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Résumé

Vu la gravité du foyer épidémique d'Escherichia coli 0104:H4 au printemps 2011 en
Allemagne et du cluster frangais qui y a été associé, le Comité scientifique donne un avis
concernant la prévention, la détection, le tracage rapide et la maitrise des foyers épidémiques
d’Escherichia coli productrices de Véro(cyto)toxines pathogénes pour 'lhomme (VTEC) dans
la chaine alimentaire.

Les VTEC pathogénes pour 'lhomme connues et reconnues actuellement comme importantes
pour leur pathogénicité, contiennent des genes pour la production de Vérotoxines (genes stx
ou vtx) et peuvent contenir une combinaison des génes de virulence ci-apres: des génes pour
l'adhésion dans l'intestin (ex. géne eae, géne saa, gene Ipf), des genes codant pour d'autres
facteurs d'adhésion (ex. ‘Aggregative Adherence Fimbriae’) et leurs régulateurs. Le géne ehx,
qui code pour l'entérohémolysine, est parfois présent chez les VTEC pathogénes pour
I'homme.

Les denrées alimentaires font l'objet d'un screening via la culture et des techniques
moléculaires telles que la PCR, qui sont surtout axées sur la détection des génes stx et du
géne eae. En cas de résultats positifs, il est fortement recommandé de capter les souches
par immunocapture et/ou milieux d'isolation (chromogénes) sélectifs, afin de confirmer
ensuite la présence des génes de virulence précités dans des colonies bactériennes
séparées. Une confirmation de la souche par isolation est nécessaire parce que la détection
moléculaire d'une combinaison de génes de virulence dans les denrées alimentaires n’exclut
pas que les génes de virulence soient présents dans plusieurs souches d'E. coli qui, prises
chacune séparément, sont peu ou pas pathogénes pour 'hnomme.

Les denrées alimentaires suivantes constituent des produits a risque pour les VTEC
pathogénes pour ’lhomme: le lait cru (ou insuffisamment cuit) et les produits laitiers a base de
lait cru (ou insuffisamment cuit), les viandes bovines crues (ou insuffisamment cuites) ou la
viande provenant d'autres (petits) ruminants, les légumes a feuilles et Iégumes-fruits frais, les
graines germées, les herbes (potagéres) aromatiques fraiches, les fruits rouges doux et, les
Iégumes, fruits et céréales prédécoupés et préemballés de la quatriéme gamme.




Le Comité scientifigue n'a pas de base scientifique directe pour étendre le programme de
contréle de 'AFSCA en 2012 a la détection d'autres sérogroupes de VTEC par rapport aux
sérogroupes recherchés en 2011. Il est bien recommandé d'évaluer annuellement le
programme de contréle en ce qui concerne les VTEC pathogénes pour I'homme en fonction
des connaissances a propos des séropathotypes pathogénes pour ’lhomme en circulation, de
procéder a des contrbles sur la maitrise de la contamination fécale via I'analyse d'E. coli, en
parallele avec les contrdles des VTEC, et, outre le screening de recherche de la présence de
génes stx et du géne eae et les sérogroupes de VTEC prioritaires, de s'intéresser également
a la présence de la combinaison de facteurs de virulence pertinents, et ce sur la suggestion
du Laboratoire National de Référence (LNR) pour les VTEC, le Laboratoire européen de
Référence (EU-RL) pour les VTEC ou d'autres groupes de recherche spécialisés.

Le Comité scientifique recommande que I'AFSCA veille a l'utilisation des bonnes pratiques
d'hygiéne de travail, tant lors de la production animale, que lors de la production végétale. Il
faut souligner l'importance de I'hygiéne personnelle et surtout de I'hygiéne des mains du
personnel actif a tous les stades de la chaine alimentaire. Le guide sectoriel de la production
primaire et le guide sectoriel de l'industrie de transformation des pommes de terre, fruits et
légumes, doivent étre étendus a des recommandations spécifiques pour les produits a risque
tels que les légumes a feuilles, les herbes potagéres fraiches et les graines germées. Au
niveau de la production primaire végétale et de la transformation, un encadrement et une
information suffisants concernant les dangers microbiologiques et les voies de transmission
possibles a 'hnomme doivent étre prévus. L'utilisation d'une eau d’'une qualité microbiologique
suffisante doit étre un point d'attention particulier.

Dans le secteur médical, on a besoin d’'une bonne communication entre les laboratoires
clinigues et un rapportage central rapide et efficace des cas humains de syndrome
hémolytique et urémique (SHU), aussi en ce qui concerne les caractéristiques des isolats
(virulence, sérogroupe, ...). Tous les cas de diarrhée sanglante et de SHU doivent étre
étudiés sur base de diagnostic microbiologique et, par conséquent, toutes les ressources qui
rendent cela possible doivent étre mises a la disposition du secteur médical. En outre, on a
besoin d'une bonne interaction et coordination et d'un échange d'informations adéquat entre
les divers laboratoires nationaux et européens de référence pour l'analyse des VTEC dans
les échantillons provenant de 'homme, de l'animal et des denrées alimentaires. Le Comité
scientifique soutient fortement I'actualisation et la vérification continues d'un plan de crise et
de communication efficace de telle sorte que toutes les parties concernées (autorités,
laboratoires, centres de connaissances et secteurs concernés) puissent réagir et
communiquer rapidement, adéquatement et en concertation en vue de la détection précoce
des infections alimentaires par des VTEC pathogénes pour ’lhomme. Enfin, il est indiqué que
le LNR pour les VTEC, le EU-RL pour les VTEC ou d'autres groupes de recherche
spécialisés développent des techniques moléculaires permettant d'opérer un screening
rapide et efficace des cultures et isolats quant a la présence d'un large éventail de facteurs
de virulence. Il faut aussi préter l'attention nécessaire au développement de meilleures
méthodes de détection, en particulier dans des produits avec une haute charge
microbiologique, comme une étape d’accumulation adéquate préalablement au screening au
moyen, par exemple, de la PCR.



Summary

Advice 15-2012 of the Scientific Committee of the FASFC on the prevention,
detection, fast tracing and management of outbreaks of human pathogenic
Verotoxin producing Escherichia coli in the food chain

Given the severity of the outbreak of Escherichia coli O104:H4 in the spring of 2011 in
Germany and the related cluster in France, the Scientific Committee gives advice regarding
the prevention, detection, rapid tracing and management of outbreaks of human pathogenic
Vero(cyto)toxin producing Escherichia coli (VTEC) in the food chain.

Human pathogenic VTEC that are currently known and recognized as important in causing
disease, contain genes for the production of Verotoxins (stx or vtx genes) and can contain a
combination of the following virulence genes: genes for adhesion in the intestine (e.g. eae
gene, saa gene, Ipf gene), genes encoding other adhesion factors (e.g. ‘Aggregative
Adherence Fimbriae'), and their regulators. The ehx gene encoding enterohemolysin is
sometimes found in human pathogenic VTEC.

Foods are screened using culture and molecular techniques such as PCR, which are mainly
focused on the detection of stx genes and the eae gene. When the results are positive, it is
strongly recommended to pick up the strains with immunocapture methods and/or
(chromogenic) selective isolation media to confirm the presence of the above virulence genes
in individual bacterial colonies. Confirmation via isolation of the strain is necessary as the
molecular detection of a combination of virulence genes in foods does not exclude that
virulence genes are present in different E. coli strains which individually are little or not
pathogenic for humans.

The following foods can represent a risk for the consumer: raw (or undercooked) milk and
dairy products made from raw (or undercooked) milk, raw (or undercooked) beef or meat from
other (small) ruminants, fresh leafy vegetables and vegetables that are botanically fruits,
sprouted vegetables, fresh aromatic (garden) herbs, soft red fruit and sliced and packaged
fruit, vegetables and grains of the fourth gamma.

The Scientific Committee has no direct scientific basis to expand the control program of the
FASFC in 2012 to the detection of other VTEC serogroups compared to the serogroups
examined in 2011. But it is recommended to annually evaluate the control program with
respect to human pathogenic VTEC in function of the knowledge about circulating human
pathogenic seropathotypes, to control the management of faecal contamination through
analysis of E. coli, in parallel with controls of VTEC, and also, in addition to the screening for
the presence of stx genes and the eae gene and priority VTEC-serogroups, to pay attention to
the presence of the combination of relevant virulence factors, and this at the suggestion of the
National Reference Laboratory (NRL) for VTEC, the European Reference Laboratory (EU-RL)
for VTEC or other expert research groups.

The Scientific Committee recommends that the FASFC monitors the use of good hygienic
work practices during both the animal production and the plant production. The personal
hygiene, and especially the hand hygiene of the personnel involved in all stages of the food
chain should be emphasized. The sector guide for the primary production and the sector
guide for the potato, vegetable and fruit processing industry should be extended with specific
recommendations for high risk products such as leafy vegetables, fresh garden herbs and
sprouted vegetables. At the level of the primary plant production and processing, sufficient
guidance and information should be provided with regard to the microbiological hazards and
the possible transmission routes to humans. The use of water with an adequate
microbiological quality must be a particular point of attention.

In the medical sector, there is a need for good communication between clinical laboratories
and a fast and efficient reporting on one central point of the hemolytic uremic syndrome
(HUS) in humans, also with regard to the characteristics of the isolates (virulence, serogroup,
...). All cases of bloody diarrhea and HUS must be investigated on the basis of microbiological



diagnosis and consequently, all the resources that make this possible, must be provided to
the medical sector. Furthermore, there is a need for a good interaction and coordination and
an adequate exchange of information between the various national and European reference
laboratories for the analysis of VTEC in samples from humans, animals and food. The
Scientific Committee strongly supports the continuous updating and verifying of an adequate
crisis and communication plan so all stakeholders (government, laboratories, knowledge
centers and involved sectors) can quickly and appropriately and in concert respond and
communicate for the early detection of food poisoning with human pathogenic VTEC. Finally,
it is recommended that the NRL for VTEC, the EU-RL for VTEC or other expert research
groups develop molecular techniques that provide a fast and efficient way of screening
cultures and isolates for the presence of a wide range of virulence factors. Attention should
also be paid to the development of better detection methods, especially in products with a
high microbiological load, such as an accumulation step prior to the screening with, for
example, PCR.

Mots clés
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1. Termes de référence

Suite au foyer épidémique d'Escherichia coli 0104:H4 au printemps 2011 en Allemagne et du
cluster francais qui y a été associé, ce dossier a été démarré en auto-saisine pour établir des
recommandations a l'attention des diverses parties concernées en vue de la prévention, de la
détection, du tracage rapide et de la maitrise des foyers épidémiques d'Escherichia coli
pathogenes pour I'homme et productrices de Vérotoxines (VTEC) dans la chaine alimentaire.
Le Comité scientifique, dans cet avis, prend ses distances par rapport a l'incident grave et
meéne une réflexion stratégique dans laquelle les questions ci-aprés occupent une place
centrale :

- Quels facteurs de virulence et quelles combinaisons de ces facteurs sont
responsables de la pathogénicité des E. coli chez 'homme, et dans quels sérotypes
ces facteurs de virulence peuvent-ils étre présents?

- Sur base de quels tests les VTEC pathogénes pour I'homme peuvent-elles étre
détectées et quelles en sont les limites?

- Quelles denrées alimentaires sont des produits a risque pour la contamination par
des VTEC pathogenes pour 'homme?

- Dans quelle mesure le programme de contrbéle de 'AFSCA peut-il détecter les VTEC
pathogenes pour I'homme, et le systéme d'autocontrdle peut-il prévenir les foyers
épidémiques de VTEC?

- Quelles mesures additionnelles de maitrise et de contrle 'AFSCA peut-elle prendre
pour prévenir les foyers épidémiques de VTEC?

- Quelle approche peut-on appliquer pour empécher que des foyers épidémiques
(inattendus) de VTEC s’aggravent en crise?

Considérant les débats menés lors de la réunion du groupe de travail du 16 septembre 2011
et de la séance pléniére du 20 avril 2012;

le Comité scientifique donne l'avis suivant:

2. Avis

2.1. Quels facteurs de virulence et quelles combinaisons de ces facteurs sont
responsables de la pathogénicité des E. coli chez I'homme, et dans quels
sérotypes ces facteurs de virulence peuvent-ils étre présents?

Des souches pathogénes d'E. coli peuvent étre regroupées sur base de la combinaison de
symptdomes cliniques et de facteurs de virulence (connus). Les E. coli extra-intestinales et
pathogenes comprennent les E. coli uropathogénes (UPEC), qui sont responsables
d'infections des voies urinaires, et les E. coli associées a la méningite (MAEC), qui causent la
méningite chez les nouveau-nés. Les E. coli intestinales et pathogénes (IPEC) sont
responsables d'une gamme de maladies diarrhéiques et de syndromes chez 'homme et
comprennent les E. coli entéropathogénes (EPEC), les E. coli entéroinvasives (EIEC), les E.
coli entérotoxinogenes (ETEC), les E. coli entéroagrégatives (EAEC) et les E. coli a adhésion
diffuse (DAEC), qui ont un réservoir humain et sont principalement transmises par voie
fécale-orale, rarement via les aliments ou l'eau. Elles comprennent aussi les E. coli
productrices de Vérotoxines (VTEC) ou E. coli productrices de Shigatoxines (STEC), qui ont
un réservoir animal (principalement les bovins) et sont souvent associées a des foyers
épidémiques d'origine alimentaire. Toutefois, beaucoup de VTEC sont pathogénes pour des
animaux et non zoonotiques. Les VTEC sont caractérisées par leur capacité a produire des
Vérotoxines. Les E. coli entérohémorragiques (EHEC) sont un sous-groupe de VTEC et sont



associées a des symptbmes de colite hémorragique (CH) et le syndrome hémolytique et
urémique (SHU) (ILSI Europe, 2011). Les “EHEC typiques” sont aussi positives pour le géne
eae.

Toutefois, une séparation stricte entre les groupes n’existe pas, et de nouvelles combinaisons
de facteurs de virulence peuvent a tout moment apparaitre aprés l'acquisition ou la perte
d'éléments génétiques mobiles qui sont associés a ces genes de virulence. Certaines EPEC
sont, par exemple, étroitement apparentées aux VTEC eae-positives, surtout par la
correspondance des sérotypes et 'homologie du géne eae. Il est possible que les EPEC
absorbent des génes stx par transduction bactériophage, et peuvent ainsi provoquer le SHU
chez I'homme. Par définition, pareilles souches ne sont plus des EPEC mais bien des VTEC.
Les EAEC peuvent également absorber des génes stx. Par exemple, la souche épidémique
E. coli O104:H4 était un EAEC qui pouvait étre regroupée comme un EAEC-VTEC aprés
'acquisition du gene stx. Ce qui explique la complexité de la classification des souches d'E.
coli pathogeénes.

Les VTEC produisent des toxines, des Véro(cyto)toxines (vtx) ou des Shigatoxines (stx), qui
sont létales pour les cellules Véro (cellules rénales d'une espéce africaine de singe). Vu que
les genes stx se trouvent dans les bactériophages, ils peuvent étre transférés entre
différentes souches d'E. coli via transduction de bactériophages (Herold et al., 2004). Il existe
plus de 400 sérotypes de VTEC, qui peuvent étre classés en différents séropathotypes
(Karmali et al., 2003). Cette classification se fait sur base de lincidence relative, de la
fréquence d'implication dans les foyers épidémiques et de l'association a des maladies
graves comme le SHU ou la CH. Le tableau 1 montre la classification des sérotypes de VTEC
en séropathotypes. Tous les séropathotypes sont stx-positifs, certains sont également eae-
positifs (ex. séropathotypes A et B). Ces derniers produisent l'adhésine intimine et
provoquent souvent la CH et/ou le SHU. Tous les séropathotypes peuvent étre associés a la
diarrhée. Vu sa faible incidence relative, 'absence d’épidémies antérieures et son association
au SHU au cours du foyer épidémique en Allemagne, la souche épidémique E. coli 0104:H4
pourrait appartenir au séropathotype C. Vu son association a l'adhésion entéroagrégative, ce
sérotype pourrait aussi étre considéré comme un séropathotype séparé.

Tableau 1. Classification des sérotypes de VTEC en séropathotypes
(source : Karmali et al., 2003)

. . Ative e . _FJ.'\.‘qucnc}‘ O-f Association with
Seropathotype Relative incidence involvement in severe diseased Serotypes
outbreaks : - o

A High Common Yes 0O157:H7, O157:NM

B Moderate Uncommon Yes 026:H11, O103:H2, O111:NM,
0121:H19, O145:NM

C Low Rare Yes 091:H21, O104:H21,
0113:H21; others

D Low Rare No Multiple

E Nonhuman only NAP NA Multiple

@ HUS or hemorrhagic colitis.
P NA., not applicable.

Les VTEC peuvent étre présentes chez 'homme et chez I'animal et les deux peuvent étre
pathogenes. Les souches classiques VTEC 0157, 026, 0103, O111 et 0145 (= le ‘gang of
five’) sont définies comme des bactéries zoonotiques avec un réservoir chez les animaux
domestiques agricoles. Les souches de VTEC pathogénes pour I'homme peuvent, aprés
ingestion par I'homme, provoquer une maladie (diarrhée sanglante, CH et/ou le SHU, plus
grave). La combinaison des facteurs génétiques faisant en sorte qu'une VTEC puisse
provoquer la CH ou le SHU est inconnue. Jusqu'a présent, on n'a toujours pas un tableau
suffisant des mécanismes exacts de la pathogénicité des VTEC et des facteurs de virulence
qui y sont impliqués et de leurs régulateurs. Les VTEC peuvent contaminer I'homme via des
aliments contaminés, et vu la faible dose infectieuse, également par contact direct de
I'homme avec des animaux (ex. lors d'une visite dans une ferme pédagogique) ou par contact
direct avec des personnes contaminées.

Jusqu'a présent, les EAEC étaient exclusivement associées a des infections humaines et ne
sont pas encore bien connues a ce jour. On ne dispose que de peu d'informations sur la
distribution des EAEC dans la chaine alimentaire, cependant, certaines études montrent que
ces souches n’ont pas pour origine I'animal ou les aliments (Cassar et al., 2004; Uber et al.,



2006). Elles sont surtout présentes chez 'homme dans les pays en développement et sont
connues comme une cause de "tourista". Les denrées alimentaires importées de ces pays
peuvent avoir été contaminées suite a une manipulation par des travailleurs (présentant ou
non des symptémes de diarrhée) dont I'hygiéne personnelle est déficiente et qui sont porteurs
du germe. Bien que les EAEC aient un réservoir humain, elles peuvent provoquer des foyers
épidémiques associés aux aliments par un transfert semblable de 'homme aux denrées
alimentaires. Les EAEC contiennent un ou plusieurs facteur(s) d'adhésion tel(s) que les
'Aggregative Adherence Fimbriae’, codées par les génes aaf, et le géne aggR (géne
régulateur de I'adhésion agrégative).

La souche épidémique E. coli 0O104:H4 qui a provoqué la CH et le SHU, a probablement un
réservoir humain a partir duquel la chaine alimentaire a été contaminée et peut également
provoquer des cas secondaires par transmission de 'homme a 'lhomme. La souche a été
désignée comme une E. coli entéroagrégative et entérohémorragique (EAHEC), une EAEC-
VTEC ou une AggVTEC (Piérard et al., 2012), étant donné que la souche a, d'une part, des
génes qui typent pour I'EAEC, d'autre part des génes qui typent pour les VTEC. Sur base du
séquengage du génome total de la souche épidémique (93 % d’identité avec le génome total
de la souche d’EAEC 55989), il a été clairement démontré qu'il s’agissait d’'une nouvelle
souche d’E. coli pathogéne pour 'homme. Il s’agit d’'une souche d’'EAEC dotée d'un fort
potentiel d'adhérence qui a acquis le géne stx2 par transfert horizontal, qui lui confére la
possibilité de produire une toxine qui la rend virulente. Cette combinaison de facteurs de
virulence de différents types pathogenes indique I'apparition de transfert latéral ou horizontal
de genes chez E. coli et la dynamique de la présence de facteurs de virulence (Mellmann et
al., 2009) et a déja été rapportée chez les souches rares de ce sérotype (Scheutz et al.,
2011), ainsi que chez O111:H2 (Morabito et al., 1998) et O86:HNM (lyoda et al., 2000), ceux-
ci ont provoqué des infections humaines avec des symptémes de CH et de SHU. Le sérotype
E. coli 0104:H4 n’est pas couramment associé a la maladie chez ’lhomme. Dans le passé,
seuls des cas sporadiques associés au sérotype d’E. coli 0104 :H4 ont été rapportés:
Allemagne (2001), France (2004), Géorgie (2009) et Finlande (2010). Jusqu’'a présent, ces
souches n’avaient jamais été associées a une épidémie aussi importante que celle observée
en Allemagne et en France en 2011 (Jourdan-da Silva et al., 2011). Par conséquent, il n'y a
presque pas d'informations sur I'épidémiologie de cette souche et par analogie, on ne peut se
baser que sur I'épidémiologie de I'EAEC pour se faire une idée de cette VTEC dite EAEC.

La souche épidémique E. coli 0104:H4 présente les caractéristiques suivantes (EFSA, 2011):

- géne stx1 non présent

- géne stx2a présent

- géne eae (intimine) non présent

- géne ehx (entérohémolysine) non présent

- plasmide de virulence EAEC présent

- geéne aafA (‘Aggregative Adherence Fimbriae’ type 1) présent

- géne aggR (régulateur de I'adhésion agrégative) présent

- multi-locus sequence type (MLST): ST678

- plasmide présent avec génes d'antibiorésistance (géne blacrx.w.15 €t géne blatgm.1)

- profil de résistance antimicrobienne : ampicilline, amoxicilline, céfuroxime, céfoxitine,
céfotaxime, ceftazidime, cefpodoxime, streptomycine, acide nalidixinique,
tétracycline, triméthoprim/sulfaméthoxazole, pipéracilline et céfuroxime-axetil. Le rdle
de la présence de genes de résistance aux antibiotiques dans le caractére pathogéne
de la souche n'est pas clair.

Le sérogroupe 0104 en soi ne donne toutefois pas suffisamment d'informations sur la
pathogénicité de la souche, étant donné que cette derniére est essentiellement déterminée
par la présence de certains facteurs de virulence. Les VTEC pathogénes pour 'homme dans
la chaine alimentaire connues a ce jour comme importantes pour leur capacité a provoquer la
maladie sont caractérisées par des genes pour la production de Vérotoxines (génes stx), des
genes pour I'adhérence a l'intestin (géne eae, géne saa, géne Ipf) ou des génes codant pour
d'autres facteurs d'adhésion (‘Aggregative Adherence Fimbriae’), et leurs régulateurs. La
production de toxines est nécessaire mais pas suffisante pour provoquer le SHU. La
production d'intimine (codée par le géne eae) et la Iésion qui s'ensuit entrainent une réaction
inflammatoire dans l'intestin. Ensuite, la diarrhée apparait et, s'il y a davantage de toxines
produites, c’est la diarrhée sanglante qui apparait. Le géne eae peut étre remplacé par



d'autres facteurs d'adhérence, et il est théoriguement possible que le méme effet se produise.
Un autre facteur contribuant a des infections (graves) est I'entérohémolysine, codée par le
gene ehx (lié au plasmide), que I'on rencontre fréquemment dans les souches de VTEC de
séropathotypes A et B (voir tableau 1) impliqguées dans les cas cliniques. D’un part, il existe
des souches humaines appartenant a ces séropathotypes qui ne portent pas le plasmide
avec le géne codant I'entérohémolysine. D’autre part, il existe des souches de VTEC isolées
des aliments ou des animaux qui portent ce géne ehx et qui ne sont pas pathogénes pour
’homme. L’implication du géne ehx et du plasmide, qui porte ce géne, dans la virulence des
VTEC, est encore insuffisamment élucidée (Bugarel et al., 2010 (b)). Le spectre complet des
facteurs de virulence possibles et nécessaires (ou leurs variantes) et leurs mécanismes
régulateurs sont jusqu'a présent insuffisamment connus, et une étude complémentaire a leur
sujet reste recommandée.

D’une maniére générale, la virulence au sein des bactéries pathogénes est modulée par
l'acquisition d’éléments génétiques mobiles comme les bactériophages, les transposons, les
plasmides et les Tlots génomiques. Les ilots génomiques comprennent la classe des ‘llots de
pathogeénicité’, celle-ci porte des genes de virulence responsables de I'infection de I'hote. Ces
flots de pathogénicité constituent un regroupement exogene de génes mobilisables
contribuant au pouvoir pathogéne de la souche qui le porte. lls sont un indicateur d’'une
souche pathogéne. Un flot de pathogénicité des souches de VTEC, I'llot de pathogénicité
LEE, est porteur de génes codant pour des exécuteurs de type lll jouant un réle dans la
virulence des souches de VTEC. L’ilot de pathogénicité LEE est aussi porteur du géne eae.
Plusieurs autres de ces ilots nommés OI-36, Ol-43, OI-48, OI-71, OI-115, OI-122, OI-140, Ol-
141 et OI-154 semblent aussi jouer un réle dans la virulence des différentes VTEC. Les flots
0OI-122 et OI-71 ont été étudiés par différentes équipes qui ont montré la stabilité de certains
génes appartenant a ces ilots chez des souches pathogénes de VTEC (Coombes et al.,
2008; Konczy et al., 2008; Bugarel et al., 2010 (a)). Concernant les génes de virulence, il
existe au sein des génes stx1, stx2 et eae de nombreuses variantes et les ‘EHEC typiques’
majoritairement impliquées dans les cas de SHU présentent les caractéristiques génétiques
suivantes:

- EHEC 0157:H7 = rfbEo;s7, flich7, stx1 et/ou stx2, eae-gamma, (Ol-122)

- EHEC 0145:H28 = wzXo14s, flicys, Stx1 et/ou stx2, eae-gamma, (O1-122)

- EHEC 0111:H8 = wzXo1131, flichg, stx1 et/ou stx2, eae-theta, (Ol-122)

- EHEC 0103:H2 = wzX0103, flicy,, stx1 et/ou stx2, eae-epsilon, (Ol-122)
EHEC 026:H11 = wzXqy, flich11, Stx1 et/ou stx2, eae-beta, (Ol-122)
La détection de I'llot OI-122 confirme la virulence de la souche, mais I'absence de détection
n'apporte pas nécessairement la preuve d’'un manque de virulence. Les ‘EHEC atypiques’
(ex. EHEC 091) classées dans le séropathotype C sont négatives pour eae et le OI-122.

2.2. Sur base de quels tests les VTEC pathogenes pour I'homme peuvent-elles
étre détectées et quelles en sont les limites?

Les denrées alimentaires font I'objet d'un screening quant a la présence de VTEC (et/ou des
sérotypes de VTEC prioritaires) via la culture et des techniques moléculaires comme la PCR,
qui sont surtout axées sur la détection des génes stx et du géne eae. En cas de résultats
positifs, il est fortement recommandé de capter les souches via des méthodes
d'immunocapture axées sur les antigénes spécifiques et bactériens de surface et/ou sur les
milieux d'isolation sélectifs (chromogenes) (sur base de caractéristiques biochimiques liées
au sérotype), pour confirmer ensuite la présence des genes de virulence précités dans des
colonies bactériennes séparées. Comme alternative, on commence par isoler de la denrée
alimentaire les souches de certains sérotypes via des milieux d'isolation sélectifs
(chromogénes), en combinaison ou non avec des méthodes d'immunocapture (c.-a-d.
I'expression d'antigénes de surface) ou avec la PCR (ou ELISA), et ensuite on confirme les
facteurs de virulence connus (les génes stx et le gene eae, ou d'autres si souhaité) dans les
isolats individuels du sérotype d'E. coli en question (voir annexe 1).

Ces deux approches de détection présentent toutefois des limites. En premier lieu, la
détection moléculaire d'une combinaison de génes de virulence dans les denrées
alimentaires n’exclut pas que les génes de virulence soient présents dans plusieurs souches
d'E. coli qui, prises chacune séparément, sont peu ou pas pathogénes pour 'homme. Par



conséquent, une confirmation de la souche par isolation est nécessaire. L'isolation de la
souche reste également importante pour la caractérisation de la souche: l'analyse d'autres
facteurs de virulence possibles, pour la détermination du sérotype et du profil
d'antibiorésistance, et pour leur comparaison moléculaire avec des souches cliniqgues au
cours des foyers épidémiques. Ces informations sont nécessaires pour établir le lien entre la
présence de la souche de VTEC dans la denrée alimentaire et la souche clinique chez
'homme. Deuxiémement, l'approche consistant a isoler le sérotype recherché est rendue
difficile par la présence d'une flore compétitive dans I'aliment (souches différentes ou non d'E.
coli non pathogénes, ou germes d'accompagnement étroitement apparentés comme d'autres
Enterobacteriaceae ou des bactéries lactiques acidifiantes), ce qui empéche la croissance
des souches d'E. coli pathogénes qui sont présentes en faibles nombres. Une troisieme limite
est le fait que déja un nombre (trés) peu élevé doit étre identifié dans les denrées
alimentaires en raison de la faible dose-infectieuse. C'est un facteur important pour lequel il
faut tenir compte aussi bien des techniques moléculaires de screening que des méthodes de
confirmation sur base d'immunocapture ou isolement sélectif. En effet, cela nécessite des
méthodes d'enrichissement équilibrées qui ne sont actuellement pas encore disponibles avec
une sensibilité suffisante pour toutes les matrices (ex. graines germées). Enfin, bien que la
PCR ait une forte sensibilité, il existe dans les aliments des inhibiteurs de la réaction qui
peuvent étre a l'origine de faux négatifs.

La souche la plus courante et la mieux étudiée de VTEC est I'E. coli O157. Ce pathogéne
peut étre détecté de facon routiniére parce que des méthodes ont été développées sur base
de son sérogroupe. Le geéne codant pour l'antigene O157 peut étre détecté par PCR. Le
sérogroupe peut également étre détecté par ELISA (basée sur la réaction entre antigéne et
anticorps). Les souches peuvent aussi étre isolées a partir de la denrée alimentaire via la
liaison antigéne-anticorps par des méthodes d'immunocapture en combinaison avec des
milieux sélectifs. Les milieux sélectifs profitent du fait que la plupart des E. coli O157
humaines sont sorbitol-négatives. Comme des souches sorbitol-positives d'E. coli O157 ont
aussi été signalées, de tels milieux d'isolation sont également combinés a des milieux
d'isolation chromogenes sélectifs qui permettent la différenciation d'E. coli 0157.

Pour les autres sérogroupes du ‘gang of five’, on a aussi développé des méthodes de
détection également basées sur la détection par PCR du géne codant pour le sérogroupe O
en question ou via des méthodes dimmunocapture. Toutefois, il nhous manque ici, pour
l'isolation de ces sérogroupes non 0157, des milieux de gélose sélectifs différenciés préts a
I'emploi et d'utilisation aisée, ce qui rend les méthodes de détection assez compliquées (et
souvent pas suffisamment sensibles et spécifiques).

Les VTEC pathogénes pour 'homme qui n’appartiennent pas au ‘gang of five’ ou ayant des
facteurs de virulence alternatifs, peuvent échapper aux méthodes routiniéres actuelles qui
sont basées sur la détection de la combinaison des génes stx et du géne eae. Ce qui était le
cas pour la souche d'E. coli 0104:H4 qui était négative pour le géne eae et par conséquent, il
a été nécessaire de développer pour cette souche une méthode d’isolation et de détection
adaptée. Pour des pareils nouveaux sérotypes émergents de VTEC, une approche
éventuellement alternative est nécessaire, établie ad hoc par étude de cas sur base des
caractéristiques de la souche (ex. profil d'antibiorésistance, séquences spécifiques de la
souche de VTEC concernée) (Beutin, 2011; AFSCA, 2011). Le fait qu’il n’'y a pas assez
d’'informations disponibles sur l'identité des souches d'E. coli pathogénes pour I'homme est
un facteur limitatif pour le développement d'une méthode de détection concluante. C'est
pourquoi, les programmes de surveillance se limitent a la détection des organismes cibles
prioritaires (certains sérogroupes connus et reconnus), pour lesquels des méthodes sont déja
disponibles pour la détection dans la chaine alimentaire.

2.3. Quelles denrées alimentaires sont des produits a risque pour la
contamination par des VTEC pathogenes pour 'homme?

Par tracage épidémiologique, le foyer épidémique d'E. coli 0O104:H4 en Allemagne et en
France au printemps 2011 a été associé a des graines germées contaminées (EFSA, 2011).
La production de pousses est un petit secteur, et les pousses sont commercialisées dans le
monde entier. La température élevée et les conditions d'humidité du processus de production



favorisent la croissance rapide des bactéries (y compris des germes pathogéenes) lorsque
celles-ci sont présentes sur les graines germées. C'est ce qui explique le nombre de germes
généralement élevé sur les pousses, ainsi que la possibilité de nombres accrus de germes
pathogeénes, méme lorsque ceux-ci n'étaient présents sur les graines germées qu'en faibles
nombres. Malgré le fait que les graines soient conservées au sec et parfois durant de longues
périodes, on a constaté que les E. coli peuvent survivre longtemps sur ces graines germées
(plusieurs mois) (Beuchat & Scouten, 2002; Van der Linden et al., 2011). Ainsi, les graines
germées constituent un produit a risque de VTEC en raison de leur contamination initiale
éventuelle par des germes pathogenes, de leur processus de production et de leur
consommation essentiellement crue. De méme, elles ont déja été a maintes reprises
impliquées dans des foyers épidémiques d’origine alimentaire a grande échelle (notamment
un foyer épidémique d’E. coli O157:H7 au Japon en 1996 suite a la consommation de germes
de radis; au moins 30 foyers épidémiques aux Etats-Unis et au Canada depuis 1996 qui
étaient liés a la consommation de pousses).

Un certain nombre de questions se posent concernant la production de graines germées: La
qualité microbiologique des graines ou de l'eau utilisée lors de la production est-elle
contr6lée? Est-il possible de décontaminer les graines et/ou lI'eau? Les substrats ajoutés a
'eau pour promouvoir la germination et la croissance, constituent-ils un risque pour le
consommateur? Les pousses peuvent-elles étre lavées efficacement aprés la récolte en vue
de la réduction dune éventuelle contamination microbienne (y compris de germes
pathogénes)? Dans un plus large contexte, le risque des processus de production des
aliments végétaux frais crus "préts a l'usage" (en tant que salade entiére ou que produit
coupé pré emballé) devrait étre évalué de maniére plus approfondie par rapport aux VTEC. I
est important que pendant le processus complet de production, les points d'attention et
d’éventuelles mesures préventives et, le cas échéant, les phases d'intervention, soient
identifiés et que leur maitrise soit contrélée et documentée. Une telle évaluation du risque a
déja été fortement développée pour les produits d'origine animale, mais de facon plutét
limitée pour les produits d'origine végétale. La mise en place de telles évaluations du risque
doit faire apparaitre si les processus de production doivent éventuellement étre adaptés, ou
comment ils peuvent étre maitrisés adéquatement. Cela permettrait de réduire le risque de
contamination par des VTEC pathogénes et de multiplication et propagation pendant la phase
de production.

Par analogie avec le foyer épidémique associé aux graines germées, il est important de
prendre conscience des dangers d'autres denrées alimentaires potentiellement a la base de
foyers épidémiques d’origine alimentaire causés par des entéropathogéenes zoonotiques tels
gue les VTEC et la souche E. coli O104:H4. Les denrées alimentaires répondant & une ou
plusieurs des descriptions ci-aprés peuvent représenter potentiellement un risque pour le
consommateur:

- les produits 'préts a I'emploi' qui sont consommeés crus/frais (sans étape d'inactivation
microbienne dans le processus de production ou en cours de préparation);

- les denrées alimentaires qui sont éventuellement un produit de niche (en ce qui
concerne les volumes vendus) mais qui sont largement disséminées a partir d'un seul
lot sur une grande région et qui sont éventuellement servies dans une grande
diversité de repas comme petit élément (comme décoration ou assaisonnement);

- les denrées alimentaires ou matiéres premiéres qui sont soumises a de nombreuses
manipulations manuelles pendant la récolte, la transformation ou la
commercialisation ou qui peuvent étre contaminées par d'autres sources, et qui sont
ou non importées de pays tiers ou les bonnes pratiques d'hygiéne sont
éventuellement moins bien connues et moins contrélées ;

- les denrées alimentaires d'origine végétale en tant que résultat de l'internalisation des
VTEC chez lesquelles l'enlevement de VTEC par le lavage ou méme une
décontamination n'est plus possible.

Les denrées alimentaires ci-aprés sont des produits a risque pour la présence de VTEC
pathogénes pour 'homme;
- le lait cru (ou insuffisamment cuit) et les produits laitiers a base de lait cru (ou
insuffisamment cuit), comme le beurre, le fromage de chevre, le fromage a pate mi-
dure, le fromage de brebis, le fromage frais, le fromage blanc et la créeme;
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- la viande bovine crue (ou insuffisamment cuite) comme le filet américain
nature/préparé, ou la viande provenant d'autres (petits) ruminants (sauvages);

- les légumes a feuilles frais comme les laitues et les légumes-fruits comme les
tomates, les poivrons et les concombres;

- les graines germées;

- les herbes (potageres) aromatiques fraiches;

- les fruits rouges tendres;

- les fruits, légumes et céréales prédécoupés et préemballés de la quatrieme gamme.

Le Comité scientifique, sur base des connaissances actuelles, estime que le programme de
contrble actuel de 'AFSCA tient suffisamment compte de ces différents types de produits a
risque de contamination par les VTEC pathogénes pour 'homme.

2.4. Dans quelle mesure le programme de contréle de I'AFSCA peut-il détecter
les VTEC pathogénes pour I'homme, et le systeme d'autocontrdle peut-il
prévenir les foyers épidémiques de VTEC?

En Belgique, les sérogroupes de VTEC suivants figuraient dans le programme de contrdle de
I'AFSCA: VTEC 0157, 026, 0103, O111 et 0145. L'EFSA met en avant les sérogroupes de
VTEC prioritaires suivants: 0157, 026, 091, 0103, O111 et 0145 (EFSA, 2007). Aux Etats-
Unis, l'accent a été mis récemment sur VTEC O157 et ‘The Big Six’ (= VTEC 026, 045,
0103, 0111, 0121 et 0145) (CDC, 2011). Le fait que tel ou tel sérogroupe soit ou non repris
dans le programme de contrble d'un pays donné est basé sur les informations dont on
dispose concernant la prévalence régionale de ce sérogroupe dans la chaine alimentaire et
l'association de ce sérogroupe a des infections (graves), foyers épidémiques et SHU d’origine
alimentaire. Ce sont surtout les sérotypes faisant partie des séropathotypes A et B qui sont
repris en priorité dans les programmes de contrdle de la chaine alimentaire (voir tableau 1).
Récemment, suite au foyer épidémique d'E. coli O104:H4 en Allemagne, l'attention a
également été attirée sur I'E. coli O104:H4 dans I'Union européenne. L'E. coli O104:H4
n'‘appartient pas au séropathotype A ou B, et la souche contenait une combinaison de
facteurs de virulence qui n'avait pas encore été décrite comme cause d'un foyer épidémique
d’origine alimentaire. Avant ce foyer épidémique, cette souche n'était pas dans le collimateur
des programmes de contrdle de la chaine alimentaire, ni méme dans les laboratoires
cliniques, elle était un sérotype relativement inconnu comme cause de CH et/ou de SHU.

Le Comité scientifiqgue n'a pas de base scientifique directe pour recommander d’étendre le
programme de contrble de 'AFSCA en 2012 a la détection d'autres sérogroupes de VTEC
par rapport aux sérogroupes recherchés en 2011, parce quil n'y a pas d'indications en
provenance d'éventuels foyers épidémiques d‘origine alimentaire ou de données cliniques
recueillies d'infections individuelles de SHU en Belgique. En outre, nous ne disposons pas
d'informations épidémiologiques pour décider, dans la vaste gamme de plus de 400
sérotypes de VTEC, lesquels constituent un risque élevé pour la santé publique. Il est évident
gue le screening visant plusieurs séropathotypes de VTEC peut étre intéressant en vue
d'obtenir davantage d'informations concernant la présence de différents séropathotypes dans
la chaine alimentaire. On recommande cependant bien d'étendre le nombre de
séropathotypes de VTEC dans le monitoring de 'AFSCA au moment ou d'autres analyses ou
notifications en provenance de la notification obligatoire démontrent que certains sérotypes
méritent une attention renouvelée ou accrue dans la chaine alimentaire. En méme temps, le
monitoring doit étre étendu aux nouveaux séropathotypes de VTEC lorsque des indications
en provenance de laboratoires cliniques signalent que certains sérotypes avec certaines
caractéristiques posent un probleme significatif pour la santé publique.

La principale voie de contamination des denrées alimentaires par les VTEC est la
contamination fécale par I'hnomme et l'animal (surtout via les féces de ruminants). Ceci
indique aussi l'importance de continuer a faire figurer les E. coli dans le programme de
contréle comme indicateur d'hygieéne de contamination fécale, ceci en plus de l'analyse des
VTEC. A terme, ces analyses peuvent éventuellement aussi étre utilisées pour asseoir
davantage la relation entre la présence (et les nombres) d’E. coli comme indicateurs
d'hygiene, et les entéropathogenes.
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Jusqu'a présent, dans le diagnostic alimentaire dans I'Union européenne, l'accent a été mis
sur le screening quant a la présence de genes stx et du gene eae (cf. CEN/TC 275/WG 6). La
combinaison de la présence de ces facteurs de virulence et des sérogroupes prioritaires (a
savoir le ‘gang of five’), recommandée par I'EFSA (EFSA, 2007), entraine la vigilance, la
notification et éventuellement la prise d'actions correctives dans la chaine alimentaire. La
souche épidémique E. coli 0104:H4 ne possede pas le géne eae, mais bien le géne aafA qui
assure l'adhésion a I'épithélium intestinal et le géne régulateur aagR qui assure I'adhérence
agrégative. On doit dés lors envisager de s'intéresser aussi, dans le monitoring de I'AFSCA,
en plus de la présence des genes stx et du géne eae ainsi qu'aux sérogroupes de VTEC
prioritaires, a la présence de la combinaison d’autres facteurs de virulence pertinents, et ce
sur la suggestion du Laboratoire National de Référence (LNR) pour les VTEC, du Laboratoire
européen de Référence (EU-RL) pour les VTEC ou d'autres groupes de recherche
spécialisés.

2.5. Quelles mesures additionnelles de maitrise et de contréle I'AFSCA peut-
elle prendre pour prévenir les foyers épidémiques de VTEC?

La réalisation d'analyses microbiologiques sur les produits finis n'est pas une garantie pour la
sécurité de la chaine alimentaire en ce qui concerne les VTEC. Il y a, en effet, dimportantes
restrictions qui sont inhérentes au plan d'échantillonnage. Surtout dans le suivi des germes
pathogénes a trés faible prévalence dans la chaine alimentaire (< 1 %), de trés grands
nombres d'échantillons seraient nécessaires pour pouvoir émettre un jugement fiable quant
au degré de contamination des denrées alimentaires en question. Par exemple, pour estimer
la prévalence de I'E. coli 0157 sur des produits de viande avec une fiabilité de 95 % et une
précision de 0,05 %, la prévalence attendue étant de 0,5 %, il faut pas moins de 76.446
échantillons. De plus, les techniques de détection existantes ne sont pas assez sensibles et
spécifiques pour détecter tous les sérogroupes a risque dans le large éventail de produits
alimentaires qui sont mis sur le marché.

La maitrise de la problématique des germes pathogénes dans la chaine alimentaire devrait,
par conséquent, faire I'objet d'une approche préventive via le systéme d'autocontrble élaboré
des secteurs concernés et devrait étre contrblée par I'AFSCA ou les organismes de
certification. Le Comité scientifique recommande que I'AFSCA veille a I'application de bonnes
pratiqgues d'hygiene et de travail, & la fois pendant la production animale, le processus
d'abattage et la transformation des viandes et du lait (en raison de 'association historique des
VTEC avec les produits animaux), et pendant la culture, la récolte, la transformation et la
commercialisation des denrées alimentaires végétales crues (y compris les graines germées)
gui sont consommées sans étape d'inactivation microbienne efficace (vu l'association
croissante des VTEC avec les produits végétaux). Il faut souligner I'importance de I'hygiéne
personnelle et surtout de I'hygiene des mains du personnel actif a tous les stades de la
chaine alimentaire. Légalement, il est stipulé que les personnes entrant en contact direct
avec des denrées alimentaires doivent prouver au moyen d'un certificat médical qu'aucun
motif d'ordre médical n'empéche leur activité dans le secteur de I'alimentation. On se référera
pour cela & l'arrété royal du 3 février 2012 modifiant I'arrété royal du 22 décembre 2005 relatif
a I'hygiéne des denrées alimentaires, en ce qui concerne le certificat médical. Les personnes
travaillant dans le secteur de l'alimentation ne peuvent, par conséquent, pas souffrir ou étre
porteur d’'une maladie transmissible par les aliments. Dans certains cas, les personnes
contaminées ne présentent pas de symptbmes, et une maladie peut donc se propager
discrétement. C'est pourquoi, le Comité scientifique estime que I'accent doit étre mis sur la
notion de 'mesures de précaution standard', autrement dit, chaque personne manipulant des
denrées alimentaires doit respecter des regles d'hygiene, avec l'accent sur I'hygiéne des
mains/I'hygiéne liée au passage aux toilettes.

Le Comité scientifique recommande d'étendre le guide sectoriel de la production primaire et
le guide sectoriel de l'industrie de transformation des pommes de terre, fruits et légumes, a
des recommandations spécifiques pour les produits a risque tels que les légumes a feuilles,
les herbes potageéres fraiches et les graines germées. |l est aussi recommandé de prévoir, au
niveau de la production primaire végétale et de la transformation, un encadrement et une
information suffisante concernant les dangers microbiologiques et les voies de transmission
possibles a 'hnomme. Un exemple ou cette connaissance est apportée de maniére simple et
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claire est le document “Five keys to growing safer fruits and vegetables” (WHO, 2011) (voir
annexe 2). Enfin, le Comité scientifique estime que l'utilisation d'une eau d’'une qualité
microbiologique suffisante doit étre un point d'attention particulier. La transmission des VTEC
de l'eau d’irrigation aux légumes a déja été constatée (Stderstrém et al., 2008). Le transfert
d’E. coli 0157 par I'eau d'irrigation ou de lavage d’une qualité microbiologique insuffisante (et
un nombre augmenté d’E. coli (0157)) est également possible et a été observé dans des
études expérimentales (Luo et al., 2011; Van der Linden et al., 2011). Le transfert d’E. coli via
l'eau de lavage peut étre évité par l'addition de désinfectants (en tant qu'adjuvant technique)
a l'eau de lavage. La désinfection de l'eau de lavage n'est toutefois pas une option pour
éliminer efficacement les E. coli des légumes contaminés. Il ressort, en effet, d'une étude
expérimentale que cela ne permet d'obtenir une réduction que de 0,5 a 1,0 log de
contamination microbienne (Baert et al., 2009; Keskinen & Annous, 2011; Lépez-Galvez et
al., 2009).

2.6. Quelle approche peut-on appliquer pour empécher que des foyers
épidémiques (inattendus) de VTEC s’aggravent en crise?

Pour identifier a temps un foyer épidémique de VTEC, le secteur médical a besoin d'une
bonne communication entre les laboratoires cliniques, et d'un rapportage central rapide et
efficace des cas de SHU chez 'homme, aussi en ce qui concerne les caractéristiques des
isolats (virulence, sérogroupe, ...). Tous les cas de diarrhée sanglante et de SHU doivent étre
étudiés sur base de diagnostic microbiologique et, par conséquent, toutes les ressources qui
rendent cela possible doivent étre mises a la disposition du secteur médical. Cela permettra
d'identifier plus rapidement les foyers épidémiques, méme disséminés dans plusieurs
régions.

On a besoin d'une bonne interaction et coordination et d'un échange adéquat d'informations
entre les différents laboratoires de référence nationaux et européens pour l'analyse des
VTEC dans les échantillons provenant de I'homme, de I'animal et des denrées alimentaires,
ce qui permet de rassembler des informations sur la dissémination des souches de VTEC
tant chez 'homme que dans la chaine alimentaire. De méme, une bonne diffusion de ces
informations et connaissances est nécessaire aux autorités compétentes (AFSCA et Service
Public Fédéral Santé publique, Sécurité de la Chaine alimentaire et Environnement) et au
secteur agro-alimentaire, qui sont responsables de la sécurité de la chaine alimentaire. Ce
faisant, il faut suffisamment investir dans une étude épidémiologique adéquate afin d'établir le
lien entre le rapportage clinique et les études de cas, et les denrées alimentaires
potentiellement suspectes d'une infection alimentaire. A cet effet, il est nécessaire d’établir
des fiches actualisées sur les pathogenes, reprenant les informations sur les caractéristiques
du pathogéne, les réservoirs possibles, les voies de transmission, les denrées alimentaires
associées pertinentes et les foyers épidémiques d’origine alimentaire récemment rapportés
(éventuellement associés a des voies ou denrées alimentaires atypiques).

En cas de foyer épidémique, les plans d'échantillonnage et les analyses nécessaires doivent
étre adéquatement coordonnés. Le Comité scientifique soutient I'actualisation et la
vérification permanentes d'un plan de crise et de communication efficace, de telle sorte que
toutes les parties concernées (autorités, laboratoires, centres de connaissances et secteurs
concernés) puissent réagir et communiquer rapidement, de facon adéquate et en
concertation, pour la détection précoce d'infections alimentaires par VTEC pathogéenes pour
I'hnomme. Pour le bon fonctionnement d'un plan de communication et de crise, il est important
qu'il y ait une bonne interaction notamment entre:

- les laboratoires de référence et les laboratoires de référence internationaux ou
laboratoires d'experts des établissements de recherche ou des universités (animal-
homme-aliment);

- les laboratoires d'entreprise et les autorités (échange d'informations).

Le LNR pour les VTEC, le EU-RL pour les VTEC ou dautres groupes de recherche
spécialisés doivent développer des techniques moléculaires permettant d'opérer un screening
rapide et efficace des cultures et isolats quant a la présence d'un large éventail de facteurs
de virulence (voir 2.4.). Ces techniques moléculaires doivent comporter une gamme aussi
large que possible des génes de virulence connus et étre disponibles au laboratoire de
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référence. A cété de la détection des genes de virulence connus, les techniques moléculaires
pour sous-typage appropriées doivent aussi étre développées (ex. Pulsed Field Gel
Electrophoresis (PFGE) ou IS caractérisation). De cette facon, les cas individuels peuvent ou
ne peuvent pas étre liés a un foyer épidémique, et la source de contamination ou le secteur le
plus probable (de l'alimentation) d’étre contaminé peut aussi rapidement que possible étre
identifié(e). Des informations a partir de sous-typage devraient étre intégrées aux données de
surveillance. Il faut aussi préter l'attention nécessaire au développement de meilleures
méthodes de détection, en particulier dans des produits avec une haute charge
microbiologique, comme une étape d’accumulation adéquate préalablement au screening au
moyen, par exemple, de la PCR (voir 2.2.). Lorsque le germe pathogéne (qui a souvent une
faible dose infectieuse) peut se développer en nombres suffisants et que les génes de
virulence peuvent étre détectés via les techniques moléculaires, l'isolation de cultures pures
sera facilitée. De cette maniére, en cas d'apparition d'un foyer épidémique, la source de
contamination peut étre détectée le plus vite possible, ce qui peut réduire le nombre de
victimes de tels foyers épidémiques. En plus, les produits suspects peuvent ensuite étre
rapidement testés et désignés avec une grande fiabilité comme étant un agent suspect ou
sar.

3. Recommandations

Le Comité scientifique émet les recommandations suivantes:

Au monde scientifique de:

- poursuivre les études pour l'identification des facteurs de virulence et des sérotypes
de bactéries E. coli pathogénes pour I'homme et causant le SHU;

- mener des recherches sur le spectre complet des facteurs de virulence possibles et
nécessaires (ou de leurs variantes) et sur leurs mécanismes de régulation des VTEC
pathogénes pour I'homme;

- réaliser une étude sur la dissémination du spectre potentiellement large de
caractéristiques de virulence chez les VTEC pathogénes, tant pour 'homme que
dans la chaine alimentaire (y compris animaux et végétaux);

- poursuivre la recherche des réservoirs et des voies de transmission des
séropathotypes de VTEC connus;

- acquérir des connaissances sur la présence possible d'EAEC et/ou de leurs genes
d'adhésion typiques chez les souches d'E. coli humaines (tant sur des isolats d'E. coli
de patients ayant des symptdmes cliniques que de personnes en bonne santé), chez
les souches d'E. coli provenant de réservoirs animaux et de la chaine alimentaire
(produits végétaux et animaux);

- entamer des recherches supplémentaires sur de nouveaux pathotypes basés sur une
combinaison alternative de facteurs de virulence (ex. EAEC-VTEC) et dont la
dissémination et la possibilité de survie dans la chaine alimentaire sont inconnues;

- acquérir des connaissances sur l'apparentement épidémiologique des VTEC, la
relation évolutive entre les VTEC et I'nomologie de leurs facteurs de virulence par
rapport a d'autres groupes d'E. coli pathogénes;

- poursuivre la recherche pour suivre, comprendre et prédire I'évolution des souches
de VTEC, et plus précisément des sérotypes non-0157:H7;

- mener des recherches sur la possibilité de croissance et de survie des différentes
souches d'E. coli pathogénes pour I'hnomme dans la chaine alimentaire, en vue
d'acquérir des connaissances sur la persistance possible de tels germes dans la
chaine alimentaire;

- entamer des recherches sur les sérotypes de VTEC récemment identifiés qui sont
décrits dans d'autres régions, dont seuls des cas sporadiques ont été notés ou pour
lesquels une nouvelle technologie est connue;

- réaliser une étude sur l'effet et I'efficacité de stratégies d'intervention classiques (ex.
procédures de lavage, nettoyage et désinfection, décontamination (y compris des
graines) ou techniques de conservation (acidification, conditionnement, cuisson,
etc.)) et sur l'efficacité de nouvelles mesures préventives d'hygiéne dans le secteur
des graines germées;
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développement des techniques moléculaires d'identification des facteurs de virulence
des VTEC, y compris des méthodes de sous-typage et de fingerprinting, et avec
l'intégration des informations acquises aux données de surveillance;

optimisation des méthodes de culture et d'isolation des sérotypes de VTEC
pathogenes pour 'homme, en particulier dans le champ d'application des échantillons
avec une haute charge microbiologique avec la flore similaire secondaire.

A T'AFSCA de:

évaluer le risque des processus de production des denrées alimentaires végétales
crues fraiches 'prétes a I'emploi’;

évaluer annuellement le programme de contrdle en ce qui concerne les VTEC
pathogénes pour I'homme en fonction des connaissances a propos des
séropathotypes pathogénes pour I’homme en circulation;

procéder a des contrfles sur la maitrise de la contamination fécale via I'analyse d'E.
coli, en parallele avec les contréles des VTEC dans la chaine alimentaire, étant
donné que seules celles-ci ne peuvent pas offrir une garantie;

outre le screening de recherche de la présence de génes stx et du gene eae et les
sérogroupes de VTEC prioritaires, s'intéresser également a la présence de la
combinaison de facteurs de virulence pertinents, et ce sur la suggestion du LNR pour
les VTEC, du EU-RL ou d'autres groupes de recherche spécialisés;

procéder a des contrbles sur I'hygiéne générale;

faire ajouter dans le guide sectoriel pour la production primaire et celui pour l'industrie
de transformation des pommes de terre, fruits et Iégumes, les recommandations
spécifiques sur les produits a risque comme les légumes a feuilles, les herbes
aromatiques (potageres) fraiches et les graines germées;

procurer des informations aux secteurs, entreprises et consommateurs concernant
les mesures préventives a prendre et les bonnes pratiques de travail (ex. brochures
pour les consommateurs avec la mention de I'importance d’'une bonne hygiéne des
mains, informations sur le lavage des légumes, etc.);

mener des recherches sur la nécessité d’établir des plans de communication et de
crise spécifiques qui soient d'application en cas d’un foyer épidémique de VTEC.

Au secteur médical et aux différents laboratoires de diagnostic de:

assurer une bonne communication entre les laboratoires cliniques et un rapportage
central efficace et rapide des cas de SHU chez 'lhomme;

étudier tous les cas de diarrhée sanglante et de SHU chez 'homme;

assurer une bonne communication et un bon échange d'informations entre les
laboratoires cliniques (médecine humaine), les laboratoires vétérinaires et les
laboratoires de I'alimentation.

Pour le Comité scientifique,
Le Président,

Prof. Dr. Ir. André Huyghebaert

Bruxelles, le 04/05/2012
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Annexe 2: Five keys to growing safer fruits and vegetables: promoting health by decreasing
microbial contamination (WHO, 2011)
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