La majorité des souches d’Escherichia coli (E. coli) sont des
hotes normaux du tube digestif de I’homme et des animaux.
Certaines souches peuvent cependant étre pathogenes pour
I’homme parmi elles se trouvent les E. coli verotoxiques
(VTEC). Ces E. coli verotoxiques sont capables de produire
des toxines appelées verotoxines et peuvent provoquer chez
I’homme des diarrhées hémorragiques évoluant dans certains
cas en des pathologies plus graves telles que le Syndrome
Hémolytique et Urémique (SHU) parfois mortel, surtout chez
I’enfant. E. coli O157:H7 est le sérotype de E. coli vero-
toxiques le plus impliqué dans de tels troubles, mais d’autres
sérotypes 0103, 026, O111 sont également incriminés, notam-
ment en France.

Aujourd’hui, les E. coli verotoxiques sont considérés comme
des agents pathogenes graves en santé humaine. Les contami-
nations sont essentiellement d’origine alimentaire et la viande
hachée de beeuf insuffisamment cuite en est la principale
cause. Les accidents alimentaires liés aux VTEC mettant en
cause la viande de porc sont exceptionnels. Cependant, la pré-
valence de E. coli O157:H7 et des autres E. coli verotoxiques
dans la viande de porc n’était pas connue en France.

Dans le contexte actuel ou les exigences en terme de sécurité
sanitaire des aliments sont croissantes, il devenait urgent d’ac-
quérir des données épidémiologiques fiables sur ces germes
dans la filiere porcine frangaise afin d’estimer le risque réel
qu’ils représentent et proposer si nécessaire des moyens de
maitrise adaptés.

Etude réalisée avec la participation financiére de la Direction
Générale de I’Alimentation du Ministére de I’Agriculture et de la
Péche dans le cadre d’un programme AQS, de I’Ofival et de
I’ANDA.

Pas de risque
majeur en
abattage -
decoupe de
porc

Les E. coli verotoxigues
(VTEC) ne semblent pas
représenter actuellement un
danger majeur en abattage-
découpe de porc. En effet,
notre étude, sur 4469
prélevements (carcasses et
pieces de découpe, feces,
environnement) analysés
par PCR, le sérotype E. coli
O157:H7 verotoxique, le
plus impliqué dans les
pathologies humaines
graves telles que le
Syndrome Hémolytique et
Urémique, n'a jamais été
détecté. 12 % des
échantillons sur carcasses
et pieces de découpe sont
positifs en VTEC mais
aucun des isolats ne semble
potentiellement pathogene
pour I'homme.
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MISE AU POINT D'UNE
TECHNIQUE D'ANALYSE

La premicére étape de cette étude a été
la mise au point d’une technique rapi-
de, sensible et spécifique de détection

et d’isolement de E. coli O157:H7 et
des autres VTEC dans différentes
matrices issues de la filiere porcine
(viande, couenne, chiffonnettes,
feces) (schéma 1).

Schéma 1: APRES LA DETECTION,
L’'ISOLEMENT ET LE TYPAGE DES SOUCHES

Préle + milieu d'enrichi it : EPT
Incubation : 37°C — 18-24 heures

}

Extraction ADN bactérien (1 mL de bouilion)

PCR {stx commun)

Résultat positif

PCR (uidA)

Résultat positif

Immunoconcentration (VIDAS ICE)
500 pL de bouillon

Etalement sur gélose PCA sb
Incubation : 42°C — 18-24 heures

Hybridation sur colonies avec
sonde stx commun

isolement de limmunoconcentrat sur
CT-SMAC et milieu chromogéne 0157:H7 ID
Incubation : 37°C — 18-24 heures

Repiquage des colonies
révélées sur gélose SMAC

!

Recherche de P'antigéne O157 sur les
colonies suspectes : latex Oxold

v

Réaction d'agglutination +

v

A

Extraction ADN (méthode rapide) et
PCR {stx commun)

!

Résultat positif

v

| Identification biochimique : Galerie api 20E l

l Etude génotypique : recherche des génes sixi, stxz, Stxz, eae, hly, ehx, uidA, fliC |

l Etude sérotypique J

Protocole de détection, d’isolement et de typage de E. coli O157:H7
et des VTEC

La détection par PCR

Les VTEC ont comme seule caracté-
ristique commune la capacité de pro-
duire des verotoxines codées par les
genes stx. Par conséquent la tech-
nique d’analyse mise au point consis-
te, dans un premier temps, en une
détection par PCR' de ces génes.
Ensuite, sur tout échantillon positif en
PCR stx, donc positif en VTEC, une
deuxiéme PCR est réalisée, détectant
un gene spécifique du sérotype
O157:H7, le géne uidA. Un résultat
positif pour les deux PCR signe donc
la détection d’un E. coli O157:H7
verotoxique.

Isoler et typer les souches
pour identifier les pathogénes

L’isolement des souches a ¢été effec-
tué sur tous les échantillons positifs
en PCR, soit aprés immuno-concen-
tration (recherche du sérotype
O157:H7) soit par hybridation sur
boite (recherche des autres VTEC).
Sur les souches isolées, une confirma-
tion biochimique de I’espece E. coli a
été réalisée car:

- ’Antigéne de surface O157 est
aussi présent chez des bactéries non
E. coli telles que les Brucella, cer-
taines Salmonelles... ;

- la PCR stx peut donner de faux
positifs avec Shigella dysenteriae.

Toutes les souches isolées ont été
sérotypées et caractérisées généti-
quement afin de déterminer leur
caractere pathogene.

! (Polymerase Chain Reaction = Amplification
génique)

BEUF ET PORC CRU: PLUS DE VTEC QUE DU SEUL SEROTYPE 0O157:H7

Pays Aliment Prévalence Référence
E. coli O157:H7 USA Beeuf cru 3,7 % (6/164) Doyle et Schoeni, 1987
Porc cru 1,5 % (3/264)
Canada Beeuf cru 2,4 % (4/165) Sekla et al., 1990
France Beeuf haché cru 0,1 % (4/3500) Vernozy-Rozand et al., 2000
E. coli (_)157:H7 France Porc cru (carcasse et piéces sur 25 cm?®) 0 % (0/2800) Présente étude
verotoxique
VTEC USA Boeuf cru 23 % (14/60) Samadpour et al., 1994
Porc cru 18 % (9/51)
Canada Beeuf cru 36 % (82/255) Read et al., 1990
Porc cru (25 g) 11 % (25/235)
UK Beeuf haché cru 13 % (17/134) Willshaw et al., 1993
Saucisse de pore crue (25 g) 25 % (46/184) Smith et al., 1991
France Porc cru (carcasses et pieces sur 25 cm?) 12 % (340/2800) Présente étude

Prévalences dans quelques denrées alimentaires [6, 7]

Remarque : ces prévalences sont données a titre indicatif. Leur comparaison reste délicate car les méthodes d’analyses, les types de préléevements, et les
produits analysés ne sont pas toujours identiques.
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Sur carcasses

MISE AU POINT SUR LA PATHOGENICITE DES E. coli
VEROTOXIQUES (VTEC) [1, 2, 4, 6, 8]

Les E. coli verotoxiques en général

Le terme E. coli verotoxiques qualifie les souches d’E. coli porteuses d’au moins un
géne codant une toxine appelée verotoxine. Il existe plusieurs types de verotoxines
notés STX : STX1, STX2 et des variants de STX2 dont STX2e toxine surtout retrouvée
dans les souches i dans la maladie de I’cecdéme du porc. Les génes corres-
pondants sont notés stx (stx;, stx, et variants de stx, dont stx,,). Ces toxines peuvent

provoquer des lésions au niveau du colon, du rein, et du cerveau.

Posséder un des ces genes stx est suffisant pour qualifier la souche de verotoxique mais
n’est pas suffisant pour qu’elle soit potentiellement pathogéne chez I’homme et donc a
Porigine de diarrhées hémorragiques ou de SHU. En effet la majorité des experts s’ac-
corde a dire que, pour qu’une souche de VTEC soit potentiellement pathogéne, elle
doit posséder au moins deux facteurs de virulence autres que ceux codant les vero-
toxines en ’occurrence:

- Elle doit pouvoir s’attacher aux cellules de la muqueuse intestinale et les détruire,
et pour cela synthétiser une protéine, I’intimine, qui est codée par le géne eae (géne
de I’attachement-effacement).

- Elle doit également pouvoir produire une entérohémolysine, codée par le gene ehx.

Schéma 2

IVTEC: E. coli pouvant produire des verotoxines mais pas

/ forcément pathogenes

T——|EHEC *: E. coli pathogénes qualifiés en médecine
humaine d’entérohémorragiques car isolés dans des
cas cliniques de diarrhées hémorragiques ou de SHU

Le chef de file des VTEC: le sérotype E. coli O157:H7

11 existe au sein des VTEC plusieurs centaines de sérotypes. E. coli O157:H7 est le séro-
type de VTEC le plus incriminé dans les cas cliniques de diarrhées hémorragiques et
de SHU chez ’homme. La prépondérance clinique de ce sérotype est surtout vraie aux
Ktats — Unis o il est considéré comme un pathogéne alimentaire majeur, mais aussi au
Royaume-Uni, au Japon. En Europe continentale aussi, il est majoritairement impli-
qué dans les intoxications humaines mais, une des caractéristiques de cette zone géo-
graphique, est 'importance clinique de plusieurs autres sérotypes de VTEC notam-
ment 0103, 026, et O111.

*EHEC: E. coli Entérohémorragiques

Figure 1 — 8 SITES DE PRELEVEMENT PAR CARCASSE

y Prélévement par excision de 25 cm?2 de surface
sans cautérisation (NF V04-501).

¥ 8 sites de prélévement par carcasse
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CARTOGRAPHIE DE LA
CONTAMINATION DES
CARCASSES

Une cartographie de la contamination
des carcasses permet d’identifier les
sites les plus contaminés en VTEC. Si
certains sites s’averent fortement
contamings, des précautions pourront
étre prises pour limiter cette contami-
nation et pour éviter son amplifica-
tion lors des transformations ulté-
rieures. De plus, cette cartographie
permettra de déterminer le ou les sites
de prélévement reflétant le mieux la
contamination des carcasses, sites qui
seront analysés préférentiellement
dans le cadre d’un éventuel plan de
contrdle mais aussi dans la suite de
I’étude.

Cette phase doit également permettre
d’estimer la prévalence de E. coli
0157:H7 et autres VTEC sur les car-
casses de porc.

Protocole
Prélévements

Les préléevements ont été réalisés
dans 3 abattoirs a raison de 3 jours de
prélévements chacun.

Au total 50 carcasses par abattoir ont
été prélevées apres 18-24 heures de
réfrigération.

Chaque carcasse a été prélevée sur

huit sites (figure 1):

- sites externes (sur couenne): gorge,
longe, poitrine, épaule, jambon
(face interne),

- sites internes (sur viande): poitrine,
jambon, bavette

Sur chacun des sites, des préléve-
ments de 25 cm® de surface ont été
réalisés par excision selon la norme
AFNOR V04-501.

Analyses

Chaque prélevement a fait 1’objet
d’une recherche des VTEC par PCR
stx, puis pour les positifs, de E. coli
O157:H7, par PCR uidA, selon le
protocole décrit ci-dessus.

13 % des échantillons sur
carcasse sont positifs en VTEC

13 % (152/1200) des échantillons
sont positifs en VTEC par PCR stx,
sans différence significative entre les
trois abattoirs (test du x*; p = 0,351)
et ce malgré leur différence de pro-
cess (graphique 1).
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Graphique 1 — UNE PREVALENCE EQUIVALENTE
QUEL QUE SOIT L'ABATTOIR
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Graphique 2 — POITRINE, JAMBON ET EPAULE SUR COUENNE

A SURVEILLER EN PRIORITE
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Sites de la carcasse

Pourcentages de présence de VTEC selon les sites de la carcasse
(excision de 25 cm’)

Des lettres différentes (a, b, c) correspondent a une différence significative entre les % au risque

global de 5 %.

Graphique 3 — 50 % DES CARCASSES REFRIGEREES
CONTAMINEES
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*Dans les comparaisons multiples le risque global est de 5 % et pour chaque comparaison le risque est

corrigé selon la formule de Dunnsidak.
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Aucun des 1200 échantillons pré-
levés par excision de 25 cm’ sur car-
casses de porc réfrigérées et, par
conséquent, aucune des 150 car-
casses correspondantes, n’a été
détecté positif en E. coli O157:H7
verotoxique par PCR. Par contre,
13 % des échantillons donnent un
signal PCR positif vis-a-vis des
autres VTEC.

La moitié des carcasses, apres
réfrigération, est positive en VTEC
par PCR.

La poitrine et le jambon sur couen-
ne sont les sites de la carcasse les

plus contaminés en VTEC.

La poitrine sur couenne: la plus
contaminée en VTEC

Tous abattoirs confondus une différence
de contamination significative existe
entre les sites (test du x*; p = 0,001)
(graphique 2). La poitrine sur couenne
est le site le plus contaminé en VTEC
avec 25 % (37/150) des échantillons
positifs en PCR szx. Elle a un niveau de
contamination non différent du jambon
et de I’épaule sur couenne mais est
significativement plus contaminée que
les cinq autres sites. Le jambon sur
couenne est, au global, le deuxiéme site
le plus contaminé en VTEC, 19 %
(28/150) des échantillons positifs en
PCR stx, et ce de facon significative par
rapport a la longe sur couenne et bavet-
te sur viande (test du % en comparaisons
multiples) °.

Cette classification ne se retrouve pas a
I’identique dans les trois abattoirs toute-
fois les sites poitrine et jambon sur la
couenne sont toujours parmi les 3 sites
les plus contaminés.

Apres réfrigération, la moitié des
carcasses est contaminée en
VTEC

Lorsque huit sites sont prélevés par car-
casses, des VTEC sont mis en évidence
par PCR stx sur 50 % (75/150) d’entre
elles en moyenne, sans effet abattoir
(test du ’*; p=0,278) (graphique 3). Un
effet jour n’existe que dans I’abattoir A.
Ce pourcentage peut paraitre élevé mais
la moitié (39/75) des carcasses conta-
minées en VTEC ne I’est que sur un seul
site et seulement un quart (20/75) 1’est
sur plus de deux sites. Les VTEC sont
donc souvent présents mais de fagon
ponctuelle sur les carcasses.

Pas de E. coli O157:H7
verotoxique

Aucun des 152 prélévements positifs
en VTEC par PCR stx s’est avéré
positif pour la recherche de E. coli
0157:H7 par PCR uidA.



EVOLUTION DE LA
CONTAMINATION AU COURS
DE L’ABATTAGE

Ce volet a comme objectif d’estimer
I’évolution de la contamination des
carcasses de porc en E. coli O157:H7
et autres VTEC au cours des opéra-
tions d’abattage, de la saignée jusqu’a
la sortie du ressuage. Afin d’estimer le
portage intestinal et son role éventuel
dans la contamination des carcasses,
des prélevements de feces ont été
effectués sur les mémes carcasses que
celles prélevées en surface. En paralle-
le, la contamination des locaux apres
nettoyage-désinfection et son évolu-
tion en cours de tuerie ont été étudiées,
ainsi que la contamination de 1’eau
d’échaudage et de 1’eau du réseau.

Protocole : Suivre les
carcasses, les feces et les
locaux

Les prélevements ont été réalisés dans
trois abattoirs a raison de 2 journées
chacun.

Prélevements de surface sur
carcasses

Pour chaque journée, 30 carcasses ont

été prélevées a trois stades:

- A la saignée

- En fin de chaine au niveau de la
pesée

- Aprés la premiere phase de ressuage

Pour chaque carcasse, les préléve-
ments ont été réalisés par chiffonnage
de la couenne sur 100 cm’ sur le jam-
bon, 1’épaule et la poitrine soit
300 cm’ au total par carcasse. Les
mémes carcasses ont été prélevées aux
3 stades sur des zones juxtaposées.

Ces trois sites, poitrine, jambon et
épaule sur couenne, ont été choisis car
ce sont en moyenne les plus conta-
minés au vu de la cartographie de la
contamination des carcasses en
VTEC.

Prélevements de féces sur les
mémes carcasses

25 g de feces ont été prélevés, sur les
carcasses décrites ci-dessus, lors de
I’éviscération. Les prélévements ont
été réalisés au niveau du caecum, avec
du matériel stérile, aprés flambage de
la paroi externe de I’intestin.

Les analyses ont été effectuées sur 1 g
de matieres fécales.

Prélevement dans les locaux

Des prélévements ont été réalisés sur
les locaux et les matériels par chiffon-
nage d’une surface d’environ 1 m?
(pour le petit matériel tout I’outil est
chiffonné) a trois instants:

- apres nettoyage-désinfection,

- aprés deux heures de tuerie,

- apres six heures de tuerie.

A chaque journée de prélévement,

25 sites ont été prélevés, répartis dans

les trois zones de la chaine d’abattage:

- la préparation externe (de I’anesthé-
sie a la sortie du four),

- le hall d’habillage (de la sortie du
four a I’entrée en frigo de ressuage),

- le ressuage (ler frigo de ressuage
rapide).

Prélevement d’eau d’échaudage

L’eau du bac d’échaudage a été pré-
levée avant le début de tuerie et aprés
quatre heures de tuerie. A chaque ins-
tant, deux prélévements, ont été réa-
lisés a I’entrée du bac et deux a la sor-
tie, soit huit échantillons, de 250 ml
chacun, par journée de prélévement.

Ces préléevements n’ont pas été réa-
lisés dans I’abattoir C car il n’y a pas
d’échaudage, 1’épilation se faisant par
flambage-grattage.

Prélevement d’eau du réseau

A chaque journée, deux préléve-
ments, de 500 ml chacun, ont été pré-
levés a deux sources puis analysés
apres filtration.

Analyses

Chaque prélevement a fait 1’objet
d’une recherche des VTEC par PCR
stx, puis pour les positifs, de E. coli
0O157:H7, par PCR uidA, selon le pro-
tocole décrit ci-dessus.

La contamination des
carcasses diminue au cours du
process

Au cours du process d’abattage, le
pourcentage moyen de carcasses posi-
tives en VTEC, par PCR stx, diminue
significativement entre le début et la
fin de la chaine. La phase de premier
ressuage, elle, ne modifie pas signifi-
cativement le pourcentage de car-
casses positives (comparaisons mul-
tiples en séries appariées avec des tests
de Mc Nemar). Cette tendance se
constate dans chaque abattoir
(graphique 4)

Graphique 4 — MOINS DE CARCASSES CONTAMINEES
EN FIN DE CHAINE

T0%
63% a Stades de prélévement
= 60% B Saignée
2 50%a* B Fin de chaine
o 50% W Sortie ressuage
a
B 40%
=
c
o 30%
2 20%
]
-
&
10%
0% g
Global Abattoir A Abattoir B Abattoir C
(n=182 de) (n=60 (n=62 ¢ stade)  (n=60 carc Istade)

Evolution de la contamination des carcasses en VTEC au cours du process
d’abattage (chiffonnage de 300 cm®)

Dans un méme abattoir, des lettres différentes (a, b, ¢) correspondent a une différence significative
entre les % au risque global de 5 % (tests de Mc Nemar en comparaisons multiples).

Pour un méme stade, un nombre de * différent correspond a une différence significative entre

les % au risque global de 5 % (tests du )’ en comparaisons multiples).
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46 % des porcs positifs
ala saignée...

A la saignée 46 % (83/182) des porcs,
en moyenne, sont positifs en VTEC
par PCR stx sur la couenne, avec des
différences significatives entre abat-
toirs (test du %2, p = 0,001) (graphique
4). Un effet jour existe dans I’abattoir
A (graphique 6).

Ces différences peuvent étre dues:

- ades statuts sanitaires différents des
animaux entre abattoirs, cependant,
les résultats sur feéces ne vont pas
dans ce sens,

a des variations journalieres de

contaminations croisées liées aux

stress et manipulations lors du
transport et du stockage des ani-
maux ;

- a des volumes d’abattage différents.
En effet, I’abattoir C a un volume
d’abattage nettement inférieur aux
deux autres et donc le volume
d’animaux abattus étant moindre, la
charge bactérienne dans I’abattoir
serait également moindre.

...contre 16 % des carcasses
contaminées en fin de chaine...

En fin de chaine 16 % (29/182) des
carcasses sont détectées positives en
VTEC par PCR stx, sans différence
significative entre les abattoirs (test
du %2, p = 0,08) et sans effet jour mis
en évidence intra-abattoir (test du y’,
ou exact de Fisher, p > 0,05) (gra-
phique 4).

Tous abattoirs confondus, prés des
deux tiers (18/29) des carcasses
détectées contaminées en fin de chai-
ne I’étaient déja a la saignée avec
cependant des différences entre abat-
toir. En effet, ce lien de contamination
entre saignée et fin de chaine est plus
ou moins marqué. Respectivement
dans les abattoirs A, B et C, 79 %,
60 % et seulement 20 % des carcasses
trouvées positives en fin de chaine
I’¢taient déja a la saignée. La conta-
mination en fin de chaine semble
donc particulierement liée a la conta-
mination initiale des animaux surtout
lorsque celle ci est élevée.

... et 15 % en sortie de
ressuage

A la sortie du ressuage, 15 %
(28/182) des carcasses sont conta-
minées en VTEC avec des différences
significatives entre les abattoirs (test
du x*, p = 0,024) mais sans effet jour
intra-abattoir (graphique 4).

Globalement, 57 % des carcasses posi-
tives en sortie ressuage étaient posi-
tives a la saignée. Comme précédem-
ment, ce lien est plus ou moins marqué
selon les abattoirs.

Le portage intestinal
est important...

Environ un tiers (56/182) des préléeve-
ments de féces sont positifs en VTEC
par PCR stx sans différence du pour-
centage moyen par abattoir (test du
X p = 0,936) (graphique 5).
Toutefois il existe des variations jour-
naliéres tous abattoirs confondus (test
du %*; p=0,011) et aussi intra-abat-
toir (tests du ¥, p < 0,05). Il est inté-
ressant de noter que pour un abattoir
donné, les éventuelles différences de
contamination au niveau fécal entre
deux répétitions ne se retrouvent
jamais au niveau de la contamination
de surface des animaux a la saignée
(graphique 6).

... mais la contamination de
surface est surtout due aux
contaminations croisées

Pres de la moitié (46 %) des porcs
porteurs de VTEC au niveau digestif
sont contaminés en surface au stade
saignée. Il existe des variations entre
abattoirs (A: 74 %; B: 50 %;
C: 16 %). D’autre part, environ deux
tiers (69 %) des porcs contaminés en
surface a la saignée ne sont pas por-
teurs au niveau digestif. Cette tendan-
ce se confirme dans les trois abattoirs
A, B et C ou respectivement 63 %,
71 %, 79 % des carcasses positives a
la saignée sont issues d’animaux non
porteurs.

La contamination des carcasses a la
saignée semble due, en majeure par-
tie, a des contaminations croisées
avant abattage plus qu’au statut sani-
taire individuel de I’animal.

Graphique 5 — UN TIERS DES FECES CONTAMINES
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Graphique 6 — CONTAMINATION DES CARCASSES ET DES FECES
EVOLUENT DIFFEREMMENT
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Environ 20 % des animaux porteurs
de VTEC au niveau digestif sont
retrouvés positifs en surface en fin de
chaine. D’autre part, deux tiers
(66 %) des porcs contaminés en sur-
face en fin de chaine ne sont pas por-
teurs au niveau digestif (respective-
ment pour les abattoirs A, B et C:
57 %, 80 %, et 60 %).

Ces résultats soulignent a nouveau
I’importance des contaminations
croisées dans la contamination des
carcasses en fin de ligne d’abattage
plus que le statut individuel de
I’animal.

En sortie de ressuage, la méme ten-
dance se constate.

Seulement 23 % des porteurs diges-
tifs sont positifs en surface a la sortie
de ressuage et la moitié (54 %) des
carcasses contaminées en sortie de
ressuage sont issues de porcs non por-
teurs.

La contamination des locaux
augmente au fur et a mesure
de I'abattage

Apres nettoyage-désinfection certains
sites restent positifs en VITEC par
PCR stx (graphique 7). Il convient
toutefois de rester prudent dans I’in-
terprétation de ces résultats du fait
qu’il s’agit de résultats de PCR. Soit
effectivement les opérations de net-
toyage-désinfection réalisées ne per-
mettent, dans aucun abattoir, d’élimi-
ner systématiquement tous les VTEC
présents sur les locaux de la chaine
d’abattage et du premier ressuage,
soit les signaux positifs en PCR cor-
respondent en fait a de ’ADN de
VTEC morts a la suite du nettoyage-
désinfection.

En moyenne, les pourcentages de
sites contaminés en VTEC augmen-
tent de maniere significative durant
les premicres heures de tuerie passant
de 7 % (11/149) a 31 % (47/150) puis
se stabilisent a 29 % (43/147) par la
suite. La méme tendance se constate
dans les trois abattoirs (tests de Mc
Nemar en comparaisons multiples)
(graphique 7). Cette augmentation
s’explique par le passage sur la chai-
ne d’abattage de carcasses conta-
minées et par contamination croisée
de I’environnement via les carcasses,
les opérateurs, le matériel.

Les taux de contamination obtenus
pour tous les abattoirs aprés 6 heures
montrent la nécessité de réaliser un
nettoyage-désinfection rigoureux en
fin d’activité pour limiter les risques
de contamination des carcasses en
VTEC.

Graphique 7 — FORTE AUGMENTATION DE LA CONTAMINATION
DURANT L'ABATTAGE
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Evolution de la contamination en VTEC des locaux d’abattage

Dans un méme abattoir, des lettres différentes (a, b, ¢) correspondent a une différence significa-
tive entre les % au risque global de 5 % (tests de Mc Nemar en comparaisons multiples).

Pour un méme stade, un nombre de * différent correspond a une différence significative entre
les % au risque global de 5 % (tests du )°. ou exact de Fisher)

A aucun des trois stades, il n’y a de
différence significative de contamina-
tion moyenne entre les abattoirs (tests
du %’ ou exact de Fisher; p = 0,113;
p =0,104; p = 0,157) par contre des
différences journalieres significatives
existent intra-abattoir (tests du ¥’ ou
exact de Fisher, p < 0,05).

Une Contamination
comparable dans toutes les
zones de l'abattoir

Il est par ailleurs intéressant d’étudier
si la contamination des locaux est
uniforme ou si elle varie selon les
zones de la chaine:

- préparation externe;

- hall d’habillage ;

- ressuage.

Par zone, on constate la méme évolu-
tion dans le temps a savoir une aug-
mentation significative de la contami-
nation dans les premicres heures de
tuerie puis une stabilisation (tests de
Mc Nemar en comparaisons mul-
tiples) (graphique 8).

Contrairement a ce que ’on aurait pu
attendre, les trois zones sont conta-
minées de fagon similaire apres nettoya-
ge-désinfection et aprés deux heures
d’activité (tests du % ou exact de Fisher
p=0,482; p=0,470). La seule différen-
ce significative apparait aprés six heures
de tuerie ou le hall d’habillage est en
moyenne plus contaminé que le ressua-
ge (test du 2, p=0,041 et tests du ¢’ en
comparaisons multiples).

Graphigue 8 — EXPLOSION DES CONTAMINATIONS
LES DEUX PREMIERES HEURES D’ABATTAGE
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Evolution de la contamination en VTEC des différentes zones de I’abattoir

Pour une méme zone, des lettres différentes (a, b, ¢) correspond a une différence significative
entre les % au risque global de 5 % (tests de Mc Nemar en comparaisons multiples)

Viandes Prod. Carnés Vol 22 (5)
Septembre - Octobre 2001

Science et
lechnique

143



Science et
lechnique

144

En effet, on aurait pu supposer que
la zone de préparation externe des
carcasses, difficilement nettoyable
et plus exposée aux contaminations
de surface des carcasses, soit plus
contaminée que les deux autres
zones. Ceci d’autant plus que le
taux de contamination des car-
casses en début de chaine est plus
¢levé qu’aux autres stades.

L'eau d’échaudage: une
source potentielle de
contaminations

Sur 31 prélévements d’eau d’¢é-
chaudage, trois sont positifs en
VTEC par PCR stx dont un avant
méme le début de la tuerie.

L’eau d’échaudage semble étre une
source potentielle de contamination
en VTEC. Toutefois, notons que
ces résultats positifs de PCR peu-
vent ne signer que la présence
d’ADN de bactéries mortes ou non
cultivables. En effet les tempéra-
tures d’échaudage, aux alentours de
60 °C ne dénaturent pas I’ADN.

Sur 22 prélévements réalisés sur
I’eau de réseau, deux sont VTEC
positif en PCR. Ils proviennent tous
les deux de I’abattoir C pour un
méme jour de prélévement.

Pas de E. coli O157:H7
vérotoxiques

Sur les 302 échantillons positifs en
PCR stx, 3 ont donné un signal
positif pour le géne wuidA, spéci-
fique du sérotype O157:H7.

Toutefois aprés immuno-concentra-
tion aucune souche n’a été isolée.
Apres différents screenings par
PCR il semblerait que les souches a

I’origine du signal uidA soient des
souches E. coli O157:H7 non vero-
toxiques.

EVOLUTION DE LA
CONTAMINATION AU COURS
DE LA DECOUPE

Cette partie a pour objectif d’éva-
luer I’évolution de la contamination
en VTEC des pieces au cours de la
découpe. En parallele, la contami-
nation des locaux de découpe apres
nettoyage-désinfection et son évo-
lution en cours d’activité ont été
étudiées. Des prélévements ont
également été réalisés sur 1’eau du
réseau.

Des prélévements dans trois
ateliers de découpe

Les prélevements ont été réalisés
dans trois ateliers de découpe avec
deux jours de prélévement par ate-
lier.

Préléevements sur carcasses et
piéces

Les prélévements ont été réalisés
sur des carcasses avant découpe
puis sur les piéces qui en sont
issues en découpe primaire (piéces
brutes) et découpe secondaire
(pieces découennées-désossées).

Les prélevements ont été réalisés
par excision de 25 cm’ de surface
selon la norme Afnor V04-501, sur
couenne pour les carcasses et
picces brutes, sur viande a la place
de I'os pour les piéces
découennées-désossées (selon les
sites du guide « Définition des
criteres microbiologiques dans les
cahiers des charges carcasses et
pieces de découpe de porc »).

Sur 1227 prélévements réalisés en abattoir (chiffonnage carcasses, féces, environne-
ment), aucun n’a été détecté positif en E. coli O157:H7 verotoxique par PCR.

Les animaux vivants sont une source importante d’introduction de VTEC dans les
abattoirs, un tiers d’entre eux est détecté porteur au niveau digestif et pres de la moi-
tié est détectée contaminée en surface dés la saignée. Cette contamination de la couen-
ne a la saignée semble due a des contaminations croisées avant abattage plutét qu’au

statut sanitaire individuel de I’animal.

Au cours du process d’abattage, la contamination des carcasses en VTEC diminue
entre la saignée et la fin de chaine. Elle reste stable au cours du ressuage. La contami-
nation des carcasses semble particuliérement liée a la contamination initiale des ani-

maux.

La contamination en VTEC des locaux d’abattage et de réfrigération souligne leur réle
potentiel dans la contamination croisée des carcasses ainsi que la nécessité de réaliser
un nettoyage-désinfection efficace de ces zones aprés toute journée d’activité.
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Dans les ateliers A et B, 50 carcasses
ont été prélevées avant entrée en
découpe, chacune au niveau du jam-
bon, de I’épaule, de la poitrine et de la
longe. Les quatre mémes piéces ont
ensuite été prélevées en découpe.
Dans D’atelier C certaines pi¢ces ne
sont pas travaillées en découpe, de ce
fait, le méme schéma n’a pu étre
suivi. La poitrine, par exemple n’a
jamais été prélevée

Prélevement des locaux

A chaque journée de prélévement, 25
sites ont été prélevés par chiffonnage
sur environ 1 m? (pour le petit maté-
riel tout I’outil est chiffonné) a trois
instants:

- apres nettoyage-désinfection,

- apres deux heures d’activité,

- apres six heures d’activité.

Prélevement d’eau du réseau

A chaque journée, deux prélévements
d’eau du réseau, de cing litres chacun,
ont été effectués (selon les préconisa-
tions de la norme ISO 6340).

Analyses

Chaque préléevement a fait 1’objet
d’une recherche des VTEC par PCR
stx, puis pour les positifs, de E. coli
O157:H7, par PCR uidA, selon le
protocole décrit précédemment.

12 % des produits en découpe
sont positifs en VTEC

Tous produits confondus (carcasses et
pieces), 12 % (188/1600) des échan-
tillons sont positifs en VTEC par
PCR, avec des différences significa-
tives entre ateliers (tests du %2
p =0,001) (graphique 9).

La découpe primaire est plus
fortement contaminée

Globalement, la contamination aug-
mente significativement entre le stade
carcasse et le stade découpe primaire
passant de 12 % (61/525) a 19 %
(99/525) puis diminue significative-
ment a 5 % (28/550) sur les picces de
découpe secondaire (tests de Mc
Nemar en comparaisons multiples).
La méme tendance se dégage dans les
trois ateliers.

A chacun des trois stades, des diffé-
rences significatives de contamina-
tion existent entre ateliers (tests du
x5 p < 0,05 et tests du y* en compa-
raisons multiples) (graphique 10).



Graphique 9 — DES DIFFERENCES SIGNIFICATIVES
ENTRE ATELIERS DE DECOUPE
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Graphique 10 — LES OPERATIONS DE DECOUPE PRIMAIRE
SONT CONTAMINANTES
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Pour un méme atelier, des lettres différentes correspondent a une différence significative entre
les % au risque global de 5 % (tests de Mc Nemar en comparaisons multiples).

Les opérations de découpe primaire
se révelent donc étre particuliére-
ment contaminantes. Les manipula-
tions que subissent les pieces expli-
quent aisément cette ¢évolution
sachant que les prélévements sont
réalisés sur la couenne.

Les voies de contamination pos-

sibles pour expliquer ces augmenta-

tions sont:

- contacts entre carcasses avant
affalage et sur les tapis;

- contacts avec les tapis, les tables,
les couteaux ;

- contact des piéces entre elles sur
les tapis, sur les systemes d’ac-
crochage ;

- projection lors de 1’utilisation de
la scie;

- manipulations par les opérateurs.

Les pieces decouennées-désossées,
bien que plus manipulées, ont un
niveau de contamination moindre.
Ceci s’explique par le fait que, dans
notre étude, les prélévements sont
réalisés sur viande et pour certains
sur des muscles découverts juste au
moment du désossage. Ainsi, ces

surfaces sont initialement stériles et
beaucoup moins sujettes aux conta-
minations croisées en salle de
découpe.

La contamination des picces
dépend donc pour partie du niveau
de contamination de la matiére pre-
micre, mais, ¢galement et surtout,
des contaminations croisées liées
au process de découpe et au respect
des régles d’hygiéne. En effet, pour
un niveau de contamination des
carcasses non significativement
différent (cas des ateliers A et C),
les piéces brutes peuvent étre plus
ou moins contaminées. A I’inverse,
les piéces découennées-désossées
peuvent ¢&tre peu contaminées
méme si la contamination des car-
casses et des piéces brutes est
¢levée (atelier B).

Pour limiter cette contamination en
cours de découpe, il est nécessaire
de respecter les bonnes pratiques
hygiéniques a savoir, mettre les
pieces cOté couenne et non coté
viande sur les supports (tables,
tapis), éviter les accumulations de
picces, positionner les produits
couenne contre couenne, viande
contre viande sur les systémes
d’accrochage, etc.

La contamination en VTEC des
locaux de découpe augmente
avec l'activité

Apres nettoyage-désinfection cer-
tains sites des locaux de découpe
restent contaminés en VTEC par
PCR stx (graphique 11). Cependant
d’une part le niveau de contamina-
tion reste tres faible, 3 % (4/144) au
global, sans différence de contami-
nation moyenne entre les ateliers
(test exact de Fisher, p = 0,121) et
d’autre part, comme nous 1’avons
déja vu, ces résultats PCR positifs
correspondent peut-étre seulement
a ’ADN de VTEC morts aprés net-
toyage-désinfection. Il convient
donc de rester prudent quant a 1’in-
terprétation de la qualité du net-
toyage-désinfection au vu seule-
ment de ces résultats.

Les sites trouvés positifs en PCR
stx aprés nettoyage-désinfection
sont des sites structurels tels que
les murs mais aussi des sites en
contact direct avec les produits tels
que des tables et des tapis de
découpe.
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Le pourcentage de sites contaminés
augmente significativement durant
les deux premieres heures de
découpe passant de 3 % a 25 %
(36/144) puis se stabilise a 20 %
(29/142) (graphique 11) (tests de
Mc Nemar en comparaisons mul-
tiples). Des différences significa-
tives entre ateliers existent a
chaque stade (tests du 2 p < 0,05).

Cette augmentation s’explique par
le passage en découpe de produits
contaminés en VTEC et par des
contaminations croisées via les
opérateurs, le matériel... Il est inté-
ressant de noter qu’entre le stade
« 2 heures » et le stade « 6 heures »,
derriére une apparente stabilité de
contamination se cachent en réalité
de nouvelles contaminations. En
effet, la moiti¢ (46 %) des sites
contaminés aprés 6 heures d’acti-
vité ne 1’était pas a 2 heures. Par
ailleurs, plus de la moitié (58 %)
des sites contaminés a 2 heures est
négative a 6 heures probablement
parce que les germes ont été
enlevés par le premier prélévement.
On peut supposer qu’une série de
prélévements unique aprés 6 heures
d’activité aurait révélé un taux de
contamination bien supérieur.

Ces résultats confirment la néces-
sité de réaliser un nettoyage-désin-
fection rigoureux en fin d’activité
et expliquent pour partie la propor-
tion de piéces qui se contaminent
par passage en découpe.

Contamination en VTEC de
I'eau du réseau

Sur 12 prélévements réalisés sur
I’eau du réseau, aucun n’est positif
en VTEC par PCR stx.

Sur 2042 prélévements réalisés en
découpe (carcasses et piéces sur
25 cm’, environnement), aucun n’a
été détecté positift en E. coli
0157:H7 verotoxique par PCR.

En moyenne, 12 % des piéces de
découpe sont positives en VTEC par
PCR stx, les piéces brutes étant
significativement plus contaminées
que les piéces découennnées-
désossées, 19 % contre 5 %. La
contamination des piéces dépend
particuliérement des contamina-
tions croisées.

En découpe, comme a I’abattoir, les
locaux jouent certainement un role
non négligeable dans les contamina-
tions croisées des produits.

Pas de Contamination en
E. coli O157:H7

Aucun des 257 échantillons positifs
en VTEC par PCR stx, n’est positif
en PCR uidA, spécifique du seroty-
pe O157:H7.

PAS DE PRESENCE D’E. coli
VEROTOXIQUES
PATHOGENES DANS CETTE
ETUDE

Protocole: Isolement et typage

Les échantillons ayant donné un
signal PCR positif ont subi immu-
noconcentration (pour les positifs
en PCR stx et uidA) ou hybridation
sur boite (pour les positifs en PCR
stx seulement) afin d’isoler les
souches a ’origine de ces signaux
PCR.

Les isolats ainsi obtenus ont été
typés: sérotypage et génotypage
afin de déterminer leur pathogéni-
cité potentielle.

Les sérotypes testés sont les princi-
paux EHEC retrouvés sur les
malades en France: 0103, 026,
O111, O157 et O55.

Plusieurs génes ont été recherchés
mais nous ne nous intéresserons ici
qu’aux trois geénes considérés
comme indispensables a la pathogé-
nicit¢ d’une souche de VTEC a
savoir les genes stx codant les vero-
toxines (stx,, stx, ou un de ses
variants), eae codant le facteur d’at-
tachement-effacement et esx codant
I’entérohémolysine (cf. encadré).

Des souches de E. coli
0157:H7 non vérotoxiques

Sur les 4469 échantillons analysés
dans 1’étude aucun E. coli
O157:H7 n’a été isolé malgré 3
signaux PCR uidA positifs.

Apres différents screenings, le
signal uidA a pu étre détecté sur
des bouillons n’étant pas positifs
avec la PCR stx. Il semblerait donc
que les souches a 1’origine du
signal widA soient des souches
E. coli O157:H7 non verotoxiques.

Des souches vérotoxiques non
pathogénes pour ’lhomme

Sur les 711 échantillons (produits
carnés, féces et environnement)
positifs en VTEC par PCR stx, 598
ont subi une hybridation sur boite
et 73 ont permis d’obtenir 116 iso-
lats, soit un taux moyen de confir-
mation de 12 % (73 échantillons
positifs en PCR stx ont permis
I’isolement de souches/598 échan-
tillons positifs en PCR stx passés en
hybridation sur boite). Ce taux de
confirmation est relativement faible
mais cohérent avec ceux trouvés
par d’autres auteurs, 17,6 % pour
Rogerie et al. (2001), 14,8 % pour
Read et al. (1990).

L’explication en serait le faible
niveau de contamination en VTEC
des matrices étudiées. Lors de
I’isolement sur boites, la croissance
des VTEC serait inhibée par les
autres flores, plus nombreuses.

Graphique 11 — DE FORTES DISPARITES DE CONTAMINATION
ENTRE ATELIERS DE DECOUPE
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Evolution de la contamination en VTEC des locaux de découpe

Pour un stade, des lettres majuscules (A, B) différentes correspondent a une différence significa-
tive entre les % au risque global de 5 % (tests du y° ou exact de Fisher en comparaisons mul-
tiples).

Au global, des lettres minuscules (a, b, c) différentes correspondent a une différence significative
entre les % au risque global de 5 % (tests de Mc Nemar en comparaisons multiples).
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Sur les 116 isolats obtenus, 112
n’appartiennent pas aux cing séro-
groupes testés, 026, 055, 0103,
O111 et O157, un isolat appartient
au sérogroupe O55 et 3 au séro-
groupe O103.

Sur les 116 isolats, un seul semble
potentiellement pathogeéne au vu
de son génotype: stx,-, Stx,F, S5,
eae+t, ehx+, uidA—, mais il n’appar-
tient a aucun des sérogroupes
d’EHEC testés. Cet isolat sera testé
sur culture cellulaire afin de voir si
la production de verotoxine est
effective.

86 % des isolats sont porteurs du
gene stx,, considéré le plus souvent
comme codant une verotoxine non
pathogene pour I’homme.

PAS DE RISQUE MAJEUR
SUR LA VIANDE DE PORC
AUJOURD’HUI

Cette étude a permis de connaitre
les niveaux de contamination des
carcasses et pieces de découpe de
porc en VTEC, dont E. coli
O157:H7, et d’apprécier les princi-
paux vecteurs de contamination au
cours des opérations d’abattage et
de découpe.

D’autre part, la caractérisation
génotypique et sérotypique des
souches isolées permet de dire que,
a I’heure actuelle, en France, les
VTEC ne semblent pas représenter
un danger majeur en abattage-
découpe de porc.
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