de SHU par prise alimentaire prend les
valeurs 0,283 (283 cas pour 1000 prises alimentaires), 0,133 (129 cas pour 1000 prises
alimentaires), 0.072 (72 cas pour 1000 prises alimentaires) et 0,006 (6 cas pour 1000 prises
alimentaires) respectivement pour les modes de consommation « cru », « saignant », « rosé »
et « bien cuit ». Le passage du mode « rosé » au mode « bien cuit » permet donc de réduire
d’un facteur supérieur a 10 le risque de développer un SHU, alors que le passage du mode
«cru» a « saignant » ne réduit le risque que d’un facteur 2. Des résultats similaires pourraient
étre montrés avec les autres concentrations (les courbes de la figure 18 étant presque paralléles)
mais aussi avec les autres classes d’age et les autres modeles, les risques relatifs d’un mode de
cuisson a I’autre ne dépendant pas fortement ni du modele dose-réponse ni de la classe d’age.
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Figure 20 : Risque individuel moyen de SHU li¢ a une prise alimentaire de steak haché surgelé
en fonction de la concentration en pathogéne dans la viande hachée crue, pour les moins de 5
ans et le modele dose-réponse exponentiel, en fonction du mode de cuisson

5- Conclusions et discussion
Ce travail a mis en évidence 1’inadéquation des modéles dose-réponse de la littérature pour
décrire la plus grande sensibilit¢ des trés jeunes enfants au pathogene Escherichia coli
O157:H7. A partir des données épidémiologiques relatives a 1’épidémie frangaise de 2005 et
grace a une approche originale, nous avons pu proposer deux autres modeles dose-réponse pour
les enfants des classes d’age [0 — 5 ans[ et [5 — 10 ans[. Cette approche a par ailleurs montré
que les enfants de la classe [0 — 5 ans[ étaient plus sensibles au pathogene que les enfants de la
classe [5 — 10 ans[ avec des estimations des parametres des lois dose-réponse clairement
différentes pour ces deux classes d’age. Ces nouvelles lois dose-réponse ont été intégrées au
modele global d’AQR et utilisées pour simuler le risque individuel moyen de SHU en fonction
de la concentration du pathogéne dans la viande crue. Les résultats obtenus ont été confrontés
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aux données épidémiologiques relatives aux cas sporadiques de SHU en France. Cette
confrontation montre que le modéle dose-réponse exponentiel et le modele exponentielle-
Poisson estimés sur les classes d’age [0 — 5 ans[ et [5S — 10 ans[ ont donné des valeurs proches
et assez cohérentes avec les données épidémiologiques. Enfin le modeéle d> AQR avec le
modele dose-réponse exponentiel a été utilisé sur la classe d’age [0 — 5 ans[ pour simuler 4
scénarios de cuisson afin de quantifier I’impact du mode de cuisson sur le risque de SHU. 11 est
apparu qu’une cuisson « ros¢ » ne permettait pas de réduire considérablement le risque et
qu’une cuisson « bien cuit » était préférable méme si ce dernier mode de cuisson ne permettait
pas encore d’assurer un risque nul.

Comme dans toute approche de modélisation un certain nombre d’hypothéses simplificatrices
ont été faites dans ce travail qui méritent d’étre discutées. Comme indiqué dés le début de cette
partie nous avons choisi de réaliser des simulations de Monte Carlo a une dimension sans
prendre en compte la dimension d’incertitude. Une étude plus poussée pourrait tre menée afin
d’ajouter cette dimension a notre modele d’AQR. Néanmoins les résultats principaux n’en
seraient sans doute pas notablement modifiés du fait que la plupart des incertitudes non prises
en compte sont relativement faibles. En effet la variabilité sur les modes de cuisson, la masse
des portions consommeées, la distribution du nombre de prises alimentaires dans les classes
d’age ont été obtenues a partir d’enquétes de consommation réalisées sur des effectifs assez
¢levés (cf. module 3 « consommation »). La concentration en pathogéne dans la mélée
incriminée lors de I’épidémie de 2005 est aussi connue de fagon assez précise (intervalle de
crédibilité entre 3 et 9 ufc.g”, cf. module 2 « prévalence et niveau de contamination »). La plus
forte incertitude non prise en compte est vraisemblablement celle sur le nombre réel de prises
alimentaires lors de I’épidémie de 2005, étant donné que nous avons considéré que tous les
produits non retirés et non rapportés avaient ét¢ consommeés ce qui conduit vraisemblablement
a une surestimation du nombre de prises alimentaires.

Par ailleurs nous n’avons considéré qu’un seul mode de cuisson des steaks, la cuisson a la
poéle avec un seul retournement a mi-cuisson, mode de cuisson majoritairement utilisé par les
consommateurs francais. La prise en compte d’autres modes de cuisson nécessiterait la
réalisation d’expérimentations complémentaires. Nous avons aussi considéré que les
consommateurs ne décongelaient pas le produit avant cuisson (pratique majoritaire) et la prise
en compte d’autres modes de préparation nécessiterait la encore la réalisation d’autres études
expérimentales ainsi que d’autres enquétes de consommation.

99



Synthese

L’Afssa a publi¢ en 2003 un « Bilan des connaissances relatives aux Escherichia coli
producteurs de Shiga-toxines (STEC'®) », une famille de bactéries responsables de diarrhées
bénignes mais aussi de diarrhées sanglantes, et du syndrome hémolytique urémique (SHU)
avec des possibilités de séquelles rénales graves, voir de mortalité. Les personnes agées
peuvent présenter des purpuras thrombotiques thrombocytopéniques. Elles representent, avec
les enfants, les 2 populations a risque ; chez ces derniers, le risque est maximun entre 1 et 2 ans
puis diminue jusqu'a 15 ans. La morbidité causée par les STEC est stable dans la plupart des
pays industriels (incidence annuelle de 1,5 a 20 cas par million d’habitants selon le pays), et la
1étalité est limitée. On observe réguliérement des épidémies aux Etats-Unis et au Canada, et
quelques épidémies ont été observées en Europe et au Japon.

Des études épidémiologiques conduites en France ont montré que la consommation de steaks
hachés de beeuf est le premier facteur de risque de SHU. Aussi, pour compléter le bilan de
2003, le groupe de travail a conduit une appréciation quantitative des risques (AQR) de
maladie provoquée par 1’ingestion de steaks hachés de beeuf contenant des STEC.

Il a d’abord recensé les données de la littérature scientifique internationale et de la littérature
grise (rapports, comptes-rendus etc.) utilisables pour décrire la situation en France, et
déterminer, parmi les données manquantes, celles qu’il était possible d’acquérir dans le temps
compatible avec la réflexion du groupe de travail et en respectant les moyens alloués. Cette
réflexion a conduit a limiter le champ de I’étude aux maillons de la chaine alimentaire
allant du steak haché surgelé jusqu’aux symptdmes chez le consommateur.

En parallele, le groupe a analysé les publications (Canada, 1998 ; Pays-Bas et Etats-Unis,
2001) concernant les appréciations quantitatives du risque de maladies provoquées par les E.
coli O157:H7. Les conditions d’¢levage, d’abattage, de transformation et de consommation
dans les trois pays étaient trop différentes de celles prévalant en France pour permettre une
exploitation des résultats. Toutefois, chaque étude proposait des méthodologies différentes qui
ont inspiré les travaux du groupe.

Des lors, le groupe a adopté une méthode de travail suivant la démarche recommandée par le
Codex alimentarius pour faire une appréciation quantitative du risque en France comportant les
étapes suivantes :

(1) identification du danger : rapport de 2003 ;

(2) appréciation quantitative de I’exposition : contamination des steaks hachés au moment de
leur consommation, ou quantité¢ de STEC a laquelle le consommateur est exposé ;

(3) appréciation quantitative des effets, et de la relation dose-réponse : probabilité d’un
effet morbide chez le consommateur en fonction de la dose (quantit¢ de STEC dans une
portion consommée). Au début du travail, il existait peu de données disponibles.
L’¢épidémie de STEC dans des steaks surgelés (sud-ouest de la France, automne 2005) a
permis de collecter les données épidémiologiques sur les malades (InVS) et les données
microbiologiques sur les produits (laboratoire de microbiologie alimentaire et
prévisionnelle). Ces données ont permis de compléter celles de la littérature et de proposer

10 Prononcer « essetek »
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des relations dose-réponse pour le SHU chez les enfants de moins de cinqg ans et ceux ayant
de cing a neuf ans.

(4) I’estimation du risque : I’estimation du nombre de cas d’effets morbides dans la
population étudiée.

1- Appréciation de I’exposition :

1.1. Consommation de steak hache

A partir de quatre enquétes, notamment de l’enquéte individuelle et nationale sur les
consommations alimentaires réalisée en 2006 (INCA2) et celle de la société Secodip sur les
achats des ménages en 2004, ont été obtenus la distribution de la taille des portions et le
nombre des portions de steaks consommées pour les trois classes d’age étudiées: de la
naissance a I’anniversaire des cinq ans, notée [0-5[ dans le rapport ; de ’anniversaire des cinq
ans a celui des 10 ans, notée [5-10[ ; de I’anniversaire des 10 ans a celui des 16 ans, notée [10-
16[;

Les effectifs de ces classes d’age ont été estimés pour la population générale frangaise a partir
des données de I’'INSEE.

1.2. Contamination des steaks hachés industriels par des STEC
A partir des données disponibles pour la France, les estimations sont les suivantes :

. en situation habituelle, la concentration moyenne de STEC dans les steaks
hachés de beeuf est estimée a 5.107 ufc/g (intervalle de crédibilité'' a 95% : 1,5.107 a
1,0.10%) ;

J lors de I’épidémie de 2005, la concentration des cellules de STEC dans les
steaks hachés incriminés était en moyenne 5,9 ufc/g (intervalle de crédibilité a 95% : 3 a
9), avec une distribution obéissant a la loi de Poisson.

Le niveau de contamination des steaks hachés en situation épidémique était donc environ
120 000 fois supérieur au niveau estimé en dehors de la situation d’épidémie (situation
habituelle).

1.3. Modes de cuisson

Devant I’absence d’information bibliographique disponible sur le degré de cuisson des steaks
de beeufs consommés par les enfants des differentes classes d’age, le groupe de travail a réalisé¢
une enquéte avec un questionnaire simple, associ¢ a la photographie d’un steak cru et de steaks
présentant trois degrés de cuisson caractéristiques.

Avec 589 questionnaires exploitables, il apparait que prés de 50% des enfants de moins de 5
ans mangent les steaks bien cuits ; le pourcentage dans les deux classes d’age suivantes est
respectivement de 27 et 24%. La consommation de steaks saignants croit avec 1’dge des
enfants.

1.4. Effet assainissant de la cuisson
Les travaux publiés dans la littérature scientifique internationale fournissent les informations
sur la cinétique de destruction des STEC par la chaleur dans la viande hachée de beeuf. Les

11 sagit d’un intervalle de crédibilité et non d’un intervalle de confiance, parce que I’estimation a été faite en
suivant une approche bayésienne.
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temps de réduction décimale (temps nécessaire pour diviser la population bactérienne par dix-
RD) sont donc connus en fonction de la température. Néanmoins, cette information est
inutilisable sans une connaissance fine du profil (spatial et temporel) de température dans le
steak haché avec les modes de cuisson utilisés en France. Les essais réalisés au laboratoire
d’études et de recherches sur la qualit¢ des aliments et procédés agro-alimentaires
(Afssa/Lerqap), confirment qu’il existe une hétérogénéité de température dans le steak apres
cuisson a la poéle avec, pour un méme aspect visuel d’un steak cuit, une variabilité notable de
la température atteinte a cceur. Pour modéliser I’effet destructeur d’un type de cuisson donné,
on ne peut donc pas utiliser une valeur unique. Il a été décidé de représenter les résultats par
des distributions uniformes du nombre de réductions décimales obtenus pour les trois degrés de
cuisson.comme illustré ci dessous.

Tableau 27 : Efficacité de la cuisson a la poéle avec un seul retournement.

Type de cuisson Nombre de Facteur par lequel le Pourcentage de
réductions décimales | nombre de bactéries destruction
est divisé
Saignant 0a0,9 1479 0a87%
Rosé 02al4 1,6 225 37496 %
Bien cuit 1,2a2,8 16 a 630 942 99,8 %

Eu égard aux habitudes de consommation prévalant aujourd’hui en France dans les ménages,
ces résultats mettent en €évidence les limites des effets de la cuisson a la poéle avec un seul
retournement sur la destruction des STEC, et donc I’'importance que revét I’hygiéne de la
production des steaks hachés. Ils confirment en outre I’importance d’assurer une cuisson a
cceur des steaks hachés destinés aux jeunes enfants.

2- Appréciation des effets : relation dose-réponse
A partir de relations dose-réponse publiées dans le cadre d’essais recents sur volontaires sains
et lors d’épidémies, le groupe a evalué la probabilit¢ d’infection apres 1’ingestion d’une
bactérie : celle-ci est faible, mais la probabilité de SHU en cas de maladie, est de :

° 8al12%de0asans;
° 2a5%de6a16ans.

Cependant, il est a noter que les publications concernant les essais sur volontaires sains sont

critiquables car ceux-ci ne sont pas représentatifs des populations a risques (enfants et
personnes agées), et les souches utilisées ne provoquaient que des troubles bénins.

Les publications concernant les épidémies causées par des STEC reposent sur des hypothéses,
notamment sur 1’exposition, parfois discutables. En effet, toutes les relations dose-réponse
publiées reposent sur les hypothéses suivantes :

(1) chaque cellule bactérienne peut provoquer I’effet étudi¢ avec une probabilité 7,

(2) chaque cellule agit indépendamment des autres cellules,

(3) les cellules sont réparties dans 1’aliment selon la loi de Poisson,

(4) la probabilité » n’est pas identique pour toutes les cellules bactériennes mais est

distribuée selon une loi béta.
Les deux premiéres hypothéses font I’objet de controverses, mais aucune autre proposition n’a
été formulée jusqu’ici. Les trois premicres hypotheses conduisent a la formulation d’une
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relation exponentielle dont 7 est le seul paramétre. L’ajout de la quatriéme hypothése conduit a
une équation dite « béta-Poisson », a deux parametres o et £.

Le groupe a retenu trois équations de type « béta-Poisson », dont une est basée sur des données
relatives a Shigella (Crockett et coll. 1996), et deux autres sur des données d’épidémies
provoquées par des STEC (Teunis et al. 2004, Strachan et al. 2005). 11 est observé qu’avec ces
trois équations, la dose provoquant la maladie chez un consommateur sur dix est la méme
(environ 10 cellules bactériennes) mais la dose provoquant la maladie chez un consommateur
sur deux (DMso) différe considérablement (de 10” & 3.10° bacteries).

3- Estimation du risque
Les informations collectées au cours des étapes précédentes ont été reprises et combinées pour
estimer le nombre de SHU par an et le comparer aux chiffres de 1’épidémie frangaise de 2005
dans les trois classes d’ages. Les résultats obtenus sont différents :

° 2 cas de SHU estimés au lieu de 10 cas observés en 2005 chez les enfants de
moins de cing ans,

° 1 ou 2 cas de SHU estimés au lieu de 6 cas observés en 2005 chez les enfants de
cing a 10 ans,

° 0 a 1 de SHU cas estimés au lieu de 0 cas observés chez les enfants de 10 a 16
ans.

Les trois équations de la littérature utilisées par le groupe de travail sous estiment donc le
nombre de cas cliniques pour les deux premieres classes d’age. Pour les enfants les plus agés,
I’estimation est satisfaisante.

4- Etablissement de nouvelles relations dose réponse

Ainsi, le groupe de travail a décidé d’établir des relations plus réalistes, en suivant une
approche bayésienne. Trois modeles différents ont été testés avec un seul parameétre (équations
exponentielle et exponentielle-Poisson), ou avec deux parameétres (€quation béta-Poisson). Le
dernier de ces modeles est le plus pessimiste, mais le plus sécuritaire. Le modele le plus simple,
qui utilise 1’équation exponentielle a un seul parametre, offre un bon compromis entre la
qualité de I’estimation et la convergence des calculs. Ces trois modéles permettent de proposer
des relations dose-réponse pour les deux premiéres classes d’age.

Ainsi avec une équation exponentielle , la probabilité¢ de développer une maladie avec 1 cellule
bactérienne est de :

e premiere classe d’age, r = 1,2.10° (intervalle de crédibilité 95% : 52.10%22,3.10° ),

e deuxiéme classe d’age, r = 2,5.10'4 (intervalle de crédibilité : 1,1.10'4 a 5,3.10'4) . les
enfants de cette classe seraient 4,8 fois moins sensibles que les plus jeunes.

A titre de comparaison, pour Listeria monocytogenes ’ordre de grandeur de 7 est 107 a 10
pour les formes séveres de listériose, en fonction de la susceptibilité des consommateurs. Une
concentration de quelques cellules de STEC par gramme dans un lot d’aliment suffit a
provoquer une épidémie de diarrhées, diarrhées sanglantes et/ou SHU, tandis qu’une épidémie
de listériose séveére se produit seulement quand la concentration de L. monocytogenes est
extrémement élevée.

La figure 18 montre la probabilité moyenne de développer un SHU du fait de la consommation

en restauration familiale d’une portion de viande hachée de beeuf achetée surgelée, provenant
de la filiére industrielle frangaise.
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Plus simplement, la formule « Risque = Concentration x 10 ~» peut étre utilisée pour avoir
une estimation du risque individuel moyen de SHU chez I’enfant de moins de 10 ans en
fonction de la concentration par gramme dans la mélée crue.

Par exemple, pour une concentration de 5 bactéries par gramme, 1’ordre de grandeur du risque
est de 5% (c’est a dire 5 SHU pour 100 enfants de moins de 10 ans ayant consommé du steak
haché).

Ces graphiques et formules pourraient étre utilisés pour aider a la gestion du risque.

5- Limites de I’étude et perspectives

Ce travail d’appréciation quantitative des risques a permis de mettre en évidence le manque
d’information sur les STEC en amont de 1’étape de surgélation, c’est-a-dire de la production
primaire (€levage) a l’abattage, au hachage et au conditionnement ; des travaux importants
devraient étre entrepris pour évaluer ce maillon de la chaine alimentaire. D’autres produits
offerts au consommateur n’ont pas non plus ¢été étudiés (par exemple les steaks de beeuf vendus
réfrigérés sous atmosphere modifiée) car les informations sur la croissance des STEC dans ces
produits sont manquantes. Enfin d’autres modes de cuisson mériteraient d’étre étudiés,
notamment les modes de cuisson pratiqués en restauration hors foyer (dont le double gril) ainsi
que I’effet de plusieurs retournements du steak lors de la cuisson. Dans cette étude, au niveau
mathématique, les diverses sources de variabilité ont été prises en compte (variabilité inhérente
aux phénomeénes biologiques, a la diversité des consommateurs, ...), mais pas les sources
d’incertitudes qui étaient supposées avoir un impact beaucoup plus faible.

L’identification de ces limites suggére donc quelques pistes de travaux d’études et de recherche
qui mériteraient d’étre entrepris dans une perspective d’optimisation de I’estimation du risque
notamment via la collecte de données :

e sur les pratiques et les charges microbiennes de fagon a mieux connaitre les facteurs
influant la contamination par les STEC ainsi que les données sur le niveau de
contamination des féces, des cuirs, des carcasses et de la viande par des STEC, en
situation normale d’¢levage, d’abattage et de transformation, en prenant en considération
I’ensemble des sérotypes ;

e relatives aux diverses manifestations de la maladie, notamment lors d’épidémies, afin
d’avancer dans la connaissance des relations dose-réponse ;

e relatives a la consommation (portion, cuisson, mode de préparation etc.) qui soient
directement exploitables dans le cadre d’une appréciation quantitative des risques.
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Annexe 1 : Protocole de I’enquéte sur les habitudes de cuisson

PROTOCOLE ENQUETEUR
Pour vous aider a réaliser I'enquéte, nous vous proposons ce protocole et mettons a votre disposition un
« guestionnaire type » qui sera a remplir avec la personne enquétée. A chaque prise de contact avec une
personne (acceptation de I'enquéte ou refus), vous devrez remplir les cases correspondantes.

1- Présentation de I'enquéteur et objectifs de I'enquéte

Une présentation sommaire de l'enquéte semble nécessaire pour créer une bonne communication entre
I'enquéteur et les enquétés ainsi qu'une relation de confiance. En plus de I'objectif de I'étude, il peut étre
important de préciser que le recueil des données assure I'anonymat pour les enquétés car aucune donnée
nominative ou personnelle ne sera recueillie a l'issue de ce questionnaire.
L’Afssa met & votre disposition des plaquettes de présentation a remettre a I'enquété ainsi que des posters et des
jeux de cartes destinés a faire connaitre I'Afssa et la nutrition aux enfants.

Pendant la présentation de I'étude, il est conseillé de montrer la planche photo (guide des niveaux de cuisson)
pour que I'enquété identifie rapidement le produit.

2- Critéres d'inclusion/exclusion :

-La premiére question est de demander a 'enquété (enfant ou accompagnant pour les enfants de moins de 6
ans) :

Acceptez vous de participer a I'enquéte ?

si non, pourquoi ? (Exemples de motifs de refus : ne consomme pas de steak haché, nous
sommes végétariens, je ne cuisine pas pour I'enfant, ce n'est pas mon enfant)

si oui, participez-vous a la préparation des repas a la maison ? O/N (en cas de réponse
négative demander si la personne se sent apte a répondre a des questions concernant les aliments préparés et
consommeés au domicile, il conviendra de rapprocher les réponses données avec l'identité du répondant — pére,
mére, autre...)

3- Méthodologie a appliquer en fonction de 'age de I'enfant :

-Enfants de moins de 6 ans (créches, écoles maternelles) :

Il convient de s'adresser a I'un des parents de I'enfant (pére ou mére ou autre, & préciser sur le questionnaire) pour
recueillir son accord et les informations escomptées. Il sera également possible de s'adresser a I'agent spécialisé
des écoles maternelles (ADSEM) pour les données relatives a la cuisson a la cantine.

-Enfants de 6 a 10 ans (écoles primaires) :
Ces enfants étant la plupart du temps accompagnés et/ou recherchés a I'école, il convient en premier lieu de se
présenter a I'adulte les accompagnant, d'obtenir son accord pour ensuite questionner I'enfant.

-Enfants de plus de 10 ans (colleges) :
La question peut étre posée directement a I'enfant.

4- Points particuliers :

Fratrie :
Dans le cas d'une fratrie, un questionnaire par enfant devra étre rempli.

105




Délégation :

Le membre du GT (enquéteur) peut déléguer la mise en ceuvre des questions a une personne de confiance
(professeur des écoles par exemple). Cependant il faudra veiller a bien expliquer le protocole, I'objectif et le
matériel d'enquéte a la personne chargée de recueillir les informations. Par ailleurs, il faudra indiquer cette
délégation sur le questionnaire (NUM3).

Questionnaire collectif :
Ne pas procéder a un questionnaire collectif comme par exemple de remettre des questionnaires a plusieurs
enfants en méme temps pour qu'ils le remplissent chacun de leur coté.

Recrutement sur le lieu de travail :
Le recrutement sur le lieu de travail est possible mais seulement en derniers recours. Dans ce cas, il faudra
également l'indiquer sur le questionnaire (Q1).

NB : d'une maniére générale, il conviendra, dans la mesure des possibilités, de faire I'enquéte a la sortie des
classes en semaine mais également le samedi (pour éviter d'exclure de I'enquéte la population des enfants restant
en garderie ou en études apres les cours).

ATTENTION : la question Q10-A et Q10-C est a poser uniquement aux enfants de plus 6 ans
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NUM1. Numéro de I'enquéteur : |__|

NUM3. Délégation : NON I__|

Questionnaire sur les habitudes de cuisson du steak haché de boeuf

RECRUTEMENT

1111

oull_|

Q1. Mode de recrutement

| NUM2. N°du questionnaire |__|__|_|

Collégues Ecole Anniversaire Kermesse Autre
1 2 3 4 5
Q1-A. Préciser :
Oui Non
1 2
Q2 . Acceptez-vous de participer a I'enquéte? (allera Q3) (aller directement & Q5 et STOP
QUESTIONNAIRE)
- . A 1 2
- ?

Q3 Participez-vous a [a préparation des repas (présenter questionnaires et photos) (aller a Q4)
Q4 . Savez-vous a quel niveau de cuisson sont 1 2
préparés les steaks hachés consommes par l'enfant ? | (présenter questionnaires et photos) (STOP QUESTIONNAIRE)

Q5. Motif(s) de non participation :

Données générales sur I’enquété :

Q6- Département de résidence : ||

Q7-Age de I'enfant : |__|_|

II_lans

(si l'enfant @ moins de 6 ans, poser la question Q8, sinon aller directement a Q9)

Q8- Etes-vous : (entourer la réponse)

R a Autre
Mere Pere (passer 4 Q8-A)
1 2 3

Q9-Sexe de I'enfant : F__|

M 1|

—» QB8-A. PréCiSer: ......cccoceevvveevrnnnn,
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Consommation
Q10- En t'aidant des photos présentées, quelle est celle qui ressemble le plus au steak haché :

Q10-A. ... que tu aimerais manger ?
ATTENTION : QUESTION A POSER UNIQUEMENT AUX ENFANTS DE PLUS DE 6 ANS )¢

Photo A B © D Ne sait pas

Q10-B. ... que tu manges a la maison

Photo A B @ D Ne sait pas

Q10-C. ... que tu manges a la cantine

CANTINE

Photo A B C D Ne sait pas
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Annexe 2 : Guide des niveaux de cuisson

Enquéte sur les habitudes de cuisson du steak haché de beeuf

Photo A

Photo B

Photo C

Photo D
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Annexe 3 : Notes d’appui scientifique et technique produites par le groupe de travail
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Maisons-Alfort, le

NOTE

de I’Agence francaise de sécurité sanitaire des aliments
relative a la surveillance de la contamination par Escherichia coli STEC
dans la filiere de production des viandes hachées

Par courrier recu le 22 décembre 2005, 'Agence francaise de sécurité sanitaire des aliments
(Afssa) a été saisie le 16 décembre 2005 par la Direction générale de l'alimentation d’une
demande d’appui scientifique et technique relative a la surveillance de la contamination par
Escherichia coli STEC dans la filiere de production des viandes hachées.

L’expertise a été réalisée par les membres du groupe de travail « STEC AQR » renforcé pour
'occasion par un expert du laboratoire de I'Afssa de Maisons-Alfort (Lergap) pour ce qui
concerne les techniques de laboratoire.

Le produit de I'expertise a été validé par les experts du Comité d’experts spécialisé Microbiologie
lors de la réunion du 14 février 2006.

1. Contexte de la demande d’appui scientifique et technique

L’objectif de la demande d’appui scientifique et technique est de définir un plan de surveillance
qui permettrait de recueillir des données de prévalence utilisables dans le cadre de I'évaluation
du risque pour le germe pathogéne Escherichia coli STEC.

Cette demande cible plus spécifiquement quatre domaines de réflexion. Il s’agit :

« a- Du champ de la surveillance au regard de la connaissance actuelle sur la pathogénicité des
STEC et au regard des techniques de laboratoire existantes ;

b- Des méthodes d’analyse a préconiser aux opérateurs et aux services de contréles ;
c- Des méthodes d’échantillonnage envisageables et leur valeur statistique attendue ;

d- De la définition d’'un lot (mélée, journée de fabrication, ...) pour la gestion d’'un résultat
d’analyse défavorable. »

2. Expertise

a- Champ de surveillance au regard de la connaissance actuelle sur la pathogénicité des STEC et
au reqgard des techniques de laboratoires existantes.

En ce qui concerne le champ d’application de la surveillance, les experts estiment que limiter le
plan de surveillance aux viandes hachées préparées a la demande en boucherie artisanale n’est
pas pertinent, et qu’il serait souhaitable, compte tenu du contexte (épidémie d'infections & E. coli
0157:H7 dans le Sud-Ouest, en octobre 2005) de réaliser le plan de surveillance sur les viandes
hachées industrielles surgelées. Ceci serait d’autant plus pertinent si le plan de surveillance était
accompagné de mesures de gestion.
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En ce qui concerne les souches STEC a rechercher :

- les données épidémiologiques disponibles montrent (i) que la plupart des cas de SHU
(syndrome hémolytique urémique) sont dus a E. coli O157:H7, (ii) que plus de la moitié des cas
de SHU chez I'enfant de moins de 15 ans en France seraient dus a O157:H7 (les souches O157
représentent 71% des souches isolées, et des anticorps anti-O157 sont présents dans 57% des
cas) (1). Ces données sont similaires a celles disponibles dans d’autres pays d’Europe ou aux
Etats-Unis (2) ;

- il est préférable d'utiliser pour le plan de surveillance des protocoles validés et si possible
normalisés (ce qui n’est le cas a I'heure actuelle que pour E. coli 0157 :H7) (2).

Les experts proposent a minima de rechercher de fagcon systématique E. coli 0157 :H7
possédant les génes de virulence stx; et/ou stx, associé(s) au géne eae.

Une vision plus exhaustive de la situation serait obtenue par utilisation, en paralléle de la
recherche de O157 :H7, de méthodes PCR ciblées sur les génes stx puis rfb (codant les
antigénes somatiques), et couplées a une immuno-concentration (lorsque les outils sont
disponibles). Ceci permettrait I'isolement des souches appartenant aux principaux sérogroupes
autres que O157 isolés en clinigue humaine (026, 0103, O111, 0145, 055, 091). Quoi qu'il en
soit, la vérification de la présence des génes six et eae dans les souches isolées est
indispensable pour pouvoir envisager des mesures de gestion.

Dans l'idéal le Groupe de travail estime gu’il faudrait rechercher tous les STEC selon la méthode
d’analyse définie pour le plan de surveillance de la DGAI sur la contamination par Escherichia coli
STEC dans les fromages au lait cru de chevre. Cependant, il est important de noter qu’il ne sera
pas possible d’envisager des mesures de gestion systématiques suite a la détection d’une souche
STEC n’appartenant a aucun des sérogroupes cités ci-dessus dans de la viande hachée. En
effet, le rble pathogene de telles souches n’est pas définitivement établi et peut étre contesté.

b- Méthodes d’analyse a préconiser aux opérateurs et aux services de contrbles

En préambule, il convient de souligner que la manipulation de E. coli O157 :H7 nécessite un
laboratoire de type P3*. Toutefois, les laboratoires manipulant des matiéres au sujet desquelles il
existe des incertitudes quant a la présence d’agents biologiques pouvant occasionner une
maladie chez 'lhomme mais qui n’ont pas pour objectif de travailler avec des agents biologiques
en tant que tels doivent adopter au moins le niveau de confinement 2",

Détection des STEC non O157

Concernant la surveillance de la contamination des viandes hachées par les STEC, une premiére
étape de ciblage des échantillons vis a vis des génes stx sera réalisée. Dans ce contexte, la
méthode d’analyse définie pour le plan de surveillance de la contamination par Escherichia coli
STEC dans les fromages au lait cru de chévre pourra étre utilisée. Les échantillons positifs seront
ensuite analysés en utilisant les méthodes PCR décrites dans la littérature et qui ciblent les génes
impliqués dans la biosynthése des antigénes somatiques suivants : 026, 055, 091, 0103, O111,
0O145. Dans les cas ou I'échantillon est a la fois positif pour stx(s) et correspond a un des
sérogroupes cité ci-dessus, un isolement spécifique de la souche sera entrepris. Pour cela,
lorsque c’est possible, les techniques d'immuno-séparation magnétique (IMS) seront utilisées. De
tels tests sont commercialisés en France par la société Dynal excepté pour les sérogroupes O55
et O91. Les souches isolées pourront alors étre précisément caractérisées vis a vis de leurs
facteurs de virulences (génes six1, stx2, eae, hlya, etc.).

Détection de Escherichia coli O157 : H7

Au niveau international, la norme EN ISO 16 654 pour la recherche d’E.coli O157 met en ceuvre
un enrichissement en milieu mTSB additionné de novobiocine et implique une étape de
séparation immuno-magnétique.

! Article 16 de la Directive 200/54/CE du parlement européen et du conseil du 18 septembre 2000



Afssa — Saisine n°2005-SA-0392

A ce jour, en France, le seul test validé AFNOR pour la détection de I'antigene O157 est le test
Vidas E.coli 0157 (ECO) de la société bioMérieux. Une immuno-concentration est réalisée
lorsque le premier test Vidas ECO est positif (test Vidas ICE). D’autres tests sont a ce jour validés
dans d’autres pays (validation AOAC...) mais le groupe de travail ne peut pas se prononcer sur
les performances de ces tests sans avoir pu étudier les dossiers de validation attestant de leur
performance.

Pour la recherche spécifiqgue du sérogroupe O157, la méthode validée AFNOR pourra étre mise
en oeuvre. L’absence de détection de I'antigene O157 permet de dire qu’E. coli O157 n’est pas
présent dans la prise d’essai. Par contre, I'obtention d’un signal positif ne signe pas la présence
systématique d’E. coli 0157 dans l'aliment. En effet, avec ce test, de méme que pour 'ensemble
des tests immuno-enzymatiques actuellement commercialisés pour détecter ce pathogene, des
réactions croisées peuvent se produire. Ainsi, avec certaines souches possédant I'antigene 0157,
des résultats faussement positifs peuvent étre observés (certaines Salmonella et certains
Citrobacter, par exemple). Pour infirmer ou confirmer la présence d’E. coli O157, il faudra donc
toujours identifier la bactérie cible aprés I'avoir isolée sur des géloses spécifiques. Une étape
d'immuno-concentration de la bactérie cible (par IMS ou VIDAS ICE) a partir des bouillons positifs
est alors fortement conseillée afin de concentrer les E. coli O157 avant isolement et éviter ainsi
des faux négatifs (colonies suspectes difficiles a repérer du fait d’'un grand nombre de colonies
sur les boites).

Dés lors que des colonies suspectes sont repérées sur les milieux gélosés utilisés, il faudra
procéder a une étape de confirmation en :

- vérifiant par agglutination de la présence de I'antigéne somatique O157 et H7 apres
s’étre assuré que les souches n’étaient pas auto-agglutinantes ;

- identifiant I'espéce E. coli ;

- recherchant des génes stx et eae par PCR.

Sont considérées comme pathogénes les souches STEC du sérotype O157:H7 et des
sérogroupes 026 , 0111, 0145 et 0103 ayant comme facteurs de virulence les génes six1
et/ou six2, et eae.

c-Méthodes d’échantillonnage envisageables et leur valeur statistigue attendue

L’hypothése de départ retenue par les experts est de se placer dans le cadre d’'une évaluation de
la prévalence au niveau national et non d’'une définition de plans d’autocontréle. A ce propos, les
experts n‘ont délibérément pas répondu a la question relative aux auto-contr6les qui devraient
étre mis en place par les industriels. Cette question fera I'objet d'une réflexion menée
ultérieurement (automne 2006) par un groupe de travail qui prendra la suite du groupe de travail
« STEC AQR ».

Si I'objectif est d’obtenir la meilleure estimation possible de la prévalence au niveau national,
I'échantillonnage doit étre le plus représentatif possible et il convient donc de ne considérer qu’un
seul préléevement par lot de viande haché. Par contre, dans la limite des contraintes techniques, il
pourra étre envisagé une augmentation de la prise d’essai par steak haché de 25 g (prise
habituelle) jusqu’a la totalité du steak.

Données sur la prévalence :

D'aprés les données frangaises publiées en 2002 par Vernozy-Rozand et al. (Lett. Appl.
Microbiol.), la prévalence de E. coli O157:H7 serait de l'ordre de 1%, dans la viande hachée de
boeuf. Ce chiffre est cohérent avec les données publiées pour la Belgique en 2005 (Chahed et
al., Eurosurveillance) et pour I'ltalie en 2004 (Conedera et al., Int. J. Food Microbiol.). Par contre
une publication irlandaise de Cagney et al. (Food Microbiol., 2004) rapporte une prévalence plutét
de l'ordre de 1%.
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Si on se base sur le chiffre de 0,001 et sur l'effectif envisagé dans la demande de 1 000 analyses,
en supposant que le plan de surveillance soit ciblé sur E. coli O157:H7 :

- en obtenant un seul prélévement positif (cas probable), on aura un intervalle de confiance a
95% sur le résultat de [0,025 %o ; 5,5 %.o).

- en n‘obtenant aucun prélévement positif, on pourra dire avec une confiance de 95% que la
prévalence est inférieure a 4,7%.. La probabilité de se trouver dans un tel cas (0 prélevement
positif) avec une prévalence théorique de 1 %. est de 37%.

Si le but est de mettre en évidence par un test statistique une augmentation de la prévalence par
rapport a celle reportée en 2002 (en supposant que les études seront comparables), il peut étre
intéressant de noter qu’il faudrait avoir une prévalence dépassant 1% pour avoir 90% de chances
de détecter une augmentation par un test statistique réalisé avec un risque de premiére espece
de 5% (valeur classique).

Enfin les intervalles de confiance que I'on obtiendrait en augmentant I'effectif sont :
- [0, 32 %o ; 2,3 %] avec 5 positifs sur 5 000 ;
- [0, 48 %. ; 1,8 %] avec 10 positifs sur 10 000.

Par ailleurs, avec un effectif de 5 000, on pourra montrer une augmentation significative de la

prévalence (par rapport a I'étude de 2002) avec une probabilité de 90% si cette prévalence
dépasse 4 %.o.

Représentativité

En premier lieu, il conviendrait de ne pas limiter le plan de surveillance aux steaks hachés a la
demande et inclure également les steaks hachés industriels. En effet, la viande hachée achetée a
la demande chez le boucher n’est pas représentative de la consommation de steaks hachés en
France. En effet, selon les estimations fournies par les données d’achat des ménages de
'enquéte SECODIP (2001), qu’il s’agisse de steaks hachés frais préemballés ou de steak hachés
surgelés, plus de 90% des achats des ménages s’effectuent en hypermarché et supermarché.
Pour les steaks hachés frais, 0,5% s’achétent chez les bouchers.

D’autre part, le plan de sondage dépendra de I'objectif du plan de surveillance.

1- Sil'objectif est la surveillance des steaks hachés produits par des bouchers détaillants, la
méthode d’échantillonnage proposée dans la demande est adaptée, a savoir la
pondération du nombre de prélevements par département en fonction du nombre de
bouchers détaillants.

2- Si l'objectif vise a estimer la prévalence de la contamination des steaks hachés
consommés au niveau national, la méthode citée ci-dessus n’est pas pertinente. En effet,
ce produit est en grande partie acheté en grande surface et la présence en grand nombre
de bouchers détaillants est davantage le reflet d’'un mode d’approvisionnement particulier.

Pour assurer une meilleure représentativité, il serait plus pertinent de pondérer le nombre
de prélevements par le nombre d’habitants dans chaque département. Ces calculs peuvent
étre affinés en tenant compte des tranches d’age.

d- Définition d’'un lot (mélée, journée de fabrication...) pour la gestion d’'un résultat d’analyse
défavorable. Il paraft d’ailleurs opportun d’élargir la question aux principaux germes d’intérét pour
la sécurité sanitaire de la viande hachée.

Prélévements pour la surveillance chez les bouchers détaillants :
Dans les établissements de commerce de détail, la suggestion de pondérer le nombre de
prélévements par le nombre de boucheries du département semble appropriée (voir plus haut).
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Prélévements pour la surveillance chez les fabricants et distributeurs
[l semble approprié de pondérer le nombre de prélevements par le tonnage produit ou distribué
(voir plus haut).

Définition du lot pour la gestion des résultats d’'une analyse défavorable

Au niveau des bouchers détaillants
Un lot correspond a la viande hachée par un hachoir donné entre deux nettoyages/désinfection
de celui-ci.

Au niveau des fabricants
Le lot est défini par le réglement 2073/2005 relatif aux criteres microbiologiques. C’est la
responsabilité de I'exploitant de définir précisément ce qu’il entend par «des conditions
pratiguement identiques », dans le respect des obligations fixées par le réglement 178/2002 en
matiere de sécurité et de tracabilité.
Toutefois, il est recommandé qu’un lot ne soit pas plus grand que la quantité de viande hachée
produite par une ligne de fabrication donnée entre deux nettoyages/desinfection.
Pour un lot défini de fagon plus restrictive par I'exploitant, en cas de présence de STEC ou de non
respect d’un critére microbiologique du réglement 2073/2005, il est recommandé de gérer comme
un seul et méme lot 'ensemble de la production entre deux nettoyages de la ligne de fabrication
concernée.

Au niveau des distributeurs
La deuxiéme recommandation ci-dessus s’applique, c’est-a-dire qu'il est recommandé de gérer
comme un seul et méme lot I'ensemble de la production entre deux nettoyages de la ligne de
fabrication concernée.

3. Eléments complémentaires :

Sont placés en annexe de cette note :

-un logigramme concernant les méthodes d’analyse en vue d’améliorer la lisibilité pour les
opérateurs intéressés (annexe 1) ;

-une fiche de synthése relative aux méthodes d’analyse et a leur mise en ceuvre (annexe 2).
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Annexe 1 : LOGIGRAMME (détection des STEC)

Prise d’essai (25g) + bouillon d’enrichissement (225 ml EPT)

v

Enrichissement (24°C, 18-24h)

'

Extraction d’ADN
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Annexe 2: Section F extraite du rapport «bilan des connaissances relatives aux
Escherichia coli producteurs de Shiga-toxines (STEC) »— avril 2003

Isolement et Identification des STEC
Points a retenir

. Les STEC n’ont pas de propriété biochimique commune permettant leur isolement
sélectif sur un milieu de culture particulier. Leur recherche nécessite d’avoir
recours a la PCR (Polymerase chain reaction) avec utilisation d’amorces
spécifiques des génes stx codant la production de vérotoxines ;

. A l'opposé, la majeure partie des souches de E. coli O157:H7 ne fermente pas le
sorbitol et ne produit pas de B-glucuronidase, ce qui permet l'utilisation de milieu
dédié comme le SMAC (Sorbitol Mac Conkey Agar) ;

. En France, il existe une méthode validée AFNOR et une norme ISO pour 'aliment
et le sérogroupe O157:

- IMS-Dynal, reprise dans la norme ISO EN-16654, qui est la méthode de
référence en Europe,
- Vidas- bioMérieux ;
. La méthode recommandée par le groupe de travail de I'’Afssa pour la confirmation
des colonies suspectes STEC 0157 devrait intégrer I'ensemble des étapes
suivantes :

- verification par agglutination de la présence de I'antigéne somatique O157

- identification de I'espéce E. coli

- recherche des Shigatoxines par ELISA ou recherche des génes stx et eae
par PCR : cette derniére recherche est recommandée (absence de faux négatif).

. Tout travail de recherche sur les souches de STEC nécessite un laboratoire de
type P3*.

. De nombreux travaux sont en cours actuellement pour développer des méthodes
de détection d’autres sérogroupes : 026, 0103, O145 et O111 et pour améliorer
les méthodes génétiques existantes.

Question n°26 : Quelles sont les méthodes utilisées actuellement pour I'isolement et la
détection des STEC dans les aliments ?

Cf. rapport page 105.
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Maisons-Alfort, le 7 novembre 2006
afssa

AGENCE FRANCAISE
DE SECURITE SANITAIRE
DES ALIMENTS

NOTE

de I’Agence francaise de sécurité sanitaire des aliments
LA DIRECTRICE GENERALE relative a I'évaluation de la contamination par Escherichia coli 0157 :H7
dans la filiere de production des viandes hachées

Par courrier en date du 11 octobre 2006, I'Agence francaise de sécurité sanitaire des aliments
(Afssa) a été saisie par la Direction générale de I'alimentation d’'une demande d’appui scientifique
et technique relative a I'évaluation de la contamination par Escherichia coli STEC dans la filiere
de production des viandes hachées.

Au regard du délai de réponse demandé, I'expertise a été réalisée par les membres du groupe de
travail menant une analyse quantitative du risque sur les Escherichia coli producteurs de Shiga-
toxines (STEC), et n’a pas fait 'objet d’'une présentation ni d’'une validation du Comité d’experts
spécialisé Microbiologie. Par ailleurs, il convient de noter que le domaine d’expertise de la
présente note est ciblé sur Escherichia coli 0157 :H7.

I- Contexte de la demande d’appui scientifique et technique

L’objectif de la demande d’appui scientifique et technique est de proposer un protocole
permettant de mettre en ceuvre une quantification de la contamination des viandes hachées.

Cette demande cible plus spécifiquement trois axes de réflexion. Il s’agit :

- Du risque de survenue de cas humains : Les travaux sur le point d’aboutir du groupe de
travail « STEC AQR » permettent-ils d’informer des a présent des seuils de contamination
susceptibles de déboucher sur la survenue de cas épidémiques ou de cas sporadiques ?

- Des éléments d’évaluation du niveau de contamination de la production : En cas de résultat
positif, le professionnel est amené a évaluer 'ampleur de la contamination de sa production.
En effet, en fonction du procédé de fabrication mis en ceuvre et des modalités d utilisation des
matiéres premieres, il peut étre amené a faire le tri entre différents lots, sous-lots, mélées,
journées de production ....

Les plans d’échantillonnage actuellement utilisés pour recherche de présence/ absence de
type n=30 ou n=60 pourraient-ils étre remplacés par d'autres modalités d’échantillonnage
associées a des méthodes de quantification de type nombre le plus probable ?

- Du contréle des matiéres premieres : Quelles modalités d’échantillonnage pourraient étre
utilisées sur le minerai, dans un contexte de qualification des fournisseurs, de contrble a

27-31, avenue réception voire de remplacement du contrble en routine des produits finis par celui des
du Géneéral Leclerc matieres premieres ?
94701

Maisons-Alfort cedex
Tel 01 49 77 13 50
Fax 01 49 77 26 13
www.afssa.fr
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Préambule

Les experts du groupe de travail souhaitent confirmer la définition du lot proposée dans la note du
18 avril 2006'. Cette définition considére le lot dans sa globalité. A aucun moment il n'a été
recommandé que des mémes mesures de gestion s’appliquent a tout le lot, dés lors que des
sous-parties de ce lot sont identifiées.

De plus, pour répondre au mieux aux questions de la saisine, les experts auraient souhaité voir
apparaitre un objectif général de santé publique fixé par I'administration (ex : éviter les SHU
épidémiques, éviter les SHU sporadiques). |l est également noté qu’aucun élément concernant
les contraintes et conditions de réalisation des plans d’échantillonnage n’est indiqué.

- Expertise

1- Risque de survenue de cas humains :

Concernant le risque de survenue de cas humains, les membres du groupe de travail précisent
qu’il est nécessaire que I'analyse quantitative du risque soit entierement finalisée pour pouvoir
apporter des éléments de réponse. Une réponse a cette question pourra étre apportée a la fin du
mois de décembre 2006.

2- Eléments dévaluation du niveau de contamination de la production : modalités
d’échantillonnage

Considérations générales :

En cas de résultat d’autocontréle positif sur une mélée, le professionnel est amené en premier
lieu a évaluer le niveau de contamination de cette mélée identifi€ée comme contaminée. L’objectif
de ces contréles complémentaires est de pouvoir éliminer I'hypothése d'une contamination
suffisante a I'apparition de cas cliniques.

Plusieurs cas se présentent :

*Si tous les échantillons prélevés sur cette mélée se révelent positifs, cette hypothése de
contamination a un niveau trés élevé ne pourra pas étre éliminée. Dans ce cas de figure,
lindustriel devrait mettre en ceuvre des contrdles visant a déterminer I'étendue de la
contamination des produits avec des investigations sur les matiéres premiéres dont est issue la
mélée contaminée. Il s’agira également de contrbler les autres mélées fabriquées pour partie
avec le minerai contaminé.

*Si des échantillons analysés issus de la mélée contaminée donnent des résultats

négatifs (pas de détection de E. coli O157 :H7 pathogéne, cf. note de I'Afssa du 18 avril 2006),
les deux mélées situées chronologiquement avant et aprés la mélée contaminée devraient faire
I'objet du méme plan d’échantillonnage que la mélée contaminée. Il faudrait également contréler
les minerais dont est issue la mélée contaminée conformément au plan déchantillonnage
proposé dans la partie Ill.
L’objectif du contrdle de la mélée en amont de celle contaminée est de vérifier si I'apport du
minerai contaminé a pu se faire en amont. Si cette mélée « amont » est contaminée (au moins un
échantillon positif), il faudrait continuer les investigations sur les mélées précédentes jusqu’a ne
plus trouver d’échantillon positif en utilisant pour chaque mélée, objet du contrble renforcé, le
méme plan d’échantillonnage que celui utilisé pour la mélée contaminée lors de I'autocontréle.

' Note de I'Afssa relative a la surveillance de la contamination par Escherichia coli STEC dans la
filiere de production des viandes hachées en date du 18 avril 2006.
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*Si dans cette cascade de contréles renforcés en amont de la production de la mélée
détectée contaminée, tous les échantillons analysés d’'une mélée étaient positifs, on se
retrouverait dans le premier cas évoqué ci-dessus exigeant des investigations lourdes incluant la
matiere premiere et éventuellement des mélées fabriquées a partir de la mélée contaminée. En
ce qui concerne la mélée suivante, il s’agira de vérifier qu'elle n’a pas été contaminée par la
mélée détectée positive par l'intermédiaire du hachoir. Si cette mélée suivante s’avére elle aussi
contaminée, il conviendra d’appliquer aussi le plan d’échantillonnage a la mélée suivante et ainsi
de suite en aval jusqu’a aboutir & une mélée ne donnant aucun échantillon positif.

Objectifs :
Le plan d’échantillonnage mis en place sur chague mélée devra étre suffisamment important en
nombre de préléevements afin :
1) de permettre de détecter de faibles niveaux de contamination et ;
2) de permettre d’estimer par la méthode du nombre de plus probable le niveau de
contamination dans une gamme suffisamment large de concentrations.

Si I'on privilégie le premier objectif, il semble raisonnable de choisir un plan d’échantillonnage
sans dilution. L’utilisation de dilutions aurait pour seul avantage de permettre la quantification de
plus forts niveaux de contamination ce qui n’apparait pas comme prioritaire face au premier
objectif.

Echantillonnage :

Le tableau 1 mis en annexe de ce document indique des estimations par la méthode du nombre
le plus probable de la concentration dans une mélée a partir de I'analyse de 30 échantillons de 25
grammes chacun. Le 1% échantillon analysé (celui ayant servi & identifier la mélée positive) doit
étre considéré comme 1 des 30 échantillons de sa mélée.

Considérons un plan d’échantillonnage consistant i) a prélever n échantillons de masse m (en
grammes) dans chaque mélée investiguée et ii) & analyser chaque échantillon indépendamment.
L’estimation de la concentration la plus probable dans la mélée ne peut étre réalisée que si 'on
peut supposer la répartition de la contamination homogéne dans la mélée. Cette hypothése est
tout a fait recevable compte tenu des temps de pré-hachage et hachage opérés (Reinders et al.,
2003).

Dans ce cas de répartition homogene du pathogene dans la viande hachée, la distribution du
nombre de cellules du pathogéne dans la masse m est décrite par une loi de Poisson de

moyenne CxXm, C représente la concentration dans la mélée en cellules par gramme. A partir
de cette loi on peut calculer la probabilité p_ qu’un échantillon soit négatif : p_ = exp(— C><m).
Si on obtient un nombre k d'échantillons positifs compris entre 1 et n—1, on peut estimer

simplement la concentration la plus probable par C = —In(1 —k/n)/m .

Pour n =30 et m=25g, on voit dans le tableau 1 qu’un plan d’échantillonnage de 30 fois 25

grammes permet de quantifier la concentration dans la mélée dans une gamme allant environ de
0,001 2 0,1 cellule par gramme.

Néanmoins il est important de garder en téte lincertitude liée a cette estimation et a une
classification a partir du nombre d’échantillons positifs. Si on nomme X le nombre d’échantillons
positifs parmi les #n analysés, on peut calculer pour une concentration C donnée dans la mélée

la probabilité associée a chaque valeur possible de X : Pr(X = k)= (ol (1—p_ )k p"*. On
peut donc aussi calculer la  probabilit¢ d'obtenir au moins k& positifs:

k
Pr(X <k)= zc; (1-p_) p"™ . Le tableau 2 reporte cette derniére probabilité calculée pour
y=0

diverses concentrations C dans la mélée et diverses valeurs possibles de k. Ainsi on voit par
exemple dans la premiere colonne qu’une mélée contaminée a 0,01 cellule par gramme n’aura

3 /10
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gu’une probabilité de 0,1% de ne présenter aucun positif sur 30 échantillons alors qu'une mélée
contaminée a 0,001 cellule par gramme aura une probabilité de 47,2% de ne présenter aucun
positif sur 30 échantillons. Si I'on accepte un risque d’erreur de 5% (risque de se tromper en
affirmant que la concentration de la mélée est inférieure a un tel seuil), on peut dire qu’une mélée
ne présentant aucun échantillon positif sur 30 a une concentration inférieure a 0,004 cellule par
gramme. De méme on pourra dire avec un risque d’erreur de 5% qu’une mélée présentant 5
positifs sur 30 par exemple a une concentration inférieure a 0,02 cellule par gramme. Le tableau 2
permet donc en quelque sorte d’avoir une borne d’incertitude par excés sur la concentration
estimée dans le tableau 1, en regardant la valeur de concentration correspondant a la cellule
encadrée dans chaque colonne.

Au plan d’échantillonnage qui préconise de prendre 30 échantillons de 25 g chacun pour faire 30
analyses, on pourrait substituer un protocole allégé d’analyses visant a prendre également 30
échantillons de 25 g chacun puis a regrouper (« pooler ») par 3 les échantillons de 25 g pour
constituer des échantillons composites de 75 g soumis a l'analyse. On réduit ainsi par 3 le
nombre d’analyses. La limite de détection de I'analyse est identique (Vimont A. et al. 2006) mais
par contre la gamme des niveaux quantifiables est diminuée (cf. tableaux 3 et 4).

3- Contrble des matiéres premiéres

Quelles modalités de prélevement pourraient étre utilisées sur le minerai, dans un contexte de
qualification des fournisseurs, de contréle a réception ou d’évaluation de matiéres premiéres suite
a un contréle positif sur des produits finis ?

Le contrOle des minerais est une approche complémentaire et pertinente pour la maitrise de E.
coli O157:H7 dans la viande hachée. Ce contréle est important lors de procédures renforcées
pour évaluer I'étendue et I'importance de la contamination des viandes quand le pathogene a été
détecté dans une mélée. |l permet aussi dans le cadre d’autocontréles, de vérifier la matiére
premiere (les minerais) entrant dans l'atelier (en complément des exigences incluses dans le
cahier des charges « Fournisseur » qui doit prendre en compte ce pathogéne).

Les industriels de la filiere viande hachée utilisent des protocoles d’échantillonnage extrémement
variés. Aux Etats-Unis, une des approches les plus communément utilisées consiste a subdiviser
20 tonnes de minerais en 4 sous-lots de 5 tonnes chacun. Cing prélévements de 75 g chacun
sont réalisés dans chacun des sous lots. Les échantillons regroupés, d’'un poids de 375 g, sont
ensuite analysés. Ainsi 4 analyses portant sur une masse totale de 1500 g sont réalisées pour
qualifier le lot de 20 tonnes de minerais.

Cette stratégie de « pooling » exige d’avoir vérifié au préalable la limite de détection de la
méthode qui doit étre capable de détecter une cellule de E. coli O157:H7 dans 375 g de minerais.
A notre connaissance, aucune étude publiée ne permet de s’assurer de la détection de 1 bactérie
E. coli O157:H7 dans 375 g. L’étude récente publiée par Guerini et al. (2006) a été réalisée dans
de la viande hachée et ses résultats ne sont pas extrapolables aux minerais (la microflore totale
étant supérieure a la surface des morceaux de muscles issus des minerais).

En ce qui concerne les modalités pratiques de réalisation des prélévements de minerais, deux
possibilités existent et sont dictées par I'état du minerai (frais ou congelé). En effet, un minerai
congelé rend difficile la réalisation d’excisions de surface du tissu conjonctif sous-cutané et il faut
recourir a des appareils de type emporte pieces pour réaliser ces carottages comprenant tissus
su%erficiels et profonds. Dans ce cas de figure, 375 g de minerais correspondraient a environ 200
cm” de tissu a la superficie des morceaux de muscles.

Lorsque le minerai est réfrigéré, les excisions de surface sont possibles et 375 g correspondraient
a 60 prélevements de 15 cm® chacun avec une surface totale excisée de 900 cm? (la
contamination des viandes étant superficielle, on peut en déduire que la probabilité de détecter le
pathogéne est plus importante lorsque les excisions superficielles sont réalisées).

Le plan d’échantillonnage évoqué plus haut ainsi que I'analyse d’échantillons composites de 375
g exige une validation scientifique avec notamment la vérification de la limite de détection de la
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méthode en fonction des modalités de prélevements envisagées. En I'absence totale de données
chiffrées sur la contamination des minerais en France par E. coli O157 :H7, il nous est impossible
de dire si I'approche états-unienne est pertinente en France.

Pascale BRIAND
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Annexes :

Nb d’échantillons
positifs (k) 0 1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 30

Concentration estimée
en cellules par gramme

(C) NC* | 0,001 | 0,004 | 0,007 | 0,011 | 0,014 | 0,018 | 0,023 | 0,028 | 0,033 | 0,040 | 0,048 | 0,058 | 0,072 | 0,092 | 0,136 | NC

NC : non calculable

Tableau 1. Estimations par la méthode du nombre le plus probable de la concentration dans une mélée a partir de I’analyse de 30
échantillons de 25 grammes chacun.
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k : nombre d’échantillons positifs sur n = 30 échantillons analysés de m = 25 g chacun

Cc

cell,g” | 0 1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 30
1,000 <0,001 <0,001 <0,001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0,001 1
0,900 <0,001 <0,001 <0,001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0,001 1
0,800 <0,001 <0,001 <0,001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0,001 1
0,700 <0,001 <0,001 <0,001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0,001 <0,001 1
0,600 <0,001 <0,001 <0,001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0,001 1
0,500 <0,001 <0,001 <0,001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0,001 1
0,400 <0,001 <0001 <0,001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0,001 0,001 1
0,300 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 |0016 |1
0,200 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0,001 | <0,001 ] 0,001 0,184 1
0,100 <0,001 <0,001 <0,001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 0009 0095 0452 0923 1
0,090 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 0003 [0033 ]|0204 0626 0965 1
0,080 <0,001 <0,001 <0,001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0,001 0,001 0015 Jo102 038 0792 0987 1
0,070 <0,001 <0001 <0,001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0,001 0,001 0,009 |0063 0257 0616 0913 0997 1
0,060 <0,001 <0,001 <0,001 <0001 <0001 <0001 <0,001 <0,001 0,001 0,008 ] 0053 0210 0517 0832 0977 0999 1
0,050 <0,001 <0,001 <0,001 <0001 <0001 <0001 <0,001 0,001 0,011 0,061 0218 0504 0,799 0,958 0997  >0,999 A
0,040 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 <0001 | 0,003 | o0,021 0,096 0,286 0574 0,831 0,961 099  >0999 >0,999 1
0,030 <0001 <0001 <0001 <0001 |0001 Jooto 0057 0197 0451 0,728 0,911 0982 0998 >0999 >0999 >0,999 1
0,020 <0,001  <0,001 | <0,001 | 0,007 | 0,051 0196 0460 0,739 0915 0982 0998 >0,999 >0999 >0,999 >0999 >0,999 1
0,010 0,001 0,005 0,076 0,320 0,661 0893 0979 0997 >0999 >0999 >0999 >0999 >0999 >0,999 >0999 >0,999 1
0,009 0,001 0010 0119 0420 0754 0936 0990 0,999 >0999 >0999 >0999 >0999 >0999 >0,999 >0999 >0,999 1
0,008 0,002 0,019 _ 0,181 0532 0837 0966 0996  >0999 >0999 >0999 >0999 >0999 >0999 >0,999 >0999 >0,999 1
0,007 0005 [0035 |o0268 0652 0904 0985 0999 >0999 >0999 0999 >0999 >00999 >0999 >0999 >0999 >0999 1
0,006 0,011 0065 0383 0767 0952 0994 >0999 >0999 >0999 >0999 >0999 >0999 >0999 >0999 >0999 >0,999 1
0,005 0,024 | 0117 0524 0867 0980 0998 >00999 >0999 >0999 >0999 >0999 >0999 >0999 >0,999 >0999 >0,999 1
0,004 0050 ]0207 0682 0940 0994 >0999 >0999 >0999 >0999 >0999 >0999 >0999 >0999 >0999 >0999 >0,999 1
0,003 0,105 0,352 0,832 0,981 0999  >0999 >0999 >0999 >0,999 >0999 >0,999 >0999 >0,999 >0999 >0,999 >0999 1
0,002 0,223 0566 0,944 0,997 >0,999 >0999 >0999 >0999 >0999 >0999 >0999 >0999 >0999 >0,999 >0999 >0,999 1
0,001 0,472 0,831 0994  >0999 >0999 >0999 >0999 >0999 >00999 >0999 >0,999 >0999 >0999 >0,999 >0999 >0,999 1

Tableau 2. Calcul pour diverses concentrations C dans la mélée et diverses valeurs possibles de k, de la probabilité que le nombre X
d’échantillons positifs parmi 30 échantillons de 25 grammes soit inférieur ou égal a k. Pour chaque valeur de k apparait encadrée en
gras la cellule contenant la plus grande valeur reportée de cette probabilité inférieure ou égale a 5%.




Afssa — Saisine n°2006-SA-0282

Nb d’échantillons positifs

(k)

10

Concentration estimée en

A

cellules par gramme (C)

NC*

0,001

0,003

0,005

0,007

0,009

0,012

0,016

0,021

0,031

NC

NC : non calculable

Tableau 3. Estimations par la méthode du nombre le plus probable de la concentration dans une mélée a partir de I’analyse de 10

échantillons de 75 grammes chacun.
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k : nombre d’échantillons positifs sur n = 10 échantillons analysés de m = 75 g chacun

Cc

cell,g” | o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1,000 <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 1
0,900 <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 1
0,800 <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 1
0,700 <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 1
0,600 <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 1
0,500 <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 1
0,400 <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 1
0,300 <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 1
0,200 <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 1
0,100 <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 0,006 1
0,090 <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 0,012 1
0,080 <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | 0,025 | 1
0,070 <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 0,001 0,051 1
0,060 <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 0,005 0,106 1
0,050 <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 0,001 0022 |o212 1
0,040 <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 0,001 0,011 0,086 0,400 1
0,030 <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | 0,002 |o0015 |o0080 0285 0672 1
0,020 <0,001 | <0,001 | <0,001 | 0,002 | 0,011 0,051 0,165 0,393 0,690 0,920 1
0,010 0,001 0,007 | 0,038 ]0,130 0,311 0553 0,779 0923 0983 0,998 1
0,009 0,001 0,012 0,061 0,187 0,400 0645 0,843 0,951 0,991 0,999 1
0,008 0,002 0,023 0,098 0264 0,501 0,736 0897 0972 0,995 |>0999 1
0,007 0,005 0041 ]o154 0,361 0612 0819 0939 098 0,998 |>0999 i
0,006 0,011 0,074 0,236 0480 0,724 0,890 0,968 0,994 0,999 |>0,999 1
0,005 0,024 0,131 0,350 0,615 0827 0943 098 0998 | >0999 | >0,999 1
0,004 0050 | 0224 0498 0,754 0,911 0976 0,99 0999 |>0,999 | >0999 1
0,003 0,105 0,371 0673 0876 0966 0,993 0999 | >0,999 | >0999 | >0,999 1
0,002 0,223 0,584 0,847 0,961 0,993 0,999 |>0999 | >0,999 | >0,999 | >0,999 1
0,001 0472 0840 0969 099 |>0999 |[>0999 | >0999 | >0,999 | >0,999 | >0999 1

Tableau 4. Calcul pour diverses concentrations C dans la mélée et diverses valeurs possibles de k, de la probabilité que le nombre X
d’échantillons positifs parmi 10 échantillons de 75 grammes soit inférieur ou égal a k. Pour chaque valeur de k apparait encadrée en
gras la cellule contenant la plus grande valeur reportée de cette probabilité inférieure ou égale a 5 %.
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