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Résumé :

Au cours de I'hiver 2000/2001, plusieurs Toxi-infections Alimentaires Collectives (TTAC) associées 2 la
consommation de coquillages ont été déclarées en France. A cette occasion, une collaboration étroite a été
mise en place entre différents organismes (DGAL, DPMA, InVS, AFSSA, Ifremer, CHU-Dijon et CNC)
pour mobiliser les compétences des intervenants et gérer la situation. Ce rapport synthétise les informations
recueillies a cette occasion par les différents acteurs.

Les enquétes épidémiologiques ont crienté, dés le départ, la recherche vers une contamination virale avec le
coquillage comme aliment incriminé. Sept TIAC ont ainsi été suivies. La collecte d'échantillons de
coquillages impliqués et de selles de malades a permis de réaliser des analyses virologiques. Différents
virus (entérovirus, rotavirus, norovirus et astrovirus) ont été recherchés par une technique d'amplification
génique (RT-PCR) en utilisant les mémes amorces dans les coquillages et dans les selles. Dans les
échantillons positifs, les virus détectés appartenaient tous & la famille des norovirus (génogroupe 1 ou I).
Dans deux TIAC, la méme souche a été retrouvée dans le coquillage et chez les malades. Dans une TIAC
aucun virus n'a été détecté dans les prélévements. Dans les autres cas, le virus était présent soit dans les
selles, soit dans les coquillages, soit dans les deux types de prélévement mais alors les souches n'étaient pas
les mémes.

La synthése de l’ensemble des données recueillies (environnementales, épidémiologiques, analyses
virologiques) souligne l'importance du risque viral en hiver lorsqu’il y a une concomitance des deux
phénoménes suivants : fortes précipitations et épidémies de gastro-entérites dans la population. Pendant
I’hiver 2000/2001 ces deux phénoménes ont été exceptionnels et simultanés Les informations recueillies a
cette époque peuvent servir de base 4 'élaboration d'un systéme de gestion pour prévenir ce risque et
protéger le consommateur.




Abstract ;

During the winter 2000/2001, several outbreaks associated with the consumption of shellfish were declared
in France. Following these events, a close cooperation was organized between administrations and
laboratories (DGAL, DPMA, InVS, AFSSA, Ifremer, CHU-Dijon and CNC) to gather competences and to
manage the situation. This report synthesizes the information collected during these outbreaks.

From the outset, the epidemiologic investigations directed the research towards viral contamination and
shelifish as contamination source. Several outbreaks were investigated. Oysters and stools samples from il
patients were analysed by RT-PCR for viruses (enterovirus, rotavirus, norovirus and astrovirus). The genic
amplification was done by using the same primers in shellfish and stool samples. In the positive samples, all
the detected viruses belonged to the family of norovirus (genogroupe I or II). The same strain was found in
the oysters and in the stool for two outbreaks. For other outbreaks, no virus was detected in any sample. In
the remaining cases, the virus was present either in the stools or in the shellfish or in both, but the strains
were not the same.

The synthesis of the collected data (epidemiologic, virological analyses, environmental) points out the
importance of the viral risk in winter when the following phenomena - strong rainfall and epidemics of
gastro-enteritises in the population- are concomitant. These two phenomena were exceptional and
simultaneous during the winter 2000/2001. This inform@tion can be used for the development of a warning
system to prevent this risk and protect the consumer.

Mots-clés : Epidémie, gastro-entérites, huitres, contamination virale, RT-PCR, norovirus, TIAC
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1. Introduction

Au cours de 'hiver 2000/2001 piusieurs épisodes épidémiques de gastro-
enteérites ont été déclarés en France. Ces déclarations résultent d'une
collaboration étroite, dans le cadre des investigations des toxi-infections
alimentaires collectives (TIAC) associées a la consommation de coquillages,
entre '’Administration et différents organismes.

Suite au nombre croissant des TIAC virales attribuées aux coquillages ces
derniéres années, une réunion a été programmée le 7 novembre 2000 entre
différentes structures impliquées dans le suivi de ces épisodes afin de
mobiliser leurs compétences : DGAL, DPMA, InVS, AFSSA, Ifremer, CHU de
Dijon et CNC. Un réseau a été mis en place pour réagir de fagon plus efficace
en cas d'épidémies associées a la consommation de coquillages,
particulierement lorsqu’une étiologie virale était suspectée. La collaboration et
la coordination des investigations entre ces différentes instances étaient
devenues nécessaires pour maitriser la gestion de ces TIAC, que ce soit au
niveau national ou au niveau des alertes de la communauté européenne.

Le rdle de chaque structure a été défini comme suit :

- la DGAL : centralise les informations, coordonne et oriente les enquétes,
ordonne aux DDSV de prélever des échantillons dans le circuit de
distribution (producteur, expéditeur, commergant) aux fins d'analyses
microbioclogiques ;

- la DPMA : centralise les informations, notamment d'lfremer, et intervient
dans la gestion du risque en collaboration avec la DGAL ;

- I'InV8: centralise les informations, oriente les enquétes
épidémiologiques et coordonne les différentes enquétes réalisées par
les DDASS ;

- le CHU de Dijon (Laboratoire de Virologie) : effectue les analyses virales
des selles des malades ;

- IAFSSA (Unité de Virologie): réalise, d'une part, les analyses des
coquillages prélevés dans les établissements d'expédition, chez les
distributeurs, les revendeurs et, d’autres part, les caractérisations virales
des coquillages suspectés ;

- [llfremer (Laboratoire de Microbiologie): effectue, d'une part, les
analyses et les caractérisations virales des coquillages et, d'autre part,
des investigations environnementales pour déterminer I'origine de la
contamination lorsque la provenance des coquillages est identifiée.

- le CNC : permet I'échange d'informations entre les différents acteurs du
réseau et les conchyliculteurs.

M Les Toxi-Infections Alimentaires Collectives (TIAC) virales
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Ce rapport présente une synthése des données recueillies auprés de I'lnVS,
du CHU de Dijon, de 'AFSSA et de I'lfremer.

2. Matériel et méthodes

Grace aux collaborations du réseau décrit précédemment, 16 TIAC
suspectées d'étre associées aux coquillages ont été recensées en France sur
une peériode de trois mois (novembre-décembre 2000 a janvier 2001). Les
données éepidémiques cliniques ont mis en cause une étiologie virale. Ces
TIAC sont principalement associées & une consommation d’huitres. Les
gastro-entérites sont survenues suite a des repas en famille, en collectivité ou
au restaurant, et les coquillages ont été incriminés a chaque fois qu'ils étaient
présents au menu.

2.1. Enquéte environnementale

Quand la provenance des coquillages était clairement établie, les données
suivantes ont été recueiilies rétrospectivement dans le but de déterminer
I'origine de {a contamination :

a) Les résultats du réseau de contrdle de la qualité bactériologique des
zones de production conchylicoles REMI d’Ifremer,

b) Les données pluviométriques (Météo France) collectées sur le secteur,

c) Les données du réseau Sentinelle (site sentiweb-INSERM) sur
lincidence des diarrhées (gastro-entérites) dans la population littorale de
la région.

2.2. Analyses microbiologiques

Les enquétes épidémiologiques de ces TIAC ont privilégié une contamination
virale des coquillages et, par la suite, seules des analyses virologiques ont été
effectuées, aussi bien sur les coquillages que sur les selles des maiades. Les
differents virus recherchés ont été amplifiés par les mémes amorces dans les
coquillages et dans les selles. L'utilisation des amorces identiques par
I'ifremer et 'AFSSA, pour les analyses des coquillages, et le laboratoire de
virologie au CHU de Dijon, pour les analyses des selles, est la condition
indispensable pour comparer les résultats et pour établir le role des
coquillages dans les TIAC.
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2.2.1. Recherche des virus dans les coquillages

Les coquillages sont ouverts, puis disséqués et les hépatopancréas sont
répartis en aliquots de 1,5 g. L'extraction des virus est réalisée selon la
méthode décrite figure 1. Les tissus sont broyés dans un tampon PBS/NaCl,
puis les virus sont élués par un mélange chloroforme/butanol. Aprés
floculation des chairs de coquillages par le Cat-floc et élimination par
centrifugation, le surnageant contenant les virus est récupéré. Ces virus sont
alors précipités par addition d'une solution PEG/NaCl. Les capsides virales
sont cassées par hydrolyse enzymatique (Protéinase K). Les acides
nucléiques sont purifiés par une extraction au phénol-chloroforme, puis
précipitation au CTAB/NaCl et concentration par I'éthanol (Atmar ef af., 1995).

Les virus entériques recherchés étant tous des virus & ARN, une étape de
transcription est réalisée a l'aide d’amorces spécifiques de chaque virus, d'un
mélange de nucléotides et de la reverse transcriptase. Une étape
supplementaire (dénaturation d'ARN double brin) est nécessaire pour les
rotavirus, ensuite 'ADNc obtenu est amplifié par PCR.

Méthode analytique
# Dissection de coquillages

i Broyage des hépato-pancréas

_ Elution des virus, (chloroforme-butanol, cat-floc)
'
f: Concentration virale PEG/NaCl
y

LT

v Extraction des acides nucléiques

Détection : RT-PCR + hybridation

% Séquencage : identification des souches virales

Figure 1 : Schéma récapitulatif des principales étapes d’analyse
virale des coquillages.
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La révélation se fait par électrophorése sur gel de polyacrylamide, puis
coloration au bromure d’éthidium et lecture sous UV.

Une hybridation avec des sondes spécifiques et une révélation par
chemiluminescence sont réalisées pour améliorer fa sensibilité et confirmer le
résultat de la RT-PCR (Le Guyader et al., 2000).

Une autre methode d’analyse a été utilisée par 'AFSSA, pour la recherche de
FARN de norovirus, ciblant le géne de la protéine de capside. Il s'agit d’'une
RT-PCR semi-nichée réalisée selon le protocole décrit par Hafliger (Hafliger et
al., 1997). Seule cette derniére méthode a permis 'amplification de séquences
virales pour ces TIAC d’hiver 2000/2001.

Le typage des souches est réalisé grace au séquencage des produits
d’amplification de la PCR en utilisant le kit ABI Prism Big Dye Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction sur un séquenceur automatique 373A
DNA sequencing system (PE Biosystem).

Les séquences trouvées ont été comparées avec d'autres séquences grace
au programme GCG mis a disposition sur le site internet (www.infobiogen.fr)
et, par la suite, les souches trouvées dans les coquillages et dans les selles
des maiades ont été comparées.

2.2.2. Recherche des virus dans les selles des malades

Les analyses virologiques des selles ont été réalisées par le laboratoire du
CHU de Dijon. Les mémes virus ont été recherchés et les mémes amorces
ont éte utilisées. Seule I'étape d’extraction d’ARN virale est différente. En
effet, les ARN ont été extraits a partir de suspensions de selles a4 10 % dans
du PBS avec un kit commerial « QlAamp Viral RNA kit » (Qiagen).

Une détection préliminaire de certains virus (rotavirus du groupe A, astrovirus)
est réalisée, respectivement par un test immuno-enzymatique utilisant les
anticorps monoclonaux et un kit IDEIA. Un contréle systématique est réalisé
par RT-PCR selon la méthode décrite précédemment.

2.2.3. Amorces utilisées

Plusieurs couples d'amorces sont utilisés pour amplifier les différentes
souches virales.

——-%mgr_ Les Toxi-Infections Alimentaires Collectives {TIAC) virales
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Astrovirus : les amorces utilisées pour le dépistage amplifient une partie
conservée du génome situé dans la région 3’ non traduite (Mitchell ef al.,
1995).

Calicivirus : les calicivirus humains comprennent deux groupes : les norovirus
et les Sapovirus. Ces virus sont génétiquement trés diversifiés. Les
norovirus sont classés en deux génogroupes (Atmar et Estes, 2001) :
genogroupe | (Norwalk, Desert Shield, Southampton, Cruise Ship) et
génogroupe Il (Snow Mountain, Hawai, Mexico, Toronto, Grimsby,
Gwynedd, White River). A lintérieur d'un méme génogroupe, il existe
une grande diversité geénique, puisqu'on compte une centaine d'espéces
et presque mille sous-espéces dans les norovirus. Cette diversité
génique ne permet pas la définition d'amorces consensus amplifiant la
totalité des souches, d'ou la nécessité d'utiliser plusieurs couples
d’amorces. Les amorces de la figure suivante, particuliérement celles de
la capside (SRI-1, SRI-2, SRI-3) et celles de la polymérase (SRII-1,
SRIl-2, SRII-3), ont été utilisées pour détecter les norovirus dans les
échantillons.

Norovirus

ORF1 ORF3

SRI-2 SRI-3 SRI-1

4487 4768 4884
|
P36 | P110
NI
SR P110
4844 5357
SRII-2 SRII-3 SRII-1

P110 (4865-4884) - P36 (4487-4501) Le Guyader (96); NI (4768-4788) Green (95)
SR48, SR50, SR52 (4768-4788) Ando (95); SRI-1 (5367-5388)- SRI-2 (5075-5005) Haftiger (97)
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Hépatite A: les amorces de dépistage amplifient une partie conservée du
génome située dans la région 5’ non traduite (Bosch et al., 1991), puis
les échantillons positifs sont ré-amplifiés en utilisant des amorces
situées dans la région codant pour la protéine de capside VP1
(Robertson et al., 1992).

Entérovirus : la détection du genre entérovirus est réalisée par amplification
d'une partie de la région 5’ non traduite et hautement conservée parmi
toutes les souches (Kopecka et al.,, 1993), les amorces utilisées par le
laboratoire de 'AFSSA sont situées dans la méme région (Dubois ef al.,
2004).

Rotavirus : deux types d’amorces sont utilisés pour amplifier une partie des
génes codant pour les deux protéines de capsides VP7 et VP4, cette
derniére permettrait le typage des souches (Gentsch ef af, 1992 ;
Abdaszadegan et al., 1999).

—%&mﬂl‘; Les Toxi-Infections Alimentaires Collectives (TIAC) virales
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2.3. Résultats

2.3.1. Analyse des TIAC déclarées

Les TIAC ont été signalées dans une douzaine de départements répartis sur
toute la France. Ceci peut étre expliqué en partie par le fait que les
coquillages incriminés ont été vendus par la grande distribution. La
provenance des coquillages a été parfois difficile a établir par manque de
tracabilité (établissement expéditeur, zone de production, liens de transferts
entre les différents bassins de production) (fig. 2).

Les difféerents départements d'origine suspectés sont: I'llle et Vilaine
(Cancale), la Manche (Utah Beach, Agon-Coutainville), le Calvados (Isigny-
sur-Mer), le Finistére (Belon), la Charente-Maritime (Marennes-Oléron). On
note aussi que les coquillages de certains secteurs ont été impliqués plusieurs
fois dans des TIAC : Utah Beach, Isigny-sur-Mer et Marennes-Oléron.

o
&

L

‘ La répartition des TIAC par département

@ Provenance des coquillages suspectés

Figure 2 : Répartition des TIAC déclarées en France (nov. 2000 — janv. 2001)
et provenance des coquillages suspectés.
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Presque tous les coquillages incriminés proviennent de la Basse-Normandie,
de Bretagne y compris dans le cas d'Arcachon ou il s'agit d'huitres de
Cancale retrempées dans le bassin d'Arcachon.

En tout, 16 TIAC associées a la consommation d’huitres ont été notifiées par
Déclaration Obligatoire (DO). Il est trés probable que les huitres sont a
l'origine de 6 de ces TIAC, selon les enquétes épidémiologiques (données
InVS). Ces TIAC, regroupées dans la figure 3, sont apparues dans différents
lieux : familles (6), restaurants commerciaux (4), collectivités (6). Sur
'ensemble des TIAC déclarées pour cette période, 164 cas liés a la
consommation des coquillages ont été identifieés (données InVS).

()] o - o ~-—
< o] wn wn o
E E = E E
7] 7] %) [7] 7]
w w w w w

"o
<
E
@
w

Sem. 47
Sem. 02
Sem. 03

Figure 3 : TIAC déclarées en France de novembre 2000 a janvier 2001,
dont les coquillages sont suspectés d'étre a l'origine (InVS).

2.3.2. Analyses virales

2.3.2.1. Dans les coquillages

L'’AFSSA a réalisé les analyses sur les coquillages impliqués dans les TIAC.
Les norovirus et les entérovirus ont été recherchés, et plusieurs amorces ont
eté utilisées pour les détecter, particulierement les norovirus. Pour
caractériser la souche virale, un séquencage systématique a été réalisé pour
chaque échantillon positif. Certains échantillons avaient un signal trop faible

o “Lemer_ Les Toxi-Infections Alimentaires Collectives (TIAC) virales
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pour permetire le séquencage des produits de PCR. Les résultats des
analyses virologiques présentés dans le tableau 1, conduisent aux
commentaires suivants :

Lieu de prélévement

des huitres Résultat Caractérisation de la

Département Nombre de

de la TIAC prélévement (départ. dorigine) viral souche virale
30 1 consommateur (33) positif GGl Chiba like
75 1 restaurant (14) négatif
4 producteurs (14); I
16 6 1 expéditeur (17)  "eoatif
78 1 consommateur {(17)  positif GGl Chiba like
2 (gﬁri;u: %’rs 1 positif GGl Chiba like
54 3
consommateur (14) positif GGl Chiba like
87 1 producteur (17) négatif
80 1 maison de retraite (?)  positif GG Norwalk like

Tableau 1 : Résultats des analyses virales dans les huitres (AFSSA).

- TIAC du Gard (30) : les huitres analysées ont été prélevées dans le lot
en partie consommé par les patients et sont positives pour un norovirus
proche de la souche Chiba (GGI).

- TIAC Auchan (67 ; 54; 84): les huitres incriminées venaient de la
région du Calvados et elles étaient négatives pour les norovirus. Par
ailleurs, des analyses bactériologiques d'Escherichia coli sur les huitres
de cette région (Isigny-sur-mer) ont mis en évidence une contamination
fécale importante, ce qui a conduit a8 une purification systématique de
48 h, avant la commercialisation, pour toutes les huitres de cette région.

- TIAC de Charente (16): les analyses n'ont pas mis en évidence [a
présence de norovirus dans des huitres du méme lot, apres 45 jours de
séjour en claire.

- TIAC de I'lndre et Loire (37) : des norovirus proches de la souche Chiba
(Gl) ont été trouvés dans les huitres incriminées, originaires de
Normandie.

—%mL Les Toxi-Infections Alimentaires Collectives (TIAC) virales
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- TIAC de Meurthe et Moselle (54) : les huitres avaient deux origines : le
Calvados et la Charente-Maritime. Les analyses virales ont été réalisées
sur les huitres prélevées chez le consommateur et le distributeur, et
elles ont mis en évidence une contamination a norovirus (proche de la
souche Chiba - GGI).

- TIAC de la Somme (80): elle a été déclarée dans une maison de
retraite. Les analyses des huitres prélevées sur place ont montré la
présence de norovirus (proche de la souche Norwalk - GGI).

On remargue une contamination virale des coquillages a dominante norovirus
du génogroupe |. L'analyse phylogénique des séguences montre peu de
diversité des souches détectées. En effet, seules des souches proche de
Chiba et Norwalk ont été trouvées.

Les résultats négatifs des échantillons peuvent étre expliqués, soit par
I'absence de virus, soit par le fait que les analyses virologiques ont été
réalisées sur des lots d'échantillons différents de ceux incriminés dans les
TIAC.

2.3.2.2. Dans les selles

Les selles des malades prélevées ont été envoyées au laborateire de virologie
du CHU de Dijon pour que des analyses virales soient effectuées. Sur les 164
TIAC déclarées, les prélevements des selles de patients ont été effectués
pour six épidémies seulement ce qui correspond, au total, a 37 selles
analysées.

A partir des resultats d'analyses des selles regroupés dans le tableau 2, on
peut noter que les échantillons positifs présentent une contamination virale
due uniguement a des norovirus, bien que d'autres virus aient été recherchés
(adénovirus, astrovirus, rotavirus). Le séquencage des fragments de PCR a
révelé la présence du génogroupe | (GGI) et du génogroupe Il {(GGII) et
Pidentification de nouveaux variants (GGlIb). Les seules souches trouvées de
génogroupe | sont proches des virus Norwalk et Chiba (Norwalk-like et Chiba-
like). Dans certaines TIAC, plusieurs souches virales ont été mises en
évidence dans différentes selles de patients. Dans le cas de la TIAC de la
Somme, il y a eu mise en évidence des deux génogroupes (GGi et GGlI) dans
la méme selle.
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Département Selles Caractérisation de la souche

delaTIAC prélevées nesultats virale

nouveau variant GGllb

30 3 3 positifs Norwalk-like GGI
Chiba-like GGI
75 1 négatif
" 2 Norwalk-like GGl

16 7 3 positifs 1 non identifié
78
54 2 2 positifs - nouveaux variants GGllb
87 5 1 positif nouveau variant GGIIb

2 GGl {Norwalk-like, Chiba-like)
80 19 13 positifs 3 GGlI (2 nouveaux variants
GGllb, 1 Lordsdale)

Tableau 2 : Résultats des analyses virales dans les sefles des patients
(CHU-Dijon).

La comparaison des séquences obtenues dans les échantillons de coquillages
et dans ies selles des malades, montre que les souches virales sont dans
certains cas les mémes (tabl. 1 et 2). Des séquences identiques, dans les
selles et dans les huitres, ont été trouvées pour les TIAC des départements
du Gard et de la Somme (Gilles et al. 2003). Mais dans d’autres cas, les
souches sont différentes. Le peu de prélévements de selles peut expliquer en
partie cette disparité. Dans 'ensemble des TIAC déclarées, les virus du genre
norovirus du génogroupe [ (GGI) ont été impliqués dans la majorité des cas.

2.3.3. Données de I'enquéte environnementale

Les contaminations des coquillages par différents virus font apparaitre un réel
danger et un risque pour la santé publique. Dans cette optique, des données
environnementales ont été recherchées pour comprendre {'origine de ces
contaminations.
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2.3.3.1. Pluviométrie

D'aprées les données de Meétéo France et les Bulletins de Situation
Hydrologique (BSH) du Réseau National des Données sur I'Eau (RNDE), les
précipitations du dernier trimestre 2000 et du début de I'année 2001 ont été
supérieures a la normale. La période du 1*" octobre 2000 au 31 mars 2001 est
signalee comme ayant le niveau de précipitations le plus élevé depuis 1945,
sur une large bande de territoire longeant I'Atlantique ainsi que sur le sud-est
de la France (fig. 4).

PRECIPITATIONS
rapport a la moyenne 1948.2000%"

?Iul Lar
que dhatituds 0% - 0%

hatitual 0% W0

a M 100w - 125 %
fhus Srvess 1259 - 150 %
qua d'hadituda 1509200 %
beaucoup plus amosé 2009 - 300 %
que dhabituds JO0%-500%

Figure 4 : Les précipitations octobre 2000-janvier 2001 comparées
a la période de référence 1946-2000 ( BSH-RNDE)

Cette pluviométrie abondante a permis une recharge importante des nappes
et le remplissage de la réserve utile des sols, avec 100% d’humidité dans le
sol (fig. 5). Au 1* novembre 2000, la situation estimée de la réserve utile du
sol montrait déja que les sols étaient plus humides qu'en année moyenne. ||
faut noter que les pluies soutenues du dernier trimestre 2000 ont provoqué
des écoulements d’'eau trés importants a I'origine de nombreuses inondations
dans différentes régions de France.
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Figure 5 : Eau dans le sol - Situation estimée de la réserve utile du sol
a fin janvier 2001 et comparée a la valeur moyenne
depuis 1946 a 2000 (BSH-RNDE).

Ce fut particulierement le cas en Bretagne, en Normandie et en Charente-
Maritime fin 2000 — début 2001 ou I'on observe des valeurs de pluies 150 % a
300 % supérieures a la valeur moyenne calculée pour la période 1946 a 2000.

En Basse Normandie, la pluviométrie a été excédentaire dés le début de
I'automne : pluviométrie moyenne de 500 mm dans le département de la
Manche lors du dernier trimestre 2000 et plus de 300 mm dans le Calvados.
Ces pluies supérieures a la normale (fig. 4) ont provoqué la saturation rapide
des sols, I'accentuation des phénoménes de ruissellement et un débit soutenu
dans la plupart des cours d'eau. Ceci a été a l'origine de débordements
intempestifs et d'inondations dans ces départements, notamment lors des
deux pics paroxysmaux de novembre 2000 et janvier 2001 (BSH-RNDE).

Dans la baie des Veys (Calvados), région d'origine des huitres incriminées
dans les TIAC, des épisodes pluvieux trés importants ont été enregistrés en
octobre et novembre 2000, avec de nombreux pics de pluviométrie supérieurs
a 20 mm par jour. (fig. 6).
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Figure 6 : Les précipitations sur différents secteurs en Basse Normandie
d’'octobre 2000 a décembre 2000 (données Météo France).

2.3.3.2. Données épidémiologiques du réseau sentinelle

Pour connaitre limportance de [I'épidémie de gastro-entérites dans les
populations littorales des régions impliquées dans les TIAC, nous avons utilisé
les données du réseau sentinelle disponibles sur le site du réseau
(http://www.b3e.jussieu.fr :80/sentiweb). Ces données expriment lincidence
des diarrhées en nombre de cas par 100 000 habitants et par semaine.

Selon les données du réseau sentinelle, I'épidémie de gastro-entérites a éte
de plus forte ampleur pendant I'hiver 2000-2001 que lors des années
précédentes (fig. 7), et elle a touché plus de deux millions de personnes en
France en quelques semaines. L'épidémie a atteint presque toutes les régions
de France.

La figure 8 représente l'incidence des diarrhées (nombre de cas par 100 000
habitants) en France et dans les populations littorales des régions : Bretagne,
Basse Normandie et Poitou-Charente pour la période novembre 2000-février
2001.
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Figure 7 : L'incidence des diarrhées en France lors de I'épidémie de gastro-
entérites de forte ampleur de I'hiver 2000/2001.

1400

1200

1000

800

600

400

Incidence de diarrhées
(cas/100 000 hab.)

L) L)
d \J o
Y et el

Année/Semaine

Figure 8 : Incidence des diarrhées dans des populations littorales et en France
entre novembre 2000 et février 2001 (données sentinelles).
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En Basse Normandie, le nombre de cas le plus important a été enregistré en
janvier 2001, soit 1 237 cas/100 000 hab. Par contre en Bretagne, le nombre
de cas le plus important a été enregistré en décembre 2000, soit 1 166
cas/100 000 hab.

2.3.3.3. Données REMI

Le réseau de contrble microbiologique des zones de production et de
reparcage des coquilages (REMI) comprend un dispositif de surveillance
réguliere et un dispositif d'alerte. Le contrdle sanitaire est basé sur le
dénombrement d'Escherichia cofi (bactérie indicatrice de contamination
fécale). Le dispositif de surveillance en alerte a pour objectif le suivi des
épisodes inhabituels de contamination ou de risque de contamination. |l est
déclenché systématiquement des le dépassement des normes définissant les
classes de qualité. Ce dispositif peut aussi étre activé grace aux informations
transmises par les partenaires des services administratifs intervenant sur le
littoral (DDAM, DDASS, DDCCRF, DDSV) voire par les professionnels.

Le dispositif d'alerte REMI a été déclenché de nombreuses fois au cours de
Fannée 2000 dans plusieurs régions de France. En Basse Normandie, par
exemple, il y a eu 12 alertes au total : deux en juillet, six en aoQt, trois en
octobre et une en novembre. Seules les alertes REMI ohservées dans les
régions en relation avec les TIAC de I’hiver 2000/2001 sont recensées ci-
dessous.

En Basse Normandie, il y a eu deux alertes REMI| dans la baie des Veys
(Manche) du 12 au 25 octobre 2000. Il s'agissait de dépassements des
normes dans une zone A (1590 E. coli /100 g — seuil de déclenchement zone
A > 1000 E. colii100 g) lors de la premiére alerte, puis dans une zone B (5150
E. coli /100 g — seuil de déclenchement zone B > 4600 E. coli/100 g) lors de la
deuxiéeme alerte. Du 14 au 27 novembre, il y a eu une alerte (1220 E. coli
/100 g) dans la zone A d’Agon-Coutainville, Ouest Cotentin.

Dans le Finistére, le dispositif d’alerte REM| a été déclenché le 11/12/2000
dans 'ensemble des zones de production classées A et B, a la demande des
affaires maritimes et du préfet, suite aux fortes pluies et a des
dysfonctionnements du réseau d’assainissement dans certains endroits.

En Charente-Maritime les conditions météorologiques ont entrainé la mise en
alerte a plusieurs reprises au cours du dernier trimestre 2000. Citons par
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exemple Palerte du 27/11/2000 au 08/01/2001 dans la zone A de Ronce-les-
Bains (2090 E. coli /100 g). Suite aux pollutions détectées autour de la Seudre
et de I'lle d’'Oléron, un arrété préfectoral a renforcé les conditions sanitaires de
production et de commercialisation sur la période du 6 au 12 janvier 2000
(arrété n® 3550 DRAM de la Charente Maritime).

Cette analyse des alertes REMI illustre I'existence des rejets polluants a la
cbte, méme si ces données ne sont pas directement liées aux TIAC
recensees. Elles montrent néanmoins la fragilité de certaines zones cotiéres
vis-a-vis des contaminations microbiologiques. A I'avenir il serait utile qu'une
information soit faite par les DDSV et les DDAM auprés des professionnels
concernant :

- le risque sanitaire di a la survie des virus en milieu marin,

- l'application des bonnes pratiques lors de ces alertes (renforcement des
analyses d'autocontrdle, purification adéquate des coquillages avant
lexpédition...).

Ces mesures sont d'ores et déja inscrites dans le projet de circulaire «gestion
de crise en milieu conchylicole » du Ministére de I'Agriculture et de la Péche
(DGAL — DPMA).
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3. Discussion - Conclusion

Les épidémies hivernales de gastro-entérites liées a la consommation des
coquillages sont le plus souvent d'origine virale. Plusieurs auteurs ont
démontré linfluence des rejets urbains sur la contamination virale des
coquillages. La qualité microbiologique des eaux littorales peut étre fortement
dégradee a la suite de fortes pluies, surtout lorsque celles-ci perturbent le
fonctionnement des stations d'épuration (L.ees et al., 1995 ; Pommepuy ef al.,
1996 ; Miossec et al., 2000).

Parmi ies virus entériques impliqués dans les épidémies (Koopmans et al,,
2002), on trouve les norovirus, astrovirus, rotavirus (responsables de gastro-
entérites), les hépatovirus (responsables de I'hépatite A), et les entérovirus
(responsables d'autres maladies). La présence de ces virus en milieu marin
est connue (Metcalf ef al., 1995). lls sont excrétés en nombre important dans
les selles des malades durant quelques jours (Atmar et Estes, 2001) et rejetés
dans le milieu extérieur, ils restent agrégés entre eux et/ou sur des particules.
Cette adsorption ainsi que leurs propriétés physico-chimiques vont leur
conférer une résistance aux traitements d’épuration et par la suite une
persistance dans le milieu.

Beaucoup d'échantillons de coquillages analysés étaient contaminés par des
virus enteriques. On peut noter que la période novembre 2000 - janvier 2001
coincide, d'une part, avec un grand pic épidémique de gastro-entérites dans la
population, soit plus de deux millions de gastro-entérites toutes causes
confondues dans toute la France en quelques semaines, et, d'autre part, avec
une période de précipitations importantes & I'échelle nationale couplée & une
saturation des sols. Ces phénoménes exceptionnels pourraient expliquer le
nombre important des TIAC déclarées par rapport aux années précédentes.

Le manque de tracabilité sur l'origine des coquillages n'a pas permis d'obtenir
des données précises sur les zones de production, les établissements
concernés, le cheminement des huitres pour pouvoir déterminer ensuite la
source de contamination. Ces informations sont trés importantes pour une
investigation environnementale efficace.

Le reseau de contréle microbiologique d’ifremer a bien fonctionné puisqu’il a
signalé plusieurs alertes pendant cette période dans plusieurs régions de la
France dont les régions suspectées d'étre a l'origine des huitres incriminées
dans des TIAC. Les déclenchements de ces alertes ont été trés souvent liés
aux conditions meteéorologiques (précipitations trés importantes, inondations)
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qui ont altéré la qualité microbiologique des sites de production des
coquillages et qui par la suite ont entrainé des dépassements des normes
définissant les classes de qualité. Ces alertes REMI ont précédé, dans un
certain nombre de cas, les déclarations des TIAC. En effet, lors de certaines
TIAC o0 on a pu déterminer l'origine des coquillages, des alertes REM| ont
été déclenchées quelques semaines auparavant. Par conséquent, on peut
avancer Phypothése selon laquelle, méme si la qualité des coquillages
mesurée par le REMI quelques semaines aprés [alerte est redevenue
« normale » pour la teneur en E. cofi, des virus entériques ont pu persister
dans les coquillages répondant aux normes de salubrité et étre a 'origine des
gastro-entérites. La durée de vie des virus est en effet trés supérieure a celle
de lindicateur fécal. Plusieurs auteurs ont montré, dans le cas d'une
contamination virale du milieu marin, la nécessité de renforcer les mesures et
les contrbles permettant de garantir la salubrité des coquillages (Lees et Doré,
1995 ; Le Guyader ef al., 2000 ; Miossec ef al., 2001).

Piusieurs points méritent d’étre soulignés concernant les données recueillies
par le laboratoire :

- lorigine des huitres incriminées est parfois clairement établie ou
d’autres fois incertaine ;

- le manque de données sur la tragabilité des coquillages n'a pas permis
de remonter la chafne alimentaire, et ensuite de procéder & des
investigations environnementales ;

- peu dinvestigations épidémiologiques ont été réalisées, soit du fait du
nombre limité de patients concernés par la TIAC, soit a cause du délai
trop long de signalement a I'InVS ;

- bien que les résultats de la détection des virus entériques restent
globalement satisfaisants, il faut noter des difficultés liées a la détection
des norovirus dans les coquillages: faible concentration, grande
diversité des souches.

La presence de souches différentes dans les selles et les coquillages, peut
étre expliquée en partie par le fait que les analyses sont réalisées sur des
échantillons différents du lot d’origine car les coquillages suspectés ont été
consommeés. Pu fait d'un manque de tragabilité, il est difficile de remonter au
lot d'origine et peu de prélévements de selles des malades sont généralement
effectués.
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On peut aussi émettre 'hypothése que les coquillages ont pu étre incriminés a
tort dans certaines TIAC. Les études publiées ces derniéres années ont
montré que les norovirus peuvent étre présents dans des aliments comme :
les salades, les Iégumes et les fruits (Brugha et al., 1999 ; Gaulin ef af,, 1999 ;
Schwab et al., 2000), et que des TIAC ont pu étre provoquées par des
personnes malades travaillant dans la restauration (Daniels ef al., 2000). A
I'avenir, il serait intéressant d’analyser ces types d'aliments quand ils sont
consommeés au cours du repas avec des coquiliages et lorsque Fétiologie
virale de [a contamination est confirmée. Néanmoins, la présence de virus,
dans certains eéchantillons de coquiliages, signale une contamination fécale
certaine et un risque potentiel pour le consommateur.

Les informations collectées lors des TIAC déciarées, viennent compléter les
synthéses sur les épidémies virales associées a la consommation de
coquillages enregistrées en France (Miossec et Vaillant, 2001} concernant les
points suivants :

- Lhiver est la période a risque du fait des épidémies de gastro-entérites
dans la population et d'une grande consommation d’huitres.

- Les coquillages suspectés durant cette période sont toujours des
huitres.

- Le risque est amplifi¢ par les conditions météorologiques (fortes
précipitations) qui dratnent les poilutions microbiologiques.

- L’agent pathogéne majoritaire des gastro-entérites virales impliqué dans
ces TIAC hivernales est le norovirus.

L'évaluation du risque microbiologique dans le domaine de la sécurité
alimentaire est une activité relativement nouvelle et pluridisciplinaire. Dans le
cas des coquillages, cette démarche s'appuie sur une collaboration étroite
entre de nombreux intervenants (DGAL, DPMA, InVS, LNR, IFREMER,
AFSSA, CHU-Dijon, CNC....), aux prérogatives compiémentaires, qui permet
une bonne gestion des crises liées a la contamination des coquillages.

Les données recueillies contribuent a définir les mesures de contrble et de
prévention permettant d'éviter la survenue d'autres TIAC. Par ailleurs, elles
permettent de mieux évaluer le risque viral lié a la consommation de
coquillages. L’'objectif final est d’assurer la sécurité alimentaire des
consommateurs tout en assurant le maintien de la profession.
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Sur le plan pratique, il serait souhaitable de mettre en place un « dossier
navette sur support informatique » pour le recueil et la circulation rapide des
informations utiles entre les différents acteurs afin d'assurer une bonne
coordination (fig. 9). Les données contenues dans ce support permettront a
chacune des parties d’entreprendre les démarches nécessaires et d’accélérer
la prise de décisions. Une telle démarche permettrait de réaliser plus
facilement la synthése de I'ensemble des données recueillies ainsi que le
bilan de retour d'expérience.

Coordination des bilans de crise
(Alertes attribuées aux coquillages)

- Enguére dpidémiviogique l nvs Lab. Méd ical
- Prélevement des selles - Analyses des selles
=G e ' - Caractérisation des pathogénes

DGAL |+ “«—> [ DPMA

,-‘.Ccllule d’évaluation du risque"-,

E. *Recueillir les informations \: IFREMER
K s

*Echange rapide des informations "M\ | = = = = = = = = = —
DSV H-, *Orientations des investigations 3 LNR
. L e A ) . o
= I'.f..r..r; ahilité dex de h.”””””.m c... .‘.o L fdfnﬂ‘ﬂrnﬁun - pa.'}m;,u"nes
- Enguéte(chaine alimentaire) ey, ...u -C i s el
- Prélévement des dchantillons '"--....-'\'....-" 5 E‘:;;m SRR e

CNC E

Figure 9 : Schéma de collaboration entre les différents acteurs
de la sécurité alimentaire et de la santé publique.
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4.1. Adresses WEB

Bulletins de Situation Hydrologique :
http://www.rnde tm.fr/francais/sy/bsh/bsh0902/homebsh.htm

Réseau Nationhal des Données sur I'Eau : hitp://www.rmde.tm.fr/

Réseau Sentinelle : hitp://www.ud44 jussieu.frisentiweb/

Site Banque des séquences/programme GCG : www.infobiogen.fr

Site Surveillance Ifremer : www.ifremer.frienvlit/surveiilancefindex.htm

4.2. Rapports

Bulletin de Situation Hydrologique RNDE « situation générale au mois de
mars 2001 ».

DIREN de Basse Normandie « La situation hydrologique en Basse Normandie
au 1% mars 2001 ».

Laboratoire cétier de Port-en-Bessin « Résultats de la Surveillance de la
Qualité du Milieu Marin Littoral » Edition 2001 et Edition 2002.

l.aboratoire cotier de St Malo « Résultats de la Surveillance de la Qualité du
Mitieu Marin Littoral » Edition 2001 et Edition 2002.
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5. Annexes

5.1. Liste des participants au réseau TIAC ( 2000-2001)

Administration

Ministere de [lAgriculture et de la Péche — Direction Générale de
I'Alimentation (DGAL)

Ministére de I'Agriculture et de la Péche — Direction des Péches Maritimes
. et de 'Aquaculture (DPMA)

Institut national de Veille Sanitaire (InVS)

Direction de I'Environnement et de 'aménagement Littoral - Ifremer

Laboratoire de recherche Microbiologie — Ifremer

Equipe de Microbiologie Médicale et Moléculaire CHU-Dijon
Unité de Virologie — AFSSA

| Comité National de la Conchyliculture (CNC)
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5.2. Données de I'InVS
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< . Département . Nombre de Aliment
Année Mois du repas Lieu du repas cas incriminé
11 67 Familial 4 Huitres
1 30 Familial 4 Hufitres
12 35 Collectivité 2 Huitres
12 75 Rest. commerciale 4 Huitres
12 16 Rest. commerciale 6 Huitres
2000 12 87 Collectivité 20 Huftres
12 1 Familial 6 Huitres
12 77 Collectivité 19 Huitres
12 80 Familial 2 Huitres
12 37 Autre collectivité 45 Huitres
12 92 Collectivité 3 Hultres
12 4 Rest. commerciale 12 ?
12 54 Farnilial 3 Huitres
1 49 Rest. commerciale 9 Cogues
2001 1 54 Familial 6 Huitres
1 80 Collectivité 19 Huitres
5.3. Données de ’AFSSA
\ Nb
Département | .10\ ements Lieu du prélévement Recherche | Caractéri-
de laTIAC d'huitres (département d’origine) | de norovirus |  sation
30 1 consommateur (33) Positif Chiba-like
75 1 Restaurant (14) Négatif
16 6 4 producteurs (14) Négatif
1 expéditeur (17) Négatif
78 1 consommateur (17) Positif Chiba-like
54 5 2 distributeurs (14 et 17) | DoSif(1/2) | Chiba-like
1 particulier (14) Positif Chibalike
87 1 Producteur (17) Négatif
80 1 Maison de retraite (?) Positif Norwalk-like
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Ruitres de Bretagne achetées a Super U {(Aigues Mortes)
provenant de la SARL Les Qcéanes. Les hutlres oniginaires
de Cancala, refrempées 4 Gujan-Mestras (33) dans le bassin
d'Arcachon, ont £1é conditionnées le 28/1 100 puis vendues le
30/11. Les résultats d'analyses de FAFSSA Maisons Affort du .
. " E107-108-109 positives
"7 | D¢ P. Ripault| Le Graudu |4 convives ayant consommé de 2 4 24 huilres au ¢ours d'un i;;ﬁ;;:;i?uslgﬁf ;:séilt?f:é:: gﬁ;ﬁ:: ‘:I?‘Wefclsiba-like). [253% E107 Norwalk 90.2% cap (204pb)
TIAC du Gard] CDSVdu Rei repas familial sont malades d&s le lendemain. Le 5éme 45 Des contrdles c;'huiixes dsigny (Auchan) par les SV du E107-E109 | 14/52/2000 3 Préfecture du  [E103 Variant Hawaii pol (332pb)g
R Gard 30/11/2000 |convive, non malade, n'a pas consoramé d'huitres. Calvados ont révélé des teneurs en £, ¢oli non conformes Gard E210%9 ghxha (vatetta) 97.8% (100%) pol
dans les huitres de cette baie (600 £, cok/100g aprés 8 {(20560)
heures de purification). Une purification systématiqus des
coquillages d'au moins 48 h a été recommandée a Fensemble
des établi ts. Les ly E. cofi eff aprés 48
h de purification se sont révélées conformes,
Dr Veyrat Analyses des huitres d'Utah Beach par 'AFSSA Maisons E119, E123 , E124 positives
TIAC de DDASS Tiac survenue le 812 3 Angouldme au cours d'un repas Alfort [ résultats négatifs. DDASS E119 Norwalk 90,3% cap (208pb)
) ICharsnta Bréfecture Q8M2/2000 {commun BLASS et DA de Charente, ayant pour origine des M Huitres Peponnet A Anvert (17), huitres de la Mouroux (45 j E118-E124 | 22112/2000 7 Préfecture de  |E123 Norwalk 91,0% pol {78pb). 80,9%
dela huitras d'Utah Beach. Manche en claire) du 26/12/00, de méme origine que celes Charente cap (276pb) E124 Notvalk 90,3%
Charente suspectées dans la TIAC. cap (206pb)
TIAC . 4 consommiateurs d'huftres sur un groupe de 10 personnes .
Restawrant dé:lindséc originaires de Corse, ant 4% malades la landemain du repas 4110 E:rnlrae;gts(\:fa?; rﬁiﬁf?::;:;i ;:?ggggin:nﬁsf:;a Alton - E126 | 201122000 1 ,Ii'Aér:r}ozzi
La Coupote aopp | |de midi pris le 12/12/2000 (vomissements, diarrhées, confusion resullats négalifs : angeli Corse -
Parig 14dme mentale chez une personne dgée). - 9
La TIAC, signalée te 05/01/2001 4 |la DGAL par la DDSV 54, Huilres creuses Ets Travers {colis n° 14312126) prélevées e
lconceme 6 matades sur 7 convives, qui ont consommé des 28/12/00 {&chantillon n® 1479 a Auchan {Nancy)) : analyses
huitres achetées & Auchan, provenant d'un établissement de AFSSA Maisons Alfort provisciremant négatives.
. disigny (Calvades), et des huitres pravenant du GAEC Tafforet Analyses pesitives en entérovirus et calicivirus (Chiba-like) sur
TIAC de (Seudre, Charente Maritime). Les huitres de I'dtablissement des huitres du méme élevage prélevées chez le particulier, LAM Siest E127-E128 positives
Meurthe et d'lsigny ont été impliquées dans d'autres TIAC le 31/12/2000. Suite & Falerte du 12/12/90 déclenchée parla DGAL, Je = : .
|mosette (pord] VS Naney | DD}:\SS a effectué des prélévements do selles des malades ofr groupe AUCHAN procide au retrait de toutes les huitres E127-E428 | 05/01/2001 2 54 Pont-a- E127=£128 Variant Hawaii pol {359pb)
A-Mousson) ot la DDSV 84 a préleve: le reste des huitres dlsigny non livrées par Iétablissernent Florian Travers {agrément n° 34- Mousson E127 Girlington 84% cap
consommées par la famille pour des analyses par le LDV 54, 312+126) suile & une déclaration de Tiac & Strasbourg et 4 2
ainsi que des huitres d'Auchan provenant du GAEC Tafforet et plaintes de clients & Mont-St-Martin (54) et Avignen (84). Les
correspondant A la date de conditionnement et de vente aux symptémes de type GEA virales sont apparus plusieurs
clients malades. heures aprés le repas (fidvre signalée).
Huilres fines de claires de Marennes Oléron dliquetées e
Tiac 'au moins 20 perscrnes dun élablissement d'adultes 30/11 par FEARL Gilles Massé. Prélevement d'un échantillon
TACde | V.Vailant | Haute- ['2ndicapés, signalés le 21/12/2000 par FInV'S, aprés le repas (0° CB 26/12/01 DDSV 17) ayant passé un mois en claire et DrBoullaud  [E132 positive, £132 Variant Hawaii pol
‘Linsoges - VS Vienne  |d¢ midt du 212/2000. Symptor_nes et durée dincubaticn sont > 20 48 h en dégorgeoir. Analyses par FAFSSA Maisons Alfort : E1294 E133} 08/01/2001 S DDA§S {359pb), selles regues 2 semaines aprés
compatibles avec une origine virale : 1ercas signalé A 19h le résultats négatifs. 87 - Limoges alerte {éch. non daté)
IR méma jour,
E136-137-138-139-141-142-143-144-145
147-148-148-150, E136 Variant Hawai}
) pol (359pb), E139 Valetta 92%
Maisonde | WAC dans une maison de retraite iée & la consommation cap(278ph) + Norwalk 88% cap(278pb),
“miac - | orc. Gites | retraite  |MVitres au repas de midi le vendredi 12/01/2601. Apparition des Analysas des huittes de ta maison de refraite par FAFSSA LAM. Notre  |E141 Variant Hawaii pol (358pb} (2
FAmiens- |DDASS de tlal  Amiens |Premiers signes de maladies dans fa nuit du samedi 13/01 : 17 19 Maiscns Affort {échantillon n® 20010116-04217 - DDSV 80 E136 4 E154] 18/01/2001 19 Dame souches), E142 Norwalk 89% cap
s Somms 1310142005 |5 sont enne_:glstrés parmi fes 114 résidents et 2 parmi le regu le 18/01/01) : résuliats positifs en calicivirus (Norwalk}. 80 - Amiens (278ph), E145 valetta 99% cap, MX 92¢,
[personnel soit 19 au total. E 147 Variant Hawaii pol (359pb), E149
Variant Hawaii pol (359pb), E150 chiba
90,8% pol (285), valetia 92,2% cap. NV
87% cap(232)

Tous les échantillons ont &té négatifs en Adenovirus, Astrovirus et Rotavirus
Les rotavirus C, les enterovirus et te VHA n'ont pas été recherchés dans les échantillons
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