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AVIS
de I’Agence nationale de sécurité sanitaire
de I’alimentation, de I’environnement et du travail

relatif a ’évaluation des risques en appui des mesures de gestion de produits
dans la filiere bovine, lors de suspicion et de confirmation de cas de botulisme

L’Anses met en ceuvre une expertise scientifique indépendante et pluraliste.

L’Anses contribue principalement a assurer la sécurité sanitaire dans les domaines de I'environnement, du travail
et de l'alimentation et a évaluer les risques sanitaires qu'ils peuvent comporter.

Elle contribue également a assurer d’une part la protection de la santé et du bien-étre des animaux et de la santé
des végétaux et d’autre part a I'évaluation des propriétés nutritionnelles des aliments.

Elle fournit aux autorités compétentes toutes les informations sur ces risques ainsi que l'expertise et l'appui
scientifique technique nécessaires a I'élaboration des dispositions législatives et réglementaires et a la mise en
ceuvre des mesures de gestion du risque (article L.1313-1 du code de la santé publique).

Ses avis sont publiés sur son site internet.

L’Anses a été saisie le 25 juin 2019 par la Direction générale de I'alimentation (DGAL) pour la réalisation
de I'expertise suivante : mise a jour des connaissances et évaluation des risques en appui des mesures
de gestion de produits dans la filiere bovine, lors de suspicion et de confirmation de cas de botulisme.

1. CONTEXTE ET OBJET DE LA SAISINE

Le botulisme est une maladie neurologique humaine et animale provoquée par I'action de neurotoxines
bactériennes (toxines botuliques) produites par des bactéries du genre Clostridium et qui se manifeste
par des paralysies flasques pouvant aller jusqu’a la paralysie respiratoire et I'arrét cardiaque. Il existe
neuf types connus de toxines botuliques.

Le botulisme animal en France concerne essentiellement les oiseaux (sauvages et domestiques) et les
bovins. Les cas chez les bovins sont dus aux types mosaique D/C (majoritaire), C, C/D et rarement au
D. Au niveau national, I'incidence observée les 10 derniéres années est en moyenne d’une dizaine de
foyers par an. Bien qu’il s’agisse d’'une maladie animale de premiéere catégoriel, il N’y a pas a I'heure
actuelle de mesures de police sanitaire établies par la réglementation, lors de la confirmation d’un foyer
de botulisme animal, ce qui conduit & une gestion au cas par cas par les directions départementales de

1 Le statut du botulisme animal est susceptible d’évoluer suite a I'entrée en vigueur de la Loi de Santé Animale (cf.
section 2.3.1 du rapport)
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la protection des populations (DDPP) et la mission des urgences sanitaires (MUS) de la DGAL. Ces
services peuvent s’appuyer sur deux documents émis par I'Afssa : le rapport sur le botulisme animal
établi en 2002 et I'avis rendu en janvier 2009 sur un projet d’arrété fixant des mesures techniques et
administratives relatives a la lutte contre le botulisme aviaire. Les rapports et avis cités étant
relativement anciens, la DGAL a saisi 'Anses via 4 saisines (saisines 2019-SA-0112 a 2019-SA-0115),
dont I'objet est une demande d’actualisation des connaissances et des évaluations de risque pour la
santé humaine et/ou animale.

L’expertise a été réalisée en deux étapes :

1. Une mise a jour des connaissances sur Clostridium botulinum (types C, D, mosaiques C/D et D/C
et E) effectuée par le groupe de travail (GT) « Groupe socle botulisme », portant sur les
caractéristiques microbiologiques, les maladies humaine et animale (bovins, oiseaux et poissons),
la présence des différentes formes et types dans I'environnement, le danger dans les denrées
alimentaires d’origine animale ainsi que I'efficacité des méthodes et procédés d’inactivation.

2. Le traitement des questions d’évaluation des risques par des groupes de travail spécifiques
(« Botulisme bovin-aviaire » ; « Décontamination » ; « Faune sauvage et environnement »).

La présente saisine porte sur I'évaluation des risques en appui des mesures de gestion de produits
dans la filiere bovine, lors de suspicion et de confirmation de cas de botulisme dans un troupeau. Les
questions posées dans la saisine sont les suivantes :

e « Quel est le risque pour 'Homme lié & la consommation de produits carnés ou laitiers provenant
d’'un bovin en incubation ou atteint de botulisme ? Le risque est-il différent selon les souches
bactériennes et la population concernée (nourrissons, enfants, adultes, personnes fragiles) ?
Comment I'état de santé des animaux influence-t-il le risque pour le consommateur final (importance
relative entre la phase d’incubation et la phase clinique) ?

e Quel est le risque potentiel associé aux produits carnés et laitiers issus des autres animaux du
troupeau que ceux strictement malades ? Existe-t-il des moyens pour diminuer ce risque de
contamination des produits ?

¢ La manipulation de carcasses en abattoir d’'un animal issu d’un lot de bovins atteints de botulisme
mais dépourvus de signes cliniques présente-t-elle un risque pour les employés de contracter le
botulisme ? Comment le maitriser ?

e Quelle est l'efficacité des différents traitements du lait sur les formes végétatives et sporulées

(pasteurisation, traitement UHT, bactofugation, filtration membranaire) ? Dans quelle mesure
peuvent-ils étre considérés comme assainissant ? »

2. ORGANISATION DE L’EXPERTISE

L’expertise a été réalisée dans le respect de la norme NF X 50-110 « Qualité en expertise —
Prescriptions générales de compétence pour une expertise (Mai 2003) ».

L’expertise releve du domaine de compétences des comités d’experts spécialisés « Evaluation des
risques biologiques dans les aliments (CES BIORISK, pilote) et « Santé et bien-étre des animaux »
(CES SABA). L'Anses a confié I'expertise au groupe de travail (GT) « Botulisme bovin - aviaire ». Les
travaux ont été présentés tant sur les aspects méthodologiques que scientifigues aux CES SABA (9
février, 11 mai et 6 juillet 2021) et BIORISK (9 février 2021, 19 mai 2021, 23 juin 2021). lls ont été
adoptés par le CES BIORISK réuni le 9 juillet 2021.

Les travaux du GT « Botulisme bovin — aviaire » s’appuient essentiellement sur la mise a jour des
connaissances sur les types C, D, mosaiques C/D et D/C et E de Clostridium botulinum effectuée par
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le GT « Groupe socle botulisme », complétée par d’autres sources documentaires listées dans la
bibliographie.

Compte tenu de I'analyse du contexte sanitaire et décisionnel, des données scientifiques recueillies
dans le cadre du rapport socle, le GT propose de fournir le résultat de I'expertise sous la forme d’'un
profil de risque sanitaire. Le profil de risque tel que défini par la Commission du Codex Alimentarius
(CAC 2007) comporte notamment une description du danger et des aliments impliqués, des informations
sur les lieux et moyens d’entrée du danger dans la chaine de production alimentaire, la prévalence et
concentration du danger dans les aliments considérés et I'efficacité des options de gestion des risques
(Guillier 2017). Cette approche permet de fournir des informations susceptibles d’aider le gestionnaire
dans sa prise de décision.

Aussi, les questions de la saisine ont été reformulées par le GT :

- Dans le cas d'un foyer de botulisme bovin, les produits issus d’animaux (lait, viande, abats) sont-ils
susceptibles de contenir des formes végétatives/spores /toxines de C. botulinum ? Comment I'état
de santé des animaux influence-t-il le niveau de contamination des produits ?

- Dans lafiliere viande bovine, les mesures appliquées de I'élevage a la consommation permettent-
elles de maitriser le danger dans les produits carnés ? Le cas échéant, existe-t-il des mesures
supplémentaires pour diminuer I'exposition par les produits carnés ?

- La manipulation de la carcasse en abattoir d’'un animal issu d’un lot de bovins atteints de botulisme
mais dépourvus de signes cliniques présente-t-elle un risque pour les employés de contracter le
botulisme ? Le cas échéant, comment le maitriser ?

- Dans lafiliere bovine laitiere, les mesures appliquées de I'élevage a la consommation permettent-
elles de maitriser le danger dans les produits laitiers ? Quelle est l'efficacité des différents
traitements du lait sur les formes végétatives et sporulées (pasteurisation, traitement UHT,
bactofugation, filtration membranaire) ? Le cas échéant, existe-t-il des mesures supplémentaires
pour diminuer I'exposition par les produits laitiers ?

Dans ce cadre, le rapport d’expertise associé au présent avis rassemble :

1. Des éléments d’informations sur le danger, issues du rapport du GT socle :
- Caractéristiqgues microbiologiques des C botulinum
- Caractéristiques de la maladie humaine et animale et les données épidémiologiques associées
- La maitrise des C. botulinum dans les denrées alimentaires d’origine animale (DAOA).

2. La détermination et I'évaluation des mesures de maitrise des C. botulinum de types C, D, et
mosaiques C/D et D/C tout au long de la filiere bovine (de I'élevage a la consommation) lors de
détection d’'un foyer de botulisme bovin.

L’Anses analyse les liens d’intéréts déclarés par les experts avant leur nomination et tout au long des
travaux, afin d’éviter les risques de conflits d’intéréts au regard des points traités dans le cadre de
I'expertise. Les déclarations d'intéréts des experts sont publiées sur le site internet:
https://dpi.sante.qouv.fr/.
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3. SYNTHESE ET CONCLUSIONS DES CES ET DU GROUPE DE TRAVAIL

3.1. Eléments d’information sur le danger
3.1.1. Caractéristiques de Clostridium botulinum et des toxines botuliques

C. botulinum, est constitué d’'un ensemble de souches bactériennes dont le point commun est la
capacité a synthétiser une toxine botulique, dont le mécanisme d’action est I'inhibition de la libération
synaptique de I'acétylcholine, ce qui entraine des paralysies pouvant conduire a la mort. Neuf types de
toxines botuliques ont été identifiés (A, B, C, D, E, F, G, H et X). Les toxines botuliques se distinguent
entre elles par des différences immunogéniques, de spécificité d’hdte, de cibles moléculaires et de
toxicité. Il existe pour les types C et D des neurotoxines hybrides dites mosaiques C/D et D/C (Woudstra
et al. 2012)

Les souches de Clostridium productrices de toxine botulique sont classées aujourd’hui en six groupes
(groupes | a VI) en fonction de leurs caractéristiques biochimiques (hotamment protéolytiques) et
génétiques. La classification basée sur le type de toxine produite est actuellement la plus employée. Ce
sont des bactéries sporulées telluriques et anaérobies stricts. La forme sporulée permet aux souches
de résister lorsque les conditions environnementales deviennent défavorables & la forme végétative.
Elle confére également une résistance aux procédés physiques ou chimiques mis en ceuvre par
exemple lors d’'un traitement thermique ou d’une désinfection. La synthése des toxines botuliques est
possible dans une trés large variété de conditions environnementales et est favorisée par les mémes
conditions que celles favorisant la multiplication des cellules et in fine la production des spores.

La classification et les principales caractéristiques physiologiques des souches de Clostridium
productrices de toxine botulique sont présentées dans le tableau 1 du rapport.

3.1.2. Maladie humaine

Le botulisme humain est une maladie rare pouvant étre Iétale (de 1 & 10 % de décés selon les formes
cliniques). Il existe plusieurs formes de botulisme selon le mode de contamination et d’exposition a la
toxine :

- Le botulisme alimentaire résulte d’'une intoxination par voie digestive due a la présence de la toxine
préformée dans un aliment.

- Le botulisme intestinal est une toxi-infection due a I'ingestion de spores de Clostridium botulinum,
suivie d’'une germination, multiplication des cellules végétatives dans l'intestin et production de
toxine in situ. Le botulisme par toxi-infection peut étre observé (i) chez les nourrissons de moins de
12 mois en raison de leur flore intestinale, incomplétement constituée ou incomplétement
fonctionnelle (botulisme infantile) et (ii) chez des adultes présentant un déséquilibre du microbiote
(p. ex. a la suite d’'une chirurgie digestive, d’'une dépression immunitaire, d’'une antibiothérapie
prolongée) (botulisme infectieux de I'adulte).

- Le botulisme par blessure (d’inoculation) est une toxi-infection dont le mécanisme est identique a
celui du tétanos. Les spores de C. botulinum peuvent contaminer les plaies, et en situation
d’anaérobiose (cas d’une blessure profonde), la bactérie peut s’y développer et y produire de la
toxine.

- Le botulisme par inhalation des toxines (forme trés rare).

Le botulisme alimentaire et le botulisme infantile sont les deux formes les plus rencontrées chez
’'Homme. Les signes cliniques associés aux différentes formes de botulisme, le diagnostic différentiel
ainsi que le traitement sont présentés en détail dans le rapport socle (Anses 2021a). La gravité des
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signes cliniques dépend de la quantité de toxine botulique absorbée et du type de toxine. Le botulisme
de type A est considéré comme le plus sévére pour 'lHomme.

Entre 2008 et 2018, I'incidence du botulisme humain en France a été en moyenne de 7,5 foyers/an et
de 14,5 cas/an. Le botulisme d’origine alimentaire est la forme trés majoritairement observée (82% des
foyers sur la période). Les types de toxines botuliques en cause sont les types A et B puis E,
occasionnellement F. Aucun foyer/cas de botulisme humain de type C, D ou mosaiques C/D et D/C n’a
été recensé pendant la période. Les aliments les plus souvent impliqués sont des conserves et des
produits de fabrication familiale ou artisanale. Les deux principales sources alimentaires sont le jambon
cru et les conserves de légumes.

Les produits carnés d’origine bovine ont rarement été identifiés comme source de botulisme. En France,
seuls deux foyers ont été identifiés : saucisse de boeuf et de volailles (type B) en 2003 (Espié et al.
2003) et viande hachée en sauce (C. baratii type F) en 2015 (Mazuet et al. 2017). S’agissant des
produits laitiers, une revue de Lindstrém et al. (2010) ne rapporte que 20 foyers documentés de cas
humains associés a des produits laitiers entre 1912 et 2007 dans le monde dont un en France en 1973.
Les types incriminés sont A et B, aucune toxine de type C, D ou mosaiques n’est mentionnée.

Au regard d’'une question de la saisine, une demande a été faite par le GT auprés des autorités de santé
de plusieurs pays, concernant I'existence de cas de botulisme de plaie ou par inhalation chez des
travailleurs en abattoir. Aucun des 19 pays? qui ont répondu n’avait recensé de tels cas.

3.1.3. Caractére zoonotique des types C, D et mosaiques C/D et D/C

Le caractere zoonotique des C. botulinum de types C, D et mosaiques a été évalué par le GT socle sur
la base de 'examen des données épidémiologiques internationales (cas de botulisme humain liés a ces
toxines) et des résultats d’essais in vitro et in vivo sur I'effet des toxines sur I'étre humain.

Les données épidémiologiques disponibles permettent d’établir une relation causale entre I'exposition
a la toxine botulique et/ou Clostridium botulinum de type C et la survenue de cas de botulisme humain
(deux foyers confirmés dont I'un d’origine aviaire rapportés par la littérature internationale). Néanmoins,
les sources de contamination n’ont pas été formellement confirmées et une incertitude faible demeure
sur l'origine zoonotique de ces cas. S’agissant du type D, un seul foyer de botulisme alimentaire a été
identifié dans le monde sur la période étudiée, pour lequel I'exposition a la toxine botulique de type D
était suspectée.

Les cas de botulisme humain C et D sont donc rarissimes comparativement a ceux de types A, B, E et
F. Plusieurs hypothéses sont émises pour expliquer la quasi absence de cas humains liés aux types C,
D, C/D, D/C : faible sensibilité de I'néte, faible exposition humaine, défaut de surveillance. La faible
sensibilité de I'étre humain aux toxines C, D et mosaiques est I'hypothése privilégiée. Les essais in vivo
réalisés par injection intradermique montrant I'efficacité de la toxine (particulierement la C), la faible
sensibilité correspondrait & une faible absorption intestinale des toxines.

3.1.4. Maladie animale

En France, les foyers de botulisme bovin concernent dans la majorité des cas des élevages laitiers et
sont dus aux types toxiniqgues mosaique D/C (majoritaire), C, mosaique C/D et plus rarement au D.
L’incidence sur les 10 derniéres années est en moyenne d’'une dizaine de foyers par an.

2 pays ayant répondu : Allemagne, Angleterre, Argentine, Autriche, Belgique, Bulgarie, Danemark, Ecosse,
Etats-Unis, Finlande, Estonie, Irlande, Italie, Lettonie, Luxembourg, Monaco, Pologne, Suéde, Suisse.
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En 'état actuel des connaissances, I'intoxination est le principal mode de contamination a 'origine des
signes cliniques chez les bovins. C’est I'ingestion de toxines préformées au niveau de I'aliment, de 'eau
ou de toute substance contaminée qui est a ce jour considérée comme la cause de survenue du
botulisme. Les sources de contamination les plus souvent incriminées sont : du fumier de volailles, des
cadavres d’animaux, des aliments mal conservés (défaut d’acidification des fourrages fermentés et/ou
défaut d’hygiene par exemple), qui, dans des conditions d’anaérobiose propices a la croissance de ces
bactéries, peuvent permettre la prolifération de C. botulinum et la production de la toxine botulique.

L’atteinte clinique des animaux se manifeste généralement par une paralysie ascendante dont
I'évolution peut étre plus ou moins rapide, entrainant tres fréquemment la mort des animaux malades
dans un laps de temps variable : de quelques heures a plusieurs jours.

Le portage digestif de C. botulinum par les bovins a pu étre mis en évidence par diverses études en
Europe chez des animaux présentant des signes cliniques frustes, guéris ou convalescents ou chez
des animaux sans signes cliniques, issus d’élevages ayant connu ou hon un épisode de botulisme.

Les données disponibles sur la présence de C. botulinum dans les tissus et sécrétions de bovins sont
issues, dans leur majorité, des opérations de diagnostic portant soit sur des animaux malades, soit sur
leur cadavre. Actuellement, le prélevement d’'un échantillon de foie aprés mort ou euthanasie des
animaux suspects est systématiquement préconisé pour le diagnostic et permet souvent d’identifier la
maladie. Tres peu d’études ont porté sur d’autres tissus animaux et sur des bovins en période pré-
symptomatique, convalescents ou non exposés. Les résultats sont présentés en section 2.3.5 du
rapport.

3.1.5. C. botulinum et denrées alimentaires d’origine animale (DAOA)

La bibliographie concernant la prévalence et la maitrise des C. botulinum du groupe Il (types C, D et
mosaiques C/D, D/C) dans les DAOA est trés peu abondante. La majorité des travaux ont porté sur les
souches des groupes | (protéolytiques types A et B) et Il (non protéolytiques types B et E) qui sont
majoritairement impliqués dans les cas humains.

La maitrise des C. botulinum dans les DAOA est obtenue par I'action combinée de plusieurs mesures
d’hygiéne et de facteurs : traitement thermique, diminution de I'aw (ajout de sel ou séchage), ajout de
nitrites ou d’autres conservateurs, fumage, réfrigération et/ou limitation de la durée de vie (Lund et Peck
2013). L’état actuel des connaissances ne permet pas de remettre en cause la conclusion de Roberts
et Gibson (1979) selon laquelle les mesures de maitrise appliquées dans I'industrie agroalimentaire
pour maitriser les C. botulinum de types A et B seront efficaces pour les types C et D. Ceci semble
pouvoir étre affirmé pour les traitements thermiques des cellules végétatives et les spores. Les spores
du groupe | sont souvent considérées comme une référence de « résistance ». Leur maitrise par un
procédé thermique permet la maitrise des spores des souches des autres groupes, en particulier des
souches du groupe lll. Les toxines botuliques des types C et D semblent plus thermorésistantes que
celles des types A, B, E. Cependant, des traitements thermiques supérieurs a 90 °C/2 min permettent
l'inactivation totale de ces toxines.

La température, le pH ou I'ay contrdlant la croissance des souches du groupe | (protéolytiques type A
et B) permettront trés vraisemblablement également le contr6le des souches du groupe Il (Roberts et
Gibson 1979), ces derniéres présentant de moindres capacités a se développer a basse température,
bas pH ou faible a.
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3.2. Maitrise des C. botulinum type C, D et mosaiques en filiere bovine

Les mesures de gestion a appliquer dans un élevage bovin suspect ou atteint de botulisme ne sont
actuellement pas définies réglementairement.

Les données scientifiques recueillies ne permettent pas de conduire une évaluation quantitative du
risque lié aux produits carnés et laitiers issus de bovins en incubation ou atteints du botulisme. Afin
d’aider le gestionnaire dans sa prise de décision, les experts ont procédé a I'évaluation des mesures de
maitrise du danger applicables tout au long de la filiere bovine (de I'élevage a la consommation) lors de
détection d’'un foyer de botulisme bovin en suivant les étapes suivantes :

e évaluation qualitative de la probabilité d’émission du danger dans les tissus animaux (en fonction
du statut clinique des animaux) ;

e identification des causes et des facteurs de risque de contamination des animaux, des produits
carnés et laitiers ainsi que I'exposition des opérateurs ;

e évaluation des possibilités de contamination, de croissance et de toxinogenese de C. botulinum de
I'élevage a la consommation avec comme point de départ un foyer clinique ;

e évaluation de I'efficacité des mesures de maitrise existantes vis-a-vis du danger.

Les bovins peuvent étre atteints de botulisme de types B et A, plus dangereux pour 'Homme mais les
foyers en élevage liés a ces types ne sont pas constatés en France. L’expertise s’est donc focalisée sur
les types D, D/C, C et C/D.

Aussi, les réponses aux questions telles que reformulées par le GT sont les suivantes :

e Dans le cas d’un foyer de botulisme bovin, les produits issus d’animaux (lait, viande, abats)
sont-ils susceptibles de contenir des spores/toxines de C. botulinum ? Comment I’état de
santé des animaux influence-t-il le niveau de contamination des produits ?

Plusieurs statuts caractérisent les bovins appartenant a un cheptel atteint de botulisme : malades
(présentant des signes cliniques de botulisme), futurs malades (en incubation), animaux convalescents
(guéris cliniguement) et animaux qui resteront sans signes cliniques (ayant ingéré une quantité trop
faible de toxine et/ou ne développant pas de toxi-infection ou non exposés si la contamination dans la
source ingérée (aliment par exemple) n’est pas répartie de fagon homogéne.

Les produits issus d’animaux malades sont écartés de la chaine alimentaire. De ce fait I'expertise a
examiné le cas des animaux acheminés vers un abattoir ou dont le lait est collecté avant le signalement
du cas index. Dans le laps de temps qui précéde la détection du cas index. Tous les bovins ayant
partagé le méme aliment supposé contaminé doivent étre considérés comme potentiellement en
incubation. En tenant compte des délais possibles d’incubation, les autres bovins du cheptel peuvent
également étre en incubation.

Peu de données sont disponibles sur la présence du danger dans les tissus et sécrétions des bovins.
A partir des quelques données disponibles, le GT a évalué qualitativement la probabilité de présence
de spores, cellules végétatives et toxines de C. botulinum dans les produits et tissus manipulés a
I'abattoir ou destinés a la consommation humaine (viandes, abats, lait) (cf. tableau 4 du rapport). Ainsi,
les produits issus d’animaux sont susceptibles de contenir des spores, des cellules végétatives et des
toxines de C. botulinum avec une prévalence et un niveau de contamination dépendant du statut
clinique des animaux :

- le portage digestif de C. botulinum peut étre détecté de maniére transitoire et/ou intermittente dans
des cheptels bovins apparemment sains a une prévalence estimée entre 1 et 4 %. Aprés distribution
d’'un aliment contaminé, en comparaison avec un élevage tout-venant, le taux de portage intestinal
des spores de types C, D ou mosaiques sera plus important pour les bovins qu’ils soient en
incubation ou qu’ils demeurent sans signes cliniques ;
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- la présence de formes végétatives et de toxines dans le foie est largement démontrée par les
opérations de diagnostic chez les bovins atteints de botulisme. La probabilité de présence de ces
formes du danger dans le foie chez le bovin en incubation a été estimée comme élevée ;

- endehors du tissu hépatique, peu de données sont disponibles sur la présence du danger dans les
viandes et abats issus d’'un bovin présentant des signes cliniques et a fortiori chez ceux
asymptomatiques mais en phase d’incubation ;

- alabattoir, le contenu du tube digestif constitue une source de contamination directe ou indirecte
de la carcasse durant les opérations d’habillage ;

- les souillures fécales constituent également une source de contamination du lait au moment de la
traite. Selon I'estimation réalisée par le GT, dans la situation la plus défavorable (50 % bovins
porteurs asymptomatiques, limite de détection de 3 000 ufc de C. botulinum par g de matiéres
fécales), la concentration en C. botulinum resterait inférieure a une valeur de I'ordre de 2 log ufc/l
de lait de tank (le calcul donne une distribution de concentrations inférieures a 111 bactéries/litre
de lait de tank dans 95 % des cas).

e Dans la filiere viande bovine, les mesures appliquées de I’élevage a la consommation
permettent-elles de maitriser le danger dans les produits carnés (issus d’animaux en
incubation/animaux restant indemnes)? Le cas échéant, existe-t-il des mesures
supplémentaires pour diminuer I’exposition par les produits carnés ?

Au stade de I'élevage, les bonnes pratiques d’élevage et la mise en place de mesures de biosécurité
permettent de prévenir a la fois la survenue d'un épisode de botulisme en élevage bovin, mais
également la présence de C. botulinum dans I'environnement direct des animaux, en particulier :

- le renforcement de la biosécurité pour les élevages mixtes ;

- la surveillance de I'état de santé des animaux, par exemple via I'observatoire de la mortalité des
animaux de rente (OMAR) ;

- le diagnostic vétérinaire précoce.

Pour limiter le risque que pourraient représenter les animaux porteurs sans signes cliniques, certaines
mesures peuvent étre renforcées pour tout animal de I'élevage suspect et/ou reconnu atteint conduit a
I'abattoir, jusqu’a la maitrise compléte du foyer clinique :

- la propreté des animaux (revétement cutané et phaneres) ;

- la mise a la diéte préalable de I'animal en fonction de I'horaire prévisible de son abattage (24 h
avant) ;

- lisolement de I'animal au cours du transport, ainsi que lors du déchargement et dans la stabulation
de I'établissement d’abattage afin d’éviter les transferts de contamination entre lots ;

- linscription du botulisme dans les informations sur la chaine alimentaire (ICA).

Enfin, les experts recommandent le maintien des enquétes épidémiologiques faites par les DDPP lors
de la détection d’'un foyer, malgré le changement éventuel de la réglementation prévu en 2021 en
application de la Loi de Santé Animale.

De la stabulation a la chambre froide (section 3.3 du rapport), il apparait que les bonnes pratiques
d’abattage et les bonnes pratiques d’hygiéne (BPH) au sens large sont suffisantes pour maitriser le
transfert du danger a la viande, a la condition expresse de leur mise en ceuvre effective et constante. A
ce titre, toute démarche de management de I'hygiéne permettant d’attester de cette mise en ceuvre,
comme les BPH surveillées, est recommandée. Les experts souhaitent néanmoins attirer I'attention sur
certains points qui méritent une vigilance accrue pour les animaux issus d’'un élevage ou des signes
cliniques de botulisme ont été suspectés/confirmés :
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- linspection vétérinaire ante mortem qui doit inclure 'examen de signes cliniques pouvant évoquer
le botulisme ;

- renforcer I'évaluation ante mortem de la propreté des animaux, qui devrait étre estimée de facon
objective et conduire a une pratique d'abattages logistiques ;

- lamanipulation des foies et des réservoirs digestifs devrait étre limitée et la valorisation alimentaire
de ces abats exclue.

Au stade de la découpe, la conception hygiénique des ateliers et des équipements utilisés, ainsi que
I'organisation des activités de découpe, sur la base de bonnes pratiques hygiéniques et de la démarche
HACCP, sont de nature a maitriser les transferts des spores éventuellement présentes, leur
germination, la croissance des formes végétatives ainsi que la production de toxines. Les principaux
points de vigilance sont le respect de la chaine du froid et le nettoyage/désinfection des surfaces,
matériels et équipements.

Les possibilités de croissance et de toxinogenése de C. botulinum du groupe Il ont été évaluées au
cours de la transformation de trois produits carnés bovins : viande hachée, salaison séche (type viande
des grisons), terrine de foie (section 3.4.2 du rapport). Cette sélection a permis d’illustrer I'impact de
différents procédés de transformation et de mesures de maitrise sur C. botulinum : maitrise de la chaine
du froid, séchage, ajout de sel et de conservateurs, traitement thermique, limitation de la durée de vie
de I'aliment. L’application effective de ces mesures permet de maitriser la croissance et la toxinogenése
C. botulinum du groupe IIl dans les produits carnés bovins.

e La manipulation de la carcasse en abattoir d’'un animal issu d’un lot de bovins atteint de
botulisme mais dépourvu de signes cliniques présente-t-elle un risque pour les employés de
contracter le botulisme ? Le cas échéant, comment le maitriser ?

L’exposition professionnelle des opérateurs tout au long des séquences transport-abattage concerne
les chauffeurs, les bouviers et les opérateurs sur chaine. Le GT a procédé a I'identification exhaustive
des différentes possibilités d’exposition au regard des principaux modes de transmission (INRS) (cf.
section 3.3 du rapport) :

- inoculation par blessure ou coupure avec des objets contaminés ;
- ingestion manuportée (port a la bouche des mains ou d’objets contaminés) ;
- inhalation de poussiéres sur le lieu de travail.

Il convient de noter qu’'au regard de tous les modes de transmission, les personnes les plus exposées
sont les éleveurs.

Toutes les possibilités d’exposition professionnelle sont présentées, méme si leur survenue est
hautement improbable. En effet, le contexte épidémiologique se traduit par I'absence de cas rapporté
de botulisme en milieu professionnel tant en élevage qu’a I'abattoir. Cela pourrait s’expliquer par le fait
que la présence a I'abattoir de ce type d’animaux est peu fréquente, et/ou que, les bonnes pratiques
d’hygiéne sont suffisantes pour limiter I'exposition des opérateurs.

- Botulisme par inoculation

Toute manipulation d’objet coupant peut étre considérée comme une voie potentielle d’exposition par
inoculation a la suite d’'une blessure ou d’'une coupure avec un objet possiblement contaminé par des
spores, des cellules végétatives ou des toxines. Les mesures de protection appliquées a I'abattoir
permettent de limiter/maitriser le risque de botulisme par coupure.

- Botulisme par inhalation

La nécessité que la toxine soit présente en grande quantité au niveau des muqueuses nasales des
travailleurs en abattoir rend trés improbable un botulisme par inhalation. L’inhalation seule de spores
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ne causera pas cette forme de botulisme. En effet, les conditions d’anaérobiose nécessaires a la
germination et & la production de toxine ne sont pas présentes dans les voies respiratoires. A la suite
de l'inhalation de spores, il peut y avoir remontée mucociliaire puis déglutition de celles-ci. Mais seul un
botulisme infectieux de I'adulte pourrait étre envisagé par ce mécanisme. Les conditions médicales
prédisposant a un botulisme infectieux de I'adulte sont incompatibles avec le travail a I'abattoir.

- Botulisme suite a 'ingestion de toxines (manuportées)

Les toxines provenant d’'un animal en incubation pourraient étre ingérées par les opérateurs par
l'intermédiaire de mains souillées. L’application des BPH (le lavage des mains en particulier) permet de
maitriser ce risque.

e Les mesures appliquées de I'élevage a la consommation permettent-elles de maitriser le
danger dans les produits laitiers ? Quelle est I'efficacité des différents traitements du lait sur
les formes végétatives et sporulées (pasteurisation, traitement UHT, bactofugation, filtration
membranaire) ? Le cas échéant, existe-t-il des mesures supplémentaires pour diminuer
I’exposition par les produits laitiers ?

Les principales causes de contamination du lait par C. botulinum, par transfert de matieres fécales, au
sein d'un élevage bovin atteint de botulisme, ainsi que les mesures de malitrise associées sont
présentées dans le tableau 8 du rapport. Ces mesures sont de nature a minimiser la contamination du
lait cru par C. botulinum par les vaches ne présentant pas de signes cliniques.

Selon I'estimation du GT, méme dans le scenario le plus défavorable envisagé (situation exceptionnelle
d’'un élevage avec 50 % d’animaux excréteurs), la concentration en C. botulinum dans le lait livré serait
de l'ordre de 1 log ufc/l (la concentration dans le lait dans cette situation exceptionnelle resterait
inférieure a 111 bactéries/litre de lait de tank dans 95 % des cas, situation a laquelle se rajoute un
facteur 10 de dilution pour le lait de tank de grand mélange destiné a la transformation).

Le lait cru destiné a étre consommeé en I'état et les fromages au lait cru ont été exclus du périmétre de
'expertise au regard des données épidémiologiques et des résultats d’expertises antérieures de
I'’Agence. En effet, les températures de conservation et la durée de vie du lait cru a consommer en I'état
ne permettent pas la germination des spores ni la croissance des cellules végétatives. Les fromages au
lait cru n’ont pas été identifiés comme des aliments pertinents vis-a-vis de C. botulinum (Anses 2021b).

Aussi, les produits laitiers considérés par le GT sont les suivants : lait (pasteurisé, stérilisé, microfiltre),
poudre de lait (incluant la poudre de lactosérum).

S’agissant de I'efficacité des procédés de traitement du lait sur les C. botulinum du groupe Il (types C,
D et mosaiques) :

- les barémes définis pour les pasteurisations basse (63°C, 30 min) et haute (72°C, 15 s) du lait
permettent I'inactivation totale des cellules végétatives, I'inactivation partielle des toxines mais n’ont
pas d’effet sur les spores ;

- la stérilisation UHT (140 °C, 4 s ou toute autre combinaison équivalente) permet I'inactivation des
spores, des cellules et des toxines ;

- la bactofugation et la filtration membranaire permettent d’éliminer physiquement (1 a 3 réductions
décimales) les microorganismes du lait sans distinction, mais n’ont pas d’effet sur les exotoxines.
La bactofugation et la filtration sont souvent couplées a une pasteurisation.

La succession des opérations de transformation pour obtenir les produits considérés (lait pasteurisé,
microfiltré, bactofugé, poudre de lait) est de nature a réduire de maniéere significative la contamination
initiale éventuelle (cf. figure 16 du rapport).
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Enfin, le respect des conditions de conservation et de préparation des aliments par les consommateurs
devrait limiter toute possibilité de croissance et de toxinogenése a partir des éventuelles spores ayant
échappé aux traitements.

S’agissant spécifiquement des préparations en poudres de nourrissons, la question du risque de
botulisme infantile suite a I'ingestion de spores par des nourrissons de moins de douze mois se pose.
Bien que des souches de Clostridium aient été détectées dans des poudres de lait - incluant les poudres
infantiles - l'implication de poudres infantiles dans des cas de botulisme infantile n’a jamais été
démontrée (FAO/WHO 2004, 2007; Doyle et al. 2015 ; Anses 2020a) et est estimée comme peu
plausible, méme avec une attention particuliére pour les souches du groupe lll. A ce jour, seul un cas
de botulisme infantile de type C a été rapporté pour lequel une origine environnementale était
suspectée.

La quasi-absence de cas de botulisme humain liés aux types C, D et mosaiques conforte les
conclusions de I'évaluation. Les produits carnés et laitiers d’origine bovine ont rarement été identifiés
comme source de botulisme et aucun cas lié aux types C, D ou mosaiques n’a été rapporté.

Les principales sources d’incertitudes ainsi que les modalités de leur prise en compte sont présentées
en annexe 4 du rapport.

Le CES BIORISK émet des recommandations pour I'acquisition de données concernant plus
particulierement les points suivants :

- les transferts éventuels (type bactériémie digestive) des différentes formes de C. botulinum vers les
torrents circulatoires (réalité, mécanismes et facteurs) ;

- l'effet des traitements physiques (et chimiques) de préservation des aliments au regard des
différentes formes de C. botulinum (& confirmer en matrices alimentaires).

4. CONCLUSIONS ET RECOMMANDATIONS DE L’AGENCE

L’Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail endosse les
conclusions des CES BIORISK et SABA et du GT « Botulisme bovin-aviaire ».

En premier lieu, 'Agence note que, en France, les produits carnés et laitiers d’origine bovine ont trés
rarement été identifiés comme source de botulisme et que, pour les cas identifiés, aucune toxine de
types C, D ou mosaiques C/D et D/C n’est en cause. En complément, entre 2008 et 2018, parmi les cas
de botulisme humain recensés et dont I'incidence a été en moyenne de 14,5 cas/an, aucun cas n’a été
attribué a ces types de toxine. Au niveau mondial, les cas de botulisme humain liés a ces types
apparaissent rarissimes comparativement a ceux de types A, B, E et F.

Des données recueillies lors de I'expertise, aucun cas de botulisme en milieu professionnel, tant en
élevage qu’a I'abattoir, n’a été rapporté.

En second lieu, ’Agence souligne que les données scientifiques ne permettent pas de conduire une
évaluation quantitative du risque lié a la production de produits carnés et laitiers issus de bovins
contaminés par C. botulinum de types C, D ou mosaiques C/D ou D/C. L’approche retenue a donc
consisté a évaluer lefficacité des mesures appliquées depuis I'élevage des animaux jusqu'a la
consommation pour prévenir les contaminations et maitriser le danger dans des produits
potentiellement contaminés. Cette approche a fait I'hypothése que, compte-tenu des mesures
existantes de gestion des foyers de botulisme bovin, les animaux malades présentant des signes
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cliniques caractéristiques de botulisme sont écartés dés le début de la chaine, a contrario des animaux
ne présentant pas de tels signes et qui peuvent étre porteurs ou en incubation.

Tout au long de la chaine alimentaire des produits carnés et laitiers, la mise en ceuvre effective des
mesures de biosécurité et des bonnes pratiques, notamment d’hygiéne ainsi que I'application des
différents procédés de transformation et de traitement devraient permettre de maitriser le risque pour
’'Homme lié a la consommation de tels produits provenant d’'un bovin contaminé par C. botulinum de
types C, D ou mosaiques C/D ou D/C.

Pour les professionnels travaillant en abattoir, I'application effective des mesures de protection et
d’hygiéne qui y sont prévues permet la aussi de maitriser le risque lié a leur éventuelle contamination.

Ces conclusions s’accordent avec les données épidémiologiques présentées supra.

Toutefois, I’Agence souligne que les mesures de gestion a appliquer dans un élevage bovin suspect ou
atteint de botulisme ne sont actuellement pas définies réglementairement. Une telle réglementation
serait de nature a donner un caractére obligatoire a la mise en ceuvre de ces mesures, renfor¢cant de
ce fait la maitrise du danger aussi bien au niveau de I'élevage que dans la chaine alimentaire.

En cas de foyer clinique dans un élevage et jusqu’a la maitrise compléte de celui-ci, grace notamment
aux opeérations de décontamination qui y sont réalisées, la conduite a I'abattoir d’'un animal sans signe
clinique issu de cet élevage gagnerait & étre accompagnée de mesures renforcées permettant de
réduire davantage le risque de contamination des produits en aval de la chaine. Parmi ces mesures,
figurent la mise en propreté de I'animal avant son transport, sa mise a la diete préalablement a son
abattage, son isolement pendant le transport et en stabulation et I'inspection vétérinaire ante mortem.
De méme, a I'abattoir, la manipulation de son foie et de son réservoir digestif devrait étre limitée et leur
valorisation alimentaire exclue.

Enfin, 'Agence souligne I'importance de maintenir les enquétes épidémiologiques lors de la détection
de foyer de botulisme en France, avec pour objectif d’améliorer les connaissances sur le cycle
épidémiologique de C. botulinum en élevage et de recueillir des données sur la prévalence et la
concentration dans les produits animaux (viandes, abats, lait).

Dr Roger GENET
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1 Contexte, objet et modalités de réalisation de
'expertise

1.1 Contexte

Le botulisme est une maladie neurologique humaine et animale provoquée par I'action de neurotoxines
bactériennes (toxines botuliques) produites par des bactéries du genre Clostridium et qui se manifeste
par des paralysies flasques pouvant aller jusqu’a la paralysie respiratoire et I'arrét cardiaque. Il existe
neuf types connus de toxines botuliques.

Le botulisme animal en France concerne essentiellement les oiseaux (sauvages et domestiques) et les
bovins. Les cas chez les bovins sont dus aux types mosaique D/C (majoritaire), C, C/D et rarement au
D. Au niveau national, I'incidence observée les 10 derniéres années est en moyenne d’'une dizaine de
foyers par an. Bien qu’il s’agisse d’'une maladie animale de premiére catégorie en santé animale', il n’y
a pas a I'heure actuelle de mesures de police sanitaire établies par la réglementation, lors de la
confirmation d’un foyer de botulisme animal, ce qui conduit & une gestion au cas par cas par les
directions départementales de la protection des populations (DDPP) et la mission des urgences
sanitaires (MUS) de la Direction générale de I'Alimentation (DGAL). Ces services peuvent s’appuyer
sur deux documents émis par I'Afssa : le rapport sur le botulisme animal établi en 2002 et I'avis rendu
en janvier 2009 sur un projet d’arrété fixant des mesures techniques et administratives relatives a la
lutte contre le botulisme aviaire. Les rapports et avis cités étant relativement anciens, la DGAL a saisi
'Anses via 4 saisines (saisines 2019-SA-0112 a 2019-SA-0115), dont l'objet est une demande
d’actualisation des connaissances et des évaluations de risque pour la santé humaine et/ou animale.

1.2 Objet de la saisine

L’expertise a été réalisée en deux étapes :

1. Une mise a jour des connaissances sur Clostridium botulinum (types C, D, mosaiques C/D et D/C
et E) effectuée par le groupe de travail (GT) « Groupe socle botulisme », portant sur les
caractéristiques microbiologiques, les maladies humaine et animales (bovins, oiseaux et poissons),
la présence des différentes formes et types dans I'environnement, le danger dans les denrées
alimentaires d’origine animale ainsi que I'efficacité des méthodes et procédés d’inactivation.

2. Le traitement des questions d’évaluation des risques par des groupes de travail spécifiques
(« Botulisme bovin-aviaire » ; « Décontamination » ; « Faune sauvage et environnement »).

La présente saisine porte sur I'évaluation des risques en appui des mesures de gestion de produits
dans la filiere bovine, lors de suspicion et de confirmation de cas de botulisme dans un troupeau. Les
questions posées dans la saisine sont les suivantes :

e « Quel est le risque pour ’'Homme lié a la consommation de produits carnés ou laitiers provenant
d’'un bovin en incubation ou atteint de botulisme ? Le risque est-il différent selon les souches
bactériennes et la population concernée (nourrissons, enfants, adultes, personnes fragiles) ?
Comment I'état de santé des animaux influence-t-il le risque pour le consommateur final (importance
relative entre la phase d’incubation et la phase clinique) ?

1 Le statut du botulisme animal est susceptible d’évoluer suite a I'entrée en vigueur de la Loi de Santé Animale (cf.
section 2.3.1)
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¢ Quel est le risque potentiel associé aux produits carnés et laitiers issus des autres animaux du
troupeau que ceux strictement malades ? Existe-t-il des moyens pour diminuer ce risque de
contamination des produits ?

e La manipulation de carcasses en abattoir d’'un animal issu d’un lot de bovins atteints de botulisme
mais dépourvus de signes cliniques présente-t-elle un risque pour les employés de contracter le
botulisme ? Comment le maitriser ?

e Quelle est l'efficacité des différents traitements du lait sur les formes végétatives et sporulées

(pasteurisation, traitement UHT, bactofugation, filtration membranaire) ? Dans quelle mesure
peuvent-ils étre considérés comme assainissant ? »

1.2.1 Modalités de traitement : moyens mis en ceuvre et organisation

L’Anses a confié I'expertise au groupe de travail (GT) « Botulisme bovin - aviaire » rattachés aux comités
d’experts spécialisés « Evaluation des risques biologiques dans les aliments (CES BIORISK, pilote) et
« Santé et bien-étre des animaux » (CES SABA). Les travaux ont été présentés tant sur les aspects
méthodologiques que scientifiques aux CES SABA (9 février, 11 mai et 6 juillet 2021) et BIORISK (9
février 2021, 19 mai 2021, 23 juin 2021). lls ont été adoptés par le CES BIORISK réuni le 9 juillet 2021.

Ces travaux sont ainsi issus de plusieurs collectifs d’experts aux compétences complémentaires.

Les travaux du GT « Botulisme bovin — aviaire » s’appuient essentiellement sur la mise a jour des
connaissances sur les types C, D, mosaiques C/D et D/C et E de Clostridium botulinum effectuée par
le GT « Groupe socle botulisme » complétées par d’autres sources documentaires listées dans la
bibliographie.

Compte tenu de I'analyse du contexte sanitaire et décisionnel, des données scientifiques recueillies
dans le cadre du rapport socle, le GT propose de fournir le résultat de I'expertise sous la forme d’'un
profil de risque sanitaire. Le profil de risque tel que défini par la Commission du Codex Alimentarius
(CAC 2007) comporte notamment une description du danger et des aliments impliqués, des informations
sur les lieux et moyens d’entrée du danger dans la chaine de production alimentaire, la prévalence et
concentration du danger dans les aliments considérés et I'efficacité des options de gestion des risques
(Guillier 2017). Cette approche permet de fournir des informations susceptibles d’aider le gestionnaire
dans sa prise de décision.

Aussi, les questions de la saisine ont été reformulées par le GT :

e Dans le cas d'un foyer de botulisme bovin, les produits issus d’animaux (lait, viande, abats) sont-ils
susceptibles de contenir des formes végétatives/spores /toxines de C. botulinum ? Comment I'état
de santé des animaux influence-t-il le niveau de contamination des produits ?

e Dans lafiliére viande bovine, les mesures appliquées de I'élevage a la consommation permettent-
elles de maitriser le danger dans les produits carnés ? Le cas échéant, existe-t-il des mesures
supplémentaires pour diminuer I'exposition par les produits carnés ?

e La manipulation de carcasses en abattoir d’'un animal issu d’un lot de bovins atteints de botulisme
mais dépourvus de signes cliniques présente-t-elle un risque pour les employés de contracter le
botulisme ? Le cas échéant, comment le maitriser ?

e Dans lafiliére bovine laitiére, les mesures appliquées de I'élevage a la consommation permettent-
elles de maitriser le danger dans les produits laitiers ? Quelle est l'efficacité des différents
traitements du lait sur les formes végétatives et sporulées (pasteurisation, traitement UHT,
bactofugation, filtration membranaire) ? Le cas échéant, existe-t-il des mesures supplémentaires
pour diminuer I'exposition par les produits laitiers ?
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1.3 Prévention des risques de conflits d’intéréts

L’Anses analyse les liens d’intéréts déclarés par les experts avant leur nomination et tout au long des
travaux, afin d’éviter les risques de conflits d’intéréts au regard des points traités dans le cadre de
I'expertise.

Les déclarations d’intéréts des experts sont publiées sur le site internet https://dpi.sante.gouv.fr/.
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2 Eléments d’information sur le danger

2.1 Caractéristiques de Clostridium botulinum et des toxines
botuliques

2.1.1 Classification des toxines botuliques et des souches productrices

Clostridium botulinum appartient au genre Clostridium qui est affilié a la famille des Clostridiaceae, ordre
des Clostridiales, classe des Clostridia et division des Firmicutes. Le genre Clostridium est constitué
d’environ 200 espéces dont une quinzaine synthétisent des toxines entrainant des maladies chez I'étre
humain et/ou I'animal (Poulain et Popoff 2019). Ainsi, Clostridium botulinum est constitué d’'un ensemble
de souches bactériennes du genre Clostridium dont le point commun est la capacité a synthétiser une
toxine protéique appelée la toxine botulique. Les Clostridium botulinum sont classés en trois groupes (I,
Il, et lll) en fonction de leurs propriétés biochimiques et plus particulierement en fonction de leurs
propriétés protéolytiques (cf. tableau 1). Pour ces trois groupes, il existe également des espéces de
Clostridium qui correspondent a des bactéries biochimiquement trés proches des Clostridium botulinum
mais qui ne produisent pas de toxine botulique. Ces espéces sont rattachées a la classification par
groupe des Clostridium botulinum. D’autres espéces du genre Clostridium, autres que C. botulinum,
présentent des souches qui produisent aussi des toxines botuliques et constituent les groupes V2,V et
VI (cf. tableau 1) des Clostridium producteurs de toxine botulique.

Les Clostridium producteurs de toxine botulique sont aussi classés en fonction du type de toxine qu’ils
produisent. Neuf types de toxines botuliques ont été identifiés (A, B, C, D, E, F, G, H et X) mais seuls
sept types (A a G) sont pris en compte pour la classification des Clostridium botulinum car les toxines
de type H et X sont produites avec un autre type de toxine qui est majoritaire. Le tableau 1 (page 19)
donne la correspondance entre les groupes et les types toxiniques. De fagon générale, la classification
liée au type de toxine produite est la plus employée. Cette approche prend aussi en compte le fait que
différentes souches de Clostridium botulinum sont capables de produire simultanément deux ou trois
types de toxine, le plus souvent avec des taux de production différents selon les toxines. Le type de la
toxine produite majoritairement est indiqué en lettre majuscule et le type de la toxine minoritairement
produite est indiqué en minuscule. Sont ainsi classifiées des souches de Clostridium botulinum Ba, Bf,
Ab, Af, Bx, Bh et autres. Ces souches appartiennent généralement au groupe | des
Clostridium botulinum (Barash et Arnon 2014; Zhang et al. 2018; Poulain et Popoff 2019).

Il existe, au sein de certains types, différents sous-types qui se distinguent entre eux par leurs
séquences primaires, fruits de mutations dans le géne codant. Les types A, B et F comptent 8 sous-
types chacun, le type E 12 sous-types. Aucun sous-type n’a été mis en évidence pour les types C, D,
G, H et X, mais il existe pour les types C et D des toxines hybrides dites mosaiques C/D et D/C
(Woudstra et al. 2012). La toxine mosaique C/D est ainsi constituée de la chaine 1égére de la toxine de
type C et de la chaine lourde de la toxine de type D. La toxine mosaique D/C est constituée pour sa
part de la chaine légéere de la toxine de type D et de la chaine lourde de la toxine de type C (cf. figure
1). Le tableau 1 indique les différents sous-types identifiés. Pour éviter une inflation dans la désignation
de sous-types, a partir de 2015, la communauté scientifique a proposé qu’un nouveau sous-type ne soit
validé que si sa séquence en acides aminés différait de plus de 2,6 % de celle des autres sous-types
du méme type (Peck et al. 2017).

2 'espéce C. argentinense du groupe |V était initialement nommée Clostridium botulinum.
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Figure 1 : Schéma de la structure des toxines botuliques C, D, C/D et D/C (Woudstra et al. 2012)

2.1.2 Caractéristiques microbiologiques

2.1.2.1 Aspects microscopiques, macroscopiques et métaboliques

Les Clostridium botulinum sont des bacilles droits de grande taille pouvant aller jusqu’a 20 um de long
et 0,6 um de large. Les bactéries sont positives a la coloration de Gram. Les Clostridium botulinum sont
mobiles avec une ciliature péritriche. lls ont la capacité de sporuler, ce qui permet aux souches de
résister lorsque les conditions environnementales sont défavorables a la forme végétative. La forme
sporulée peut étre résistante a certaines opérations comme le traitement thermique ou la désinfection.

L’aspect macroscopique des colonies sur milieu gélosé est trés hétérogéne et il n’est pas possible de
dégager des caractéristiques générales, d’autant que leurs caractéres morphologiques évoluent
souvent au cours de la culture. Certaines souches, par ailleurs, ne se développent qu’en milieu liquide.

Le métabolisme des Clostridium botulinum est de type chimio-organotrophe fermentaire, les produits
terminaux du métabolisme sont des acides, généralement de type acétique, butyrique et propionique.

Le rOle physiologique des toxines botuliques n’est pas connu et leur présence n’est pas indispensable
a la survie et a la croissance des souches qui les produisent (DasGupta 2006).

2.1.2.2 Conditions et mécanismes de croissance, de sporulation et de toxinogenése

m Croissance

Les souches de Clostridium botulinum sont des anaérobies stricts, mais certaines souches peuvent
néanmoins se développer lorsqu’'un faible taux d’oxygéne est présent. La viabilit¢ des cellules
végétatives diminue graduellement en présence d’'oxygéne, de maniéere variable selon les souches.
Cependant les spores de C. botulinum peuvent survivre pendant de longues périodes a l'air et peuvent
germer en présence d’oxygéne (Lund et Peck 2013). Les autres conditions permettant la croissance,
en particulier la température, varient en fonction des groupes de Clostridium botulinum. Le tableau 1
indique les températures de croissance pour les différents groupes de Clostridium botulinum. Ces
températures de croissance sont assez similaires excepté pour le groupe Il, dont la température
optimale de croissance est plus basse de quelques degrés et dont les souches sont capables de se
multiplier dans un environnement froid, i.e. a partir de 3 °C. La température de toxinogenése est
généralement similaire a celle de la croissance. Un pH inférieur a 5 inhibe généralement la croissance
et la toxinogenése. Une forte concentration en sel (au-dessus de 5 %) inhibe la croissance des
Clostridium botulinum et la toxinogenése.

m Spore et sporulation
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La formation de spores bactériennes est observée dans de nombreux environnements naturels ou
anthropisés (Carlin 2011). La formation en zone humide des spores de C. botulinum de type C, D ou
mosaiques ou E a partir des cadavres d’animaux en décomposition contribue probablement a leur survie
et a leur dispersion (Espelund et Klaveness 2014). Les stades de développement et de dormance des
bactéries sporulantes, incluant les clostridies, peuvent étre représentés sous la forme d’'un cycle
biologique comprenant la germination d’'une spore, sa multiplication sous forme de cellules végétatives
dont certaines produisent a leur tour des spores (Dirre 2014). Lors du processus de sporulation, les
cellules végétatives se différencient pour donner des (endo)spores. Ces spores possédent des
capacités de résistance a des agents physiques ou chimiques sans commune mesure avec celles des
cellules végétatives dont elles sont issues. Les spores bactériennes peuvent rester en dormance et
sans activité métabolique pendant de trés longues périodes. La sporulation chez les Clostridiaceae est
déclenchée par un appauvrissement du milieu environnant en nutriments et/ou un signal de densité
cellulaire (quorum sensing). Le déclenchement du processus de sporulation lui-méme, ainsi que son
rendement (i.e. le nombre et la proportion de cellules végétatives qui formeront une spore) sont
variables selon les groupes et les souches, et sont sous la dépendance de nombreux facteurs
nutritionnels et environnementaux (Gauvry et al. 2017). La germination des spores est déclenchée par
des stimuli de natures diverses. Cependant, dans les environnements naturels, les inducteurs de
germination les plus probables sont généralement des molécules de petite taille de type acides aminés,
nucléosides, sucres, dont I'action peut étre amplifiée par des co-facteurs (lactate, cations Na* ou K*, ou
anions) (Setlow, Wang et Li 2017). La germination se traduit par une perte des propriétés de résistance
de la spore et un retour a la vie végétative lorsque les conditions favorables a la multiplication des
cellules (certaines sont rassemblées dans le tableau 1) sont présentes.

= Toxinogenese
Les toxines botuliques sont produites uniquement par les cellules végétatives. Les quelques travaux
relatifs a la régulation de leur synthése ne peuvent donner une vision exhaustive des facteurs modulant
la synthése des différents types de neurotoxine (Connan et al. 2013). Néanmoins, ils permettent d’établir
que:

- méme si des facteurs physiques (tels que la température) ou nutritionnels modulent la synthése des
toxines botuliques, celle-ci est possible pour tous les types de C. botulinum dans une trés large
variété de conditions environnementales et est favorisée par les mémes conditions que celles
favorisant la production des spores ;

- la synthése des toxines botuliques se produit préférentiellement en fin de phase exponentielle —
début de phase stationnaire de la courbe de croissance des cellules végétatives et décline pendant
la phase stationnaire ;

- méme sila co-régulation de la synthése des toxines botuliques avec les mécanismes de sporulation
varie selon les types de C. botulinum, les toxines sont produites, que le processus de multiplication
aboutisse ou non a la sporulation.
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Tableau 1 : Classification et caractéristiques physiologiques des C. botulinum et des espéeces de Clostridium neurotoxinogénes en conditions de laboratoire (adapté de Peng Chen et
al. (2012), Lund et Peck (2013), Popoff (2017), Moore et Lacey (2019), Anses (2020b))

Groupe Groupe | Groupe Il Groupe lll Groupe IV Groupe V Groupe VI
C. botulinum C. botulinum C. botulinum C. argentinense C. butyricum C. baratii
Protéolytique Non protéolytique Non protéolytique Protéolytique Non protéolytique | Non protéolytique
Type de toxines A B F B,E,F C,D G E F
ouines 52,84, 85, 6,57, B, baiont B (B £ E2 E¥ E6 ET,E8 EGEND
T ,Bf ’Ab)’ "E11, E12, B4 ou non protéolytique| C, C/D, D, D/C G E4, ES F7
F1, F2, F3. F4. F5. F8, X B, F6 ou non protéolytique F
Support des génes Chromosome/plasmide Chromosome/plasmide Phage Plasmide Plasmide Plasmide
codant les toxines
Bactéries C. nowyi C. subterminale
app_areqtees non C. sporogenes C. taeniosporum C. haemolyticum C. p(oteolytlcus C. butyricum C. baratii
toxinogénes C. schimacherense
Protéolyse + - - + - -
Saccharolyse - + - - + +
Croissance
Température 35-40 25-30 37-40 37 30-37 30-45
optimale (°C)
Température 10 25 15 / 12 10
minimale (°C)
pH minimum 46 5 51 46 48 3,7
aw minimum 0,94 0,97 0,97 0,94 ND ND
. P
%o NaCI inhibant la 10 5 5 10 ND 85
croissance

Légende : « + » : présence ; « - » : absence ; ND : non déterminé
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2.1.3 Caractéristiques des toxines botuliques

Les toxines botuliques constituent une famille de toxines protéiques qui ont une structure chimique et
des propriétés toxicologiques similaires, mais qui se distinguent entre elles par leurs caractéristiques
immunogéniques. Cette variabilité du pouvoir immunogéne a été utilisée pour les classifier en neuf types
ou sérotypes (A a H et X). Au-dela de ces différences immunogéniques, les différents types de
neurotoxines botuliques se distinguent aussi par des différences au niveau de :

e leur spécificité d’hétes ;

e leurs cibles moléculaires ;

e leur toxicité.

En fonction des acides aminés touchés par les mutations, les sous-types de toxines peuvent présenter
des caractéristiques distinctes au niveau de leur toxicité (p.ex. fixation sur les récepteurs, entrée dans
les cellules cibles), de leur mode d’action (p. ex. activité enzymatique de la chaine légére), de leurs
propriétés physico-chimiques (p.ex. stabilité), de leur antigénicité (p.ex. neutralisation par des anticorps
a finalité thérapeutique) (Mazuet et al. 2016).

2.1.3.1 Structure des toxines botuliques

Les toxines botuliques sont synthétisées simultanément avec d’autres protéines sous la forme de
complexes protéiques: la protéine Non Toxique Non Hémagglutinante (NTNH) retrouvée chez tous les
types et les hémagglutinines (Ha70 ; Ha 33 et Ha17) retrouvées chez les types A, B, C, D et G.

Quels que soient les types, les toxines botuliques sont synthétisées sous la forme d’'une chaine
polypeptidique monocaténaire qui est transformée post-traductionnellement en une molécule double
chaine d’un poids moléculaire de I'ordre de 150 kDa. Chaque toxine est constituée d’'une chaine dite
Iégére (LC) de 448 acides aminés, d’'un poids moléculaire de I'ordre de 50 kDa et d’'une chaine dite
lourde de 100 kDa (HC) de 832 acides aminés. Les deux chaines sont reliées entre elles par un pont
disulfure. La chaine légere est une enzyme endopeptidase de type métalloprotéase zinc dépendante et
porte I'activité biologique de la neurotoxine. La chaine lourde assure la liaison aux récepteurs neuronaux
(ganglioside et protéine vésiculaire).

2.1.3.2 Mécanisme d’action

Le mode d’action des toxines botuliques se décline en quatre étapes (cf. figure 2) : fixation sur les
récepteurs localisés sur la terminaison du neurone cible, internalisation dans la terminaison nerveuse
sous la forme d’un complexe BoNT/récepteur via une vésicule d’endocytose, translocation de la chaine
Iégére du compartiment vésiculaire vers le cytosol aprés rupture du pont disulfure et action protéolytique
de la chaine légere sur sa protéine cible du complexe SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive
fusion protein attachment receptor). Chaque chaine légére clive une protéine cible du complexe SNARE
qui intervient dans la fusion des vésicules synaptiques avec la membrane plasmique. La perte d’activité
des protéines du complexe SNARE provoque l'inhibition de la libération de I'acétylcholine (Tehran et
Pirazzini 2018; Lindstrdm et Korkeala 2006). La diminution de la quantité d’acétylcholine libérée se
traduit par une baisse de la contraction musculaire et I'apparition d’'une paralysie dite flasque. Selon son
type, chaque neurotoxine a comme substrat une protéine spécifique du complexe SNARE et un site de
clivage propre. La diversité des sites de clivage selon les types de toxines pourrait expliquer les
différences observées en termes de nature, de délai d’apparition et de durée des signes cliniques.
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Figure 2 : Schéma du mode d’action des toxines botuliques dans les neurones (en jaune sur le schéma)
(Arnon et al. 2001)

2.1.3.3 Toxicité

Les toxines botuliques sont les agents causaux du botulisme, une maladie qui est retrouvée chez
'’Homme sous cing formes (cf. 2.2.1). Les toxines botuliques sont considérées comme les toxines les
plus létales connues (Arnon et al. 2001). Le type A est considéré comme le plus létal et, pour ce type,
les doses létales chez ’'Homme sont estimées a 1 ug.kg™"' par voie digestive, 10 a 15 ng.kg"' par voie
inhalée et 1 a 2 ng.kg™! par voie parentérale. Les toxines botuliques n’ont pas d’effet par la voie cutanée
car la peau saine assure une barriére efficace. Les toxines botuliques de type A, B, E et plus rarement
F sont les types les plus fréquemment retrouvés dans le botulisme humain (Snow et al. 2021).

2.2 Maladie humaine

En France, le botulisme humain est une maladie a déclaration obligatoire. Dans ce cadre, toute
suspicion de botulisme humain implique (article L3113-1 du code de la santé publique) sa déclaration a
'agence régionale de santé (ARS) et sa confirmation biologique par le Centre National de Référence
(CNR) des bactéries anaérobies et du botulisme (Institut Pasteur de Paris).

2.2.1 Généralités, signes cliniques et aspects épidémiologiques

En matiére de botulisme chez I'étre humain, la suspicion clinique et le diagnostic présumé sont établis
sur la base des signes cliniques et des informations épidémiologiques.

Le botulisme doit étre suspecté chez un patient non fiévreux, avec apparition aigué de signes et
symptdbmes d’'une atteinte bilatérale des nerfs craniens, suivie d’'une paralysie flasque bilatérale
descendante des muscles volontaires qui peut évoluer vers des troubles respiratoires critiques et méme
la mort.
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Chez les nourrissons, le botulisme est suspecté s'il y a apparition aigué d'une diminution de la succion,
de I'apparition d’une ptose palpébrale3, d’inactivité et de constipation.

Les symptdmes étant trés caractéristiques, le diagnostic présomptif peut étre établi sur la base des
seules observations cliniques. La gravité des signes cliniques dépend de la quantité de toxine botulique
absorbée et du type de toxine ; des formes frustes (troubles visuels et/ou troubles digestifs) peuvent
survenir.

Cinqg types de botulisme sont classiquement décrits, selon le mode de contamination et d’exposition a
la toxine: botulisme alimentaire (intoxination), botulisme intestinal (toxi-infection), botulisme par
blessure, botulisme iatrogéne et botulisme par inhalation. Le botulisme alimentaire et le botulisme
intestinal du nourrisson sont les deux formes les plus rencontrées chez ’lHomme. Les signes cliniques
associés aux différentes formes de botulisme, le diagnostic différentiel ainsi que le traitement sont
présentés en détail dans le rapport socle (Anses 2021a). Ci-dessous, quelques aspects
épidémiologiques sont présentés pour chaque type de botulisme incluant, au regard d'une des
questions de la saisine, une mise en perspective dans un contexte professionnel d'abattage des bovins.
Le botulisme iatrogéne, lié a un surdosage de toxine lors d’un traitement médical ou cosmétique, n’est
pas abordé. Il n’est pas concerné par la saisine et aucun cas n’a été décrit en France jusqu’a présent.

2.2.1.1 Botulisme alimentaire (intoxination)

Le botulisme alimentaire est la principale cause de botulisme humain. Il résulte d’'une intoxination par
voie digestive due a la présence de la toxine préformée dans un aliment. Celui-ci est décrit sur tous les
continents et est d’incidence variable. En Europe, ce sont surtout des conserves et des produits de
fabrication familiale ou artisanale qui sont concernés, essentiellement des salaisons, des charcuteries
(le porc est souvent impliqué) ou encore des conserves de végétaux. Dans quelques cas, plus rares,
des aliments du commerce ou des repas au restaurant ont été impliqués. Aprés ingestion, la toxine
résiste a I'acidité gastrique et aux enzymes digestives et est absorbée principalement par le duodénum
et le jéjunum. Elle passe ensuite dans la circulation sanguine. Les sérotypes A, B et E sont clairement
associés au botulisme alimentaire.

Dans un contexte professionnel d’acquisition en filiere bovine et particulierement a I'abattoir, seule une
exposition a de la toxine botulique provenant d’'un animal en incubation pourrait survenir (cf. 2.3.5). La
toxine pourrait se déposer sur les mains souillées d’un travailleur et étre ingérée suite a un manque
d’hygiéne élémentaire.

2.2.1.2 Botulisme infantile (toxi-infection)

Cette toxi-infection survient lorsque des spores de C. botulinum sont ingérées. Ensuite, les spores
germent, les bactéries se multiplient dans le tractus gastro-intestinal et libérent la toxine produite in situ.
Ce botulisme survient chez I'enfant 4gé de six jours a 12 mois, mais surtout chez des nourrissons de
deux a huit mois. Une faible dose de 10 a 100 spores de C. botulinum suffit a induire la colonisation
intestinale et la production de toxine. Le microbiote intestinal qui, normalement, a un effet inhibiteur sur
la croissance de C. botulinum dans le tractus digestif, pourrait ne pas étre suffisamment développé ou
ne pas jouer son role inhibiteur chez les nourrissons de moins d'un an (Popoff 2018).

2.2.1.3 Botulisme infectieux de I'adulte (colonisation intestinale) (toxi-infection)

Cette forme rare et mal comprise est similaire au botulisme infantile, mais survient chez un adulte. I
n'existe pas de critéres clairs pour distinguer les symptémes de ces cas de toxi-infection des autres cas
de botulisme chez I'adulte. Elle implique généralement les toxines de type A, mais les toxines de type
B et F ont quelquefois été incriminées. Chez ces patients, des spores, bactéries et toxines sont

3 Déroulement plus ou moins important de la paupiére supérieure et impotence totale ou partielle du muscle
releveur, qui provoque un abaissement plus ou moins marqué du bord inférieur de la paupiére.
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retrouvées dans les selles et des spores peuvent aussi étre retrouvées dans les restes d’aliments
consommés, mais aucune toxine préformée n'y est retrouvée. Le microbiote intestinal, normalement
bien établi et pleinement fonctionnel aprés la petite enfance, prévient la colonisation du tube digestif par
la bactérie. Il est possible qu'un déséquilibre du microbiote (dépression immunitaire, utilisation
prolongée d’antibiotiques ou chirurgie intestinale) soit en cause. Cette dysbiose est suggérée mais en
raison du manque de connaissances sur le microbiote intestinal, les causes exactes de l'altération de
ce dernier restent inconnues. Lorsque la toxine F a été impliquée, la maladie a été causée par C. baratii
(Birch et Bleck 2019).

Les conditions médicales (citées précédemment) prédisposant a un botulisme infectieux de I'adulte sont
reconnues suffisamment graves et incompatibles avec un travail a I'abattoir pour que I'exposition
professionnelle causant un botulisme infectieux ne soit pas considérée dans ce rapport.

2.2.1.4 Botulisme par blessure (inoculation)

Le botulisme par blessure est une toxi-infection dont le mécanisme est identique a celui du tétanos. Les
spores de C. botulinum peuvent contaminer les plaies. En situation d’anaérobiose, la bactérie peut s’y
développer et y produire la toxine (majoritairement de type A ou B). Cette forme de botulisme, beaucoup
plus rare que le tétanos (Popoff 2018), est, depuis les années 1980, presque exclusivement liée a
l'utilisation de drogues injectables, en particulier I'héroine. Auparavant, les cas de botulisme de plaie
(Austin, communication personnelle) survenaient a la suite de fractures ouvertes, de plaies
traumatiques profondes ou de plaies punctiformes contaminées par des corps étrangers. Il est essentiel
que la blessure contaminée par C. botulinum soit suffisamment profonde pour créer des conditions
d’anaérobiose permettant, aprés la germination de spores de C. botulinum, la production de toxine.
Wapen et Gutmann (1974 ) rapportent un cas de botulisme consécutif a une blessure de type « abrasion/
lacération » (selon les termes utilisés par les auteurs). Cependant, la blessure a nécessité un
débridement des tissus dévitalisés, confirmant la présence d’'une plaie profonde, ayant créé un milieu
anaérobie (Wapen et Gutmann 1974). Aussi, dans presque tous les cas de botulisme par plaies
survenus en ltalie, les patients étaient des ouvriers de chantier ou des ouvriers agricoles victimes de
blessures traumatiques (Anniballi, communication personnelle).

Dans le contexte du travail en abattoir, toute manipulation de couteau sera considérée comme une
exposition professionnelle possible (exposition par inoculation a la suite d’'une blessure ou d’'une
coupure avec un objet possiblement contaminé par des spores, des cellules végétatives ou des toxines).
Cependant, méme s'ils confirment la possibilité théorique de botulisme par blessure chez des
travailleurs, plusieurs auteurs (Austin, Chatham-Stephens, Jacobs Slifka, De Rosa, communications
personnelles) n’ont, a leur connaissance, jamais vu par expérience ou dans la littérature scientifique de
cas spécifiquement liés a des activités de travailleurs en abattoir.

2.2.1.5 Botulisme d’inhalation

Le botulisme par inhalation est trés rare (Popoff 2018; Rao et Maslanka 2018). Quelques cas ont été
signalés chez des employés de laboratoire (Holzer 1962), qui manipulaient une grande quantité de
toxines, et chez quelques personnes, a la suite de l'utilisation intranasale de cocaine contaminée
(MacDonald et al. 1985; Kudrow et al. 1988), dont des cas en France au début des années 2000 (type
B) (F. Roblot et al. 2006). La présence d’une sinusite a C. botulinum ou une absorption directe a travers
une muqueuse nasale ont été suggérées comme hypothéses étiologiques.

Les conditions de travail et la nécessité que des toxines soient présentes en grande quantité au niveau
des muqueuses nasales des travailleurs en abattoir rendent trés improbables un botulisme par
inhalation. L’inhalation seule de spores, par un travailleur exposé en abattoir, ne causera pas de
botulisme car au niveau des voies respiratoires supérieures et inférieures les conditions d’anaérobiose
nécessaires a la germination des spores et a la production de toxine ne sont pas présentes. En effet,
tenant compte de la présence ubiquitaire de spores de C. botulinum dans I'environnement, elles sont
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strement souvent inhalées mais aucun cas de botulisme par inhalation n’est rapporté dans la population
générale ni chez les travailleurs d’abattoir. A la suite d’inhalation de spores, il peut y avoir remontée
mucociliaire de spores qui peuvent étre ensuite dégluties. Seuls le botulisme infantile et le botulisme
infectieux de I'adulte pourraient étre causés par ce mécanisme.

2.2.1.6 Evolution clinique

Le traitement est au début symptomatique (prévention d’une insuffisance respiratoire) et peut étre
complété le plus rapidement possible, par I'administration d’'une antitoxine heptavalente (Pegram et
Stone 2020; Rao et Maslanka 2018).

La majorité des patients, rapidement diagnostiqués et pris en charge, guérissent sans séquelle.
Cependant, selon la gravité de I'atteinte, la guérison peut survenir aprés plusieurs mois. L'amélioration
clinique est liée a I'apparition de nouvelles terminaisons nerveuses, c’est pourquoi la rémission compléte
peut ne survenir qu’un an apres I'apparition des signes et symptémes.

Les patients ayant eu besoin d'une ventilation mécanique sont sevrés en moyenne aprés 58 jours
(toxine de type A) et 26 jours (toxine de type B) (Hughes et al. 1981).

Actuellement, avec un diagnostic et des soins de support rapides, le taux de mortalité du botulisme est
faible, moins de 1 % pour le botulisme infantile et moins de 10 % pour les autres formes (Pegram et
Stone 2020).

2.2.2 Données de surveillance humaine

Préalablement a I'analyse des données de surveillance, le GT souligne la différence de définition
existant en santé humaine et en santé animale entre les termes « cas » et « foyer » de botulisme.

En santé humaine, le « cas de botulisme » désigne un seul individu, tandis que le « foyer de botulisme »
désigne un ou plusieurs individus.

En santé animale, les termes « cas » et « foyers » désignent deux populations animales différentes,
quel que soit le nombre d’animaux concernés : le terme « cas » est uniquement utilisé pour des
infections en faune sauvage (et peut concerner un ou plusieurs animaux) alors que le terme « foyer »
est utilisé pour des infections chez les espéces domestiques.

2.2.2.1 Surveillance des cas de botulisme humain en France

Ce bilan présente la situation du botulisme humain en France a partir des données épidémiologiques
de Santé publique France et des investigations biologiques du CNR.

Le nombre annuel de cas et de foyers reste stable pour la période de 2008 a 2018. Au cours de ces dix
années, trois a 13 foyers (incidence annuelle moyenne de 7,5 foyers/an) et quatre a 25 cas (incidence
annuelle moyenne de 14,5 cas/an) de botulisme humain d’origine alimentaire sont observés
annuellement en France. L’incidence du botulisme est probablement sous-estimée du fait de formes
cliniques frustes, comme celles se limitant a des troubles visuels passagers et qui ne font pas I'objet
d’examens complémentaires (Mazuet et al. 2018; P. Roblot et al. 1994).

Parmi les 100 foyers de botulisme humain recensés sur la période 2008-2018, 82 foyers (89,8 % des
cas) étaient d’origine alimentaire, 17 (9,6 % cas) foyers correspondaient a du botulisme infantile et 1
foyer (0,6 % des cas) a du botulisme par blessure, observé en 2008 a la suite d’'une fracture ouverte de
la jambe chez un accidenté de la route. Le botulisme par inhalation est extrémement rare en France :
un unique foyer (deux cas) a été rapporté sur la période 1987-2019 par inhalation de cocaine.

m Foyers de botulisme d’origine alimentaire
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Entre 2008 et 2018, 82 foyers de botulisme humain d’origine alimentaire ont été recensés en France.
lls représentent un total de 159 cas (impliquant entre un et six personnes par foyer). Le type B est
responsable de 53 foyers (et 106 cas) soit 64 % des foyers et 67 % des cas, le type A de 15 foyers (et
30 cas) soit 18 % des foyers et 19 % des cas. Les types E (deux foyers) et F (deux foyers) sont a
I'origine de quatre et cinq cas respectivement. Enfin, pour 10 foyers (14 cas) il n’a pas été possible de
déterminer le type toxinique a l'origine des foyers ou des cas (prélevements biologiques absents,
insuffisants ou trop tardifs, aliment non identifié ou indisponible). Faute de restes alimentaires
disponibles pour analyse, I'aliment responsable n’a pu étre identifié que dans 41 foyers (soit 50 %).

La figure 3 présente les caractéristiques des foyers de botulisme humain sur la période 2008-2018 pour
lesquels la source alimentaire a été identifiée. Parmi les 41 foyers, 28 foyers ont pour origine des
préparations familiales et 13 des préparations commerciales (King 2008) et/ou artisanales (Pingeon et
al. 2011). Les deux sources principales d’aliment sont le jambon cru (17 foyers) ainsi que les conserves
de légumes (12 foyers). D’autres produits de charcuterie sont impliqués (7 foyers). Enfin, trois aliments
composites, un poisson fumé et salé (King et al. 2009) et de la viande hachée ont également été a
I'origine de foyers de botulisme. Les types A et B restent largement majoritaires et aucun foyer/cas de
botulisme humain de type C, D ou mosaique C/D ou D/C n’a été recensé en France durant cette période.
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Figure 3 : Répartition des foyers de botulisme alimentaire avec identification de la source alimentaire (n = 41) en
France entre 2008 et 2018 en fonction du type de préparation, de la nature de I'aliment, de I'origine des aliments
et du type de toxine botulique.

D’aprés (Mazuet et al. 2011; Mazuet et al. 2018; Mazuet et al. 2014)

m Cas de botulisme infantile en France

Le premier cas de botulisme infantile a été identifié en France en 2004 (King et al. 2010). Au cours de
la période 2004-2018, 19 cas de botulisme par colonisation intestinale ont été signalés chez des enfants
(17 4gés de moins de 12 mois et deux cas a I'age de 12 et 18 mois). Neuf étaient atteints de botulisme
de type A et dix de type B. Tous les échantillons d'aliments éventuellement impliqués ont fourni un
résultat négatif (y compris les six échantillons de miel). Une contamination environnementale a été
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suspectée dans deux cas (Bernardor et al. 2018). En conclusion, I'origine des cas de botulisme infantile
en France sur la période 2004-2018 reste inexpliquée.

2.2.2.2 Situation dans d’autres pays

L’analyse des données de surveillance du botulisme humain dans le monde sur la période 1976-2018
réalisée par le GT socle indique que :

- laforme de botulisme la plus fréquente est le botulisme alimentaire (ingestion de toxine préformée).
Le botulisme infantile est majoritaire parmi les autres formes de botulisme ;

- les types de toxines botuliques a l'origine des cas humains sont les types A et B puis E,
occasionnellement F.

2.2.2.3 Foyers de botulisme alimentaire associés aux produits carnés et laitiers bovins

Les produits carnés d’origine bovine ont rarement été identifiés comme source de botulisme. En France,
seuls deux foyers ont été identifiés : saucisse de boeuf et de volailles (type B — 4 cas) en 2003 (Espié
et al. 2003) et viande hachée en sauce (C. baratii type F — 3 cas) en 2015 (Mazuet et al. 2017) ;

S’agissant des produits laitiers, une revue de Lindstrom et al. (2010) ne rapporte que 20 foyers
documentés de cas humains associés (de fagon plus ou moins convaincante et directe) a des produits
laitiers sur une période couvrant prés d’un siécle (entre 1912 et 2007) dans le monde dont un en France
en 1973. Les types incriminés sont A et B, aucune toxine de type C, D ou mosaiques n’est mentionnée.

Pour 'ensemble de ces foyers, les facteurs contribuant a la toxinogenése étaient un défaut de procédé
(e.g. traitement thermique insuffisant, fermentation non maitrisée), une rupture de la chaine du froid ou
des mauvaises conditions de conservation du produit (température et durée).

2.2.2.4 Cas de botulisme liés a une exposition professionnelle en abattoir

Une demande a été faite par le GT auprés des autorités de santé de plusieurs pays, concernant
I'existence de cas de botulisme de plaie ou par inhalation chez des travailleurs en abattoir. Aucun des
19 pays* qui ont répondu n’avait recensé de tels cas.

2.2.3 Evaluation du caractére zoonotique des Clostridium botulinum du groupe
lll (types C, D, et mosaiques)

Le caractere zoonotique des Clostridium du groupe Il (objet de la présente saisine) a été évalué sur la
base de 'examen des données épidémiologiques internationales (cas de botulisme humain liés a ces
toxines dans un contexte de transmission par des denrées alimentaires d’origine animale) et des
résultats d’essais in vitro et in vivo sur I'effet des toxines sur I'étre humain.

2.2.3.1 Analyse des publications sur les cas humains

Dans la littérature scientifique, neuf publications ont pu étre identifiées sur la base d’'une revue récente
(Rasetti-Escargueil, Lemichez et Popoff 2019). Elles ont été analysées, puis classées en foyers de
botulisme alimentaire suspectés ou confirmés selon les critéres de définition de cas actuellement utilisés
par le CNR et Santé publique France (Anses 2021a). Deux publications portant sur des cas survenus

4 Pays ayant répondu : Allemagne, Angleterre, Argentine, Autriche, Belgique, Bulgarie, Danemark, Ecosse,
Etats-Unis, Finlande, Estonie, Irlande, Italie, Lettonie, Luxembourg, Monaco, Pologne, Suéde, Suisse.
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chez des primates ont également été examinées. Une publication récente (Semenko et al. 2020) fait
mention de foyers suspectés de botulisme alimentaire de type C, mais elle n’a pas fait 'objet d’'une
analyse par le GT du fait de I'absence de précisions sur la définition des cas.

L’analyse critique des publications sur les cas humains réalisée par le GT socle a conduit a identifier,
au niveau international, entre 1950 et 2006 (Anses 2021a) :

. deux foyers de botulisme de type C confirmés (un alimentaire et un infantile, cinq cas au total
dont un décés ; France, Japon) ;

. quatre suspicions cliniques de botulisme de type C (sept cas dont deux déces ; USA, ex-URSS,
France) ;

. un foyer de botulisme de type D suspecté (deux cas ; Tchad) ;

. six foyers sans confirmation du type (B ou C) (14 cas dont quatre décés ; ex-Rhodésie, Sénégal,
France).

Par ailleurs, deux foyers de botulisme alimentaire de type C ont été décrits chez des primates en
captivité. En ce qui concerne les sources de contamination, celles-ci n’ont pas été confirmées et une
incertitude persiste quant a I'origine zoonotique des cas rapportés.

m Incertitudes
Les principales incertitudes identifiées au cours de cette analyse sont liées a la méthode de diagnostic.

Avant 1970, le diagnostic de botulisme humain est essentiellement confirmé biologiquement par la mise
en évidence d’une toxine préformée présente dans 'aliment suspect. Le diagnostic sur sérum du malade
n’était pas réalisé en France avant 1970. L’hypothése que des cas de botulisme C ou D aient ainsi pu
échapper au diagnostic peut donc étre raisonnablement émise.

La mise a disposition de méthodes performantes de typage des toxines sériques et de criblage des
génes chez C. botulinum est plus récente. Mais, elle correspond a une période ou l'incidence du
botulisme est plus faible. L’existence de telles méthodes a une période ou I'incidence était plus élevée
aurait peut-étre permis de révéler d’éventuels cas de botulisme D et de documenter I'origine zoonotique
de plus nombreux cas de botulisme alimentaire de type C.

De maniére générale, une certaine hétérogénéité quant aux méthodes de typage mises en ceuvre en
ce qui concerne plusieurs paramétres peut étre constatée dans les différentes études disponibles. Le
poids recommandé des souris, le volume injecté, le titrage de la toxine avant la séroneutralisation, les
temps d’incubation, le titre des sérums anti-toxines varient selon les laboratoires et les études publiées,
ce qui constitue également une source d’incertitude.

2.2.3.2 Effet des toxines botuliques de type C et D sur I'étre humain

Deux types d’essais ont été réalisés pour connaitre I'action des toxines botuliques de type C et D sur
I'étre humain :

. des essais in vitro sur des cultures de cellules nerveuses ou sur des muscles squelettiques
isolés ;
. des essais in vivo par injection dans des muscles squelettiques chez des volontaires.

L’effet in vitro sur préparation de muscle humain isolé est mesuré par la diminution de paramétres
électrophysiologiques. L’effet sur un muscle de la paroi abdominale de la toxine de type C (108 M) est
voisin de celui de la toxine de type A prise comme référence alors que la toxine de type D n’a aucun
effet, méme aux fortes doses (Coffield et al. 1997). Cependant, un effet de la toxine de type D peut étre
décrit sur d’autres préparations musculaires (muscle intercostal) (Anderson et al. 2009). L'examen de
I'effet de la toxine de type D sur les cultures de cellules nerveuses (2 systémes humains et 3 systémes
murins - rat et souris) dexplants primaires montre des différences importantes d’activité
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comparativement a la toxine de type A (Pellett ef al. 2015). Une concentration efficace médiane (ECso)
de 50 Ul est obtenue. Cette valeur d’efficacité est 150 fois inférieure a celle obtenue avec la toxine de
type A1 (Pellett et al. 2015). Ces différences suggérent des modes de pénétration dans les cellules
cibles et des mécanismes d’action différents entre la toxine de type D et les toxines de type A ou E
(Pellett et al. 2015).

Les essais in vivo chez I'étre humain ont été réalisés soit sur des volontaires soit sur des patients.

L’effet des toxines de type C ou D a été comparé a celui de la toxine de type A sur les muscles des
extenseurs de doigts de pieds de volontaires (Eleopra et al. 1997). L’effet de la toxine de type C est trés
voisin de celui obtenu avec la toxine de type A. Ce test sur 15 volontaires a été suivi par un test
thérapeutique sur trois patients avec des résultats rapides et prolongés (12 semaines) (Eleopra et al.
1997). Au contraire, I'effet de la toxine de type D est nul a faible dose (3 Ul) et trés modéré a forte dose
(10 Ul) comparé aux effets du méme type toxinique sur rat ou sur souris (Eleopra et al. 2013).
Néanmoins, la toxine de type D a un effet inhibiteur sur les synapses cholinergiques autonomes. Cet
effet est démontré par un test de sueur® sur quatre volontaires. L’effet est proportionnel aux doses
administrées pour les deux toxines A et D, mais inférieur de moitié pour la toxine de type D comparé a
celui obtenu avec la toxine de type A (Dressler et al. 2019).

En conclusion

L’analyse critique des publications sur les cas humains a conduit a identifier entre 1950 et 2006 au
niveau mondial : deux foyers de botulisme de type C confirmés (cinq cas dont un déces ; France, Japon)
et 11 foyers suspects (C, D ou indéterminé).

Les essais in vitro et in vivo réalisés pour évaluer les effets des toxines C et D montrent que :
. la toxine C présente un effet similaire a celui de la toxine A ;
. I'effet de la toxine de type D est nul a faible dose et trés modéré a forte dose.

Les données épidémiologiques disponibles permettent d’établir une relation causale entre I'exposition
a la toxine botulique et/ou Clostridium botulinum de type C et la survenue de cas de botulisme
alimentaire humain (deux foyers confirmés). Néanmoins, les sources de contamination n’ont pas été
formellement confirmées et une incertitude faible demeure sur 'origine zoonotique de ces cas.

S’agissant du type D, un seul foyer de botulisme alimentaire a été identifié dans le monde sur la période
étudiée, pour lequel I'exposition alimentaire a la toxine botulique de type D n’a été que suspectée.

Les cas de botulisme humain de types C et D sont donc rarissimes comparativement a ceux de types
A, B, E et F. Plusieurs hypothéses sont émises pour expliquer la quasi absence de cas liés aux types
C, D, C/D, D/C : faible sensibilité de I'hote, faible exposition humaine, défaut de surveillance.

- La faible sensibilité de I'héte aux toxines est I'hypothése privilégiée. Plus précisément, les
essais in vivo réalisés par injection intradermique montrant l'efficacité de la toxine
(particulierement de type C), la faible sensibilit¢é correspondrait a une faible absorption
intestinale des toxines. Par ailleurs, les résultats d’essais sur la toxine de type D suggérent des
modes d’action différents de ceux de la toxine de type A.

*  L’hypothése d’une faible exposition aux types C et D est difficile a justifier d’aprés les données
disponibles aux niveaux des élevages d’animaux de production. Ces données montrent la
présence des spores dans les réservoirs. L’exposition aux spores de type C et D est donc
possible et la question de sa fréquence se pose également pour le botulisme infantile. En
revanche, les données relatives a I'écophysiologie des types C et D montrent qu’il est plus facile
de contrdler la croissance et la toxinogenése de ces types toxiniques dans les aliments au moins
par rapport aux types A et B (cf. section 2.4.1).

* La sensibilité du systéme de surveillance ne semble pas étre en cause. Les méthodes de
diagnostic permettent de détecter 'ensemble des toxines. Toutefois, la faible toxicité des types

5 Test de l'effet de la toxine injectée par voie intradermique sur la sécrétion de sueur
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C et D pourrait étre a I'origine de formes frustes qui ne seraient pas détectées par les systémes
de surveillance.

2.3 Maladie animale

2.3.1 Aspects réglementaires

Pour les animaux, Clostridium botulinum est classé comme danger sanitaire de 1 catégorie (article
L201-1 du Code rural et de la péche maritime) chez « toutes les espéces sensibles ». Toute suspicion
implique un signalement a la direction départementale en charge de la protection des populations
(DDPP) et sa confirmation biologique par le Laboratoire National de Référence (LNR) (Anses /
Laboratoire de Ploufragan-Plouzané-Niort - site de Ploufragan) et/ou le CNR. En revanche, en I'absence
d’arrété ministériel les imposant (aucune mesure de gestion n’a été définie a I'échelon national), les
mesures appliquées dans les élevages suspects ou reconnus atteints restent, au titre de 'article L 223-
1 du Code rural et de la péche maritime, de la prérogative du préfet qui, en fonction de la situation locale
et sur la base de conseils fournis par la DGAL, les prescrit par arrété préfectoral de surveillance (APMS)
et/ou d’infection (APDI). Le statut du botulisme en tant que maladie réglementée devrait cependant étre
prochainement modifié du fait de I'obligation de mise en conformité de la réglementation frangaise avec
le Réglement (UE) 2016/429 du Parlement Européen et du Conseil du 9 mars 2016, dit « Loi de santé
animale » (LSA). La LSA a, en effet, désigné et réparti en cing catégories (A a E) une liste des maladies
transmissibles aux animaux ou aux étres humains devant étre soumise dans chaque Etat-membre,
selon leur niveau de catégorisation, aux mesures de prévention et de lutte fixées. Cependant, le
botulisme ne figure pas dans cette liste. L'entrée en vigueur de la LSA étant prévue en 2021, une
nouvelle liste de maladies réglementées (remplacgant I'actuelle liste des dangers sanitaires) est attendue
en France, de laquelle le botulisme, non catégorisé au titre de la LSA, devrait étre exclu. Il est probable
néanmoins, qu’une liste complémentaire de maladies réglementées puisse étre constituée en France
(maladies d’intérét national), dans laquelle le botulisme pourrait étre introduit, & charge pour I'Etat de
fixer les mesures de gestion applicables a I'échelon national.

2.3.2 Données de surveillance relatives au botulisme bovin en France

Les cas de botulisme sont actuellement confirmés par deux laboratoires, le CNR et le LNR.
Historiquement, c’est le CNR qui établissait les diagnostics de botulisme, a la fois chez I'étre humain et
les animaux. En 2012, un LNR a été créé au laboratoire de I'’Anses de Ploufragan dans l'unité Hygiéne
et Qualité des Produits Avicoles et Porcins (HQPAP), associant I'unité Epidémiologie Santé et Bien-étre
(EPISABE) ainsi que la Plateforme IdentyPath du Laboratoire de Sécurité des Aliments de I'Anses
Maisons-Alfort. Depuis cette date, une partie des diagnostics animaux y sont effectués, sur les volailles
dans un premier temps puis les oiseaux sauvages. En 2017, le LNR a commencé a diagnostiquer
également des foyers chez les bovins.

Des données complémentaires ont été identifiées auprées d’autres partenaires : il est probable que le
botulisme chez les bovins ne fasse pas toujours I'objet d'une demande d’analyse de confirmation aupres
du laboratoire de référence. Des informations complémentaires sur les suspicions (données issues des
demandes d’indemnisation des mortalités pour botulisme) sont probablement disponibles auprés des
Groupements de défense sanitaire (GDS) mais elles n’ont pas été recherchées dans le cadre de cette
saisine.

L’analyse présentée ici porte sur la période 2009-2019 a partir des données disponibles sur les cas
confirmés provenant a la fois du CNR (de 2009 a 2019) et du LNR (de 2013 a 2019). Le nombre de
foyers de botulisme bovin est disponible a partir de 2009 pour le CNR et 2017 pour le LNR. Une analyse
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complémentaire a pu étre conduite a partir des données du LNR permettant de décrire plus finement
les caractéristiques de la maladie, notamment sa géolocalisation, et son évolution dans les élevages
depuis 2013.

2.3.2.1 Répartition des foyers de botulisme par espéce

Sur la période 2009-2019, 592 foyers de botulisme animal ont été recensés dont 120 concernant les
bovins, soit 20,3 %.

Catégone d'espéce animale

. Oiseaux délevage

. Ciseaus sauvages

B covns

. Animaux sauvagesZoo
Chiens / Chats

B roiccons

. Autres

Figure 4 : Répartition des foyers botuliques recensés de 2009 a 2019 par catégorie d’espéce (n = 592)
(Source CNR/LNR)
Chaque année, une dizaine de foyers sont recensés dans l'espéce bovine. Ce nombre fluctue
néanmoins selon les années et semble, pour les bovins, en augmentation a partir de 2015 (cf. figure 5)
parallelement a une optimisation méthodologique de I'’échantillonnage/détection. Cette tendance a
'augmentation semble se confirmer : le LNR et le CNR ayant confirmé 22 épisodes en élevages bovins
en 2020.

100 -
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50 -

Nombre de foyers

2000 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 "'116 2019
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Figure 5 : Evolution du nombre de foyers de botulisme pour les bovins recensés de 2009 & 2019 (n = 120)
(Source CNR/LNR)
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2.3.2.2 Répartition des types de C. botulinum

Le type mosaique D/C représente la forme dominante chez les bovins (n = 82 foyers) suivie de la forme
C (n = 12 foyers) (figure 6), contrairement aux oiseaux pour lesquels la forme mosaique C/D domine.
Avant 2010, le diagnostic biologique se faisait trés majoritairement sur sérum par la méthode de
séroneutralisation qui ne permettait pas de faire la distinction des formes mosaiques. Depuis cette date
et la mise en ceuvre de techniques PCR, les formes mosaiques sont devenues les formes majoritaires,
aussi bien chez les oiseaux que chez les bovins.

Type de toxine botulique

D

o

Jui
|
-\)
Ei

O_s E

Figure 6 : Répartition des types de botulisme pour les foyers de bovins recensés de 2010 a 2019 (n = 118)
(Source CNR/LNR)

A partir des données du LNR, plus détaillées et exhaustives, obtenues sur 36 foyers, une analyse plus
fine a pu étre réalisée sur la période 2017-2019 permettant d’aborder d’autres indicateurs. Cette analyse
est présentée ci-dessous.

2.3.2.3 Répartition géographique

La maijorité des foyers en élevages de bovins se développent dans le grand ouest de la France,
notamment en Bretagne, région de forte production (56 % des foyers bovins), mais des cas groupés ont
pu étre observés dans d’autres régions (cf. Figure 7). Une augmentation du nombre de foyers confirmés
de botulisme bovin a été observée sur la période mai-juillet 2020 dans des élevages situés dans les
régions de Bretagne, Pays de la Loire et Poitou-Charentes, avec un total de 12 foyers (type D/C)
confirmés sur une période de dix semaines (Le Maréchal et al. 2020).

Méme si la Bretagne semble étre la région la plus concernée par les cas de botulisme tant bovin
qu’aviaire, aucune corrélation n’a pu étre mise en évidence entre les pics de survenue dans ces deux
filieres.

Version finale page 31/112 juillet 2021



Anses e Rapport d’expertise collective Saisine 2019-SA-0112 (botulisme bovin)

Figure 7 : Répartition des foyers de botulisme bovin recensés de 2017 a 2019 (n = 36)
(Source LNR) Les cercles représentent de 1 a 3 foyers selon leur surface.

2.3.2.4 Autres parameétres étudiés

D’autres paramétres ont été investigués (mortalité, &ge de survenue de la maladie et type de production
notamment) mais le nombre de données et/ou leur fiabilité sont insuffisants pour conclure. Sur la base
des foyers confirmés, aucun effet saisonnier n’a pu étre mis en évidence sur la survenue de cas chez
les bovins, contrairement a ce qui a pu étre observé chez les oiseaux.

2.3.2.5 Situation dans les autres pays européens

Les données de surveillance récoltées dans le cadre du projet européen ANIBOTNET par six autres
pays (ltalie, Belgique, Pologne, Pays-Bas, Irlande et Espagne) et sur la période 2016 a 2020 montrent
les mémes tendances.

Au cours de cette période, 114 foyers de botulisme ont été recensés dans ces six pays, ce qui est faible
en comparaison des 208 foyers recensés en France. Les raisons de cette disparité, qui peuvent
dépendre de multiples facteurs (incidence réelle, pression de surveillance, nombre et types d’élevages,
especes animales surveillées, etc.) n‘ont pas été explorées. Les espéces les plus représentées sont les
bovins, les volailles et les oiseaux sauvages (cf. Figure 8). Cependant, des différences de répartition
entre espéces sont observées selon les pays. Chez les bovins la toxine majoritaire mise en évidence
reste le type D/C dans cette investigation en Europe.
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Figure 8 : Répartition des foyers de botulisme par espéce et par pays (n = 114)
(source ANIBOTNET)

2.3.2.6 Incertitudes et conclusion

Les cas présentés dans ce rapport correspondent aux foyers recensés par le CNR et le LNR. Le
botulisme animal étant une maladie a déclaration obligatoire en France, 'ensemble des prélévements
collectés devraient donc transiter par les laboratoires de référence dés la suspicion. Toutefois, il est
probable qu’un certain nombre de foyers ne soient pas repérés ou déclarés, sans toutefois pouvoir
évaluer 'ampleur du phénoméne. Cependant, cette sous-estimation est certainement limitée en filiere
bovine dans la mesure ou les éleveurs doivent fournir une confirmation d’infection pour accéder au
fonds d’indemnisation en cas de foyer.

Les caractéristiques des tests ont aussi évolué. L’optimisation des méthodes de prélevements (choix
des matrices, protocole d’échantillonnage, modalités de transport et de conservation) a probablement
conduit a une meilleure sensibilité de détection. La sensibilité de la méthode de diagnostic au sens large
s’est donc considérablement améliorée et permet aujourd’hui une meilleure confirmation des cas. Il
reste néanmoins des situations de suspicions cliniques fortement évocatrices de la maladie, notamment
en filiére bovine, ne pouvant étre confirmées par le laboratoire en fonction des caractéristiques du
prélévement regu.

Les types de C. botulinum retrouvés dans les foyers de botulisme bovin sont différents de ceux identifiés
dans les foyers humains ces dix dernieres années en France et aucun foyer de botulisme humain
investigué par Santé publique France et le CNR n’a été rattaché a un foyer de botulisme animal durant
cette période.

2.3.3 Cycle épidémiologique en élevage bovin

C. botulinum au sens large est une bactérie présente, a la fois, dans le tractus digestif des animaux et
dans I'environnement (sol, eau, sédiments, etc.). Ce caractére rend donc ses voies d’entrée multiples
et diverses dans un élevage de bovins (cf. Figure 9). L’exhaustivité de leur identification n’est atteignable
gu’au cas par cas, le GT socle a réalisé un exercice de hiérarchisation des principales sources ou
véhicules de C. botulinum dans un cadre générique d’élevage bovin. Les sources ou véhicules
présentés ici ne sont donc pas exhaustifs. Il est important de garder a 'esprit I'existence de possibles
spécificités de contamination liées a la typologie propre de I'élevage concerné.

Les signes cliniques observés chez les bovins sont dus a l'ingestion de toxines botuliques et/ou de la
bactérie (forme végétative ou spore) par les animaux via I'eau d’abreuvement (Doutre 1969) ou les
aliments (patures (Popoff 1989), fourrages (Bano et al. 2015), aliments fabriqués a la ferme (Le
Maréchal, Hulin, et al. 2019), ensilage (Guizelini et al. 2019; Myllykoski et al. 2009) ou enrubannage
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(Relun et al. 2017) contaminés préalablement par C. botulinum. Sur la base d’une analyse critique
(selon un format causes/effets), deux sources majoritaires de contamination a l'origine des foyers de
botulisme bovin sont identifiées : le fumier de volailles, les volailles pouvant étre porteuses
asymptomatiques de la bactérie (Souillard et al. 2017) et les cadavres d’animaux commensaux
(domestiques et sauvages) qui constituent un substrat de développement de C. botulinum favorable a
la production de la toxine botulique (Le Maréchal, Hulin, et al. 2019). La contamination des aliments ou
de I'eau par ces deux sources peut se faire directement (présence du cadavre ou du fumier dans I'eau
ou l'aliment), mais également de maniére indirecte via le matériel souillé (godet de tracteur par
exemple), via la tenue du personnel (éleveur, technicien, vétérinaire (Souillard et al. 2017) ou par voie
aéroportée (Hogg, Livesey et Payne 2008). Le sol et les feces d’animaux, non seulement d’élevage
mais aussi commensaux® (portage intestinal), peuvent également constituer une source de
contamination.
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\\ / /::

. ¥ v v L

f————— .
=

> ERN
Ensilage/enrubannage °

Fourrages

Epandage ou manipulation de fumier de volailles

Cadavres d'ani [ aux (ex : chiens, chats,
rong s, i tes, oi. x ef autres animaux sauvages)

Bovins excréteurs

Matériel ; désigne celul affecté a la gestion des cadavres de
bovins ou de toute autre maltrice contaminée

Opérateur : bottes et tenue de l'éleveur aprés avoir été en contact
avec des cadavres de bovins ou toute autre matrice contaminée

Feces danimaux commensaux

Aérocontamination : manipulation/ftransport stockage des
cadavres de bovins et des fumiers ; poussiéres d'un batiment de
volailles contaminég ; camion équarrissage (roues, bennes, elc.)

- Contamination via l'abreuvoir, forages, rampes ou traitement de
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Figure 9 : Véhicules d’introduction de C. botulinum (forme sporulée, végétative et toxines) dans un élevage de
bovins
(les véhicules les plus fréquents sont indiqués en gras, la largeur des fléches est proportionnelle a I'importance
de I'introduction)

6 Ce terme désigne les chiens, chats, mais aussi les rongeurs, insectes, oiseaux et autres animaux sauvages
présents de maniére occasionnelle ou non, sur I'élevage.
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Le tableau 2 présente la hiérarchisation (sur la base de I'analyse de la littérature puis de l'avis des
experts) des différents véhicules de contamination de C. botulinum (forme sporulée, végétative et
toxine) dans un élevage de bovins, par ordre d’'importance décroissante. Ainsi, le fumier de volailles
contaminé apparait comme le principal véhicule de contamination de C. botulinum, avec I'existence d’'un
lien (direct ou indirect) entre I'élevage de bovins et un atelier de volailles contaminé situé a proximité.
La source de contamination du fumier est constituée par les volailles porteuses asymptomatiques de C.
botulinum qui I'excrétent dans la litiére. La contamination de 'eau ou d’un aliment par un cadavre
d’animal constitue également une source majeure de contamination a l'origine des épisodes de
botulisme bovin. Concernant les aliments industriels, I'eau d’abreuvement ainsi que la litiere des bovins,
ces véhicules de contamination semblent de moindre importance, en raison des bonnes pratiques
agricoles (gestion du fumier et des cadavres, conditions de stockage, nettoyage du matériel, pas
d’apport de litieres de volailles...) qui permettent leur maitrise.

Tableau 2 : Présentation par ordre d'importance décroissante des principales sources et véhicules de
contamination de C. botulinum (forme sporulée, végétative et toxine) dans un élevage de bovins

Source de contamination Véhicule de contamination Argumentaire de hiérarchisation

Importance  quantitative de cette source de
contamination en France avec l'existence d'un lien

Volailles (symptomatiques ou
(direct ou indirect) entre I'élevage de bovins et un atelier

non) excrétrices dans les Fumier de volailles . _ 9
de volailles excrétrices a proximité
effluents
Cadavres d’animaux Inclusion d'un animal lors de la récolte
commensaux

Double role du matériel :
Ensilage ou enrubannage | - contamination de I'ensilage, s'il n'est pas nettoyé ;

Matériel contamine - répartition de maniére homogéne dans toute la ration
de la contamination ponctuelle (avec une désileuse
mélangeuse par exemple).

Féces d’'animaux commensaux, De moindre importance par rapport aux cadavres
opérateurs, aérocontamination d’animaux et au matériel
Epandage de fumier de volailles Contamination des bovins si épandage de fumier de
) A volailles contaminé sur les patures (ingestion directe) ou
Cadavres d'animaux Patures ) , o
présence d’'un cadavre d’animal
commensaux
Cadavres d’animaux Contamination de l'aliment si présence d’un cadavre
commensaux Autres fourrages/FAF? d'animal ou d'une matiére premiére contaminée

Matiéres premiéeres
contaminées

7 FAF : fabrication d'aliment & la ferme.
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2.3.4 Pathogénése et signes cliniques chez les bovins

2.3.4.1 Pathogénése

En I'état actuel des connaissances, I'intoxination est le principal mode de contamination a I'origine des
signes cliniques chez les bovins. C’est donc l'ingestion de toxines préformées au niveau de l'aliment,
de I'eau ou de toute matrice contaminée qui est a ce jour considérée comme la cause de survenue du
botulisme bovin. Les sources de contamination les plus souvent incriminées sont : du fumier de volailles,
des cadavres d’animaux, des aliments mal conservés (défaut d’acidification des fourrages fermentés
et/ou défaut d’hygiéne par exemple), qui, dans des conditions d’anaérobiose propices a la croissance
de C. botulinum, peuvent permettre leur prolifération et la production de toxine botulique.

Le rOle exact joué par la bactérie dans la pathogénése chez le bovin reste cependant a préciser. En
effet, le diagnostic du botulisme bovin est essentiellement réalisé en laboratoire via la détection par
PCR de C. botulinum dans les prélevements issus d’organes, ou de contenu d’organes, provenant
d’animaux présentant des signes cliniques (foie, contenu ruminal, contenus intestinaux). De plus, il n’est
pas rare lors d’un foyer de botulisme d’observer une distribution biphasique de la mortalité des bovins
(Neill, McLoughlin et Mcliroy 1989; Le Maréchal, Hulin, et al. 2019). Une premiére vague de mortalité
est observée dans les premiers jours du foyer, trés probablement liée a I'intoxination, puis une seconde
vague environ deux semaines plus tard. L'origine de cette seconde vague reste jusqu’a présent
inexpliquée, mais pourrait étre liée a une toxi-infection. Cette hypothése pourrait expliquer la présence
de formes végétatives de C. botulinum mises en évidence dans le foie de bovins morts de botulisme
(Le Maréchal, Hulin, et al. 2019). Des études complémentaires sont toutefois nécessaires pour mieux
comprendre cette observation, ainsi que I'éventuel rdle que pourrait avoir la colonisation des différents
organes par la bactérie dans la pathogénése du botulisme bovin.

2.3.4.2 Signes cliniques

m Description clinique

La toxine botulique bloquant la libération de I'acétylcholine au niveau de la jonction neuromusculaire, le
botulisme se caractérise par une paralysie flasque d’évolution plus ou moins rapide et généralement
ascendante, depuis le train postérieur et la queue vers la téte (Bano 2019; Kummel ef al. 2012), mais
pouvant parfois commencer au contraire par la téte (Braun et al. 2005). Lors de I'évolution clinique, il
n’est pas observé d’hyperthermie et la sensibilité cutanée est conservée.

La période d’incubation peut varier de quelques heures a environ deux semaines, voire 25 jours (C. Le
Maréchal, communication personnelle). Trois formes, dont la paralysie flasque est la caractéristique
commune, sont le plus souvent décrites (Ecole vétérinaire de Maisons-Alfort 2019, (Le Maréchal,
Woudstra et Fach 2016) :

- une forme suraigué, pour laquelle I'animal paralysé se retrouve rapidement en décubitus latéral et
meurt en quelques heures ;

- une forme aigué, associant une chute brutale de la production laitiere a d’autres signes cliniques
peu spécifiques, tels que de I'apathie, une difficulté a se déplacer, des désordres digestifs
(constipation, diarrhée ou coliques (Kummel et al. 2012)), une dysphagie, une faiblesse musculaire
généralement plus marquée au niveau du train postérieur et de la queue. Ces signes cliniques sont
suivis par I'apparition d’'une paralysie des muscles de la téte (Galey ef al. 2000; Kummel et al. 2012;
Le Maréchal, Druilhe, et al. 2019; Myllykoski et al. 2009; Relun et al. 2017) : difficultés de
mastication et de déglutition, dysphagie et flaccidité de la langue, chute de nourriture par la bouche
et écoulement de salive, diminution des contractions ruminales, mydriase. La paralysie se
généralise ensuite aux muscles abdominaux et locomoteurs (démarche hésitante en trainant les
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pieds) pour évoluer vers le décubitus sterno-abdominal. La téte est souvent positionnée en auto-
auscultation voire en appui sur le sol. La mort intervient en deux a trois jours par asphyxie ou fausse
déglutition ;

- une forme subaigué, atténuée et plus lente que la précédente tout en retrouvant le méme tableau
clinique. La paralysie ascendante débute par le train postérieur et I'évolution peut étre favorable
(guérison en quelques semaines) ou non (mort en huit jours environ).

Comme décrit précédemment, au sein d’'un élevage, les atteintes cliniques présentent souvent une
distribution biphasique (Bano 2019) : des signes cliniques aigus associés a une mort trés rapide sont
observés sur les premiers animaux malades trois a quatre jours aprés l'exposition, puis les autres
animaux atteints peuvent présenter des signes cliniques 14 a 21 jours aprés le début de la maladie dans
le troupeau (Bano 2019; Galey et al. 2000; Le Maréchal, Hulin, et al. 2019; Myllykoski et al. 2009; Neill,
McLoughlin et Mcllroy 1989; Relun et al. 2017). Dans le cas de foyers de type C, certains animaux
peuvent récupérer (Bano et al. 2015; Le Maréchal, Hulin, et al. 2019).

D'autres signes cliniques, tels que des difficultés respiratoires, peuvent étre observés et sont
susceptibles d’orienter le diagnostic vers d’autres affections (Braun et al. 2005; Galey et al. 2000;
Joubert, Chirol et Beaureau 1969; Kummel et al. 2012; Myllykoski et al. 2009; Prevot et al. 1955). Une
respiration de type abdominale chez les animaux gravement atteints a également été décrite (Fjolstad
et Klund 1969; Galey et al. 2000).

En régle générale, le botulisme bovin se traduit par une forte mortalité, pouvant atteindre 90 % de
I'effectif exposé.

m Aspects méconnus et non couverts du botulisme bovin

Il convient de faire état d’'un certain nombre d’aspects méconnus du botulisme bovin :

- la distribution biphasique des atteintes cliniques chez les bovins, décrite lors des foyers de
botulisme, reste inexpliquée méme si certaines hypothéses sont avancées sans pouvoir étre
confirmées (cf. Pathogéneése ) ;

- la sensibilité et la réceptivité des bovins a chaque type toxinique (C, D, C/D et D/C) ne sont pas
connues de maniére exhaustive ;

- des interrogations demeurent quant a la survenue de formes frustes, dont les signes cliniques
restent trés peu évocateurs et de formes atypiques caractérisées a I'échelle du troupeau par des
épisodes cliniques pouvant s’étaler sur une période de plusieurs mois (Kuntz, Gelin et Villaggi
2020) ;

- l'analyse des sérums chez les bovins se révéle souvent négative par le test de létalité sur souris.
Ceci peut paraitre surprenant compte tenu du fait qu’il a été démontré que la toxine de type D/C est
celle qui montre la plus forte toxicité chez la souris parmi les différentes toxines botuliques
(Nakamura et al. 2010). Une des hypothéses pour expliquer ce résultat négatif serait que la toxine
n’est plus circulante au moment de la réalisation du prélevement de sang et ne peut donc pas étre
mise en évidence lors du test sur souris. De plus, le manque de connaissances sur le mécanisme
exact de translocation de la toxine botulique a travers la barriére intestinale ne permet pas a ce jour
d’expliquer cette observation.

2.3.5 Présence et concentration dans les tissus animaux

Afin de répondre aux questions de la saisine, il est nécessaire d’identifier, en s’appuyant sur les
publications scientifiques ayant trait au botulisme dans I'espéce bovine, les parties du corps, tissus et
sécrétions éventuellement manipulés et/ou destinés a la consommation humaine qui, en fonction du
statut clinique des animaux, contiennent 'agent pathogéne et/ou sa toxine, et a quelles concentrations.
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Plusieurs statuts caractérisent les bovins appartenant a un cheptel atteint de botulisme : malades
(présentant des signes de botulisme), futurs malades (en incubation), animaux convalescents (guéris
cliniquement) et animaux restés et qui resteront indemnes (ayant ingéré une quantité trop faible de
toxine et/ou ne développant pas de toxi-infection ou non exposés si la contamination au départ n’est
pas homogeéne).

De fait, les données disponibles sont, dans leur majorité, celles découlant des opérations de diagnostic
portant soit chez des animaux malades, soit sur leur cadavre. Trés peu concernent des bovins en
période pré-symptomatique, convalescents ou non exposés. De plus, lorsque les prélévements sont
effectués a I'établissement d’équarrissage, le délai de leur réalisation aprés la mort des animaux, la
température a laquelle les cadavres ont été maintenus et les conditions de leur acheminement vers le
laboratoire sont autant de paramétres pouvant compromettre la validité des analyses. Enfin, I'absence
de méthode normalisée pour détecter C. botulinum ou la toxine botulique dans les tissus animaux,
notamment en ce qui concerne les conditions de culture et d’enrichissement, explique que les méthodes
utilisées varient d’'une étude a l'autre et qu’il est tres compliqué de dresser une synthése des résultats,
comme de déterminer avec certitude les niveaux de contamination.

Nonobstant ces réserves, la détection de la toxine botulique est habituellement pratiquée par un test
d’inoculation a la souris, mais les résultats peuvent étre mis en défaut lorsque les concentrations sont
en dega du seuil de détection de la méthode. A cet égard, le test Endopep-MS, plus sensible (Hedeland
et al. 2011; Tevell Aberg, Karlsson et Hedeland 2020) pourrait étre plus performant pour détecter la
toxine botulique dans les tissus, mais il est peu utilisé en pratique, du moins dans le cadre du diagnostic.
La recherche de la bactérie est de plus en plus fondée sur la détection par PCR du géne codant pour
la toxine aprés mise en culture du prélévement dans un milieu d’enrichissement en anaérobiose. La
PCR remplace ainsi le test sur souris antérieurement utilisé pour rechercher et caractériser la toxine
produite dans le milieu lors de la culture.

En raison de leur impact possible en santé publique et en se focalisant sur C. botulinum de type C, D,
C/D et D/C, sont présentées ici les données relatives a la présence de la bactérie (formes végétatives
et spores) et de sa toxine dans le tube digestif, le sang et différents autres tissus, et enfin, la mamelle
et le lait.

2.3.5.1 Présence dans le tube digestif

La présence des agents pathogénes et/ou de leur toxine dans le contenu du tube digestif a deux
conséquences : du vivant de I'animal, les souillures fécales peuvent entrainer une contamination de
surface de la peau et des phaneéres, et également du lait au moment de la traite (contact avec la mamelle
et le matériel de traite, projection dans le lait de particules de féces) ; a I'abattoir une contamination en
surface de la carcasse est possible durant les opérations de dépouille (contact avec le cuir) ou durant
I'éviscération (contamination fécale).

Cette présence sera ici évaluée dans trois contextes, le portage asymptomatique, le portage en cas
d’expression de signes cliniques et I'éventuel portage en phase qualifiée d’incubation. Les différentes
formes (spore, forme végétative et toxines) seront considérées.

Les animaux peuvent étre porteurs asymptomatiques de C. botulinum, soit parce qu’ils sont
naturellement résistants a certains types toxiniques, soit du fait d’'un portage de faible ampleur ou
transitoire dans leur tube digestif. Quelques études, issues d’équipes allemandes, hollandaises ou
suédoises, renseignent sur les prévalences de portage asymptomatique (déterminées a partir de
'analyse par PCR des enrichissements par culture de féces) observées dans la population bovine
générale. Les résultats de ces études sont variables :

- aucun échantillon avec résultat positif pour C. botulinum (types A, B, C, D, E et F) sur 382 féces
(issues de 39 bovins) prélevées en élevages et analysées dans Schmid et al. (2013) en Baviére,
suggérant 'absence de portage détectable par la méthode mise en ceuvre ;

- un seul échantillon positif sur 25 féces prélevées a I'abattoir dans I'étude de Klarmann (1989) ;
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- 7,4 % des échantillons positifs (prélevements fécaux et de liquide ruminal) issus de 1 390 vaches
laitiéres, dont 79 % de type A, 7,3 % de type B, 8,2 % de type D, 0,9 % de type E et 4,6 % de type F
(Fohler et al. 2016), la recherche de toxine par inoculation a la souris dans les féces prélevées dans
le rectum s’avérant négative (Seyboldt et al. 2015). Sur la base de cette étude, Fohler et al. (2016)
ont estimé a environ 8 % le taux de portage digestif de C. botulinum (tous types confondus) chez
les vaches laitiéres dans le nord de I’Allemagne ;

- 73 % des échantillons de féces collectés sur 60 vaches analysées en Suéde avec résultats positifs
pour C. botulinum de type B, et aucun pour les types E et F (les types C et D n’étant pas recherchés)
(Dahlenborg, Borch et Radstrom 2003). Pour 64 % de ces échantillons avec résultats positifs, la
concentration en spores était considérée inférieure a quatre spores/gramme (1,5 a 4 /gramme apres
évaluation via une méthode statistique). Cette étude rapporte un effet de saisonnalité, avec une
prévalence plus élevée en hiver qu’en été, explicable par les différences d’alimentation et d’entretien
des animaux selon la saison, les animaux étant moins exposés I'été.

Il ressort de ces études que C. botulinum peut étre détecté dans le tractus digestif (contenu intestinal et
du rumen) d'animaux en dehors de tout contexte clinique, mais la plupart du temps en limite de détection
des méthodes de laboratoire (ce qui explique probablement en partie les disparités observées entre les
études).

Il ressort en outre que, contrairement au type B, les types C, D et mosaiques sont rarement isolés (ou
alors avec une tres faible prévalence, comme c’est le cas pour le type D dans I'étude de Seyboldt et al.
(2015) dans les échantillons fécaux provenant de bovins sains. Cela contraste avec le fait que la
majorité des épisodes botuliques chez les bovins soit due aux types D, D/C ou plus rarement C ou C/D
auxquels ces animaux sont pourtant moins sensibles (Bano et al. 2015). Des études soulignent
néanmoins qu’un portage digestif peut étre détecté de maniére transitoire et/ou intermittente dans des
cheptels bovins apparemment sains situés a proximité d’élevages de volailles atteints de botulisme de
type C/D : il a été ainsi montré que trois feces sur 32 prélevées sur des bovins étaient positives lors
d’'une 1 visite, puis que toutes les feces de ces mémes 32 bovins étaient négatives lors de la visite
suivante, réalisée 2 mois plus tard (Souillard et al. 2015).

Chez ces animaux, il est vraisemblable que la croissance de C. botulinum soit limitée sous l'effet des
compétitions microbiennes s’exercant au sein du microbiote intestinal. On notera en outre, méme en
cas de présence de la bactérie, 'absence de détection de toxine dans les prélévements fécaux
(Seyboldt et al. 2015). Si une production de toxine botulique a lieu, elle est limitée et sans effet chez
I'animal, potentiellement du fait d’un possible équilibre entre production et dégradation microbienne de
la toxine (Allison, Maloy et Matson 1976; Dahlenborg, Borch et Radstrom 2003; Lindstrom et al. 2010).

Dans les cheptels atteints, la proportion de bovins qui expriment cliniquement la maladie est trés
variable, dépendant notamment du type botulique en cause et de la quantité de toxine ingérée. Le fait
que des échantillons de contenu intestinal et de rumen soient réguliérement collectés pour le diagnostic
aprés mort ou euthanasie des animaux suspects permet de disposer de données assez nombreuses
sur la présence de la bactérie dans les échantillons de contenu intestinal et du rumen de ces animaux.
La toxine botulique est peu recherchée en routine. Les analyses correspondent en général a la
recherche des spores par détection du géne codant pour la BoNT par PCR apres chauffage 10 minutes
a 70 °C et mise en culture des échantillons. Les résultats expriment, toutefois, une certaine variabilité :

- certains auteurs indiquent une proportion importante de résultats positifs , comme Bano (2018) a
propos des opérations de diagnostic menées dans plusieurs foyers (7 de type C et 22 de type C/D)
en ltalie (détection de la bactérie dans 68 sur 69 prélevements rectaux analysés);

- de nombreux auteurs rapportent, en revanche, des résultats marqués par un taux bien plus faible
de positifs. Ainsi :

e dans un élevage laitier infecté (neuf bovins malades sur 90) aprés consommation d’ensilage
contaminé, Myllykoski et al. (2009) ont détecté C. botulinum de type C dans le contenu intestinal
et le contenu du rumen (et le foie) d’'un seul des trois bovins testés. La toxine botulique de type
C a aussi été détectée (test sur souris) dans les mémes prélévements de ce seul animal ;
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e dans le suivi d'un foyer d0 & C. botulinum de type C, Neill, McLoughlin et Mcllroy (1989) ont
rapporté n’avoir pu détecter la bactérie, sur 10 prélévements de feces et de jus de rumen issus
de bovins morts ou euthanasiés, que dans un seul échantillon de féces, et la toxine dans aucun ;

e quelgues données collectées en France lors d’épisodes cliniques suivis par le LNR montrent
que:

* lors d’'un épisode de botulisme bovin de type D/C en décembre 2019, les prélévements de
sept animaux présentant des signes cliniques ont été analysés. La source de contamination
a l'origine de cet épisode était du fumier de volailles. C. botulinum n’a été détecté dans
aucune des feces analysées (seuls les foies et contenus du rumen de deux animaux se
sont révélés positifs). Ces féces ont été prélevées sur six animaux morts parmi les sept
évoqués et sur une génisse avec signes cliniques faibles. Les féces de deux bovins de ce
méme cheptel ont été analysées en juin 2020 et n’ont pas permis de détecter C. botulinum ;

* lors d'un épisode de botulisme bovin de type D/C étalé sur plusieurs mois en 2020 avec
des formes frustes, C. botulinum n’a été détecté que dans un seul prélevement de féces
sur les deux animaux analysés (animaux morts) et uniquement dans une des deux prises
d’essais (I'analyse avait été réalisée en double). L’atelier volailles de I'élevage était la
source de contamination avec de nombreux échantillons d’environnement positifs en
C. botulinum D/C ;

* lors d’'un épisode de botulisme bovin de type D/C en 2020, les féces de deux animaux
étaient négatives (feces prélevées sur un animal mort pour lequel le contenu du rumen était
positif et les secondes féces, prélevées sur une génisse avec des signes cliniques faibles
(début de la maladie)) ;

* lors d’un épisode de botulisme bovin de type D/C en 2019, les féces de deux vaches sur
les trois analysées étaient positives pour C. botulinum D/C. Les féces positives ont été
prélevées sur deux animaux morts, les féces négatives avaient été prélevées sur une vache
en début de phase clinique.

Ainsi, contrairement a ce qui a été observé par Bano (2018) lors d’'un épisode de type C, il apparait que
la détection de C. botulinum type D/C dans les féces de bovins lors d’épisodes cliniques, y compris au
début des signes cliniques, est peu fréquente, suggérant une faible émission dans les féces.

Peu d’études, en revanche, portent sur la recherche de la bactérie et sa toxine dans le tractus digestif
de sujets en incubation (avant I'apparition des 1¢® signes cliniques). Dans ce contexte, Bano (2018)
indique, a propos du suivi d’'un cheptel atteint de botulisme de type C, que les féces constituent un bon
prélévement chez les animaux vivants, surtout en début d’épisode clinique. Steinman et al. (2006) ont
détecté C. botulinum de type D dans les échantillons fécaux de cing bovins affectés et 23 des 36 (64
%) échantillons fécaux de bovins non affectés dans des troupeaux atteints. En revanche, une étude
récente menée en France par le LNR dans un élevage atteint par C. botulinum de type D/C n’a pas
permis de détecter la bactérie dans les échantillons fécaux de 10 bovins non affectés (I'un de ces
animaux présentant les premiers signes de botulisme quatre jours plus tard).

Quelques études ont porté sur des bovins appartenant a des cheptels ayant un historique de botulisme.
Il peut donc s’agir de bovins n’ayant développé aucun signe clinique ou de bovins guéris. Dans les
foyers dus aux types D, D/C, C ou C/D la guérison est rare, et surtout décrite avec le type C (Bano et
al. 2015; Bano 2018). Une étude récente (Le Maréchal, Hulin, et al. 2019) a permis de mettre en
évidence le portage de C. botulinum de type C, un mois environ apres I'apparition des signes cliniques,
chez quatre animaux convalescents d’un élevage bovin frangais touché par le botulisme du méme type
toxinique. Par ailleurs, Bano et al. (2015) ont détecté 11 échantillons fécaux positifs sur 14 analysés,
collectés 50 jours aprés détection du cas index dans un élevage italien également affecté par
C. botulinum de type C.
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2.3.5.2 Détection dans le sang

Le botulisme est la conséquence de la diffusion de la toxine botulique dans le sang qui permet son
transport vers les cellules cibles. Aucune bactériémie® a Clostridium botulinum n’a jamais été rapportée
chez des animaux malades. Cela n’exclut pas, pour autant, I'éventualité d’'un passage de spores depuis
le tractus digestif dans la circulation sanguine en phase pré-agonique ou sous l'effet d’'un stress chez
les porteurs digestifs, situation décrite chez le porc mais non documentée chez les bovins, qui
permettrait la localisation de spores dans certains tissus.

La présence de toxine dans le sang fait suite a son passage a travers la barriere digestive.
Principalement dépendante du type toxinique, I'intensité du transfert a travers la barriére digestive est
néanmoins également fonction de la quantité de toxine ingérée ou produite in situ dans le milieu digestif.

Une quantité faible de toxine peut générer des formes frustes, comme I'ont montré Neill, McLoughlin et
Mcliroy (1989) apres avoir alimenté deux veaux de 200 kg avec un ensilage de litiere de volailles
responsable d’'une flambée de botulisme de type C dans un cheptel bovin. Les seuls effets observés,
au 49¢ jour, étaient une légére ataxie (transitoire) et la détection d’une faible quantité de toxine circulante
correspondant a 1 et 1,5 MLDso/mL. Dans cette observation irlandaise, sous-entendant par ailleurs une
distribution irréguliere de la toxine préformée dans I'aliment, le botulisme avait durement frappé le
cheptel (80 bovins touchés dans un effectif de 150) et les concentrations sanguines détectées sur 18
des 22 animaux les plus sévérement atteints variaient de 2,8 a 354,8 MLDso/mL.

Mais, souvent, la quantité de toxine botulique dans le sang prélevé une fois apparus les signes cliniques
chez les bovins, en particulier dans les cas de botulisme D, D/C, C et C/D, devient trop faible pour étre
détectée par le test de référence d’inoculation a la souris. L’hypothése avancée est que la toxine a quitté
le flux sanguin pour se fixer sur les récepteurs localisés sur la terminaison des neurones cibles
(Myllykoski et al. 2009; Guizelini et al. 2019). Les résultats obtenus par cette méthode sont ainsi
fréquemment négatifs, comme le souligne Bano (2018) en rapportant I'absence de toxine détectable
dans I'ensemble des 47 échantillons sanguins prélevés sur des bovins malades lors des opérations de
diagnostic dans plusieurs foyers de type D/C ou C en ltalie.

En résumé, ces données permettent de supposer que la quantité de toxine présente dans le sang des
bovins en incubation pourrait étre la plus importante juste avant I'apparition des signes cliniques, sa
fixation sur ses récepteurs s’accompagnant, d’'une part, de I'apparition des signes paralytiques, d’autre
part d’'une réduction de sa concentration sanguine. Cette concentration peut néanmoins se maintenir a
un niveau détectable chez certains animaux aprés apparition des premiers signes cliniques comme cela
a pu étre décrit par Neill, McLoughlin et Mcllroy (1989) sur les 18 bovins sévérement touchés (sur 22
testés) évoqués ci-dessus.

2.3.5.3 Détection dans différents autres tissus

L’essentiel des données disponibles concerne le tissu hépatique. Van Nieuwenhuysen et al. (2019) ont
ainsi rapporté, lors d’un grave épisode (174 morts en six jours sur 196 animaux) de botulisme de type
D/C dans un élevage bovin, avoir détecté dans les échantillons hépatiques des trois premiers animaux
morts, la bactérie (par PCR) dans les trois prélévements et la toxine (test sur souris) dans deux
prélevements. Actuellement, le prélevement d’'un échantillon de foie aprés la mort ou I'euthanasie des
animaux suspects est systématiquement préconisé pour le diagnostic et permet souvent d’identifier la
maladie en I'absence de toxine détectable dans le sang. La nature méme de ce prélévement ne permet
pas, en revanche, de déterminer a quel stade de l'incubation les bactéries et/ou les toxines peuvent étre
détectées.

8 La bactériémie se définit comme le passage de bactéries dans le torrent circulatoire sans multiplication. Le
phénoméne peut faire suite a linvasion d’'un organisme par un microorganisme pathogéne (bactériémie
tuberculeuse par exemple) ou étre un événement occasionnel, conséquence d’'un défaut de perméabilite de la
barriére digestive (bactériémie digestive).
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Peu de données, issues en général d’analyses ponctuelles, concernent les autres tissus. Elles résultent
d’analyses pratiquées sur des tissus prélevés aprés la mort ou I'euthanasie des animaux et les résultats
dépendent donc du délai et de la qualité de réalisation des prélevements effectués. Il est difficile, par
ailleurs, de définir si le faible nombre de résultats positifs rapportés dans la littérature tient a 'absence
habituelle de toxine ou bactéries dans ces tissus, ou sont le fait des pratiques liées au diagnostic limitant
les prélevements aux seuls foie, sang et contenu digestif.

- La présence de toxine botulique dans les viandes et abats des animaux morts de botulisme (ou
euthanasiés) est la conséquence de sa diffusion sanguine faisant suite a son passage a travers la
barriere digestive. La quantité de toxine détectée dans ces tissus dépend donc de la quantité
circulante.

- La présence de toxine botulique dans les tissus musculaires a été montrée par Neill, McLoughlin et
Mcllroy (1989). Recherchant la toxine chez des vaches atteintes de botulisme de type C, ces
auteurs I'ont détecté dans la langue (3,3 MLDso/g) et les muscles squelettiques (4,6 MLDso/g) d’un
animal présentant une forte quantité de toxine circulante (354,8 MLDso/mL), mais ne sont pas
parvenu a la détecter chez un animal pour lequel la quantité circulante était faible (2,8 MLDso/mL).
Dans cette étude, la toxine était encore détectable dans un échantillon de muscle conservé a - 20°C
durant 7 mois.

- La possibilité de détecter C. botulinum et/ou la toxine dans certains organes tels que les reins et la
rate est aussi signalée dans quelques publications, comme celle de Neill, McLoughlin et Mcliroy
(1989) (caractérisation de C. botulinum de type C dans le rein d’'un bovin ayant montré des signes
de botulisme deux semaines apres le retrait de I'aliment contaminé) ou celle de Fernandez et al.
(1989) (caractérisation de C. botulinum et sa toxine dans le rein et la rate d’'un bovin mort de
botulisme de type D, et C. botulinum dans le rein d’'un bovin mort de botulisme de type A en
Argentine).

- Lasuggestion de présence de C. botulinum et de la toxine botulique par Béhnel, Wagner et Gessler
(2008) dans les amygdales de bovins, qui serait expliquée par une colonisation des cryptes des
amygdales ou se développerait un environnement anaérobie, par des spores issues de
I'environnement, et la production de toxine in situ n’a pas été confirmée par d’autres publications.
Cette observation, faite a partir d'amygdales issues de bovins atteint de botulisme ou prélevées a
I'abattoir souffre de la fragilité de la méthode utilisée au laboratoire.

En résumé, en dehors du tissu hépatique, peu de données sont disponibles sur la présence du danger
dans les viandes et abats issus d’un bovin exprimant les signes de la maladie, et pour ceux en phase

d’incubation.

2.3.5.4 Présence dans la mamelle et le lait

Nonobstant le risque de contamination du lait durant les opérations de traite (contamination fécale), la
question se pose, d’une part, de la diffusion éventuelle de la toxine circulante dans la mamelle et dans
la sécrétion lactée chez un animal malade ou en incubation et d’autre part, d’'une localisation de la
bactérie dans le tissu mammaire avec passage dans le lait chez ces animaux.

Deux publications issues d’'une méme équipe (Bohnel, Neufeld et Gessler 2005; Bohnel et Gessler
2013) rapportent la détection de C. botulinum et/ou la toxine botulique dans le tissu mammaire et le lait.
Il demeure cependant difficile, au regard de la méthodologie appliquée, de considérer ces résultats, qui
n’ont pas été confirmés par d’autres publications (cf. rapport du GT socle).

Pour la majorité des chercheurs, la faible quantité voire I'absence de toxine botulique détectable dans
le sang des vaches atteintes de botulisme permet de présumer I'absence de diffusion dans la sécrétion
lactée. Une étude de Moeller et al. (2009) indique qu’aucune des trois vaches auxquelles a été injectée
de la toxine de type C n’avaient montré de trace de passage de la toxine dans le lait (Moeller et al.
2009). Une incertitude persiste, due a la faible sensibilité des méthodes de détection par le test
d’inoculation a la souris avant d’éliminer cette possibilité de passage de la toxine dans le lait. Ainsi,
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Bano (2019, 2018), en suivant un troupeau laitier atteint de botulisme de type C (21 cas, soit 40 % du
cheptel, se sont succédé pendant 14 jours) a la suite de la contamination de I'aliment par un cadavre
de chat, ne détectent dans le sérum et le lait prélevés a deux reprises (8 et 14 jours aprés le cas index)
sur 12 vaches malades, ni la toxine, en utilisant le test sur souris et la méthode Endopep-MS, ni la
bactérie, en utilisant la méthode PCR en temps réel aprés enrichissement. lls ne détectent pas, non
plus, par PCR, la bactérie dans le lait de tank (8 et 16 jours aprés le cas index). Ces auteurs démontrent
ainsi, dans cet épisode, I'absence de toxine et de spores de C. botulinum détectables dans le sang
circulant comme dans le lait des vaches malades, et I'absence de spores de C. botulinum détectables
dans le lait de tank collecté sur 'ensemble du troupeau, analysé au milieu et apres la fin de I'épisode
clinique.

En résumé, en dehors d’une contamination d‘origine fécale du lait lors de la traite, pour des vaches
exprimant des signes cliniques, et donc a fortiori pour des animaux en incubation, la sécrétion lactée ne
contiendrait ni la toxine ni la spore ni la cellule végétative, et il en est de méme pour la mamelle.

2.4 Denrées alimentaires d’origine animale (DAOA)

2.4.1 Prévalence, croissance et toxinogenése dans les produits laitiers et
carnés

2.4.1.1 Données de prévalence dans les DAOA (types C, D, mosaiques C/D, D/C)

m Méthodes mises en ceuvre pour déterminer la présence de Clostridium botulinum dans des
échantillons alimentaires

C. botulinum est recherché depuis plusieurs décennies (de nombreux articles déja dans les années
1960 en attestent) dans des échantillons alimentaires, cliniques ou environnementaux et sa présence a
été mise en évidence par des techniques variées évoluant au gré des progrés apportés dans les
méthodes de détection des bactéries pathogénes. Ces techniques incluent notamment (i) la détection
de la toxine botulique dans le bouillon d’enrichissement d’'un échantillon par un test sur souris, qui reste
la méthode de référence, et la détermination du type de toxine par séroneutralisation, ou (ii) la détection
par méthodes moléculaires d’isolats bactériens possédant des génes codant les toxines botuliques ou
de leur présence dans un bouillon d’enrichissement bactérien. L’échantillon est incubé en anaérobiose
et souvent chauffé (au moins a 65 °C/10 min selon la norme ISO/TS 17919:2013°) préalablement a
I'enrichissement afin d’éliminer les cellules végétatives de bactéries compétitrices (Lindstrom et
Korkeala 2006; Lund et Peck 2013).

La recherche de C. botulinum dans les aliments n'est pas pratiquée en routine, car la recherche de la
toxine ne peut se faire que dans des conditions de sécurité particuliéres.

m Viandes et produits carnés

La bibliographie concernant la présence ou la quantification de C. botulinum de types C, D et mosaiques
C/D, D/C dans les DAOA est trés peu abondante. La contribution de Greenberg et al. (1966) semble
étre encore une référence en la matiére car les quelques études plus récentes positionnent leurs
résultats de détection en comparaison a cette derniére. L’analyse des études récentes a été réalisée
par le GT socle (Anses 2021a). La conclusion est que dans I'ensemble des données publiées jusqu’en
1993, la mention du type C a concerné les volailles et le porc, cette détection apparaissant sporadique
comparativement a celle des types A et B qui, dans un corpus de références ou les études restent rares,

9 Réaction de polymérisation en chaine (PCR) pour la détection de micro-organismes pathogénes dans les aliments
- Détection des clostridies productrices de neurotoxine botulique de type A, B, E et F.
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suggere des prévalences faibles. Une revue de la littérature récente (Rasetti-Escargueil, Lemichez et
Popoff 2019) s’est intéressée aux cas humains liés aux types C, D et mosaiques. Sans surprise, en
'absence d’analyses dédiées, aucune notion de prévalence ne peut étre évoquée. Cependant, cette
revue rapporte quelques cas documentés d’association entre un botulisme clinique humain et la
consommation de viande contaminée : patés de porc faits maison (dans les années 1955 en France et
1960 en Rhodésie), volaille fumée en 1972 et poulet en 2006 pour le type C, et une mention pour le
type D dans du jambon salé au Tchad en 1958.

Sur la base de données de détections sporadiques malgré un échantillonnage parfois conséquent, une
démarche de type NPP (nombre le plus probable) permet d’approcher le nombre de spores présentes
dans un aliment donnant un résultat positif. Pour les différentes études, dans tous les cas, 'ordre de
grandeur est au maximum de la dizaine d’unités par kg de viande.

m Lait et produits laitiers

Dodds (1993) dans sa revue a décrit deux études dans le fromage pour indiquer qu’il 'y a pas
d’échantillon ayant fourni un résultat positif: Taclindo et al. (1967) sur des fromages emballés sous vide,
et Insalata et al. (1969) pour 50 échantillons de cheddar et edam. Une étude de Kauiter et al. (1982)
(100 échantillons de lait en poudre et 90 de lait entier) rapporte la non-détection de la bactérie dans ces
échantillons de 25 g ou 25 mL. Dans ce travail, 'absence de détection dans ces échantillons de lait
permet une extrapolation quantitative a moins de 0,4 spore par kg, ordre de grandeur déja évoqué par
Dodds (1993) : « présence inférieure a une spore par litre de lait ».

2.4.1.2 Croissance et production de la toxine botulique de types C, D ou mosaique
par Clostridium botulinum dans les denrées alimentaires d’origine animale

Le potentiel de croissance de la bactérie dans les aliments est déterminé soit par une évaluation de la
croissance proprement dite, soit par la détection de la toxine botulique. Dans cette section, la
« croissance » regroupera indistinctement multiplication et toxinogenése.

La croissance de C. botulinum du groupe lll dans les denrées alimentaires a suscité peu de travaux.
Des limites (température, NaCl, pH) de croissance pour les souches du type C ont été établies par
quelques-uns d’entre eux. L’absence de croissance a 10 °C, la croissance de quelques souches a partir
de 12,8 °C et la croissance de six souches sur six a 15,6 °C ont été relevées (Segner, Schmidt et Boltz
1971). Aucune croissance n’est rapportée pour des concentrations en NaCl au-dela de 3 %, pour des
valeurs de pH inférieures ou égales a 4,9. Dans une DAOA (du haddock) la croissance de la bactérie
s’est avérée aussi rapide que celle obtenue dans un milieu de culture au laboratoire. En I'absence de
donnée spécifique supplémentaire de croissance ou de production de toxine dans les denrées
alimentaires, la nature des substrats a l'origine des foyers de botulisme de type C suggere une bonne
adaptation a de nombreuses matrices contenant des denrées d’origine animale.

La température, le pH ou 'aw contrdlant la croissance des souches du groupe | (protéolytiques de type
A et B) permettront trés vraisemblablement également le contréle des souches du groupe Ill (Roberts
et Gibson 1979); ces derniéres présentant de moindres capacités a se développer a basse
température, bas pH ou faible ay. Des conservateurs ajoutés (nitrite sous forme de sel) peuvent inhiber
la croissance de C. botulinum et sont utilisés dans la production de certaines DAOA (e.g. en charcuterie
pour maitriser des souches du groupe |, le principal danger dans ce type de produits).

C. botulinum est une bactérie anaérobie stricte. Cependant, la conservation des aliments dans une
atmosphére contenant de I'oxygéne ne permet pas, a elle seule, d’'inhiber la croissance de la bactérie
et la production de toxine. En effet, de nhombreux aliments ont naturellement un potentiel redox bas
(Morris 2000). Par exemple, aprés I'abattage, le potentiel redox est de I'ordre de 0 mV en surface de la
viande et descend a -250 mV en profondeur quelques heures aprés la mort. L'oxygéne dissous peut
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étre consommé par l'oxydation de composés présents dans les matrices alimentaires ou par la
croissance du microbiote naturellement présent (Lund 1993; Peck et al. 2008).

2.4.2 Impact des procédés de transformation/production en filiéere bovine

Dans la production d’aliments, la maitrise des dangers biologiques repose sur des mesures
d’hygiéne ou mesures de maitrise'?:

- derang | : elles sont d’ordre préventif visant a empécher ou limiter le transfert des agents de leur
source vers leur cible, comme le sont les bonnes pratiques d’abattage ;

- derang Il : elles sont a la fois préventives et curatives visant a empécher I'amplification du danger
(inhiber la croissance, stopper la toxinogenése...), comme l'est I'application de la chaine du froid
ou l'introduction de mélanges salants ;

- deranglll : elles sont curatives et vont inactiver ou éliminer le danger totalement ou suffisamment.
Il s’agit, le plus souvent, de traitements physiques comme le sont I'application de traitements
thermiques, la filtration ou la séparation centrifuge.

Il est a noter que ces mesures peuvent étre constitutives d’un niveau de transformation ou totalement
déconnectée de celui-ci. Par exemple, par définition, il n’existe pas de mesures de rang Il a 'abattoir.

Ces mesures pourront étre utilisées seules ou en combinaison dans des approches de type
« technologies de barriéres ». L’ensemble de ces mesures est trés important dans le dispositif général
de maitrise, leurs interrelations étant fortes. Les mesures curatives ont un role clé dans cette maitrise,
notamment dans leur lien avec les points critiques de maitrise (CCP ou Critical Control Point) et leur
caractére « essentiel ».1

Les mesures d’hygiéne de rang lll ont une action sur le danger conduisant a :

- une inactivation des dangers qui peut étre définie comme la perte irréversible pour le micro-
organisme de la capacité a se reproduire (perte de viabilité) ou de germer (spore). Le méme terme
d’inactivation sera utilisé pour décrire I'effet des traitements (des mesures) sur la toxine et englobera
également ce qui est appelé la destruction microbienne ;

- une élimination des dangers grace par exemple a la force centrifuge ou leur rétention sur une
membrane filtrante. Le produit est alors littéralement physiquement « débarrassé » de tout ou partie
de ses dangers.

2.4.2.1 Procédés physiques d’inactivation

m Paramétres d’'inactivation thermique

Deux paramétres constants pour une souche permettent de prévoir l'inactivation obtenue pour un temps
donné a une température donnée. Ces deux paramétres sont Dt et z {Anses, 2019 #492}. Dt est le
temps de traitement thermique, exprimé généralement en minutes, nécessaire a la température T pour
diviser par dix la charge microbienne. Lorsque la température de traitement augmente, la destruction
des microorganismes est plus rapide et la valeur de Dt est donc plus faible. Le paramétre z est utilisé
pour exprimer I'écart de température en degrés Celsius (°C) pour lequel les Dt sont dans un rapport de
1 a 10. Pour la plupart des moisissures et des spores de moisissures, les bactéries et les spores de
bactéries, z varie de 4 a 14 °C pour des traitements en conditions humides, avec de nombreux cas ou
z est voisin de 10 °C. Les formes sporulées ont, en général, un z compris entre 7 et 14 °C et les formes

10 Actions et activités auxquelles il est possible de recourir pour prévenir ou éliminer un danger qui menace la
sécurité des aliments ou pour le ramener a un niveau acceptable.
1 Federighi 2015 — NF V01-006
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végétatives un z compris entre 4 et 7 °C. Le milieu dans lequel les microorganismes sont étudiés peut
modifier la valeur z.

Dans la pratique, cela signifie que lorsque la température est augmentée de z °C, le temps nécessaire
pour obtenir le méme résultat en termes de destruction bactérienne est divisé par 10. Lorsque la
température est réduite de z °C, le temps nécessaire pour obtenir le méme résultat en termes de
destruction bactérienne est multiplié par 10.

Dans la littérature, la convention d’écriture est la suivante : a droite du D majuscule, en indice, est
indiquée la température (exprimée en degrés Celsius) pour laquelle la valeur de D (exprimée en
minutes) a été obtenue. Pour les spores de C. botulinum non-protéolytiques, D121,1.c = 0,21 min.

m Mode d’action des traitements thermiques

Sur les cellules végétatives, la chaleur humide a un mode d’action dit multi-cibles. Ainsi, elle va
dénaturer, de maniere croissante avec la température, les membranes et les biomolécules. Les
membranes sont souvent la premiére cible quel que soit le type de transfert (par convection ou
conduction). La chaleur seche est moins efficace et plus lente sur les cellules végétatives. Son action
semble cibler les acides nucléiques des spores, alors que le mode d’action de la chaleur humide sur
ces derniéres n’est pas totalement connu. Il est toutefois décrit une dénaturation de protéines clés du
métabolisme et des collapsus mécaniques des enveloppes. Ce mode d’action a été décrit il y a quelques
années et semble la base de la thermobactériologie quel que soit le procédé thermique utilisé, c'est-a-
dire quel que soit I'équipement, classique ou innovant, qui opére le transfert de chaleur.

m Reésistance des spores de C. botulinum (groupes |, |l et lll) a la chaleur en milieu humide

La résistance a la chaleur en milieu humide des spores de C. botulinum est trés bien documentée, et
ce depuis le début du XXe siécle pour les spores des souches du groupe | (C. botulinum protéolytique,
types A, B et F). Des méta-analyses récentes donnent une vision synthétique des paramétres D et z.
Ainsi, D121c est estimé, a partir de 394 données, a 0,19 min pour les spores des C. botulinum
protéolytiques, avec une valeur de z de 11,3 °C (Diao, Andre et Membre 2014). Pour les spores de
C. botulinum non protéolytiques de type B, E et F (n = 549), les estimations de Dso:c sont comprises
entre 1 min et 1,5 min avec des valeurs de z comprises entre 6,5 °C et 6,9 °C (Wachnicka et al. 2016).
Une particularité des C. botulinum non-protéolytiques (Groupe Il) est I'existence, dans une population,
de fractions de populations résistantes a la chaleur. Ces derniéres sont révélées par I'ajout de lysozyme
qui favorise la germination et la reprise de croissance des spores préalablement soumises a un
traitement thermique. Les valeurs de Dso°c de ces fractions de populations résistantes sont nettement
plus élevées (estimées autour de 100 min) et leur valeur de z est estimée a 9 °C (Wachnicka et al.
2016). Le lysozyme est naturellement présent dans de nombreux aliments, dans le blanc d’ceuf a des
concentrations tres élevées, mais également dans d’autres DAOA. Le lysozyme est également résistant
a la chaleur et pourrait persister, aprés une pasteurisation par exemple (Lund et Notermans 1993).

Les seules valeurs disponibles pour les spores des souches du Groupe Il ont été publiées par Segner
et Schmidt (1971) : les estimations de D1os:c pour les souches de type C testées sont comprises entre
0,02 et 0,9 min avec des valeurs de z comprises entre 5,0 et 6,2 °C. Ces parameétres de résistance
suggeérent une résistance bien supérieure a celle des spores des C. botulinum non protéolytiques
(Groupe 1), mais également trés inférieure a celle des spores des C. botulinum protéolytiques (Groupe
1) (figure 10).
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Figure 10 : Représentation schématique des relations entre la température appliquée et les valeurs du temps de
réduction décimale D (minutes) pour les spores de C. botulinum de type | (protéolytiques) (trait plein) (Diao,
Andre et Membre 2014), de type Il (non protéolytiques) (tirets) (Wachnicka et al. 2016), des fractions de
populations de spores du type Il résistantes a la chaleur en présence de lysozyme (pointillés) (Wachnicka et al.
2016), et du type lll, avec représentation des données individuelles (points) issues de Segner (Segner et Schmidt
1971)

m Inactivation par la chaleur de Clostridium botulinum dans les DAOA

En dehors des travaux de Segner et Schmidt (1971), il n’existe pas de données d’inactivation des spores
des souches du groupe lll dans les aliments (types C, D ou mosaiques). Les spores des souches du
groupe | sont les plus résistantes a la chaleur humide. En d’autres termes, leur maitrise par un procédé
thermique (par exemple appertisation avec FO = 3 min'2) permet la maitrise des spores des souches
des autres groupes, en particulier celles du groupe lll.

Toxines botuliques

Il est important de noter que les toxines botuliques sont plus facilement inactivées par la chaleur que
les spores. Cependant, les données sur leur inactivation apparaissent trés diverses dans la littérature
scientifique selon les conditions expérimentales, le pH et la composition du milieu utilisé, entre autres.
De plus, I'inactivation n’intervient pas de maniére linéaire, ce qui ne permet pas les inter-comparaisons
(Popoff 2017). Pour Siegel (1993) la valeur Dzs,7°c pour la concentration des toxines botuliques de types
A et B (chaleur humide) varie de 1 @ 8 min selon le pH et la composition de I'aliment. La pasteurisation
(72 °C, 15 s) permet d’'inactiver 99,9 % des toxines de types A et B dans le lait (Siegel 1993; Weingart
et al. 2010). Dans leur revue de 1979, Roberts et Gibson soulignent que la résistance thermique des
toxines botuliques de types C et D est supérieure a celle des toxines de types A, B et E. Si pour ces
derniéres un traitement de 2 min a 70 °C suffit pour les inactiver, il faut atteindre 90 °C pour obtenir le
méme résultat en 2 min sur les toxines de types C et D.

Les températures et durées de traitement mises en ceuvre dans les essais évaluant l'inactivation par la
chaleur des toxines botuliques sont bien supérieures a celles déclenchant la sensation de brllure chez
I'étre humain (50-60 °C). Ainsi, le simple réchauffage d’'un aliment est insuffisant pour inactiver les
toxines botuliques.

2 e terme « FO » est défini comme le nombre de minutes équivalentes de stérilisation & la vapeur a 250 °F (121,1
°C) délivré a une charge.

Version finale page 47 /112 juillet 2021



Anses e Rapport d’expertise collective Saisine 2019-SA-0112 (botulisme bovin)

m Cas des procédés thermiques du lait
Pasteurisation et stérilisation

La stérilisation est un traitement thermique qui vise la destruction de I'ensemble des microorganismes
(cellules végétatives et spores) susceptibles de se développer dans le lait. Dans le cas du lait, les
couples temps/température suivants (ou toute autre combinaison équivalente) peuvent étre appliqués :

- 120 °C pendant 20 minutes.
- 140 °C pendant 4 secondes, dans le cas de la stérilisation UHT (Ultra haute température).

Ce traitement thermique permet de conserver le lait généralement entre 6 et 9 mois a température
ambiante. Dés qu’il est ouvert, le lait se garde de 2 a 5 jours maximum au réfrigérateur.

La pasteurisation est un traitement thermique qui vise a réduire de fagon significative (supérieure a 6
réductions décimales) le nombre de microorganismes (cellules végétatives) présents dans I'aliment de
fagon a assurer son innocuité et une conservation plus longue, au froid. Les barémes les plus connus
ont été établis pour maitriser Mycobacterium Bovis et Coxiella burnetii, ils impliquent :

- une température élevée pendant une courte période (au moins 72 °C pendant 15 secondes), ou
- une température modérée pendant une longue période (au moins 63 °C pendant 30 minutes), ou
- toute autre combinaison temps-température permettant d’obtenir un effet équivalent.

Le lait pasteurisé se conserve entre 7 et 10 jours aprés pasteurisation et pas plus de 48 h au
réfrigérateur aprés ouverture.

Evaporation

La concentration par évaporation est un procédé qui consiste a retirer, par ébullition, de I'eau d’'un
produit laitier liquide. L’injection de vapeur dans des enceintes dépressurisées permet de travailler a
des températures inférieures a 100 °C.

Séchage

Le séchage permet de transformer le lait (ou ses composés) en poudre, favorisant ainsi leur
conservation, leur stockage et leur transport. C’est une méthode combinant évaporation sous vide et
déshydratation thermique par atomisation (« spray process » : le lait est vaporisé sous forme de
gouttelettes au sein d’'une chambre a séchage (air chaud et sec) et est récupéré sous forme de poudre)
ou par cylindre chauffant (« roller process » : le lait circule entre les parois externes de deux cylindres
rotatifs proches, chauffés de I'intérieur ; il est récupéré sous forme de paillettes).

Ces deux opérations ont été analysées dans un précédent rapport de ’Anses (Anses 2020a) dont il
ressort que I'évaporation a pour effet que (a) la température au sein de la gouttelette reste inférieure a
celle de l'air ; (b) que la diminution de la teneur en eau rend les bactéries résistantes a la chaleur et (c)
que le temps de séjour dans I'air chaud est court. En conclusion, il est difficile de considérer que
I'évaporation et le séchage aient un impact de réduction sur les spores de C. botulinum.

m Autres procédés physiques d’inactivation utilisés en filiére bovine

Comme détaillé dans le rapport du GT socle, d’autres facteurs physiques peuvent étre utilisés comme
facteurs ayant un effet d’inactivation sur Clostridium botulinum, tels I'énergie de rayonnements
(ionisants ou lumineux), la pression, un champ électrique ou magnétique. Dans le cadre de ce GT, en
premiéere approche, seule 'homogénéisation sous ultrapression semble concernée.

m Cas de 'homogénéisation sous ultrapression du lait

L’homogénéisation mécanique est un traitement industriel employé pour stabiliser 'émulsion de la
matiére grasse du lait pour éviter la séparation de phase. Pour le lait et la créeme, la phase continue est
I'eau, et la phase dispersée le gras. Le lait est forcé a passer dans un entrefer trés petit (0,1 mm) brisant
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les globules gras pour en former, par cisaillement, de plus petits en une microseconde, permettant ainsi
de ralentir considérablement leur décantation. Les performances de 'homogénéisateur dépendent
essentiellement de la température et de la pression. Certains équipements récents mettent en ceuvre
des pressions allant jusqu’a 450 MPa. Dans I'entrefer, par conversion de I’énergie cinétique en chaleur,
la température peut atteindre 120-155 °C pendant un temps trés court (Reineke et Mathys 2020).
Plusieurs effets s’exercent alors sur les microorganismes (dont les spores) sans exclure un probable
phénoméne de cavitation. Ainsi, des réductions de 2 a 6 log de spores de Clostridium, Geobacillus et
Bacillus sont obtenues lors de la mise en ceuvre du traitement (Sevenich et Mathys 2018), provenant
majoritairement de la chaleur, sans exclure la possibilité d’'une synergie d’effets (Georget et al. 2014).

En conclusion, en plus de la stérilisation et de la pasteurisation, seule I'hnomogénéisation sous
ultrapression permettant d’atteindre, par I'application de centaines de mégapascals des températures
supérieures a 120 °C dans I'entrefer, est un procédé physique d’inactivation qui a un impact réducteur
sur les populations microbiennes du lait.

2.4.2.2 Procédés chimiqgues d’inactivation

Il s’agit dans ce cas d’aborder le cas des nitrites et de leurs actions, entre autres, sur Clostridium
botulinum. |l s’agit de conservateurs utilisés principalement dans les produits carnés sous la forme de
sels nitrités ou de nitrates qui seront transformés en nitrites par les microorganismes capables de cette
réaction de réduction, souvent rajoutés comme « starters ». Lorsque le pH ultime des viandes est
« normal » (valeur de 5,6) les nitrites deviennent des agents nitrosants, chimiquement réactifs, qui vont
interagir avec différentes molécules (glucides, lipides, protéines) exergant des propriétés anti-
microbiennes, comme la séquestration du fer par exemple. Les bonnes pratiques de la salaison
impliquent l'utilisation du mélange salant sur des viandes a évolution normale (pH 5,6) et au potentiel
redox éleve.

Pour ce qui concerne le lait, aucun procédé chimique d’inactivation ne peut étre envisagé comme
mesure de maitrise ; la présence de molécules a effet bactériostatique, antibiotique ou antifongique
rendant réglementairement le lait impropre a la consommation humaine.

2.4.2.3 Procédés physiques d’élimination

m Séparation centrifuge — (Bactofugation)

La séparation centrifuge est un procédé largement utilisé dans l'industrie laitiére avec de multiples
usages comme la clarification, 'écrémage et la bactofugation, jouant sur les différences de densité entre
le lait et les particules étrangeéres.

e La clarification

Le lait (et tous les fluides laitiers) contient des particules étrangéres et des cellules somatiques qu’il
convient d’éliminer. C’est I'objectif principal de la clarification qui se fait le plus souvent dans des
écrémeuses/débourbeuses mais avec une vitesse de rotation du bol moindre que pour I'écrémage, et
des assiettes moins nombreuses et plus écartées que dans une écrémeuse. Les microorganismes dans
ou sur les particules seront éliminés avec celles-ci, mais il est difficile de considérer qu’il s’agit d’'une
méthode d’élimination des micro-organismes, I'objectif n’est pas celui-la.

e Ecrémage standardisation

L’écrémeuse est un séparateur centrifuge avec un nombre plus élevé d’assiettes trés proches les unes
des autres. La créme dont la densité est plus basse que le lait écrémé sort par I'axe central de rotation,
alors que le lait se dirige vers I'extrémité des assiettes.

Dans les unités de production d’envergure, on utilise un standardisateur qui procéde en deux étapes :
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- séparation de la créme et du lait écrémé par une centrifugeuse a disques, permettant la clarification
du lait également ;

- mélange des deux circuits dans les proportions voulues pour atteindre les spécifications du produit.

La standardisation est une opération physique permettant d’'amener le lait a une concentration donnée
en matiere grasse ou en protéine. Ces ajustements permettent de pallier les variations de composition
naturelles inhérentes a la race des vaches ou liées a leur alimentation ou aux saisons. C’est la seule
modification de composition autorisée par la réglementation sans obligation d’étiquetage. Comme pour
la clarification, ce procédé ne doit pas étre considéré comme un procédé d’élimination ou d’inactivation
des microorganismes.

e La bactofugation

Il s’agit d’'une technique d’épuration du lait par centrifugation a grande vitesse, a la température de
pasteurisation.

La bactofugation est un procédé destiné a éliminer par la force centrifuge les microorganismes, en
particulier les spores bactériennes, présents dans le lait (Vignola et Fondation de Technologie Laitiére
du Québec 2002; Gésan-Guiziou 2010). La bactofugation est complémentaire de la pasteurisation mais
ne la remplace pas. L’efficacité du bactofuge augmente avec la température du lait, un lait chaud (60 —
70 °C), moins visqueux, facilite (augmente) la séparation. Le lait obtenu aprés bactofugation est
« débarrassé » physiquement de ses cellules microbiennes (mortes ou vivantes) pouvant contenir des
endotoxines, alors que les laits traités thermiquement vont contenir des microorganismes « inactivés »
et, éventuellement, des endotoxines « peu ou non inactivées » libérées par la lyse microbienne. Par
contre, le bactofugat, trés enrichi en micro-organismes, doit subir un traitement UHT si I'on veut le ré-
injecter dans le lait. La bactofugation n’a pas d’effet sur les exotoxines bactériennes présentes dans le
lait en raison de leur faible densité.

Il est estimé que le lait bactofugé contient 90 % de microorganismes en moins, voire 99 % dans certains
cas. Plusieurs ouvrages insistent sur ce taux d’élimination y compris pour les spores (élimination
physique), 90 a 99 % des spores sont éliminées par la bactofugation (Alais 1984; Vignola et Fondation
de Technologie Laitiere du Québec 2002; Gésan-Guiziou 2010).

En conclusion, la bactofugation seule permet au mieux une a deux réductions décimales pour les
bactéries et spores, un rendement d’élimination généralement considéré inférieur a celui des procédés
de filtration (Trouvé ef al. 1991). Il n’y a pas d’impact sur les exotoxines.

m Filtration - Micrdfiltration

La filtration sur membranes s’est développée au siécle dernier avec le développement du « cracking »
du lait. Ce sont des procédés tres utilisés pour le fractionnement du lait, les principaux procédés sont
représentés dans la figure 11, les dénominations sont données par la taille des pores des membranes
qui vont donc laisser passer différentes fractions.

Pour la microfiltration, le diamétre des pores de la membrane est de 10 ym a 0,1 uym, permettant la
rétention de bactéries, I'ultrafiltration met en ceuvre des pores de 0,1 a 0,01 ym. Comme son nom
l'indique, I'échelle de la nanofiltration est le nanometre. Enfin, 'osmose inverse se situe a une échelle
encore plus petite.
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Figure 11 : Les différents procédés de filtration du lait
(NPN = composé azoté non protéique)

Les industries fromagéres sont les principales utilisatrices de cette technologie, mais certaines
industries laitiéres préparent aussi du lait frais débarrassé des microorganismes par microfiltration. Le
lait entier cru est d'abord clarifié, écrémé. La creme obtenue est pasteurisée et dégazée a 85-90 °C. Le
lait écrémé est microfiltré, les bactéries sont généralement arrétées par le filtre. La créeme et le
microfiltrat sont ensuite homogénéisés ensemble ; le mélange est refroidi. Le rendement matiere de
I'opération est de 'ordre de 95,5 %. Le lait ainsi obtenu a une DLC de 15 jours a 4 °C. Commercialisé
sous le nom de lait frais microfiltré, il présente les qualités organoleptiques du lait frais.

Pour Trouvé et al. (1991), 'abattement logarithmique moyen dans un lait écrémé microfiltré (diamétre
moyen des pores 1,4 um) inoculé avec différents microorganismes, est de 2,6 log (2,09 — 3,19 selon les
microorganismes). Elwell et Barbano (2006) ont comparé les abattements logarithmiques et la durée de
conservation de deux laits :

- du lait pasteurisé (79 °C, 16 s)
- du lait microfiltré (MF) auquel on rajoute son perméat pasteurisé (72 °C, 15 s).

lls indiquent que la microfiltration donne une réduction de la population microbienne de 3,8 log et que
la combinaison microfiltrat + perméat pasteurisé permet une conservation plus longue du produit (15
jours environ au réfrigérateur et 48 h aprés ouverture) par rapport a la pasteurisation.

En conclusion, les procédés par filtration ont un impact de réduction sur les bactéries du lait. Il n’y a pas
d’'impact sur les exotoxines.
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2.4.2.4 Conclusion sur les procédés d’inactivation/élimination dans les denrées
alimentaires d’origine animale

L’implication importante des groupe | et |l dans les cas de botulisme humain a conduit les auteurs de
publications scientifiques a privilégier les études sur ces groupes, délaissant le groupe Il qui souffre
d’un déficit d’'informations en la matiére. Les spores du groupe | sont souvent considérées comme une
référence de « résistance » et cela a conduit, par exemple, au concept du 12D pour les barémes
d’appertisation. Leur maitrise par un procédé thermique permet la maitrise des spores des souches des
autres groupes, en particulier des souches du groupe llI.

L’état actuel des connaissances ne permet pas de remettre en cause la conclusion de Roberts et Gibson
(1979) selon laquelle les mesures de maitrise appliquées dans 'industrie agroalimentaire pour maitriser
les C. botulinum de types A et B seront efficaces pour les types C et D. Ceci semble pouvoir étre affirmé
pour les traitements thermiques des cellules végétatives et les spores. Les toxines botuliques des types
C et D semblent plus thermorésistantes que celles des types A, B, E. Cependant, des traitements
thermiques supérieurs a 90 °C/2 min permettent l'inactivation totale de ces toxines. L’acquisition de
données nouvelles sur la sensibilité des toxines a différentes conditions de traitements physiques est
recommandée.

Concernant les procédés d’élimination (bactofugation, filtrations, etc.), basés sur des critéres physiques,
ils ont une efficacité limitée sur les cellules végétatives et les spores en général (dont les C. botulinum
du groupe lll). lls doivent étre utilisés en combinaison si I'objectif est un abattement supérieur a 2 log.
lls n'ont pas d'impact sur les exotoxines.

En pratique, et en particulier pour les DAOA, la maitrise de C. botulinum est obtenue par 'action
combinée de plusieurs mesures d’hygiéne et de facteurs : traitement thermique, diminution de I'aw (ajout
de sel ou séchage), ajout de nitrites ou d’autres conservateurs, fumage, réfrigération et/ou limitation de
la durée de vie (Lund et Peck 2013).

Le biocontréle ou la biopréservation constituent des voies de maitrise de C. botulinum qui méritent d’étre
explorées a moyen terme, ce microorganisme n’étant pas connu pour étre un grand « compétiteur ».
Divers travaux expérimentaux ont montré un retard dans la production des toxines botuliques, voire une
inhibition totale dans diverses DAOA en conditions de compétition microbienne (Lindstrom, Kiviniemi et
Korkeala 2006).
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Tableau 3 : Impact des procédés d’inactivation et d’élimination microbienne applicables aux DAOA sur
C. botulinum

Procédé Groupe [/ | Forme | Matrice Conditions Impact Référence
type
Traitement I/A,B,F Spore Tampon Di21,1°¢c = 0,21 min Kim et
thermique? -z=10°C Foegeding
3 min, 12D (1993)
I/A,B,F Spore Divers D121,1°c = 0,19 min Diao, Andre
(méta-analyse) | -z=11,3°C et Membre
(2014)
I/A,B Toxine D7s7°c=1a 8 min Siegel (1993)
I/A,B Spore Lait D125°¢c =0,03 min Lindstrom et
D1ss°c = 0,003 min al. (2010)
I/A,B Toxine | Lait 72°Cl15s 99,5 a | Siegel (1993)
(pasteurisation 99,9 %
haute) d’inactivation
I/B,E,F Spore Divers milieux et | Dsoc=1-1,5min Wachnicka et
matrices z=6,7°C al. (2016)
alimentaires
l/B,E,F Spore Divers milieux et | Dsoec =100 — 257 min Wachnicka et
matrices Z=9°C al. (2016)
alimentaires +
lysozyme
l/C Spore Tampon D1o1°c = 0,71 min* Segner et
phosphate Z=10°C*;z=57*" Schmidt
D120°c =0, 01 min*** (1971)
Dso -c = 89 min***
ln/c Toxine | Non précisée 70 °C/ 2 min 90 % Prévot et
d’inactivation | Brygoo (1953)
80 °C/ 2 min 99 % cité par
inactivation | Roberts et
90 °C/ 2 min Inactivation | Gibson (1979)
totale
/D Toxine | Non précisée 90 °C/2 min Inactivation
totale
Homogénéisation | C. Spore Lait écrémé 100-300 MPa 45- | 0,7 réduction | Cité par
sous sporogenes 84 °C décimale Georget et al.
ultrapression (2014)
Autres Spore Divers matrices | 200-350 MPa/55- | 2 a 6 | Sevenich et
bactéries 85°C réductions Mathys
sporulées décimales (2018)
Vignola et
Fondation de
Technologie
Spores et cellules 1a2 Laitiere du
Bactofugation végétatives Lait réductions Québec
décimales (2002);
Gésan-
Guiziou
(2010)
243 Trouvé et al.
Microfiltration Sp o’reslet celules Lait réductions (1991); Elwel
vegétatives décimales et Barbano
(2006)

1l est convenu en microbiologie des aliments (recherche et dénombrement de spores) qu'un chauffage de 10 min & 80 °C élimine toutes
les cellules végétatives ; *Moyenne des valeurs de D1or °c, n=6 (Segner et Schimdt, 1971). Valeur de z estimée sur 'ensemble des données
de la publication. ** Valeur de z la plus élevée communiquée par Segner et Schmidt 1971 ; valeurs calculées a partir de Drer, Treret z (10 °C)
en utilisant le modéle dit « de Bigelow ».
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3 Maitrise des C. botulinum de types C, D et
mosaiques en filiere viande bovine

3.1 Elevage en filiére viande bovine

3.1.1 Rappel des sources de contamination

Les bovins contractent le botulisme lors de I'ingestion d’aliment ou d’eau contaminés par C. botulinum
et/ou sa toxine. Les volailles représentent la principale source de contamination des bovins en France,
quand bien méme elles ne présentent pas de signes cliniques de botulisme, étant relativement peu
sensibles aux types toxiniques les plus dangereux pour les bovins (types D/C et C, par exemple).
Différentes modalités de contamination ont été rapportées : litiére de volailles ingérée par les bovins,
contamination du paturage lors de I'utilisation de litiere de volailles comme amendement organique,
stockage de la litiere a proximité de I'élevage bovin ou de ses patures comme dans le cas d’exploitation
mixte, contamination de I'aliment via le matériel ou un engin agricole également utilisé pour un élevage
de volailles ou latelier avicole d’élevages mixtes. D’autres modalités sont fortement suspectées :
contamination d’une pature par voie aérienne lors d’un épandage sur une pature voisine ou a partir de
la litiere stockée a proximité, notamment lorsque celle-ci est reprise en vue de son déplacement ou de
son épandage.

Une autre source avérée de contamination des aliments ou de I'eau ingérés par les bovins est la
présence en leur sein de parties de cadavres d’animaux sauvages ou commensaux, tels que les
rongeurs, les oiseaux, les chats. Lintroduction accidentelle d’'un cadavre dans I'aliment peut survenir
lors de la récolte (ex. chantier de récolte du fourrage) ou, lorsque l'aliment est déja stocké (ex. silo
d’aliment concentré dans lequel I'animal s’est introduit et est resté piégé). Ce risque est d’autant plus
important pour les fourrages conservés par anaérobiose, comme les ensilages et enrubannages, leurs
conditions de conservation étant favorables a la persistance et au développement de C. botulinum. Des
pratiques agricoles non optimales lors de la récolte et de la conservation de ce type de fourrage sont
donc propices a la survenue d’'un épisode de botulisme chez les bovins.

Outre les cadavres, la contamination par le réservoir environnemental naturel n'est pas a négliger : le
sol, I'eau, les sédiments qui, a leur tour, peuvent également contaminer les aliments et les fourrages
distribués aux animaux. Cet élément met également en exergue I'importance des conditions de récolte,
de réalisation et de conservation des fourrages ensilés et enrubannés.

3.1.2 Gestion des foyers de botulisme bovin

Comme indiqué précédemment, sur la base de signes cliniques plus ou moins évocateurs, le vétérinaire
de I'élevage est, réglementairement, conduit a émettre cette suspicion de botulisme et en informer la
DDPP. Les animaux morts et/ou cliniquement atteints feront I'objet de prélevements cliniques ou
nécropsiques en vue d’'une confirmation par le laboratoire : féces, contenu ruminal, contenu digestif,
foie. La mise en évidence de la toxine dans le sang des animaux morts ou malades se révélant quasi-
systématiquement infructueuse, le sang n’est plus un prélévement de référence pour le diagnostic du
botulisme bovin en France et il n’est plus utilisé en pratique.

En I'absence de mesures de gestion définies réglementairement pour ce danger de 1 catégorie, le
Préfet peut néanmoins décider de prendre un arrété préfectoral de mise sous surveillance (APMS), en
cas de déclaration et en fonction de la situation, sur la base de conseils prodigués par le service de la
mission des urgences sanitaires (MUS) de la DGAL. En cas de confirmation par les examens de
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laboratoire, voire par I'évolution éloquente de I'épisode clinique, cet APMS est suivi par un arrété
préfectoral de déclaration d’infection (APDI), ce dernier fixant les mesures sanitaires et de gestion a
appliquer dans I'élevage atteint. En régle générale, un éleveur détenant un élevage bovin placé sous
APDI de botulisme n’a plus la possibilité de sortir un animal de son troupeau sans que la DDPP ne
délivre un laissez-passer sanitaire individuel pour cet animal, délivrance dont I'éventualité est a
I'appréciation des services de la DDPP. Un tel laissez-passer n’est a priori accordé que sous certaines
modalités et conditions, et est réservé a des animaux en parfait état de santé qui doivent étre conduits
a l'abattoir sans pouvoir attendre la levée future de I'APDI. Il pourrait par exemple s’agir, aprés une
enquéte épidémiologique compléte, d’'un animal provenant d’'un lot d’animaux indemnes et non soumis
au risque de contamination par I'aliment incriminé ; lot distinct du ou des lots cliniquement atteints de
I'élevage. Par la suite, méme aprés la levée de I’APDI qui intervient 17 jours aprés la disparition des
signes cliniques sur I'exploitation, I'éleveur peut étre enjoint par I'autorité administrative de renseigner
précisément et compléter, selon ses recommandations, I'information sur la chaine alimentaire (ICA) au
verso de lattestation sanitaire a délivrance anticipée (ASDA) individuelle, de tout animal quittant
I'exploitation. La durée de la période pendant laquelle s’applique cette exigence est laissée a
I'appréciation de la DDPP.

D’'une maniére générale, méme en dehors de tout contexte de maladie & déclaration obligatoire, un
animal malade ne doit en aucune fagon étre conduit vers I'abattoir. Néanmoins, la réalité pratique,
notamment lorsque les signes cliniques s’avérent frustes et ténus, peut conduire a des situations
contraires.

De méme, avant que la survenue des premiers cas de botulisme n’ait entrainé la déclaration de la
suspicion auprés de la DDPP, 'acheminement vers I'abattoir d’'un animal sans signes cliniques mais se
trouvant en phase d’incubation ne peut étre exclu. L'accent doit également étre mis sur le délai
susceptible de s’écouler entre, d’'une part, le début de I'épisode de botulisme et, d’autre part, la suspicion
clinique émise par le vétérinaire, suivie de la déclaration a la DDPP et de la prise de 'APMS et de 'APDI
subséquents. Ce délai de latence peut étre plus ou moins long et lié a différents facteurs :

- le ou les premiers cas cliniques correspondent le plus souvent a une mort trés rapide des
animaux atteints sans signes pathognomoniques du botulisme (forme suraigué survenant en
général 2 a 4 jours aprés la contamination) et sans que le vétérinaire n’en soit nécessairement
informé ;

- les cas suivants (formes aigués survenant entre 4 et 7 jours aprés la contamination)
s’accompagnent généralement de signes plus évocateurs, mais pour lesquels un diagnostic
clinique différentiel devra étre réalisé avec discernement. En effet, les signes primaires de
parésie progressive ascendante, de diminution de la prise alimentaire, d’inrumination ou de
baisse de production laitiere peuvent étre retrouvés pour de nombreuses autres maladies des
bovins ;

- il est donc possible que la suspicion clinique ne puisse étre envisagée qu’en fin d’évolution de
ces formes aigués et ce, d’autant plus tardivement que le recours au vétérinaire sera lui-méme
tardif ;

- une absence de détection et/ou de suspicion clinique sont également envisageables,
notamment lorsqu’un tres faible nombre de cas surviennent au sein de I'élevage, lorsque les
cas (peu nombreux) restent frustes ou atypiques, ou encore lorsque l'intervention du vétérinaire
n’est a aucun moment requise par I'éleveur.

Ces quelques exemples soulignent le risque qu’un bovin en incubation, un bovin porteur digestif sans
signes cliniques, un bovin contaminé superficiellement par C. botulinum, un bovin convalescent ou guéri
cliniquement, voire un bovin malade présentant des signes frustes, puissent étre acheminés vers
I'abattoir.

Ces considérations rendent d’autant plus importante I'analyse du niveau de risque que peuvent
représenter ces différentes catégories d’animaux s'’il s’avére que ces derniers se retrouvent sur une
chaine d’abattage ; d’autant qu’ils ne feront I'objet d’aucune mesure de gestion adaptée, ni au cours de
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leur transport, ni au sein de I'établissement d’abattage, ni au long de la chaine alimentaire, faute d'ICA
spécifique diment renseignée.

3.1.3 Mesures de réduction du risque de botulisme bovin en élevage

Les bonnes pratiques d’élevage et la mise en place de mesures de biosécurité visant a limiter
Pintroduction de C. botulinum sont les éléments essentiels qui permettent de prévenir a la fois la
survenue d’'un épisode de botulisme en élevage bovin, mais également la présence de la bactérie sous
ses différentes formes dans I'environnement direct des animaux (batiment, nourriture, logement,
matériel agricole).

En ce sens, il convient de rappeler I'importance du respect de certaines de ces bonnes pratiques
d’élevage qui sont a méme de limiter au mieux le risque de contamination par C. botulinum des animaux
et de la chaine alimentaire : propreté des locaux d’élevage et des animaux, hygiéne générale de
I'exploitation et des zones d’alimentation et d’abreuvement, récolte et conservation optimales des
aliments en général et des fourrages conservés par anaérobiose en particulier, mesures de maitrise
des animaux nuisibles et commensaux, hygiéne du matériel en général et de celui dédié a I'alimentation
des animaux en particulier, respect de certaines mesures de biosécurité visant a protéger I'élevage de
toute contamination par d’autres voies, notamment en cas d’élevage de volailles a proximité, recours
précoce au diagnostic par le vétérinaire, respect de linterdiction d’abattage d’un animal malade ou
suspect de I'étre, information systématique de la chaine alimentaire, etc.

Pour limiter le risque que pourraient représenter plus particulierement les animaux guéris,
convalescents ou porteurs sans signes cliniques, certaines préconisations, toujours inhérentes aux
bonnes pratiques en élevage bovin, peuvent étre renforcées pour tout animal de I'élevage conduit a
I'abattoir, et ce, pendant un certain laps de temps aprés que le foyer clinique a été maitrisé et que 'APDI
a été levé :
- prendre les mesures nécessaires de maniére que le revétement cutané et les phanéres de
I'animal soient les plus propres possibles avant I'acheminement de celui-ci vers I'abattoir ;
- convenir, avec le gestionnaire de l'atelier d’abattage et le transporteur, du moment de la mise
a la diéte préalable de I'animal en fonction de I'horaire prévisible de son abattage ;
- indiquer en amont au transporteur que I'animal doit étre acheminé seul ou isolé des autres
animaux Convoyes ;
- maintenir cet isolement lors du déchargement et dans la stabulation de I'établissement
d’abattage.

De maniére plus globale au niveau de I'élevage atteint, des mesures spécifiques de nettoyage et
désinfection devront étre appliquées selon les préconisations formulées dans I’APDI et avant que celui-
ci ne soit levé. Avec toutes les limites qu’elles peuvent présenter en élevage bovin, ces mesures,
correctement mises en ceuvre, viseront a réduire au maximum la contamination de I'élevage et de son
environnement par C. botulinum, notamment sa forme sporulée.

Les connaissances actuelles ne permettent pas de savoir si la vaccination des animaux (vaccin utilisé
sous Autorisation temporaire d’utilisation (ATU) aprés accord de TANMV), régulierement mise en place
dans I'élevage apres la survenue d’'un foyer de botulisme dans le but de prévenir une récidive de la
maladie, peut étre retenue comme une mesure permettant de réduire le portage et I'excrétion par des
animaux guéris, convalescents ou porteurs n’ayant jamais présenté de signes cliniques.

L’exposition professionnelle des éleveurs n’est pas abordée dans ce rapport, cet aspect étant hors du
champ de la saisine. A titre d’'information, les experts indiquent que la littérature scientifique consultée
dans le cadre du traitement de cette saisine n’identifie aucun cas de contamination humaine chez les
éleveurs ou d’autres intervenants en élevage a la suite de la survenue d’un foyer de botulisme bovin.
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3.2 Parties du corps, tissus et sécrétions présentant une probabilité
d’émission du danger représenté chez les bovins par C.
botulinum et la toxine botulique

Ce paragraphe, sur la base des données précédemment présentées (section 2.3.5), vise a désigner les
parties du corps, tissus et sécrétions de bovins qui, manipulés a I'abattoir ou destinés a la consommation
(viandes, abats, lait), sont susceptibles de contenir de la toxine botulique ou des spores botuliques. Les
types D, D/C, C ou C/D qui sont responsables de la quasi-totalité des cas de botulisme décrits en France
dans cette espéce seront principalement considérés.

Un bovin malade, en particulier s’il présente des signes paralytiques, ne peut étre abattu pour la
consommation. Dans ces conditions, seuls les cas suivants seront pris en compte :

- les animaux appartenant a un effectif contaminé qui sont acheminés vers un abattoir ;

- les animaux sans signes cliniques apparents, voire ceux atteints de formes frustes, présents dans un
élevage reconnu atteint, aprés retrait de I'aliment identifié responsable de la contamination, y compris
apreés la fin de I'épisode clinique.

Dans le laps de temps qui précéde la détection du cas index, I'ensemble des bovins ayant partagé le
méme aliment sont considérés potentiellement en incubation. Il en est de méme, au-dela de la détection
du cas index et en tenant compte des délais possibles d’incubation des autres bovins du cheptel
appartenant a la méme cohorte d’animaux. Il faut rappeler en outre que la maladie peut aussi se déclarer
aprés retrait de I'aliment contaminé, avec une seconde vague compatible avec une toxi-infection chez
des bovins ayant ingéreé, lors d’'une premiére vague, une quantité de toxine insuffisante pour provoquer
un épisode de botulisme aigu. Il faut souligner enfin que des signes cliniques frustes peuvent échapper
a l'observation, dans I'élevage atteint comme a I'abattoir durant la période de stabulation précédant
I'abattage des animaux.

Il est probable, mais cela demeure une hypothése, que la possibilité de présence et la quantité de toxine
dans les tissus d’'un bovin en fin d'incubation s’apparente a ce qui est observé chez des animaux en
début d’apparition des premiers signes cliniques, sauf pour la toxine libre circulante qui devient souvent
rapidement indétectable une fois fixée dans les cellules cibles. La méme approximation entre la situation
de fin d’incubation et celle d’apparition des premiers signes cliniques est établie pour la bactérie, qui est
rarement détectée (ou recherchée) en dehors des prélévements de contenu digestif (intestin et rumen),
lors des examens pratiqués apres la mort ou I'euthanasie des animaux atteints, mais qui est retrouvée
dans le foie.

Dans les autres cas (animaux chez lesquels aucun signe clinique n’est observé), le plus probable est
que la localisation bactérienne se limite a un portage digestif, logiquement avec une prévalence
supérieure a celle observée chez des animaux hébergés dans un élevage indemne. L’importance de ce
portage est, en effet, fonction de la richesse en spores, de la durée de consommation de I'aliment
contaminé (avant son retrait) et de 'amplification du cycle « excrétion fécale/ ingestion » induit par la
contamination fécale de I'’environnement des animaux.

Dans tous ces cas, méme en tirant partie des données disponibles, les évaluations présentées dans le
tableau 4 relévent du jugement d’experts.
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Si I'on considére un bovin issu d’'un cheptel auquel a été distribué un aliment contaminé, avant

I'apparition des premiers signes cliniques, il peut s’agir,

e soit d’un bovin sans signes cliniques, mais en incubation,

e soit, d'un bovin chez lequel aucun signe clinique n’apparaitra, n’ayant pas consommé d’aliment
contaminé ou l'ayant consommé en trop faible quantité (distribution irréguliére de la toxine
préformée dans I'aliment) pour provoquer des effets visibles.

Tableau 4 : Probabilité de présence de C. botulinum (cellule, spore, toxine) dans différents tissus animaux en
fonction du statut clinique

Cellules Spore Toxine Cellules Spore Toxine
Sources potentielles de contamination végétatives végétatives

(-/+/++)* (-+1+4) (-/4/+4) (-+1+4) (-+1+4) (-/41+4)

Animal demeurant sans signe clinique Animal en incubation
Matiéres stercoraires? + ++ - ++ ++ ++
(contenu des estomacs et intestins)?
SangP - - - - - +[++
Foie® - - - + - Py
Muscled - R R . . +
Rate, reins¢ - R . . . ¥
Corée (poumons, trachée, coeur) - - - - B .
Nceuds lymphatiques? - - - - . +
Amygdales” - B . + ¥ +
Tube digestif (estomacs, intestins)! - - - + + +
Tissus mammaire et lait? - - - - - .
Peau, pattes, onglons' - + R + + R

*: La probabilité de présence du danger (forme végétative, spore ou toxine) est estimée comme
() : « nulle (0) a trés faible (4) » ; (+) : « faible (5) a peu élevé (6) » ; (++) : « assez élevé (7) a trés élevé (9) ».

(a) : Aprés distribution d’un aliment contaminé, le taux de portage (spores de type C ou D) est forcément plus
important que dans un environnement indemne, ou il peut étre estimé entre 1 et 4 %.

La probabilité de production de toxine dans le tube digestif d’'un animal qui ne présentera pas de signe clinique
ne peut raisonnablement étre que trés faible (elle peut étre soit produite in situ par les formes végétatives soit
résulter de l'ingestion de la toxine préformée dans I'aliment). En revanche, si le bovin est en incubation, c’est qu’il
a ingéré une quantité suffisamment importante de toxine préformée dans I'aliment ou que la quantité de toxine
produite in situ (toxi-infection) est assez élevée pour envisager I'apparition de signes cliniques.

(b) : Méme si une diffusion sanguine ne peut étre écartée en cas de stress (transport...), y compris chez un
bovin sans signes cliniques ayant des concentrations importantes dans le tube digestif, 'absence de bactériémie
décrite dans le botulisme rend improbable la diffusion de formes végétatives et de spores.

Dans le cas de bovins (« en incubation ») chez lesquels les signes cliniques vont apparaitre, la probabilité de
présence de toxine libre dans le sang est élevée a trés élevée.

(c) : La présence de formes végétatives, et toxine dans le foie est largement démontrée par les opérations de
diagnostic chez les bovins suspectés de botulisme avec une probabilité estimée ici, chez le bovin en incubation
comme élevée. Elle est en revanche considérée comme extrémement faible chez les autres bovins.

(d) : La présence de toxine dans le tissu musculaire, en lien avec la présence de toxine libre dans le flux sanguin,
est considérée dans la catégorie faible a peu élevée chez I'animal en incubation. Les rares communications
relatives a la présence de bactéries (spores ou formes végétatives) dans le tissu musculaire chez les bovins morts
de botulisme conduisent a estimer cette éventualité chez I'animal en incubation comme extrémement faible.

(e-f-g) : Les rares communications relatives a la présence de bactéries (spores ou formes végétatives) dans les
différents tissus (autres que le foie) chez les bovins morts de botulisme conduisent a estimer cette éventualité chez
I'animal en incubation comme extrémement faible. La présence de toxine ne peut toutefois y étre écartée.

(h) : Le cas des amygdales est particulier, avec I'hypothese d’une localisation dans les cryptes amygdaliennes
ou la bactérie peut trouver un environnement anaérobie. La probabilité de présence de formes végétatives, spores
et/ou toxine chez I'animal en incubation est ici estimée comme faible.

(i) : La distinction est faite entre l'intestin « tissu » et son contenu (matiéres stercoraires). La présence de formes
végétatives, spores et/ou toxine chez I'animal en incubation ne peut étre écartée dans les contenus.

(k) : La probabilité de présence de formes végétatives, spores et/ou toxine dans le tissu mammaire et le lait
(hors contamination liée a la traite) chez I'animal en incubation est estimée comme extrémement faible.

(I) : La peau peut étre souillée par les feces et la litiere contaminée (notamment lors du couchage), contenant
notamment des spores. Les onglons sont souillés au contact du sol et de la litiere contaminée par les feces, avec
une probabilité supérieure a celle de la peau. La persistance de toxine dans les particules de feces présentes sur
la peau et sur les onglons reste hypothétique.
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3.3 Transport et abattage : analyse des voies de contamination de
la viande et d’exposition professionnelle des opérateurs par C.
botulinum

3.3.1 Introduction et méthodologie du GT

La filiere viande bovine est la succession d'étapes au cours desquelles des animaux de boucherie
vivants deviennent des produits alimentaires. Ce passage peut comprendre jusqu'a trois niveaux de
transformation.

Lors d'une premiére transformation, la carcasse et des co-produits (5¢ quartier) comprenant des abats
et des issues, sont obtenus.

La deuxiéme transformation permet la séparation de la carcasse en déchets (os, graisses...) et en
muscles. Ceux-ci sont utilisés sans modifications importantes ou bien sont profondément modifiés pour
étre utilisés par la suite lors de la fabrication d'autres produits alimentaires.

Ces derniers sont obtenus lors d'une troisiéme transformation impliquant I'addition d'assaisonnement
et/ou un traitement thermique.

Un abattoir est un établissement permettant de préparer les viandes, de traiter les co-produits
(comestibles ou non) et de soumettre ces denrées a une inspection de salubrité en méme temps qu’'a
I'estimation de leur qualité. Ces établissements agréés, spécialisés ou non, publics ou privés, vont donc
permettre la transformation progressive d’'un animal vivant issu de la filiere bovine en carcasse de
viande et en co-produits (comestibles (abats) ou non (issues)), lors de la 1™ transformation également
appelée « préparation des viandes a I'abattoir ». Cette préparation consiste en une succession
d’opérations unitaires connue sous le terme de « diagramme d’abattage ». Généralement, la carcasse
et certains co-produits comestibles rentrent en deuxiéme transformation (ateliers de découpes) qui
permet de récupérer le minerai viande. Celui-ci est soit utilisé sans modifications importantes (Unités
de Vente Consommateur), soit plus ou moins profondément modifié pour la fabrication d'autres produits
alimentaires, dits de troisieme transformation, impliquant l'addition d'assaisonnement et/ou un
traitement thermique (salaisons, plats cuisinés...). Par la suite, les exemples traités par le GT
concerneront des produits de 2¢ et de 3¢ transformation.

Chez I'animal vivant en bonne santé, le muscle est un tissu stérile ou pauci-microbien. Les différentes
opérations d’abattage permettent sa récupération et sa transformation en viande au cours du temps en
passant généralement par trois états différents illustrés par la figure 12. Habituellement, le mot
« viande » est utilisé pour désigner le muscle a I'état mdr (ou rassis), qui correspond au stade de sa
commercialisation. Dans ce rapport le mot « viande » désignera indifféeremment le muscle ou la viande.

Abattage
to

Etat pantelant

Etat rigide / Maturation (ou
(t+24h) transformation du
muscle en viande)

Etat mdr
(t>7 jours au froid)

Figure 12 : Les trois états du tissu musculaire post mortem
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A I'abattoir, les sources de Clostridium botulinum (formes végétatives et sporulées) sont bien connues,
le lieu et les opérations de transformation aussi, ainsi que les cibles (objets de la saisine) : la viande
(définition au « sens large » et exposition du consommateur par voie digestive) et les opérateurs
(exposition professionnelle par différentes voies).

A I'abattoir les contaminations sont :

e ante mortem : elles peuvent se traduire par une contamination profonde des muscles, favorisée
soit par la digestion (les bonnes pratiques d’abattage imposent de ne pas nourrir les animaux
un certain temps avant I'abattage), soit par I'effet du stress subi au cours du transport, du
déchargement, de combats sociaux lors d’'une attente qui peut étre de durée variable ;

e agonique : les bactériémies digestives agoniques correspondent au passage de
microorganismes a travers les barriéres intestinales « fragilisées » (stress d’abattage) vers les
muscles proches ou le torrent circulatoire, si cela intervient avant la saignée. Il s’agira de
contaminations en profondeur des muscles.

e post mortem: les contaminations post mortem sont des contaminations de surface
généralement (environnement, personnel, matériel, équipements, cuir, aérocontamination...).

Le procédé d’abattage hygiénique consiste donc a préparer les viandes tout en évitant que les dangers
ne les atteignent.

L’évolution réglementaire a fait qu’aujourd’hui chaque acteur de la chaine alimentaire est responsable
du niveau de sécurité’® des produits qu’il met sur le marché. Ces acteurs étant interdépendants, ils
doivent tous, et chacun, élaborer et mettre en ceuvre des stratégies de maitrise des dangers, et en
garder les preuves. Ces stratégies sont raisonnées a I'intérieur du triptyque de mattrise : réglementation
/ éléments organisationnels / facteurs opérationnels. Ainsi, pour la maitrise du danger C. botulinum en
filiere viande bovine, des mesures de maitrise’* existent a I'élevage (cf. 3.1) et en 2¢ et 3¢
transformations. Ces mesures de maitrise peuvent étre génériques ou spécifiques, préventives ou
curatives des dangers. C’est ainsi qu’afin d’avoir les meilleures conditions hygiéniques de production,
un abattoir doit respecter les principes de conception et de fonctionnement suivants :

- trés schématiquement, identification d’'un secteur sale ou se trouveront les animaux vivants et les
co-produits, et d’un secteur propre correspondant au hall d’abattage et aux chambres froides ;

- lamarche en avant : les produits sont transformés en avangant, sans possibilité de retour (principe
de Schwarz) ;

- le non-entrecroisement du circuit sale et du circuit propre ;

- la chaine du froid.

Au-dela, et pour compléter, le tableau 5 présente les principaux constituants du triptyque de maitrise de
C. botulinum a I'abattoir.

Tableau 5 : Principaux constituants du triptyque de maitrise de C. botulinum a I'abattoir

Réglementation Eléments organisationnels Facteurs opérationnels
ICA Bonnes pratiques hygiéniques (BPH) Sectorisation propre/sale
Cadre de l'inspection Démarche HACCP Marche en avant
vétérinaire (ante et post Tracabilité produits Non-entrecroisement
mortem) Chaine du froid
Nettoyage & désinfection

13 Sécurité des aliments : assurance que les aliments ne causeront pas de dommages au consommateur lorsqu'’ils
sont préparés et/ou consommés conformément a l'usage pour lequel ils sont prévus.

14 Actions et activités auxquelles on peut avoir recours pour prévenir ou éliminer un danger qui menace la sécurité
des aliments ou pour le ramener a un niveau acceptable.
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Dans son analyse, le GT a souhaité faire un développement particulier de certaines mesures de maitrise
proches des cibles (viande et opérateur (V et O)), considérant les activités constitutives de I'abattage
des animaux de boucherie et les différentes formes identifiées du danger, et pour deux scénarios
raisonnablement prévisibles : animal qui restera sans signes cliniques, animal en incubation.

L’exposition professionnelle des opérateurs tout au long des séquences transport-abattage concerne
les chauffeurs, les bouviers et les opérateurs sur chaine. Le GT a procédé a I'identification exhaustive
des différentes possibilités d’exposition au regard des principaux modes de transmission (INRS) :

- inoculation par blessure ou coupure avec des objets contaminés ;
- ingestion manuportée (port a la bouche des mains ou d’objets contaminés) ;
- inhalation de poussiéres sur le lieu de travail.

Il convient de noter qu’au regard de tous les modes de transmission, les personnes les plus exposées
sont les éleveurs. Pour I'exposition professionnelle, le GT a adopté la méme méthodologie que pour la
contamination de la viande, présentant toutes les possibilités et estimant leur importance relative, ainsi
que l'efficacité des mesures de maitrise existantes le cas échéant.

3.3.2 L’abattage - Description chronologique synthétique

Nota bene: la description suivante correspond a un abattage « standard » représentatif du
fonctionnement d’'une majorité d’établissements. Des nuances peuvent exister pour certains
établissements notamment au regard de la conception de I'abattoir et de son niveau d’équipement.

L’abattage des bovins est encore une « industrie de main d’ceuvre » (peu de taches automatisées). Sur
la chafne d’abattage les opérateurs sont situés a leur poste fixe, ce sont les produits qui défilent devant
eux selon le principe de Schwarz (marche en avant), il 'y a que le chef de ligne et les agents de
maintenance en cas d’interventions qui sont autorisés a se déplacer d’un poste a l'autre et, ce, dans les
deux sens. Les opérateurs de bouverie (stabulation) sont en contact direct avec les animaux vivants
dont ils assurent la stabulation, et qu’ils vont diriger vers la chaine d’abattage pendant toute la durée de
la tuerie. Le chauffeur du camion assure généralement la séquence chargement-transport-
déchargement des animaux, avant d’effectuer le nettoyage du camion.

A partir de la file d’abattage, les co-produits sont transférés vers les locaux de traitement du 5¢ quartier
ou d’autres opérateurs vont procéder a leur préparation.

La journée d’abattage (ou tuerie) est entrecoupée de « pauses » pour les opérateurs. Ces pauses
s’effectuent généralement en séquentiel sans arrét total de la chaine. La prise de nourriture et la
consommation de boissons sont possibles pendant les pauses, constituant des occasions d’ingestion
accidentelle de la toxine. Il est a noter que la procédure (passage par « sas hygiéne ») lorsque que I'on
quitte son poste de travail, pour une pause ou en fin de journée, est la méme que pour la prise de poste
en début de journée. Les tenues et équipements (tabliers, cottes de maille...) sont généralement
nominatifs.

Transport

C’est 'acheminement des animaux de I'élevage a I'abattoir, il doit minimiser les occasions de stress
pour les animaux et ne devrait pas excéder 8 h. En France métropolitaine, jusqu’a présent, le maillage
territorial des abattoirs peut permettre d’éviter les temps de transport trop longs. Il est possible qu’il y ait
une contamination du cuir des animaux qui se trouveraient en contact rapproché avec des animaux
sans signes cliniques ou en incubation. Une mise en suspension des spores peut egalement se
produire.

Des aires de lavage pour les camions doivent étre prévues sur les sites d'abattage.
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Déchargement — Inspection vétérinaire ante mortem — Tracgabilité

Cela correspond a la descente du camion et 'examen en vif des animaux. Seuls les animaux ayant
satisfait a I'inspection regoivent un numéro de tuerie qui servira ensuite pour I'identification des différents
produits de I'abattage, en correspondance avec le passeport du bovin (DAB bovins). Des systéemes
informatiques de tragabilité permettent d’éviter la conservation des oreilles (et des boucles
d’identification) jusqu’en bout de chaine. De la méme fagon que lors du transport, il est possible qu'’il y
ait une contamination du cuir des animaux qui se trouveraient en contact rapproché avec des animaux
sans signe clinique ou en incubation.

L’exposition professionnelle du chauffeur lors de la séquence chargement/déchargement/lavage est
possible et il peut y avoir transmission par :

- inoculation (blessure profonde par les cornes des bovins) ;
- ingestion (contamination manuportée) ;

- inhalation de spores mises en suspension.

Stabulation

Les animaux « acceptés » vont alors étre mis en stabulation (individuelle ou en petits groupes) pour une
durée variable. L’un des objectifs est alors un « retour au calme des animaux ». La vision technologique
et musculaire de la stabulation correspond aux rétablissements des gradients électrochimiques
cellulaires et du stock de glycogéne, pour une bonne transformation du muscle en viande (évolution
post mortem du muscle). Les locaux sont congus pour ne pas générer trop de stress et permettre une
stabulation pouvant se prolonger jusqu’a 24 h pour les animaux jugés « énervés » et/ou « dangereux ».
De la méme fagon que lors du transport et du déchargement, il est possible qu’il y ait une contamination
du cuir des animaux placés en stabulation en petits groupes et qui se trouveraient en contact rapproché
avec des animaux sans signes cliniques ou en incubation. Une mise en suspension des spores peut
alors se produire.

Amenée - Contention

Les animaux empruntent alors un couloir d’'amenée pour les conduire en file indienne jusqu’au piége de
contention dans lequel ils pénétrent individuellement. La contention est nécessaire quel que soit le type
d’abattage, classique ou dérogataire. Il est possible qu'il y ait contamination de cuirs d’animaux via les
parois du couloir d'amenée ou du piége qui seraient contaminées par des spores. Une mise en
suspension des spores est également possible. L’'opérateur peut subir une blessure profonde par les
cornes d’un bovin.

L’exposition professionnelle des bouviers lors de la séquence mise en stabulation/amenée/contention
est possible et il peut y avoir transmission par :

- inoculation (blessure profonde par les cornes des bovins) ;
- ingestion (contamination manuportée) ;

- inhalation de spores mises en suspension.

Insensibilisation

L’insensibilisation est obligatoire sauf pour les abattages dérogataires. Chez les bovins, sur le front de
'animal, le pistolet d’abattage (matador) avec tige captive perforante (trépanation) ou percutante (tige
a masselotte) est utilisé majoritairement. A ce poste, I'opérateur doit vérifier la perte de conscience a
partir de différents critéres ou signes d’inconscience, a défaut il peut appliquer un deuxiéme coup de

5 je. pouvant déroger aux opérations classiques d'abattage (p. ex. abattage sans étourdissement préalable,
certains abattages d'urgence, animaux en incapacité d'avancer ou de se relever...)
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pistolet, avec 'amorce ad hoc. L’animal, étourdi, s’affale sur un flanc et sort du piége par 'une des deux
parois amovibles. Des spores qui se trouveraient sur le tapis d’affalage pourraient alors contaminer le
cuir des animaux. Une chaine dite « de saignée » est alors passée autour du postérieur pour suspendre
I'animal téte en bas. Une mise en suspension des spores peut alors se présenter.

L’électronarcose est possible en tant qu’alternative au pistolet.

Dans certains cas, a ce stade, et dans les abattoirs qui en ont fait le choix, il est possible de stimuler
électriquement les animaux (stimulation basse tension). L’objectif est qualitatif : les contractions
musculaires provoquées entrainent, par consommation d’ATP, une meilleure évolution post mortem du
muscle (transformation du muscle en viande...).

Il convient de noter qu’au poste d’assommage, et éventuellement de stimulation basse tension, la
proximité de I'opérateur avec les cornes des animaux est grande, le risque de blessure profonde est
réel. Le méme raisonnement peut étre tenu pour le sacrificateur lors d’égorgements rituels (abattage
dérogataire).

Saignée — Egouttage

La saignée correspond a I'élimination de la plus grande partie du sang des animaux par ponction ou
section des vaisseaux de gros calibre, respectivement a I'aide d’un trocart ou d’'un couteau. L’égouttage
est I'élimination gravitaire progressive du sang résiduel. L’activité cardiaque est nécessaire pour une
bonne saignée (par son réle de « pompe »). La saignée va, ensuite, entrainer la mort de I'animal par
arrét cardiaque. Elle est réalisée en position verticale pour les bovins (téte en bas) et constitue
également une nécessité hygiénique car le principal fluide vecteur de contamination profonde des
muscles est ainsi éliminé. Accessoirement, elle améliore I'aspect de la carcasse (viande non
saigneuse). S’il n’est pas rejeté, le sang récolté sera du sang alimentaire (consommation humaine) ou
du sang industriel (cruor, farines...).

Ce stade correspond a la fin des opérations sur les animaux vivants.

A ce poste de travail une exposition professionnelle est possible par (i) inoculation en cas de blessure
au couteau ou par (ii) ingestion (manuportée).

Rabotage - Décrotteuse

Dans certains cas, durant I'égouttage, il est possible pour un opérateur de passer la décrotteuse sur les
lignes de « tragage » du cuir (zones qui seront incisées) afin de les débarrasser des saletés recouvrant
le cuir, enlevé par la suite. Il peut y avoir, alors, mise en suspension de spores se trouvant sur le cuir et
donc exposition professionnelle suite a leur inhalation. Cependant, la décrotteuse étant habituellement
capotée et reliée a un aspirateur, I'exposition est minimisée.

Habillage externe
Début des opérations sur les animaux non dépouillés.

Ces dernieres sont souvent regroupées sous le terme « d’habillage externe » des animaux qui prendra
fin avec I'enlévement du cuir. Cet habillage externe comprend une succession de « petites opérations »,
dont I'ordre peut étre variable, de sections (cornes, pattes...), ablations (mamelles, verge, testicules...)
et incisions du cuir pour son « tragage » (ou parfente). Il est possible, sur la chaine, qu'il y ait une
contamination, par des spores, du cuir des animaux, qui se trouveraient en contact rapproché avec des
animaux contaminés en surface.

Incisions pour le tracage

Le « tragcage » (ou parfente) correspond a « I'ouverture » du cuir par une incision longitudinale et deux
incisions transversales qui vont faciliter I'arrachage du cuir :

- incision ventrale médiane : du pubis a I'encolure (ligne blanche) ;
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- incision cruciale antérieure passant par la face dorsale des membres antérieurs ;
- incision cruciale postérieure passant par la face palmaire des membres postérieurs.

Les lignes d’incision peuvent étre décrottées comme vu en supra. Aprés parfente, les flancs et la face
interne des membres sont dépouillés au couteau sur quelques centimétres.

Il peut y avoir exposition a des spores qui se trouveraient sur le cuir d’animaux contaminés en surface.
Ce poste de travail nécessite I'utilisation d’un couteau pour chaque animal (technique du coup de lance).

L’exposition professionnelle des opérateurs lors de la séquence ablation/incision/section est possible et
il peut y avoir transmission par :

- inoculation (blessure profonde lors d’utilisation d’équipements tranchants) ;

- ingestion (contamination manuportée lors de la manipulation du cuir) ;

- inhalation de spores mises en suspension.

Dépouille

C’est 'enlévement (ou arrachage) du cuir. Le plus souvent, il est effectué par une machine ; le cuir vient
s’enrouler autour d’un tambour rotatif qui se déplace verticalement, généralement du haut vers le bas.
Dans ce cas de figure, si la téte n’a pas été enlevée, il est alors possible de la dépouiller en partie (et
d’enlever les oreilles). Les opérateurs accompagnent au couteau le mouvement de la machine. Il peut

y avoir exposition professionnelle par mise en suspension des spores qui se trouveraient sur le cuir
d’animaux contaminés et par inoculation (s’il y a blessure suite a la manipulation d’'un couteau).

Ligature de I'oesophage

Une fermeture hermétique de I'cesophage a I'aide d’'une pince plastique vise a éviter les régurgitations.
C’est la premiére des deux ligatures du tube digestif, elle intervient en général avant 'enlévement de la
téte.

Décollation

C’est I'enlevement de la téte, elle peut intervenir avant ou aprés la dépouille. Une fois enlevée, la téte
est « travaillée » pour récupérer museau, langue, viande des joues, masque, etc. Durant ce travail, il
faut porter une attention particuliére aux amygdales, considérées comme des réservoirs de dangers.

A ce poste, une exposition professionnelle, par inoculation lors d’une blessure, est possible au regard
de la manipulation du masque et du retrait de la langue (amygdales), de méme que par ingestion
(manuportée).

A ce stade, les opérations sur les animaux non dépouillés sont terminées, débutent alors les opérations
sur les animaux dépouillés (habillage interne). La dépouille est une opération importante sur le plan de
I'hygiéne, mettant a nu une surface stérile (la carcasse), qui peut alors subir une contamination
superficielle par différentes voies (opérateurs, matériels, aérocontamination, contaminations par les
réservoirs - contenus digestifs et intestinaux, etc.).

Habillage interne
Détourage - Ligature du rectum

Le rectum est « détouré » au couteau afin de le séparer de ses attaches musculaires et ensaché avec
fermeture hermétique du sachet plastique. Le tout est replacé a I'intérieur de la cavité abdominale. Lors
de I'éviscération abdominale I'opérateur se saisira du sachet, et donc du rectum, en premier.
L’exposition professionnelle aux matiéres stercoraires (spores et cellules végétatives chez un animal
sans signes cliniques ; spores, cellules végétatives et toxines chez un animal en incubation) est possible
par inoculation lors d’une blessure.

Fentes du quasi et du sternum
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Cela correspond aux ouvertures des cavités abdominales et thoraciques. C’est une opération a haut
risque de contamination, trés proche du réservoir principal de dangers microbiologiques, qu’il ne faut
pas léser. Une blessure des opérateurs avec le matériel utilisé est possible.

Eviscération abdominale

Cette étape correspond a I'enlévement des estomacs et des intestins (et du tractus génital et de la rate)
qui sont déposés sur un convoyeur et évacués vers les locaux de traitement (secteur sale). Le foie et
les rognons restent en place. L'opération est délicate parce qu'’il faut éviter tout percement du tube
digestif contenant les matiéres stercoraires. Ce tube digestif est ligaturé aux deux extrémités empéchant
tout écoulement et fuites. La masse digestive tombe sur une goulotte par gravité et, sans contact avec
I'opérateur, est évacuée vers les locaux de boyauderie.

A ce poste, I'exposition professionnelle aux matiéres stercoraires (spores et cellules végétatives chez
un animal sans signes cliniques ; spores, cellules végétatives et toxines chez un animal en incubation),
par inoculation lors d’'une blessure ou par ingestion (manuportée) est possible.

Eviscération thoracique

Cela commence par la récupération des rognons et du foie (avec la vésicule biliaire), abats rouges
soumis a linspection vétérinaire post mortem comme I'ensemble des viscéres (cceur, poumons,
trachée). Le travailleur manipule trés peu ces abats rouges : il les prend dans ses mains et les dépose
sur une surface pour l'inspection vétérinaire. A ce stade, ce sont les agents des services vétérinaires
qui manipulent le plus ces abats, notamment le foie et sont donc les plus exposés.

Fente en demi

La carcasse, vidée de tous ses organes, peut alors étre séparée en deux hémi-carcasses (demi de
queue (droite) et demi d’onglet (gauche)), a I'aide d’'une scie passant au milieu du canal rachidien.
L’opérateur doit se protéger des brisures d’os qui sont projetées.

Démédullation par aspiration

Cela correspond a I'enlévement de la moelle épiniere et des dures-méres.

Inspection vétérinaire post mortem

A ce stade, les agents des Services Vétérinaires peuvent porter un jugement de valeur sanitaire sur les
différents composants de la carcasse, reconnaissant, ou non, pour tout ou partie, les produits aptes a
la consommation humaine.

Emoussage

C’est I'enlévement au couteau des gras superficiels sur le dos, les cuisses et épaules (zones
réglementées).

Un jet de vapeur peut étre passé sur les zones de tragage, de fente et de sections.

Pesée —Classification — Tragabilité

La pesée est réglementée par le décret du 27 juillet 1977, elle doit intervenir dans I'heure qui suit
l'insensibilisation. Le poids fiscal ou poids a froid (poids fiscal = poids net constaté — 2 % pour les bovins
adultes) est déterminé.

Douchage

A l'eau potable, chaude ou froide, le douchage améliore la présentation de la carcasse et la réfrigération.
Cette opération est optionnelle.

Peu répandu en France, le désossage a chaud, comme son nom l'indique, s’effectue avant I'entrée en
chambre froide, il est pratiqué dans certains pays et ne sera pas développé ici.
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Réfrigération
Les dispositions réglementaires obligent a ce que la température interne des muscles soit abaissée a
un maximum de +7 °C a cceur en 24 heures et de +3 °C pour les abats rouges.

La réfrigération a lieu en deux phases :

- ressuage (ou ressuyage, ou réfaction) permet de faire baisser rapidement la température, tout en
évitant le cryochoc'® ;

- stockage au froid dynamique (avec une vitesse d’air définie) permettant de respecter les impératifs
réglementaires tout en évitant le cold shortening (contraction/durcissement irréversible de la viande
par le froid).

En chambre froide, la transformation du muscle en viande va nécessiter plusieurs jours. Le désossage
(a froid) s’effectue dans des ateliers de découpe, locaux climatisés distincts du hall d’abattage, qui
permettent la récupération des minerais nécessaires a la fabrication des produits choisis comme
exemple dans la suite de ce rapport (cf. 3.4).

3.3.3 Cas du 5° quartier

Outre la carcasse, la 1 transformation d’'un animal de boucherie aboutit & un grand nombre de co-
produits, également appelés 5¢ quartier. Ce sont donc « tous les éléments obtenus a partir d’un animal
de boucherie, autre que la carcasse ». Parmi ces co-produits, on distingue :

- une partie comestible : les abats ;

- une partie non comestible : les issues.

La difficulté du sujet est que, quelquefois, un méme co-produit peut avoir un usage alimentaire (donc
c’est un abat) ou non alimentaire (donc c’est une issue), il est donc difficile d’obtenir une nomenclature
exhaustive des uns et des autres. Les listes suivantes sont plutot consacrées par 'usage.

Abats rouges

Sont considérés habituellement comme abats rouges : la langue, les poumons, le cceur, le foie, les reins
et la queue (pour mémoire avant ESB + cervelle, rate, moelle épiniére). Les organes sont parés,
rassemblés par catégories et refroidis. Leur manipulation (ex. : rate, foie) par les travailleurs en abattoir
est peu importante et nécessite peu l'utilisation de couteaux.

Pourraient étre rajoutés a cette liste : les testicules (ou « amourettes » ou « rognons blancs »).
Abats blancs
Trés schématiquement vont rentrer dans cette catégorie :

- les abats en « poils » : pieds, museaux et « masques » (peau de la téte) ;

- les réservoirs digestifs.

Les abats en « poils » vont étre « échaudés » (traitement a I'eau chaude 90 °C) et « épilés » puis
refroidis jusqu'a utilisation. Les pieds servent pour le « gras double » ou les tripes ou sont vendus au
détail. Les museaux sont vendus au détail. Il existe également une valorisation non alimentaire des
pieds vers la production de collagene et de gélatine. Les traitements subis par les réservoirs digestifs
consistent en une séparation estomac(s)/intestins, puis une séquence d’opérations : ouverture, vidage,
grattage, lavage et échaudage, puis refroidissement. Il y a ouverture des estomacs et des intestins,
manipulation et « secouage » pour les vider. Il peut y avoir mise en suspension du danger lors de ces
activités.

6 anomalie technologique qui conduit & une perte de qualité de la viande
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Le contact des travailleurs avec les ganglions mésentériques et les contenus intestinaux est possible
dans les locaux de traitement du 5¢ quatrtier.

Les estomacs peuvent étre valorisés en alimentation humaine. Les intestins pourront étre valorisés en
corderie par exemple.

Il est a noter que la préparation des abats nécessite des interventions humaines et un contact avec les
différents co-produits.

L’exposition professionnelle aux matiéres stercoraires contenues dans les estomacs (spores et cellules
végeétatives chez un animal sans signes cliniques ; spores, cellules végétatives et toxines chez un
animal en incubation), par inoculation lors de blessure ou par ingestion (manuportée), est possible mais
est minimisée par la formation adéquate du personnel.

L’exposition professionnelle par inoculation lors de blessure ou par ingestion (manuportée) lors du
parage du foie est possible.

Les issues

Les issues sont donc « tout ce qui provient de I'animal et qui n'est ni la carcasse ni les abats ». Ce sont
des produits réputés non comestibles a usage industriel. Les principales issues sont :

- les gras provenant de I'émoussage et les gras mésentériques qui sont dirigés vers les fonderies
(savons...);

- desissues diverses : cornes et sabots (engrais), vessies et utérus (parcheminerie) ;

- les cuirs et peaux : valorisées par les tanneries ;

- les os : industries de la gélatine et des colles ;

- le sang : alimentation animale, cenologie ;

- des déchets divers dont la valorisation est difficile ou quasiment impossible : les poils (brosses et
pinceaux), les foetus, les pénis, les matieres stercoraires (sont stockées puis épandues sur les
champs aux périodes autorisées). La manipulation des matiéres stercoraires est aussi source de
risque professionnel. Cependant, 'importante dilution présente dans les tours a fumier, ou elles sont
stockées, minimise grandement le risque d’exposition.

Leur obtention a 'abattoir nécessite également des interventions humaines et une proximité avec les

co-produits dont certains peuvent étre une source de contamination directe ou indirecte des opérateurs.

Tous les cuirs sont étalés, refroidis et salés, généralement. lls arrivent regroupés, souvent avec une
circulation par voie pneumatique, dans le local de traitement des cuirs. L'importante manipulation qui
en est faite et leur grande quantité dans les locaux créent des conditions d’exposition professionnelle
aux spores (mise en suspension dans l'air).

3.3.4 Synthése des possibilités de transfert et des mesures de maitrise pour le
transport et I'abattage

Le tableau 6 évalue les possibilités de transfert des types étudiés de C. botulinum, sous ses différentes
formes, vers la viande et les opérateurs, rappelle les BPH associées et estime ['efficacité des mesures
de maitrise sur le danger et/ou son transfert.

Cette démarche a permis au GT de mettre en évidence les étapes importantes pour la contamination
de la viande et I'exposition des opérateurs, regroupées dans un schéma conceptuel (cf. Figure 13).
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Tableau 6 : Tableau de maitrise des C. botulinum de types C, D et mosaiques en filiére viande bovine

C : cellules végeétatives / S : spores / T : toxine ; (-) : « nulle a trés faible » ; (+) : « faible a peu élevée » ; (++) : « assez élevée a tres élevée ; O : exposition de 'opérateur ; V :

contamination de la viande

Danger
Etape c/sil Causes de contamination Mesures de maitrise
Animal restant Animal en incubation (VIO)
indemne
Transport Chargement Probabilité de Probabilité de présence | Contamination profonde de la viande - Privilégier les transports « courts » nocturnes (ou « &
Trajet présence dans le sang dans le sang Bactériémie digestive/stress a partir du la fraiche »), conduite souple
Déchargement C/S/IT (+) T(++) contenu des estomacs/intestins via le
C/S(-) sang (V).

La contamination profonde des muscles
par des dangers passés dans les torrents
circulatoires a partir du TD ne peut étre
exclue depuis le départ de I'élevage
jusqu'a la saignée. Les mesures de
maitrise (MM) vont chercher en prévenir
la survenue ou 'amplification

Chargement Probabilité de Probabilité de présence | Contaminations entre les animaux et par | Nettoyage régulier aprés chaque lot et inspection

Trajet présence sur le cuir sur le cuir : le sol et les parois du camion et des quais | vétérinaire ante mortem :

Déchargement S() C/S(+) de déchargement (V/O) - informations chaine alimentaire ;

CIT (- T(-) Cuirs souillés (V/O) : il s'agit ici d’'une - séparation des animaux malades ou blessés ;
contamination ou d’une sur-contamination | - séparation des animaux trés sales ou mal
des cuirs durant le entretenus ou dangereux ;
chargement/trajet/déchargement. Les - animaux morts laissés en attente a I'extérieur
cuirs constituent alors avant enlevement.
- une source de contamination Concept « d’abattage logistique » en relation avec
superficielle de la viande « mise a nue » & | une grille de propreté par exemple
partir du tragage et de la parfente
- une source d'exposition
professionnelle.
Exposition par inoculation, ingestion ou
inhalation (O)
Stabulation Probabilité de Probabilité de présence | Contamination profonde de la viande - si | Locaux de stabulation vastes, calmes, éclairés, pas
présence dans le sang dans le sang bactériémie digestive/stress a partir du d’intrusion, pas de « bagarres », « retour au calme »
C/S/T (-) T(+4) des animaux par mise au repos en stabulation,
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Etape

Danger
C/siT/

Animal restant
indemne

Animal en incubation

Causes de contamination
(V/IO)

Mesures de maitrise

C/S ()

contenu des estomacs/intestins via le
sang (V).

abreuvement obligatoire, affourragement non
recommandé.

« Mise a I'écart » 24 h possible si jugée nécessaire
lors de I'lV ante mortem (animaux excités ou
dangereux)

Probabilité de
présence sur le cuir :
S(+)

C/T (9

Probabilité de présence
sur le cuir :
C/S ()
()

Cuirs souillés (V/O) : contamination ou
sur-contamination des cuirs (Cf. supra et
infra))

Exposition par inhalation (O)

Nettoyage régulier aprés chaque lot et inspection
vétérinaire ante mortem :
- informations chaine alimentaire ;
- séparation des animaux malades ou blessés ;
- séparation des animaux trés sales ou
mal entretenus ou dangereux ;
- animaux morts laissés en attente a I'extérieur
avant enlévement.
Concept « d’abattage logistique » en relation avec
une grille de propreté par exemple

Amenée/Contention

Probabilité de
présence dans le sang

Probabilité de présence
dans le sang

Contamination profonde de la viande (V)
cf. supra

Voir ci-dessus + avancée réguliére (sans stress) des
animaux (pente ascendante, pénombre, pas de

C/SIT (-) T (++) « batons » ...)
C/S(-)
Probabilité de Probabilité de présence | Contamination externe des cuirs par le BPH : individualisation rapide dans le couloir
présence sur le cuir : sur le cuir : couloir d'amenée et le piége (V/O) d’amenée, ringages du couloir fréquents
S(+) C/S(+) Exposition par inhalation, ingestion ou
C/T () T(-) inoculation (O)
Insensibilisation par Probabilité de Probabilité de présence | Contamination de la zone de trépanation : | BPH : nettoyage de I'équipement en fin de tuerie
trépanation présence sur le cuir : sur le cuir : par la broche du pistolet qui passe « a
S (+) C/S (+) travers le cuir » (V)
CIT (- T(-) (Eé()position par inoculation ou inhalation
Sortie du piége - Probabilité de Probabilité de présence | Contamination externe du cuir par tapis BPH : ringage du tapis au jet entre chaque animal
Affalage présence sur le cuir : sur le cuir : ou sol (V)
S(+) C/S ()
CT () ()
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S(++), C(+)./T()

S/C/T (++4)

égorgement (abattage dérogataire) (V)

Danger
Etape CI/SiTl Causes de contamination Mesures de maitrise
Animal restant Animal en incubation (V/IO)
indemne
Saignée / égouttage Probabilité de | Probabilité de présence | Contamination profonde des muscles par | BPH : élimination massive du sang par section des
présence dans le sang dans le sang le sang (V) vaisseaux de gros calibre = animal reposé et
C/S/T (-) T(++) rapidement apres étourdissement, égouttage
C/S(-) suffisamment long (5 min)
" Probabilité de présence | Contamination superficielle (plaie de BPH : travail en double matériel 1. Enlévement d’'un
] Probabilite de . surle cuir : saignée) par le couteau « a travers le « blason » de cuir puis, 2. section des troncs par la
présence sur le cuir : C/S (+), T (- cuir » (V) zone de saignée dégagée par le blason.
S(+),CT() Intérét du concept « d’abattage logistique » en
relation avec une grille de propreté par exemple
Probabilité de . .
présence dans le Probabilité de présence | Contamination superficielle de la zone de | BPH : Poste spécialisé (formation des opérateurs)
rumen dans le rumen saignée par régurgitation lors d'un

Probabilité de P - ) Exposition par inoculation ou ingestion Bonnes pratiques : formations des opérateurs,
, robabilité de présence . .
présence dans le sang dans le sang ©) ringage mains et avant-'bras, tenug (mqnches
C/S/T (-) T (++), C/S () longues, poignets fermés) et manipulation des
' couteaux
Probabilité de Probabilité de présence Protection de I'opérateur par capot sur la
présence sur le cuir : sur le cuir : Contamination par inhalation (O) décrotteuse, aspiration
Rabotage/Décrotteuse* S(+) C/S(+)
CT() Te)
Habillage externe Section Probabilité de Probabilité de présence | Contamination externe du cuir entre les BPH : éviter les « grappes » d’animauy, installation
présence sur le cuir : sur le cuir : animaux par contact (animaux en précoce sur crochet d’habillage
S(+) C/S(+) « grappes ») jusqu'a leur installation sur Pas de section « a travers le cuir »
CIT(-) T(-) crochet d’habillage avec intercalaire (V)
Contamination localisée lors des sections
a travers le cuir (V)
Incisions Probabilité de Probabilité de présence | Contamination localisée lors de la BPH : utilisation préalable d’une « décrotteuse » qui
(parfente, présence sur le cuir : sur le cuir : parfente (V) diminue les conséquences d’une contamination
tracage) S(+) C/S () localisée, a travers le cuir
()
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Etape

Danger
CI/SiTl Causes de contamination Mesures de maitrise
Animal restant Animal en incubation (V/IO)
indemne
C/T(-) BPH : le cuir de la zone de section est dégagé puis
travail en double matériel
BPH : nettoyage du matériel, travail en double
matériel et technique du « coup de lance »
(tranchant du couteau dirigé vers 'opérateur)
Contamination superficielle de la viande
par la face externe du cuir (V) BPH : formation des opérateurs, travail en double
Exposition par inoculation, ingestion ou matériel, méthode « main sale/main propre »,
inhalation (O) lors de la séquence utilisation de la pesanteur pour « enroulement » du
section/incision cuir sur lui-méme, lavage mains et avant-bras
Dépouille (voir Probabilité de Probabilité de présence | Contamination par la face externe du cuir | La dépouille doit se faire sans contact des mains

Probabilité de présence
dans les amygdales :
C/SIT (+)

Exposition par inoculation ou ingestion
(0)

Contamination par le cuir des oreilles si
contact avec la carcasse (V)

également présence sur le cuir : sur le cuir : de la viande (V) des opérateurs avec la viande.
traitement du S() C/S () Contamination par les particules/débris La face externe du cuir ne doit pas toucher le
cuir) CIT (- T(-) qui « tombent » du cuir (V) muscle/viande.
Exposition par inhalation et par La dépouille mécanique doit étre réalisée sans a-
inoculation(O) coup (du haut vers le bas si possible) pour limiter les
projections du cuir vers la viande
Cuir évacué rapidement vers secteur sale
Ensachage des oreilles possible
Décollation Probabilité de Probabilité de présence | Contamination localisée (collier) lors des | BPH : le cuir de la zone de section est dégagé puis
présence sur le cuir : surle cuir : sections a travers le cuir (V) travail en double matériel
S(+) C/S (+) Contamination localisée lors de la BPH : nettoyage du matériel travail en double
CIT () T parfente (V) matériel

Oreilles enlevées avec la téte ou « ensachage » des
oreilles

Formation des opérateurs a 'enlevement de la
langue
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Danger
Etane CI/SiTl Causes de contamination Mesures de maitrise
P Animal restant Animal en incubation (V/IO)
indemne
Contamination de I'opérateur (O) et de la
langue (V) par effraction des amygdales
lors de I'enlévement de la langue
Exposition par inoculation ou ingestion
()

Habillage interne Détourage et Probabilité de Probabilité de présence | Contamination : risque d’écoulement BPH : formation de I'opérateur, intégrité des
ligature du présence dans le TD dans le TD (rectum) lorsque le rectum ensaché est replacé a | matériels, travail en double matériel, solidité de la
rectum (rectum) C/S/T (+4) lintérieur de la cavité abdominale (V) ligature

S(++)
C(+) Exposition par inoculation ou ingestion
T() Q)

Ouverture de

Idem ci-dessus

Idem ci-dessus

Contamination par la scie et les organes

BPH : respect des angles de coupe pour ne pas

la cavité (V) atteindre les organes, formation des opérateurs
abdominale Exposition par inoculation ou ingestion pointe du couteau dirigée vers l'opérateur, utilisation
(0) de « stérilisateur eau chaude » pour les scies et les
couteaux, utilisation de matériel spécialisé
Contaminations de la paroi abdominale BPH : I'éviscération abdominale doit intervenir dans
par éviscération tardive (V) les 45 min suivant I'étourdissement ou 30 min en
dérogataire
Contamination par percement du tube
digestif (V) BPH : formation des opérateurs, pointe du couteau
Eviscération dirigée vers I'opérateur, méthode « main sale/main
abdominale propre », saisir en premier le rectum ensaché,
(voir ldem ci-dessus ldem ci-dessus évacuation des masses digestives vers secteur sale
également

traitement du
5éme quartier)

Contaminations par écoulement du
contenu du tube digestif (V)

Contamination par le matériel et
['opérateur (V)

BPH : Ligature de I'cesophage, détourage et ligature
de l'anus

BPH : formation, pas de contact avec la viande,
lavage fréquent des mains et avant-bras et du
matériel
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Etape

Danger
CI/SiTl Causes de contamination Mesures de maitrise
Animal restant Animal en incubation (V/IO)
indemne
Exposition par inoculation ou ingestion
(O)
Eviscération Probabilité de Probabilité de présence | Contamination foie et rognons (V) BPH : formation, pas de contact avec les abats,
thoracique présence dans les dans le foie et les lavage fréquent des mains et avant-bras et du
(voir poumons et abats rognons matériel. Réfrigération rapide (<+3 °C)
également C/SIT (-) T(+a++)/C(+)/S(-) | Contamination lors de la manipulation des | Bonnes pratiques d'inspection

traitement des
abats rouges)
+

Foie et
rognons

foies (O) (inoculation ou ingestion)

A partir de ce stade, possibilité de transfert de contamination via le matériel, I'air, les opérateurs et les carcasses

tragabilité

contamination
requiert une
contamination
préalable des
carcasses

Fente en demi : C/S/IT (+) C/SIT () Contamination par la lame de la scie (V) BPH : utilisation systématique des « stérilisateurs »
a eau chaude entre chaque carcasse, conception
hygiénique des matériels, N&D poussée de la scie
en fin de tuerie

Aspiration C/SIT (-) C/SIT (-) Contaminations par I'opérateur et le BPH : formation, pas de contact avec la viande,

matériel (V). lavage fréquent des mains et avant-bras et du
matériel

Emoussage Le transfert de C/SIT (+) C/SIT () Contamination par le couteau Whizard BPH : formation (enlévement des graisses sans

contamination (V) :si contamination superficielle de la entamer le muscle), nettoyage régulier du Whizard,
requiert une zone émoussée de la carcasse « n » et double matériel
contamination absence de ringage du matériel
préalable des contaminé avant 'émoussage de la
carcasses carcasse « n+1»
Pesée classification | Le transfert de C/S/T (-) C/S/T (-) Contamination entre carcasse par grille N/D de la grille en fin de tuerie — Faibles surfaces de

d’exposition de la machine a classer (V)

contact
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Danger
Etape CI/SiTl Causes de contamination Mesures de maitrise
Animal restant Animal en incubation (V/IO)
indemne
Ressuage || Le transfert de C/S/T (-) C/SIT (-) Contaminations entre les carcasses (V) BPH : pas de contact entre les carcasses.
réfrigération contamination
requiert une
contamination Contaminations par sol et parois (V) N&D en absence de carcasses
préalable des
carcasses
Cas du traitement du 5¢me quartier et exposition professionnelle
Issues Traitement Probabilité de Probabilité de présence | Exposition par inhalation (O) BPH extraction de I'air travail cuirs mouillés
des cuirs présence sur le cuir : sur le cuir :
S(+) C/S(+)
CIT(-) T(-)
Traitement Probabilité de Probabilité de présence | Exposition par inoculation ou ingestion BPH : limiter les contacts, transferts rapides vers les
des masses présence dans le TD dans le TD (rectum) (0) machines de traitement, lavage fréquent des mains
digestives (rectum) C/SIT (+4) et des avant-bras
S(++)
C+)
T()
Abats Parage des Probabilité de Probabilité de présence | Exposition par inoculation ou ingestion BPH : formation des opérateurs, lavage fréquent des
foies présence dans le foie dans le foie (0) mains et des avant-bras.
C/SIT (+) T(+a++)/C(+)/S (")
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Figure 13 : Principales sources et voies de contamination de la viande (fleches noires) et d’exposition des opérateurs

(fleches grises) du transport a I'abattage ;

Les lettres et numéros correspondent aux sources et étapes clés de contamination identifiées par le GT ; A : bactériémie

digestive au cours du transport ;1 : cuirs souillés par les matieres fécales 2 : contamination des cuirs par le sol et les parois du
camion et des quais de déchargement ; 3 : contamination superficielle de la viande par le cuir ; 4 : contamination par le contenu

du tube digestif ; B : sources d’exposition professionnelle lors du traitement du 5° quartier : abats, cuirs, peaux, sang, etc.

En conclusion, le GT a considéré que la contamination des viandes dans la séquence transport-
abattage ne pouvait étre totalement déconnectée des conditions de contamination des animaux a la
ferme.

Ainsi, de la ferme a I’abattoir, en plus des bonnes pratiques d’élevage (cf. partie élevage), les
points clés de la maitrise sont : (i) la surveillance de I'état de santé des animaux et le diagnostic
vétérinaire précoce et (ii) la propreté des animaux. Actuellement, le diagnostic a la ferme intervient
dans une phase tardive permettant toutefois d’empécher I'abattage d’animaux présentant des
signes cliniques. Il est a noter que l'inspection vétérinaire ante mortem a I'abattoir peut permettre
de repérer ces signes confirmant I'importance de sa bonne réalisation, mais des animaux porteurs
asymptomatiques (indétectables) peuvent se présenter a I'abattoir.

Dans ce contexte, le transfert du danger aux muscles via le torrent circulatoire peut se faire suite
a l'altération de la paroi intestinale causée notamment par le stress occasionné par le transport
vers 'abattoir. Il est a noter que les mesures de maitrise a I'abattoir ont peu d’'impact sur une
contamination profonde des muscles ayant eu lieu avant la séquence transport-abattage.

De méme, la propreté générale des animaux, du cuir et des phanéres influe sur le transfert du
danger. Cette propreté dépend des conditions d’hébergement et d’entretien des locaux au sein de
I'élevage, qui pourraient faire I'objet d’actions d’amélioration au moins dans les jours précédant le

Version finale page 75/112 juillet 2021



Anses e Rapport d’expertise collective Saisine 2019-SA-0112 (botulisme bovin)

départ des animaux. Un transport individualisé d’un animal mal entretenu éviterait les transferts de
contamination entre animaux dans un lot mais déplacerait le probléme a I'abattoir. La mise a jeun
d’au moins 24 heures diminue le volume fécal et donc I'excrétion.

De la stabulation a la chambre froide : il apparait que les bonnes pratiques d’abattage et les
BPH au sens large sont suffisantes pour maitriser le transfert du danger a la viande, a la condition
expresse de leur mise en ceuvre effective et constante. A ce titre, le GT ne peut que recommander
toute démarche de management de I'hygiéne permettant d’attester de cette mise en ceuvre,
comme les BPHs (bonnes pratiques d’hygiéne surveillées) par exemple. Le GT souhaite
néanmoins attirer I'attention sur certains points qui méritent une vigilance accrue pour ces animaux
issus d'un élevage ou des signes cliniques ont été détectés/confirmés :

linspection vétérinaire ante mortem qui doit inclure I'examen de signes cliniques pouvant
évoquer le botulisme ;

la propreté des animaux, qui devrait étre estimée de fagon objective (e.g. par une grille de
propreté), et entrainer I'abattage en fin de tuerie des animaux jugés « sales » ;

la manipulation des foies et des réservoirs digestifs devrait étre limitée et la valorisation
alimentaire de ces abats exclue.

Toutes les possibilités d’exposition professionnelle sont présentées, méme si leur survenue est
hautement improbable. En effet, le contexte épidémiologique se traduit par I'absence de cas
rapporté de botulisme en milieu professionnel tant en élevage qu’a I'abattoir. Cela pourrait
s’expliquer par le fait que la présence a I'abattoir de ce type d’animaux est peu fréquente, et /ou
que les bonnes pratiques d’hygiéne sont suffisantes pour limiter I'exposition des opérateurs.

Botulisme par inoculation

Toute manipulation d’objet coupant peut étre considérée comme une voie potentielle
d’exposition par inoculation a la suite d’'une blessure ou d’'une coupure avec un objet
possiblement contaminé avec des spores, des cellules végétatives ou des toxines. Les mesures
de protection appliquées a I'abattoir permettent de limiter/maitriser le risque de botulisme par
coupure.

Botulisme par inhalation

La nécessité que des toxines soient présentes en grande quantité au niveau des muqueuses
nasales des travailleurs en abattoir rend trés improbable un botulisme par inhalation.
L’inhalation seule de spores ne causera pas cette forme de botulisme. Les conditions
d’anaérobiose nécessaires a la germination et a la production de toxine ne sont présentes dans
les voies respiratoires. A la suite de I'inhalation de spores, il peut y avoir remontée mucociliaire
puis déglutition de celles-ci. Seul un botulisme infectieux de I'adulte pourrait étre envisagé par
ce mécanisme. Les conditions médicales prédisposant a un botulisme infectieux de I'adulte sont
incompatibles avec le travail a I'abattoir.

Botulisme suite a I'ingestion de toxines (manuportées)

Les toxines provenant d’un animal en incubation pourraient étre ingérées par les opérateurs
par I'intermédiaire de mains souillées. L’application des BPH (le lavage des mains en particulier)
permet de maitriser ce risque.

3.4 Transformation

Conformément aux principales conclusions de la séquence transport-abattage, seules seront
considérées la possibilité d’'une contamination en surface des carcasses a I'abattoir par des spores et
la présence de toxine dans les foies issus d’animaux en incubation. La contamination profonde ante
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mortem par des spores (bactériémie) ne peut étre exclue mais si elle intervient, il s’agit d’'un événement
particuliérement rare.

En effet, 'analyse des données disponibles fait état de I'accumulation de toxine dans la viande chez
des animaux exprimant des signes cliniques. Ceux-ci sont de toute fagon écartés de la chaine
alimentaire, car détectés en élevage ou pour ceux en incubation tardive, lors de l'inspection ante
mortem. Dans I'éventualité ou ce type d’animaux se présente a I'abattage, avant I'apparition des signes
cliniques, il est mentionné qu’une localisation sanguine de la toxine ne peut étre exclue dans cette
situation. Cependant, compte tenu de la présence de I'étape de saignée, la concentration de toxine
dans le muscle serait résiduelle en quantité et ce phénomeéne représente de surcroit une situation dont
I'occurrence serait extrémement faible. L'évolution post mortem du muscle, appelée transformation du
muscle en viande, met en ceuvre toute une série de processus enzymatiques (protéases d'origine
lysosomiale essentiellement) qui pourraient étre de nature a contribuer a I'inactivation ou a la réduction
de l'activité des toxines botuliques résiduelles le cas échéant.

3.4.1 Découpe/désossage

Nota bene/Avertissement : pour les ateliers de découpe, la diversité des organisations et des
équipements est importante. La description se limitera aux grands principes de fonctionnement dans
une représentation « standard » mais non idéalisée, ainsi qu’aux principales possibilités de transferts
de contamination.

Comme vu précédemment, les hémi-carcasses sont 'un des produits obtenus par la 1 transformation
d'un animal de boucherie (abattage). Le devenir de ces produits se joue dans les locaux de 2°¢
transformation appelés le plus souvent ateliers de découpe/désossage. En France, en filiére bovine, le
désossage a chaud n’est pas trés répandu et ce sont des carcasses froides, plus ou moins maturées,
qui sont progressivement découpées/désossées au fur et a mesure de leur passage aux différents
postes des ateliers. Ces derniers sont des établissements agréés constituant des établissements a part
entiere qui peuvent, selon les cas, étre intégrés a un établissement de 1 transformation ou totalement
séparés. Comme pour les abattoirs, ces ateliers dans leur conception et fonctionnement respectent 3
grands principes :

- le principe de Schwarz (marche en avant) ;
- la sectorisation (ou zonage, avec généralement deux secteurs) ;
- le non entrecroisement des circuits propre et sale.

Par surcroit, ces ateliers mettent en ceuvre un quatriéme grand principe : la chaine du froid. Les piéces
de viande sont traitées dans des locaux dont la température est inférieure a 10 °C et dans lesquels il
régne une certaine maitrise des flux d’air (température, circulation du haut vers le bas et,
éventuellement, action possible sur son humidité relative). Cette maitrise de la chaine du froid et la
rapidité des opérations effectuées en conditions aérobies sur des hémi-carcasses réfrigérées
constituent les principales mesures pour éviter la germination des spores et la toxinogenése. Plus
généralement, la maitrise de I'hygiéne des opérations est classique, s’appuyant, au-dela des grands
principes énoncés, sur des bonnes pratiques d’hygiéne et un plan HACCP.

Les modes de découpe sont divers et par conséquent les produits de I'activité de découpe/désossage
le sont également, le « marché » dictant aussi I'activité de ces ateliers ou sont retrouvés des muscles
ou groupes de muscles, des morceaux avec os et d’autres affranchis'” pouvant servir dans la fabrication
de viande hachée par exemple. Les muscles sont libérés de leur attache anatomique et passent, pour

17 Affranchis : ce sont des morceaux de muscles squelettiques, aptes a la consommation humaine, avec leurs tissus
graisseux et conjonctifs résiduels obtenus aprés parage.

Version finale page 77 / 112 juillet 2021



Anses e Rapport d’expertise collective

Saisine 2019-SA-0112 (botulisme bovin)

les morceaux les plus « nobles », a la peleuse (épluchage) pour enlever I'aponévrose. Le plus
fréquemment, la découpe se fait en « horizontal » sur tables de découpe (Figure 14).

Les carcasses vont donner 4 quartiers :

- 2 arriéres avec (découpe pistola) ou sans (découpe a la parisienne) flanchet et,

- 2 avants (caparacgon, poitrine, plat de cbtes, raquette, colliers).

Les quartiers arrivent sur des rails en salle de découpe, ces grosses piéces sont prédécoupées en
vertical puis « affalées » sur les premieres tables de découpe/désossage. L’'une des organisations les
plus répandues est schématisée ci-dessous (Figure 14).

Affalage
quartiers

o] o & ®

QL] |
==

g

Tapis convoyeur pour
produits de découpe (circuit
propre) vers le
conditionnement

ol o el'® @F@

<10°C
E Tables de découpe
® Opérateurs

l Evacuation déchets (circuit sale)

Figure 14 : Représentation schématique d’un atelier de découpe

Selon le quartier affalé, les découpes produites arrivent sur le tapis central pour, dans le cas des
muscles « nobles » (viande des grisons pour le GT), les opérations finales d’épluchage (élimination
des « nerfs » et aponévroses) et de mise sous vide (cryovac). Les affranchis sont récupérés et les
déchets sont évacués. Il s’agit d’'un procédé de courte durée ne dépassant pas 1 heure entre I'affalage
des quartiers et la mise sous vide des muscles épluchés (ou le transfert en bac du minerai).

La source du danger étant représentée par la contamination de surface des quartiers affalés, il va s’agir
principalement de transferts indirects (depuis les tables de découpe, opérateurs, couteaux) entre
carcasses. Les BPH et mesures de maitrise ne sont pas fondamentalement différentes de celles de
I'abattoir (travail en double couteau, équipements de protection individuelle, hygiéne des mains et des
avant-bras), mais elles sont adaptées a I'activité, notamment le nettoyage et désinfection des surfaces
de découpe en polypropyléne qui doivent étre « raclées » et changées régulierement en cours de
journée de production. L’éplucheuse doit également faire I'objet d’'une vigilance accrue car elle va
généralement recevoir et traiter les produits de plusieurs postes. Son nettoyage et sa désinfection,
approfondis, nécessitent son démontage. Son statut est particulier car il s’agit potentiellement d’'un
vecteur de transfert de contamination mais son action (épluchage) participe a la diminution de la
contamination de surface, puisque la surface contaminée est enlevée.

En conclusion, la conception hygiénique des ateliers et des équipements utilisés, ainsi que I'organisation
des activités de découpe sur la base de bonnes pratiques hygiéniques et de démarche HACCP sont de
nature a maitriser les transferts des spores éventuellement présentes, leur germination, croissance ainsi
que la production de toxines. La mise en place de toute démarche planifiée permettant d’attester de
cette bonne organisation ne peut qu'étre recommandée (surveillance des bonnes pratiques,
surveillance microbiologique de I'environnement de production...).
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Le GT souhaite porter I'attention sur certains points de vigilance, voire points d’attention :

- la chafne du froid ;

- les couteaux (travail en double matériel) et I'utilisation des stérilisateurs a couteau a chaque poste ;
- le nettoyage et la désinfection soigneuse de I'éplucheuse ;

- ’'entretien (nettoyage et désinfection et raclage) des surfaces de découpe, et leur changement régulier.

3.4.2 Troisiéme transformation

Les possibilités de croissance et de toxinogenése de C. botulinum du groupe Il sont évaluées au cours
de la transformation de trois produits carnés bovins : viande hachée, salaison séche (type viande des
grisons), terrine de foie.

Cette sélection permet d’illustrer I'impact de différents procédés de transformation et de mesures de
maitrise sur C. botulinum : maitrise de la chaine du froid, séchage, ajout de sel et de conservateurs,
traitement thermique, durée de vie.

3.4.2.1 Viande hachée

Les viandes hachées sont les viandes désossées qui ont été soumises a une opération de hachage en
fragments et contenant moins de 1 % de sel (I'ajout de sel est interdit si mention 100 % boeuf). Le
hachage peut se faire dans les boucheries (« a la demande » et a la vue du client) mais surtout dans
des établissements spécialisés pour la filiére industrielle. Ces ateliers sont des établissements agréés
avec un mode de conception et de fonctionnement proches d’'un atelier de découpe, respectant les
mémes quatre principes.

Pour la viande hachée, c’est souvent, mais pas uniquement, la viande du caparagon qui est utilisée.
Les morceaux de viande destinés a la fabrication des viandes hachées (muscles et affranchis)
constituent les viandes pour haché (VPH, anciennement appelée « minerai »). Une unité de VPH est
constituée de morceaux de viande choisis dont la composition dépend du taux de matiére grasse
souhaité (5 %, 15 % ou 20 %) et du rapport collagéne/protéines. Les morceaux proviennent de plusieurs
carcasses. Les mélées sont fabriquées a partir de plusieurs unités de VPH (entre une et cinqg en filiere
réfrigérée).

Les délais maximaux de conservation des viandes aprés abattage pour la fabrication des viandes
hachées bovines sont de six jours pour les viandes réfrigérées et 15 jours pour les viandes désossées
et emballées sous vide (Réglement (CE) n° 853/2004). Pour les viandes hachées réfrigérées, les VPH
issues du désossage et de la découpe sont conservées dans des chambres froides (entre 0 et 1 °C)
durant un a deux jours avant d’'étre utilisées. Les viandes hachées surgelées peuvent étre fabriquées a
partir de VPH réfrigérées ou congelées avec un ratio réfrigéré/congelé variable selon la disponibilité des
viandes et la cadence des fabrications.

Le hachage va se faire sous le régime du froid (machines a 3 °C). A la suite du hachage a lieu I'étape
de grammage qui va donner la forme et le poids au steak (125 g généralement), avant le
conditionnement et la réfrigération (filiere VH réfrigérée) ou la surgélation (filiere VH surgelée).

Si 'on admet que la principale source du danger est constituée par les spores en surface de la viande,
le processus mis en ceuvre va, a la fois, répartir cette contamination dans la mélée et la diluer dans un
volume plus important (entre 600 kg et 1500 kg en surgelé) ; le hachoir est un équipement concourant
au transfert de dangers entre deux mélées.

La maitrise de la chaine du froid exclut toute possibilité de toxinogenése dans la viande hachée.

Les points clés de maitrise sont :
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- la qualité hygiénique des matiéres premiéres qui ne doivent provenir que d’abattoirs agréés ;
- le respect de la chaine du froid ;
- le nettoyage et la désinfection du hachoir.

3.4.2.2 Salaison séche de beeuf — type viande des grisons

La viande des grisons est un produit de salaison cru et séché. Il est fabriqué a base de muscles
d’animaux de I'espéce bovine. Il s’agit de pieces de muscles du globe auxquels la transformation
confere une forme parallélépipédique, une texture ferme et une couleur rouge a rouge foncé selon le
degré de séche. La viande des grisons fait partie des produits présentant des taux de sel de I'ordre de
3 % dans le produit fini (valeur atteinte en 72 h) et qui ont perdu 50 % du poids initial de la viande qui a
servi a les fabriquer (Deumier 2000).

Le diagramme de fabrication peut étre résumé aisément : une fois le choix des morceaux effectué, les
muscles sont recouverts d’'un mélange salant contenant essentiellement du sel, additionné souvent de
salpétre et d’'ingrédients divers (épices, aromates, sucre, etc.) au gré des recettes. Les morceaux de
viande sont frottés avec ce mélange salant puis pressés ensemble pendant des durées allant de cinqg
jours (procédé industriel rapide) a cinqg semaines (procédé traditionnel).

Le salage peut également s’effectuer par injections multi-aiguilles d’'une saumure. Durant cette
opération, il faut veiller a enlever régulierement les exsudats et retourner les pieces. Les durées de
salage sont fonction de différentes recettes et cahiers des charges, de méme la température a l'intérieur
du saloir. En France, la description du procédé dans le code des usages ou d’autres ouvrages indique,
aprés un étuvage court, un stationnement en saloir a +8 °C de deux a quatre semaines selon la grosseur
des morceaux (Migaud et Frentz 1978). Dans tous les cas, les morceaux sont pressés et retournés une
fois par jour durant toute la durée de salage.

Les dynamiques d’évolution de l'activité de I'eau dans des matrices similaires (cecina, biltong) est
présentée en figure 15. Les modéles de microbiologie prévisionnelle prédisent linterface de
croissance/non croissance de C. botulinum de type Il qui présente les mémes caractéristiques de
valeurs cardinales pour le pH et l'activité de 'eau mais une meilleure adaptation a la température que
les souches de type C/D. Méme pour des conditions de température au cours du salage les plus
propices a la croissance (T=10 °C, pH = 6, sans utilisation de lactate ou de nitrite) la croissance n’est
pas possible notamment grace a 'action combinée de la température et de 'activité de I'eau (et du %
de sel associé).

0,99 ¢

#1

5 0% s
& o7
"o 0.9 B %
o =
@ 095 :
= 5}
> 0,9 . 2
© 2
< 093

0,52 o

0,91

0 1 2 3 4 5 5

Temps en jours

Temperature in ‘C

Figure 15 : (a) Cinétique d’évolution de I'activité de I'eau au cours des premiéres phases de fabrication (cinétique
inspirée de Lorenzo (2014) et Karolenko et al. (2020)) (b) Probabilité de croissance de Clostridium botulinum
d’aprés le Danish Meat Research Institute (DMRI)
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(la zone verte est caractérisée par une probabilité de croissance <0,00025).

A Tissue du salage, les piéces sont préparées au séchage, c’est-a-dire rincées et raidies par la baisse
de température. Le séchage peut se faire a I'air en séchoir (procédé rapide) ou local de type haloir, a
une température comprise entre 12 et 15 °C (Migaud et Frentz 1978). En fin de séchage (4 semaines
généralement), le produit a perdu 50 % de son poids, présente une aw de 0,92 environ. Avant son
conditionnement tranché ou non, le produit doit généralement subir un PPDA (parage pour défaut
d’aspect) : élimination de la fleur.

Considérant le danger présent sous la forme de spores en surface des pieces musculaires salées et
séchées, leur persistance au décours du procédé (5 a 10 semaines) est plausible. Les points clés de
maftrise cités ci-dessus (choix des piéces musculaires) sont tout de méme de nature a limiter la
contamination initiale en spores.

S’agissant des possibilités de croissance et de toxinogenése, les quelques données disponibles
suggerent une croissance des souches de C. botulinum du groupe Il a partir de 15,6 °C et I'absence
de croissance pour des concentrations en sel au-dela de 3 %, aw inférieure a 0,97 et pour des valeurs
de pH inférieures ou égales a 4,9 (cf. section 2.4.1).

Le pH du produit n’est pas suffisamment inhibiteur, se situant en fin de procédé aux alentours de 5 a
5,2 par le développement de flores compétitrices de C. botulinum. Comme vu ci-dessus, la température
durant les longues périodes de salage et de séchage, précisée et maftrisée (+8 °C puis 12 a 15 °C pour
le séchage), est incompatible avec la croissance et la toxinogenése, a fortiori par la contribution des
autres facteurs, notamment la concentration en sel a la surface des piéces musculaires durant le salage
(supérieure a 3 %), la présence de nitrites et la baisse de I'aw durant le séchage.

Sur le produit fini dont la conservation peut se faire dans le bac a légumes du réfrigérateur, la faible aw,
la présence de sel et de nitrites, I'acidification (pH ~ 5) par le développement de microorganismes
lactique et fongique, sont des éléments ne permettant pas la toxinogenése au cours de la conservation
du produit.

Les points clés de maitrise sont :

e le choix des piéces musculaires. Il s’agit de morceaux choisis généralement en profondeur, prés de
I'os, dont la contamination de surface sera limitée. L’'usage de viandes surmenées (pH > 6) pour
cette fabrication n’étant pas autorisée, la mesure du pH peut constituer un contréle qualité a
réception des matiéres premiéres. Un pH ultime normal (5,6) est un signe d’absence de stress
d’abattage chez I'animal ;

e lutilisation de salpétre dans le mélange salant ;

e le développement d’'un microbiote halophile pendant le salage ;

e e stationnement des produits a des températures inférieures a 15 °C en France ;

e un séchage permettant d’amener l'aw a une valeur comprise entre 0,9 et 0,92 avant le
conditionnement.

3.4.2.3 Terrine de foie

Ce troisieme exemple de produit a été choisi parce qu’il comporte une matiére premiére « a risque » et
un traitement thermique. Les terrines de foie sont des préparations mélangeant par un hachage grossier
différents maigres, du gras de porc, des épices, des aromates, des additifs (salpétre ou sel nitrité) et du
foie de boeuf (20 % minimum). Les quatre scénarios de cuisson choisis pour cet exemple aboutissent a
un produit pasteurisé qui devra se conserver au froid ayant subi :

- une valeur pasteurisatrice (VP) de 100, équivalent & 100 minutes a la température de référence
de 70 °C (ou 10 min / 80 °C, 1 min/90°C) (scénario 1) ;
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- une valeur pasteurisatrice (VP) de 200, équivalent a 200 minutes a la température de référence
de 70 °C (ou 20 min / 80 °C, 2 min/90 °C) (scénario 2) ;

- une VP de 1 000 équivalent a 1 000 minutes a la température de référence de 70 °C (ou 100
min/80 °C, 10 min / 90 °C) (scénario 2 sécuritaire) ;

- une VP de 3 000 équivalent & 3 000 minutes a la température de référence de 70 °C (ou 300
min / 80 °C, 30 min/90 °C) (scénario 3 plus sécuritaire).

La source du danger est le foie de boeuf provenant d’'un animal en incubation. La probabilité de présence
du danger a été estimée comme « nulle a trés faible » pour des spores, « faible a peu élevée » pour
des cellules végétatives, et « assez élevée a tres élevée » pour la toxine (cf. section 3.2).

Les profils de cuisson choisis porteront la température a coeur du produit a plus de 80 °C.

Les valeurs de référence de D figurent dans le tableau 3. Les bonnes pratiques hygiéniques et de
fabrication sont considérées appliquées dans I'établissement et qu’il n’y a pas d’amplification du danger
dans le foie.

Tableau 7 : Impact des quatre scénarios de cuisson de la terrine de foie sur les différentes formes de C. botulinum
du groupe Il

Spores* de C. Cellules** de C. Toxine** botulique types | DLC**** du produit
botulinum du groupe | botulinum du groupe C,D at3°C
1l 1l
VP 100 Pas d'effet >6D Inactivation partielle 21 jours
VP 200 Pas d'effet >6D Inactivation totale (non 21a 28 jours
détectable)
VP 1000 1D >6D Inactivation totale (non <a42jours
détectable)
VP 3 000 3D >6D Inactivation totale (non 42 jours
détectable)

*Probabilité de présence dans le foie nulle a tres faible **probabilité de présence dans le foie faible a peu élevée. Il est
convenu en microbiologie des aliments (recherche et dénombrement de spores) qu'un chauffage de 10 min a 80 °C élimine
toutes les cellules végétatives. *** probabilité de présence dans le foie d’un animal en incubation élevée. **** Exemples de
DLC (sous la responsabilité de I'exploitant).

Les traitements thermiques modérés n’auront que peu d’effet sur les spores de C. botulinum de types
C et D dont la probabilité de présence dans le foie a été estimée comme nulle a trés faible (Tableau
7 : Impact des quatre scénarios de cuisson de la terrine de foie sur les différentes formes de
C. botulinum du groupe lliTableau 7). Les cellules végétatives ne poseront pas de probléme
particulier quelle que soit la VP choisie. La thermorésistance des toxines botuliques pourrait
éventuellement poser un probléme de sécurité pour la VP 100, les autres VP étant plus sécuritaires de
ce point de vue.

Compte tenu de la température minimale de croissance des C. botulinum du groupe lll, les conditions
normales de conservation ne permettent ni la croissance ni la toxinogenése au cours de la durée de vie
de ces produits.

Les points clés de maitrise sont :

- la chaine du froid pour les matiéres premiéres (foie). Réglementairement, les abats rouges
doivent atteindre moins de 3 °C, 24 h apres la mort de I'animal. Le maintien de la chaine du
froid est capital pour ce type de produit ;

- le refroidissement aprés la cuisson doit étre rapide. Il est a noter que le calcul de la VP tient
compte a la fois de la montée en température, du plateau de cuisson et du refroidissement ;

une VP permettant d’atteindre a coeur du produit la température de 90 °C pendant 2 minutes,
si compatible avec la recette.
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4 Maitrise des C. botulinum de types C, D et
mosaiques en filiere laitiere bovine

Conformément a la réglementation européenne, le lait cru doit provenir d’animaux en bonne santé, ne
présentant aucun symptdme de maladie transmissible a 'Homme par le lait ou pouvant entrainer la
contamination du lait. Aussi, le lait d’'une vache présentant des signes cliniques donnant lieu a suspicion
de botulisme doit étre collecté séparément et ne peut étre mélangé dans le tank avec le lait du reste du
troupeau. Dans ces conditions, seul le cas des animaux sans signes cliniques apparents dont le lait a
été collecté avant le signalement du cas index et la mise en place de 'APMS a été considéré. Il peut
s’agir d’animaux indemnes, en incubation ou atteints de formes frustes.

Les mesures de gestion actuellement appliquées dépendent de la destination du lait (alimentation
infantile ou autre filiére), du niveau d’hygiéne de I'élevage, et incluent un traitement thermique
(pasteurisation ou stérilisation) et un retrait/rappel des produits le cas échéant. Une question de la
saisine porte sur l'efficacité des traitements du lait (pasteurisation, traitement UHT, bactofugation,
filtration membranaire). Par ailleurs au cours de leur audition, les représentants de la DGAL ont fait part
de leur questionnement sur la poudre de lactosérum, utilisée en tant qu’ingrédient dans les produits
laitiers infantiles.

Aussi, les produits laitiers considérés par le GT sont les suivants : lait (pasteurisé, stérilisé, microfiltré),
poudre de lait (incluant la poudre de lactosérum).

Le lait cru destiné a étre consommeé en I'état et les fromages au lait cru ont été considérés par le GT et,
aprés analyse, ont été exclus du périmétre de I'expertise au regard des données épidémiologiques et
des résultats d’expertises antérieures de I'’Agence :

- Le danger C. botulinum n’a pas été mentionné parmi les différents dangers transmissibles par le
lait cru @ consommer en I'état (Afssa 2008; Anses 2015; EFSA Panel on Biological Hazards 2015).
En effet, les températures de conservation et la durée de vie du lait cru & consommer en I'état ne
permettent pas la germination des spores ni la croissance des cellules végétatives.

- La synthése des épidémies réalisée par le GT socle n’a pas identifié le lait cru comme véhicule
d’'une épidémie.

- Les fromages au lait cru n'ont pas été identifiés comme des aliments pertinents vis-a-vis de C.
botulinum (Anses 2021b).

Par la suite, les possibilités de contamination, de croissance et de toxinogenése depuis I'élevage (traite
et collecte) jusqu’a la consommation ont été examinées et I'efficacité des mesures de prévention et de
maftrise existantes pour le danger ont été évaluées.

4.1 Elevage de production laitiére

4.1.1 Causes de contamination du lait par les matiéres fécales

Comme vu précédemment, la contamination du lait par C. botulinum sous ses différentes formes n’est
envisageable que par voie exogéne. En, effet, la contamination du lait de vache in situ et du tissu
mammaire n’est pas décrite, tant chez les individus malades que chez ceux ne présentant pas de signes
cliniques au sein d’'un élevage connaissant ou ayant connu un épisode clinique (Bano 2018, 2019).
Seules deux publications d’'une méme équipe (Bdhnel, Neufeld et Gessler 2005; Bohnel et Gessler
2013) font état de la détection de C. botulinum et/ou de toxine botulique dans le lait et le tissu mammaire
chez des vaches atteintes de botulisme ou de ce que les auteurs ont dénommé « botulisme viscéral ».
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Dans la continuité du rapport du GT socle, et comme d’autres équipes l'ont fait dans diverses
publications, les experts ont décidé de ne pas en retenir les conclusions.

Lors de la survenue d’'un épisode botulique dans un élevage bovin laitier, la contamination du lait est
susceptible de se produire lors des opérations de traite et conduit a rappeler I'importance de la régie
d’élevage, de I'hygiéne générale des batiments d’exploitation, des animaux et de leurs logements, ainsi
que de I'hygiéne de la traite et des matériels qui lui sont dédiés.

La traite est donc la circonstance majeure au cours de laquelle le lait est susceptible d’étre contaminé
par C. botulinum sous ses différentes formes. Les sources de contamination du lait sont essentiellement
représentées par les matieres fécales, contenant potentiellement des spores de C. botulinum, des
vaches en production. Ce portage fécal est susceptible d’étre plus ou moins important suivant le statut
de 'animal vis-a-vis de la maladie : en incubation, contaminé sans signes cliniques, malade présentant
des signes cliniques frustes non détectés, convalescent, guéri, resté indemne (en relation avec une
contamination trop faible), non contaminé (cf. 3.2).

Les quelques travaux sur ce point établissent un niveau de portage inférieur a 4 spores par gramme de
féces de C. botulinum de type B (évaluation par méthode statistique) chez les vaches dans des
troupeaux sans historique de botulisme (Dahlenborg, Borch et Radstrédm 2003). En ce qui concerne les
différents types de Clostridium botulinum étudiés dans cette saisine, d’autres études plus récentes en
Italie et en France indiquent, sans le quantifier, qu’'un portage digestif peut étre parfois détecté chez
d’autres animaux que ceux qui expriment des signes cliniques classiques de la maladie :

- chez un des deux bovins analysés et présentant des signes cliniques frustes, seules formes
présentes au sein d’un cheptel atteint de botulisme de type D/C ayant évolué sur plusieurs mois
(LNR 2020) ;

- chez des bovins guéris ou convalescents, au sein de cheptels connaissant ou ayant connu un
épisode clinique de type C (Le Maréchal, Hulin, et al. 2019; Bano et al. 2015), ou méme chez
des bovins n’ayant pas présenté de signes cliniques pour le type D (Steinman et al. 2006) ;

- chez des bovins sains, au sein de cheptels apparemment sains et situés a proximité d’élevages
de volailles atteints de botulisme de type C/D (Souillard et al. 2015) ;

- chez les bovins en incubation, statut particulierement difficile & appréhender, Bano (2018)
indique, a propos d’un élevage bovin laitier italien atteint de botulisme de type C, que le suivi
du portage fécal peut représenter une méthode intéressante, suggérant que celui-ci est
susceptible d’apparaitre avant la manifestation des premiers signes cliniques des malades a
venir. En revanche, des études trés récentes, menées en France par le LNR en 2019 et 2020
au sein de différents cheptels atteints de botulisme de type D/C, n'ont pas mis en évidence la
présence de Clostridium botulinum dans les féces de bovins au tout début de la phase clinique
de la maladie.

Ainsi, il apparait que le portage fécal de C. botulinum et/ou sa toxine chez les bovins, y compris au tout
début de I'expression des premiers signes cliniques, semble étre peu fréquent au sein de cheptels
cliniqguement atteints ou non de botulisme de type C, D, C/D et D/C.

Au cours des précédents chapitres, il a pu étre établi par le GT que la circonstance présentant tres
vraisemblablement le plus haut degré de contamination fécale (excrétion) est celle d’'une vache laitiere
en incubation ne présentant pas encore de signes cliniques.

Le travail de recensement et de hiérarchisation des facteurs de risque de contamination du lait par
C. botulinum sous ses différentes formes s’est fondé sur la méthodologie classique des « 5 M »
(matiére, main d’ceuvre, milieu, matériel et méthode). Sur la base d’un diagramme d’Ishikawa (Annexe
2), les experts ont répertorié 'ensemble des causes identifiables de contamination du lait, susceptibles
de se produire lors des opérations de traite au sens large, c’est-a-dire avant, pendant et aprés la traite.
En considération de la disparition quasi totale de la traite manuelle, ce travail s’est intéressé a la traite
meécanique sous ses deux principales composantes, a savoir (i) la traite mécanique classique, quelles
gu’en soient les modalités précises et la structure de la salle de traite elle-méme, et (ii) la traite
automatisée en station robotisée. Les particularités de chacune d’entre elles ne seront pas détaillées
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ici, mais il convient de préciser que I'évaluation des causes de contamination a été réalisée en tenant
compte de leurs spécificités respectives et en retenant la situation la plus & risque. A titre d’exemple, si
'opérateur de traite peut ne pas étre considéré dans les causes possibles de contamination pour le
systéme de traite robotisée, il est néanmoins susceptible de présenter un surcroit de risque pour
d’autres causes identifiées (moindre efficacité de I'hygiéne avant la pose des manchons trayeurs,
augmentation de la fréquence de traite, absence de détournement du lait d’'une vache présentant les
premiers signes cliniques, un seul et méme matériel de traite pour de nombreuses vaches, etc.).

Le tableau 8 propose une synthése des principales causes de contamination du lait par C. botulinum,
par transfert de matiéres fécales, au sein d’'un élevage bovin atteint de botulisme, qu'il soit diagnostiqué
et officiellement déclaré ou non, ainsi que les mesures de maitrise et bonnes pratiques associées.

Tableau 8 : Principales causes de contamination du lait par Clostridium botulinum et mesures de maitrise
associées dans un élevage bovin atteint de botulisme

CAUSES
ORIGINES

1. Avant la traite

1.1 Mamelles, trayons
et arriére-main
souillés

Mesure de maitrise et bonnes pratiques associées

Hygiéne générale et entretien du logement et des animaux

Isolement/infirmerie des animaux malades (toutes maladies)

Qualité/propreté de la litiere et des aliments

Propreté générale des installations et des zones de traite, i.e. salle de traite et aire d’attente
(matiéres fécales, débris alimentaires, poussiéres ...)

1.2. Défauts de
procédure et
d’hygiéne lors de la

Nettoyage des faisceaux trayeurs si souillés lors de Ia traite de la vache précédente
Ecarter le produit de la traite d'une vache malade ou convalescente
Nettoyage régulier du quai de traite et du matériel de traite si souillés

préparation a la traite

Nettoyage des trayons, élimination des premiers jets
Hygiéne et propreté des opérateurs de traite (mains, gants, avant-bras)

2. Pendant la traite
Défauts de procédure

Technique de traite respectée limitant les contaminations environnementales
Surveillance et « actions correctives » immédiates des incidents de traite

lors de la traite Pose hygiénique des gobelets trayeurs (pas de contact avec le sol, avec les membres ou la
queue de la vache)

Surveillance de la fin de traite et du décrochage des gobelets trayeurs

Entretien, nettoyage et maintenance de I'ensemble du matériel de traite, d’'amenée et de
stockage du lait (bon fonctionnement, procédure automatisée)

Nourrir les animaux juste apres la traite et éviter qu'ils ne se couchent

3. Aprés la traite

L’ensemble des mesures de maitrise et bonnes pratiques contenues dans ce tableau sont toutes de
nature a prévenir ou minimiser les transferts de matiéres fécales au lait avant, pendant et apres la traite,
ainsi qu’a maintenir une bonne hygiéne de la salle de traite. A ce titre, toute démarche planifiée
permettant d’apporter une plus grande garantie dans leur réalisation pérenne doit étre fortement
encouragée.

4.1.2 Estimation de la concentration en C. botulinum dans le lait de tank

Les quantités de matieres fécales apportées au cours de la traite sont variables et dépendent
directement des bonnes pratiques d’hygiene lors de la traite. Plusieurs études ont caractérisé la
variabilité de la quantité de matiéres fécales apportées au cours de la traite par extrapolation des
données de dénombrements de E. coli relevées (Clough, Clancy et French 2009; Perrin et al. 2015).
Ainsi, Clough, Clancy et French (2009) ont caractérisé la variabilité de la quantité de matiéres fécales
apportées par traite et par animal. La loi de distribution définie par ces auteurs (loi gamma (a = 0,05,
B = 1/600)) a été utilisée par la suite pour estimer la quantité de matiéres fécales apportée pour un
élevage de 100 vaches laitieres.
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Les quantités de C. botulinum dans les matiéres fécales sont également variables d’'un animal a I'autre.
Parmi les quelques travaux disponibles (présentés en 4.1.1), les données de Souillard et al. (2015) ont
été utilisées pour estimer cette variabilité. Cette étude portait sur des bovins sans signes cliniques
apparents au sein de cheptels situés a proximité d’élevages de volailles atteints de botulisme de type C.
Les parameétres de la loi lognormale décrivant la concentration de C. botulinum ont pu étre déterminés
a partir de la proportion d’échantillons de matiéres fécales dans lesquels C. botulinum a pu étre détecté.
L’estimation de la variabilité des concentrations dépend également de la limite de quantification. La
fonction fitdiscens du package R fitdistrplus a été utilisée par le GT pour ajuster les parameétres de la loi
de distribution sachant la limite de détection (LOD) et la proportion d’échantillons positifs. L'annexe 3
illustre la variabilité et I'incertitude des niveaux de contamination estimés pour une LOD de 1000 ufc/g
de C. botulinum dans les matieres fécales.

La quantité de C. botulinum présente dans le lait a été estimée par le GT en intégrant ces deux sources
de variabilité (c’est-a-dire la quantité de matiéres fécales et la concentration dans les matiéres fécales).
Dix mille itérations ont été utilisées pour caractériser la variabilité des niveaux de contamination pour
un troupeau de 100 vaches laitiéres, produisant chacune 15 litres de lait par traite. Plusieurs hypothéses
ont été testées. La premiére concerne le nombre de bovins porteurs au sein du troupeau, la seconde concerne
la LOD. Le tableau 9 présente le 95° percentile du niveau de contamination en C. botulinum du lait de tank.

Tableau 9 : 95¢ percentile des niveaux de contamination en C. botulinum (en bactérie/litre) dans les laits de tank
pour des exploitations de 100 vaches laitiéres, estimation réalisée par le GT a partir des données de Souillard et

al. (2015).
Proportion de bovins porteurs
asymptomatiques
10 % 50 %
Limite de détection (ufc de C. botulinum 500 1 15
par g de matieres fécales) 1000 2 38
3000 7 111

Le tableau 9 montre que dans la situation la plus défavorable considérée (LOD = 3 000 ufc/g et 50 %
de vaches laitieres porteuses asymptomatiques) la concentration en C. botulinum sera inférieure a
111 bactérie/litre de lait dans 95 % des cas.

En outre, le ramassage du lait a I'aide de camion-citerne concerne généralement plusieurs fermes. Le
lait de plusieurs camions-citernes peut également étre mélangé avant la transformation, pour constituer
des lots de matiéres premiéres plus importants (tanks de grand mélange).

4.2 Collecte/ transport du lait cru

Le lait cru est le lait produit par la sécrétion de la glande mammaire d’animaux d’élevage, non chauffé
a plus de 40 °C ni soumis a un traitement d’effet équivalent (Réglement (CE) n° 853/2004). Le réglement
(CE) n° 853/2004 dans son annexe lll section IX chapitre | explicite les exigences sanitaires applicables
a la production de lait cru en matiére de santé des animaux, et d’hygiéne pendant la traite, la collecte
et le transport ainsi que les critéres applicables au lait cru.

La séquence suivante correspond donc au parcours qu’effectue le lait depuis sa collecte dans les tanks
individuels de stockage et sa réfrigération dans les exploitations jusqu’a la laiterie, qui correspond au
lieu ou se déroulent plusieurs vérifications et analyses, ainsi que diverses transformations. Celles-ci
peuvent aboutir selon les cas a des produits soit destinés aux consommateurs, soit dirigés vers des
ateliers spécialisés. En fonction des filieres de transformation et de fabrication, le lait de chaque
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exploitation est collecté selon une fréquence variable : quotidienne, tous les deux jours ou au maximum,
tous les trois jours. Lors du soutirage du tank individuel dans la citerne du camion de collecte, le lait de
chaque exploitation est échantillonné de maniére a étre soumis a certaines analyses spécifiques. Ces
analyses s’inscrivent dans le cadre réglementaire du paiement du lait a la qualité (PLQ), dont les
différents paramétres permettent de connaitre, d’une part, la qualité et la composition du lait collecté
(taux butyreux et protéique) et d’autre part, sa salubrité (détection de la présence d’inhibiteurs,
dénombrements bactériens, numération des cellules somatiques...) et sa conformité (détection d’'un
éventuel mouillage par cryoscopie). Si certaines analyses sont réalisées systématiquement, c’est-a-dire
a chaque collecte (taux butyreux et protéique, cellules somatiques et inhibiteurs), d’autres ne le sont
qu’a une fréquence qui leur est propre, et ce, sur une collecte choisie de maniére aléatoire. A titre
d’exemple, la numération des microorganismes mésophiles doit étre réalisée au moins une fois par
décade, celle des spores butyriques au moins une fois par quinzaine et la cryoscopie au moins une fois
par semaine.

En raison des volumes collectés, les citernes ou compartiments de citernes des camions de collecte
ainsi que les tanks de grand mélange contiennent des laits provenant de plusieurs exploitations, ce qui
correspond a un facteur de dilution supplémentaire de la contamination éventuelle (Cf.4.1.2). Une
dilution d’un facteur 10 est retenue par le GT : une ferme de 100 vaches est supposée produire 5 000
litres par tournée de collecte du lait, et cette quantité est mélangée a 45 000 litres de lait provenant de
9 autres élevages non infectés.

La réglementation impose que le transport permette de maintenir I'entiéreté du volume du lait de la
citerne a une température inférieure a +6 °C. Par dérogation, certains cahiers des charges spécifiques
de certaines AOP fromagéres exigent une température de stockage de 12 °C pour la production de
fromages au lait cru. Il convient d’attirer I'attention sur la propreté des matériels utilisés lors des
différents transferts du lait, c’est-a-dire lors de son soutirage du tank individuel dans la citerne de collecte
et lors de son dépotage et de sa réception a la laiterie ou a I'atelier de transformation, ainsi que sur le
nettoyage et la désinfection de la citerne de collecte aprés sa vidange, cela doit constituer des points
de vigilance.

4.3 Transformation

Les produits laitiers considérés sont les suivants : lait (pasteurisé, stérilisé, microfiltré), poudre de lait
(incluant la poudre de lactosérum). Compte tenu du contexte de la saisine (gestion de produits laitiers
issus de foyers de botulisme), le GT a évalué I'évolution d’une contamination apportée par la matiére
premiére (lait cru), excluant d’autres sources potentielles que sont les ingrédients non laitiers ou
I'environnement de production.

Selon l'estimation réalisée en 4.1.2, dans la situation la plus défavorable, la concentration en
C. botulinum sera inférieure a 111 bactéries/litre de lait de tank dans 95 % des cas, situation a laquelle
peut se rajouter un facteur 10 de dilution supplémentaire. Par ailleurs, les températures de conservation
du lait a la ferme et au cours du transport (6 °C) ne permettent ni la germination des spores ni la
croissance des cellules végétatives.

La figure 16 présente les principales opérations de transformations permettant, a partir du lait collecté,
I'obtention des différents produits choisis comme exemples par le GT.

Pour les produits considérés, les 4 procédés principaux mis en ceuvre sont :

- deux traitements thermiques d’inactivation : pasteurisation et stérilisation UHT (upérisation) ;
- deux traitements physiques d’élimination : bactofugation et filtration membranaire.

Il est a noter que certains de ces traitements peuvent étre associés. Par exemple, la bactofugation et la
filtration sont souvent couplées a une pasteurisation. Ce sont deux procédés qui vont éliminer
physiquement les microorganismes du lait sans distinction. A ce titre, on peut les considérer comme
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« assainissants ». Pour les procédés avec filtration, I'effet assainissant augmentera avec la diminution
du diameétre des pores, mais les problémes de colmatage aussi. Comme indiqué en section 2.4.2, ces
deux procédés n’ont pas d’'impact sur les exotoxines.

Les baremes définis pour les pasteurisations basse (63 °C, 30 min) et haute (72 °C, 15 s) du lait
permettent l'inactivation des formes végétatives des microorganismes pathogénes du lait, dont
Mycobacterium bovis et Coxiella burnetii qui sont retenus pour définir I'efficacité de la pasteurisation.
Comme vu précédemment, ces baremes n’ont pas d’effet sur les spores de C. botulinum de types C et
D. La conservation impérative de ces produits au froid évitera toute production de toxines par les formes
végétatives issues de spores ayant échappé a la pasteurisation. De ce point de vue, I'ajout post-
pasteurisation d’'une séquence de bactofugation constitue un élément renforgant la maftrise du risque.

L’'upérisation, compte tenu des barémes annoncés et des valeurs connues permettant I'inactivation des
spores et des toxines de C. botulinum de types C et D, est un procédé présentant une grande marge
de sécurité vis-a-vis de ces dangers.

La succession des opérations de transformation pour obtenir les produits considérés (lait pasteurisé,
microfiltré, bactofugé, poudre de lait) est de nature a réduire de maniére significative la contamination
initiale éventuelle par C. botulinum (Figure 16). Enfin, le respect des conditions de conservation et de
préparation des aliments par les consommateurs devrait limiter toute possibilité de croissance et de
toxinogenése a partir des éventuelles spores ayant échappé aux traitements.

S’agissant spécifiquement des poudres de lait infantile, la question du risque de botulisme infantile suite
a l'ingestion de spores par des nourrissons de moins de douze mois se pose. La question des dangers
potentiels des préparations infantiles a fait 'objet de plusieurs travaux (FAO/WHO 2004, 2007; Anses
2020a). Bien que des souches de Clostridium aient été détectées dans des poudres de lait - incluant
les poudres infantiles - I'implication de poudres infantiles dans des cas de botulisme infantile n’a jamais
été démontrée (Doyle et al. 2015). C. botulinum a été classée par la FAO et TOMS dans le groupe C
(responsabilité peu plausible ou pas encore démontrée) des dangers en lien avec les préparations en
poudre pour nourrissons (FAO/WHO 2004, 2007). Les données épidémiologiques disponibles ne
permettent pas de remettre en cause les conclusions de cette évaluation, méme avec une attention
particuliére pour les souches du groupe lll. A ce jour, seul un cas de botulisme infantile de type C a été
rapporté pour lequel une origine environnementale était suspectée.
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Tableau 10 : Récapitulatif de I'impact des procédés applicables en filiere laitiere bovine sur les différentes formes
de C. botulinum du groupe ||

Cellule végétative Spore Toxine
Traitement thermique
Caractéristique Pas de résistance D100 = 0,89 min 2mina 80 °C (99 %
générale du danger au particuliére a la chaleur* Dgo = 8,9 min d’inactivation)
regard d’un traitement Dso = 89 min 2mina 90 °C (inactivation
thermique z=10 fotale)
UHT/Stérilisation 120 °C - 20 min** >6D >12D Inactivation totale
140 °C -4 s**
Pasteurisation 72°C-15s* >6D Pas d'effet Inactivation partielle
63 °C - 30 min** >6D Pas d'effet Inactivation partielle
Autres procédés
Evaporation/Séchage Pas de donnée mais trés Pas d'effet Pas de données
faible impact probable
Séparations centrifuges Clarification Pas d'effet Pas d'effet Pas d'effet
Ecrémage - Pas d'effet Pas d'effet Pas d'effet
Standardisation
Bactofugation*** Réduction de 1 a2 log Réduction de 1 a Pas d'effet
2 log
Microfiltration*** Réduction de 2a 3 log Réductionde 2a | Pas d'effet - Les toxines ne
3log sont pas retenues par les
membranes de filtration
Homogénéisation sous | 200-350 MPa /55 | Pas de données mais les Pas de données Pas de données
ultrapression**** -85°C pressions et températures | pour C. botulinum
mises en ceuvre sont de (Réductionde 2 a
nature a inactiver les 6 log pour autres
cellules végétatives spores)

-*la pasteurisation du lait permet I'inactivation de toutes les cellules végétatives ; ** ou toute autre combinaison temps-température

permettant d'obtenir un effet équivalent. -

***Température et pression élevées.

***Pas de résistance connue, impact indépendant de la forme (cellule ou spore) -
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Possibilité de contamination par C. botulinum (spores et cellules végétatives)
Inactivation totale des spores, cellules et toxines de C. botulinum

Inactivation totale des cellules ( > 6D) et Inactivation partielle des toxines de C. botulinum

1a 3 réductions décimales des spores et cellules de C. botulinum
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Figure 16 : Impact des opérations de transformation des produits laitiers considérés sur les différentes formes de C. botulinum du groupe IlI
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5 Conclusions du groupe de travail

En France, les foyers de botulisme bovin concernent dans la majorité des cas des élevages laitiers et
sont dus aux types toxiniques mosaique D/C (majoritaire), C, mosaique C/D et plus rarement D.
L’incidence sur les 10 derniéres années est en moyenne d’une dizaine de foyers en élevage bovin par
an. Entre 2008 et 2018, I'incidence du botulisme humain est en moyenne de 7,5 foyers/an (trois a 13
foyers) et de 14,5 cas/an (quatre a 25 cas). Les types de toxines botuliques en cause sont les types A
et B puis E, occasionnellement F. Aucun foyer/cas de botulisme humain de types C, D ou mosaiques
C/D et D/C n’a été recensé en France entre 2008 et 2018.

Il apparait important dans ce contexte de rappeler la démarche d’évaluation du caractére zoonotique
des C. botulinum de types C, D et mosaiques réalisée par le GT socle. Les données épidémiologiques
disponibles permettent d’établir une relation causale entre I'exposition a la toxine botulique et/ou
Clostridium botulinum de type C et la survenue de cas de botulisme humain (deux foyers confirmés dont
'un d'origine aviaire rapportés par la littérature internationale). Néanmoins, les sources de
contamination n’ont pas été formellement confirmées et une incertitude faible demeure sur l'origine
zoonotique de ces cas. S’agissant du type D, un seul foyer de botulisme alimentaire a été identifié dans
le monde sur la période étudiée, dans lequel I'exposition a la toxine botulique de type D était suspectée.
La faible sensibilité de I'étre humain aux toxines C, D et mosaiques est I'hypothése privilégiée pour
expliquer la quasi-absence de cas liés aux types C, D, C/D, D/C.

Le GT a procédé a I'évaluation des mesures de maitrise du danger applicables tout au long de la filiére
bovine (de I'élevage a la consommation) lors de la détection d’un foyer de botulisme bovin en suivant
les étapes suivantes :

- évaluation qualitative de la probabilité d’émission du danger dans les tissus animaux (en fonction
du statut clinique des animaux) ;

- identification des causes et des facteurs de risque de contamination des animaux, des produits
carnés et laitiers ainsi que I'exposition des opérateurs ;

- évaluation des possibilités de contamination, de croissance et de toxinogenése de C. botulinum de
I'élevage a la consommation avec comme point de départ un foyer clinique ;

- évaluation de l'efficacité des mesures de maitrise existantes vis-a-vis du danger.

Les bovins peuvent étre atteints de botulisme de types B et A, plus dangereux pour ’'Homme mais les
foyers en élevage liés a ces types ne sont pas constatés en France. L'expertise du GT s’est donc
focalisée sur les types D, D/C, C et C/D.

Aussi, les réponses aux questions telles que reformulées par le GT sont les suivantes :

e Dans le cas d’un foyer de botulisme bovin, les produits issus d’animaux (lait, viande, abats)
sont-ils susceptibles de contenir des spores/toxines de C. botulinum ? Comment I’état de
santé des animaux influence-t-il le niveau de contamination des produits ?

Plusieurs statuts caractérisent les bovins appartenant a un cheptel atteint de botulisme : malades
(présentant des signes cliniques de botulisme), futurs malades (en incubation), animaux convalescents
(guéris cliniquement) et animaux qui resteront sans signes cliniques (ayant ingéré une quantité trop
faible de toxine et/ou ne développant pas de toxi-infection ou non exposés si la contamination n’est pas
répartie de fagon homogene dans 'aliment).
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Les produits issus d’animaux malades sont écartés de la chaine alimentaire. Dans ces conditions, seul
a été pris en compte le cas des animaux appartenant au lot ayant consommé l'aliment supposé
contaminé qui sont acheminés vers un abattoir ou dont le lait est collecté avant le signalement du cas
index. Dans le laps de temps qui précéde la détection du cas index, tous les bovins ayant partagé le
méme aliment doivent étre considérés comme potentiellement en incubation. Il en est de méme, au-
dela de la détection du cas index et en tenant compte des délais possibles d’incubation, des autres
bovins du cheptel.

Peu de données sont disponibles sur la présence du danger dans les tissus et sécrétions des bovins.
A partir des quelques données disponibles, le GT a évalué qualitativement la probabilité de présence
de spores, cellules végétatives et toxines de C. botulinum dans les produits et tissus manipulés a
I'abattoir ou destinés a la consommation humaine (viandes, abats, lait) (cf. Tableau 4). Ainsi, les produits
issus d’animaux sont susceptibles de contenir des spores, des cellules végétatives et des toxines de
C. botulinum avec une prévalence et un niveau de contamination dépendant du statut clinique des
animaux :

- le portage digestif de C. botulinum peut étre détecté de maniere transitoire et/ou intermittente dans
des cheptels bovins apparemment sains a une prévalence estimée entre 1 et 4 %. Aprés distribution
d’un aliment contaminé, en comparaison avec un élevage tout-venant, le taux de portage intestinal
des spores de types C, D ou mosaiques sera plus important pour les bovins gqu’ils soient en
incubation ou qu’ils demeurent sans signes cliniques ;

- la présence de formes végétatives et de toxines dans le foie est largement démontrée par les
opérations de diagnostic chez les bovins atteints de botulisme. La probabilité de présence de ces
formes du danger dans le foie chez le bovin en incubation a été estimée comme élevée ;

- endehors du tissu hépatique, peu de données sont disponibles sur la présence du danger dans les
viandes et abats issus d’un bovin présentant des signes cliniques et a fortiori chez ceux
asymptomatiques mais en phase d’incubation ;

- al'abattoir, le contenu du tube digestif constitue une source de contamination directe ou indirecte
de la carcasse durant les opérations d’habillage ;

- les souillures fécales constituent également une source de contamination du lait au moment de la
traite. Selon I'estimation réalisée par le GT, dans la situation la plus défavorable (50 % bovins
porteurs asymptomatiques, LOD =3 000 ufc de C. botulinum par g de matiéres fécales), la
concentration en C. botulinum resterait inférieure a une valeur de I'ordre de 2 log ufc/l de lait de
tank (le calcul donne une distribution de concentrations inférieures a 111 bactéries/litre de lait de
tank dans 95 % des cas).

e Dans la filiere viande bovine, les mesures appliquées de I'élevage a la consommation
permettent-elles de maitriser le danger dans les produits carnés (issus d’animaux en
incubation/animaux restant indemnes)? Le cas échéant, existe-t-il des mesures
supplémentaires pour diminuer I’exposition par les produits carnés ?

Les bonnes pratiques d’élevage et la mise en place de mesures de biosécurité permettent de prévenir

a la fois la survenue d’un épisode de botulisme en élevage bovin, mais également la présence de C.

botulinum dans I'environnement direct des animaux, en particulier :

- le renforcement de la biosécurité pour les élevages mixtes ;

- la surveillance de I'état de santé des animaux, par exemple via I'observatoire de la mortalité des
animaux de rente (OMAR) ;

- le diagnostic vétérinaire précoce.

Pour limiter le risque que pourraient représenter les animaux porteurs sans signes cliniques, certaines
mesures peuvent étre renforcées pour tout animal de I'élevage suspect et/ou reconnu atteint conduit a
I'abattoir, jusqu’a la maitrise compléte du foyer clinique :

- la propreté des animaux (revétement cutané et phanéres) ;
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- la mise a la diete préalable de I'animal en fonction de I'horaire prévisible de son abattage (24 h
avant) ;

- lisolement de I'animal au cours du transport, ainsi que lors du déchargement et dans la stabulation
de I'établissement d’abattage afin d’éviter les transferts de contamination entre lots ;

- linscription du botulisme dans les informations sur la chaine alimentaire (ICA).

Enfin, le GT recommande le maintien des enquétes épidémiologiques faites par les DDPP lors de la
détection d’'un foyer malgré le changement éventuel de la réglementation prévu en 2021 en application
de la Loi de Santé Animale.

De la stabulation a la chambre froide, il apparait que les bonnes pratiques d’abattage et les BPH au
sens large sont suffisantes pour maitriser le transfert du danger a la viande, a la condition expresse de
leur mise en ceuvre effective et constante. A ce titre, le GT ne peut que recommander toute démarche
de management de I'hygiéne permettant d’attester de cette mise en ceuvre, comme les BPHs (bonnes
pratiques d’hygiéne surveillées) par exemple. Le GT souhaite néanmoins attirer I'attention sur certains
points qui méritent une vigilance accrue pour ces animaux issus d’'un élevage ou des signes cliniques
de botulisme ont été suspectés/confirmés :

- linspection vétérinaire ante mortem qui doit inclure 'examen de signes cliniques pouvant évoquer
le botulisme ;

- renforcer I'évaluation ante mortem de la propreté des animaux, qui devrait étre estimée de facon
objective et conduire a une pratique d'abattages logistiques ;

- lamanipulation des foies et des réservoirs digestifs devrait étre limitée et la valorisation alimentaire
de ces abats exclue.

Au stade de la découpe, la conception hygiénique des ateliers et des équipements utilisés, ainsi que
I'organisation des activités de découpe sur la base de bonnes pratiques hygiéniques et de démarche
HACCP sont de nature a maitriser les transferts des spores éventuellement présentes, leur germination,
la croissance des formes végétatives ainsi que la production de toxines. Le GT souhaite porter I'attention
sur certains points de vigilance : la chaine du froid et le nettoyage/désinfection des surfaces, matériels
et équipements.

Les possibilités de croissance et de toxinogenése de C. botulinum du groupe lll ont été évaluées au
cours de la transformation de trois produits carnés bovins : viande hachée, salaison séche (type viande
des grisons), terrine de foie. Cette sélection a permis d’illustrer 'impact de différents procédés de
transformation et de mesures de maitrise sur C. botulinum : maitrise de la chaine du froid, séchage,
ajout de sel et de conservateurs, traitement thermique, limitation de la durée de vie de I'aliment.
L’application effective de ces mesures permet de maitriser la croissance et la toxinogenése C. botulinum
du groupe lll, dans les produits carnés bovins.

e La manipulation de la carcasse en abattoir d’un animal issu d’un lot de bovins atteint de
botulisme mais dépourvu de signes cliniques présente-t-elle un risque pour les employés de
contracter le botulisme ? Le cas échéant, comment le maitriser ?

L’exposition professionnelle des opérateurs tout au long des séquences transport-abattage concerne
les chauffeurs, les bouviers et les opérateurs sur chaine. Le GT a procédé a I'identification exhaustive
des différentes possibilités d’exposition au regard des principaux modes de transmission (INRS) :

- inoculation par blessure ou coupure avec des objets contaminés ;
- ingestion manuportée (port a la bouche des mains ou d’objets contaminés) ;
- inhalation de poussiéres sur le lieu de travail.

Il convient de noter qu’au regard de tous les modes de transmission, les personnes les plus exposées
sont les éleveurs.
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Toutes les possibilités d’exposition professionnelle sont présentées, méme si leur survenue est
hautement improbable. En effet, le contexte épidémiologique se traduit par 'absence de cas rapporté
de botulisme en milieu professionnel tant en élevage qu’a I'abattoir. Cela pourrait s’expliquer par le fait
que la présence a I'abattoir de ce type d’animaux est peu fréquente, et/ou que, les bonnes pratiques
d’hygiéne sont suffisantes pour limiter I'exposition des opérateurs.

- Botulisme par inoculation

Toute manipulation d’objet coupant peut étre considérée comme une voie potentielle d’exposition par
inoculation a la suite d’'une blessure ou d’'une coupure avec un objet possiblement contaminé par des
spores, des cellules végétatives ou des toxines. Les mesures de protection appliquées a I'abattoir
permettent de limiter/maitriser le risque de botulisme par coupure.

- Botulisme par inhalation

La nécessité que la toxine soit présente en grande quantité au niveau des muqueuses nasales des
travailleurs en abattoir rend trés improbable un botulisme par inhalation. L’inhalation seule de spores
ne causera pas cette forme de botulisme. En effet, les conditions d’anaérobiose nécessaires a la
germination et & la production de toxine ne sont pas présentes dans les voies respiratoires. A la suite
de l'inhalation de spores, il peut y avoir remontée mucociliaire puis déglutition de celles-ci. Mais seul un
botulisme infectieux de I'adulte pourrait étre envisagé par ce mécanisme. Les conditions médicales
prédisposant a un botulisme infectieux de I'adulte sont incompatibles avec le travail a I'abattoir.

- Botulisme suite a I'ingestion de toxines (manuportées)

Les toxines provenant d’'un animal en incubation pourraient étre ingérées par les opérateurs par
I'intermédiaire de mains souillées. L’application des BPH (le lavage des mains en particulier) permet de
maitriser ce risque.

e Les mesures appliquées de I'élevage a la consommation permettent-elles de maitriser le
danger dans les produits laitiers ? Quelle est I’efficacité des différents traitements du lait sur
les formes végétatives et sporulées (pasteurisation, traitement UHT, bactofugation, filtration
membranaire) ? Le cas échéant, existe-t-il des mesures supplémentaires pour diminuer
I’exposition par les produits laitiers ?

Le GT a identifié les principales causes de contamination du lait par C. botulinum, par transfert de
matiéres fécales, au sein d’'un élevage bovin atteint de botulisme, ainsi que les mesures de maitrise
associées. Ces mesures identifiées dans le tableau 8 sont de nature a minimiser la contamination du
lait cru par C. botulinum par les vaches ne présentant pas de signes cliniques.

Selon I'estimation du GT, méme dans le scenario le plus défavorable envisagé (situation exceptionnelle
d’un élevage avec 50 % d’animaux excréteurs), la concentration en C. botulinum dans le lait livré serait
de l'ordre de 1 log ufc/l (la concentration dans le lait dans cette situation exceptionnelle resterait
inférieure a 111 bactérie/litre de lait de tank dans 95 % des cas, situation a laquelle se rajoute un
facteur 10 de dilution pour le lait de tank de grand mélange destiné a la transformation).

S’agissant de l'efficacité des procédés de traitement du lait sur les C. botulinum du groupe Il (types C,
D et mosaiques) :

- les barémes définis pour les pasteurisations basse (63°C, 30 min) et haute (72°C, 15 s) du lait
permettent I'inactivation totale des cellules végétatives, I'inactivation partielle des toxines mais n’ont
pas d’effet sur les spores ;

- la stérilisation UHT (140 °C, 4 s ou toute autre combinaison équivalente) permet I'inactivation des
spores, des cellules et des toxines ;

- la bactofugation et la filtration membranaire permettent d’éliminer physiquement (1 a 3 réductions
décimales) les microorganismes du lait sans distinction, mais n’ont pas d’effet sur les exotoxines.
La bactofugation et la filtration sont souvent couplées a une pasteurisation.
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La succession des opérations de transformation pour obtenir les produits considérés (lait pasteurisé,
microfiltré, bactofugé, poudre de lait) est de nature a réduire de maniére significative la contamination
initiale éventuelle (cf. Figure 16).

Enfin, le respect des conditions de conservation et de préparation des aliments par les consommateurs
devrait limiter toute possibilité de croissance et de toxinogenése a partir des éventuelles spores ayant
échappé aux traitements.

La quasi-absence de cas de botulisme humain liés aux types C, D et mosaiques conforte les
conclusions de I'évaluation. Les produits carnés et laitiers d’origine bovine ont rarement été identifiés
comme source de botulisme et aucun cas lié aux types C, D ou mosaiques n’a été rapporté.

Les principales sources d’incertitudes ainsi que les modalités de leur prise en compte par le GT sont
présentées en annexe 4. Le CES BIORISK émet des recommandations pour I'acquisition de données
concernant plus particulierement les points suivants :

- les transferts éventuels (type bactériémie digestive) des différentes formes de C. botulinum vers les
torrents circulatoires (réalité, mécanismes et facteurs) ;

- leffet des traitements physiques (et chimiques) de préservation des aliments au regard des
différentes formes de C. botulinum (a confirmer en matrices alimentaires).

Date de validation du rapport d’expertise collective par le groupe de travail et par le
comité d’experts spécialisé : 9 juillet 2021
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Annexe 1 : Lettre de saisine
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251 rue de Vaugirard de I'environnement et du travail

75732 PARIS CEDEX 15

Paris,

2 5 JUIN 2019

Objet : Mise & jour des connaissances et évaluation des risques en appul des mesures de
gestion de produits dans la filiére bovine, lors de suspicion et de confirmation de cas de

botulisme,

Conformément aux dispositions de l'article L. 1313-1 et 1313-3 du Code de la santé publique
|'al Fhonneur de solliciter I'avis de I'Agence frangaise de sécurite sanitaire des aliments sur
une demande d'actualisation de connaissances relatives au risque lié & la consommation des
produits (lalt et viande) potentiellement contaminés par le C. botulinum dans la filiére bovine.

Les cas de botulisme de type C, D ou mosaigue C et D en &levages de bovin sont fréquents
an France avec, dans certains cas, des impacts non négligeables pour I'élevage infecté.

Actuellement en France, le botulisme est classé comme un danger sanitaire de premiere
catégorie pour toutes les espéces sensibles. Et, & ce jour, dans le diagnostic de botulisme
animal sont recherchés les types toxiniques suivanis .

« olaille; C,D, C/D,DICel E

« Bovin: C, D, G/D, DG

En 2002, I'Afssa a publié une évaluation du risque sanitaire relative au risque de transmissicn
a 'homme de C. botulinum a partir de la consommation de produits (lait, viande, ceufs) a I'etat
frais et transformé, provenant d'un lot d'animaux atteints de cette maladie, susceptibles de
contenir de la neurctoxine et/ ou des formes végétatives ou encore des spores de C.
botulinum o animaux malades ou infectés dans les filizres aviaire et bovine.

Postérieurement, dans sa réponse a la saisine 2008-SA-0334, I'Afssa s'est prononcée sur des
mesures techniques et administratives relatives a la lutte conire le botulisme avialre en
distinguant notamment des mesures de gestion selon le type de toxine botulinique identifiée
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viandes et intesting) issus d'animaux sains, c’'est-a-dire en bonne santé, sans signe clinigue
de maladie voire sans lésion si abattu provenant d'un foyer confirmé de botulizme était
égalament faite.

Toutefois, les informations disponibles ne permettent pas pleinement I'aide & ia décigion pour
la gestion proportionnée de cas de botulisme bovin de type C, D ou mosaigue C et D,

Les evaluations existantes répondent qu'en partie au fisque de contamination par voie
alimentaire et notamment celui du nourrisson, vulnérable A cause de Iimmaturité de sa flore
digestive qui ne le protege pas contre Implantation de C. botulinum. En effet, I'estimation du
fisque associé & une exposition par voie alimentaire & partir de la consommation de |ait
provenant d'un animal atteint de botulisme ou en phase d'incubation, n'est pas aujourd hui
caracterisée. De ce fait, les mesures de gestion, notamment sur les produits laitiers, sont assez
conservatrices lors de botulisme (de type G, D ou masaigue C et D) par principe de précaution.

Dans ce contexte, il nous apparait nécessaire de soumetire les questions listées ci-dessous
gui visent & compléter et & actualiser les préconisations émises dans les avis précédents,
Cette évaluation concerne le botulisme bovin de type C ou D ou mosaique (C/D, DIC) et
tout autre sérotype qui serait pertinent en termes d'évaluation de la santé publique dans
cette filidre. Si des spécificités sont mises en évidence pour les DROM, il est demandé
de les traiter dans un 2* temps.

* Quel est le risque pour 'homme [ié & la consommation de produits camés ou laitiers
provenant d'un bavin en incubation ou atteint de botulisma 7 Le risque est-il différant
selon les souches bactériennes et la population concernée (nourrissons, enfants,
adultes, personnes fragiles, ...) ? Comment |'état de santé des animaux influence-t
le nsgue pour le consommateur final (importance relative entre Ia phase dincubation
et la phase clinique) ?

* Quel est le risque potentiel associé aux produits cameés et laitiers issus des autres
animaux du troupeau que ceux strictement malades ? Existe-t-il des moyens pour
diminuer ce risque de contamination des produits ?

* Lamanipulation de carcasses en aballoir issues d’'un animal d'un lot de bovins atteints
de botulisme mais dépourvu de signes cliniques (I'animal malade &tant bien
évidemment exclu), présente-t-elle un risque pour les employés de contracter le
botulisme ? Comment le malilriser?

* Quelle est l'efficacité des différents traitements du lait sur les formes végetatives et
sporulees ? Dans quelle mesure peuvent-ils étre considérés comme assainissants 7
= pasteurisation
= traitement UHT
* bactérifugation
* filtration membranaire

Je vous remercie de bien vouloir apporter votre réponse d'ici ke 30 mai 2020,

{._,_,_.--""

La Direciaur ral'de I'Alimentation
Bruno FERREIRA
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Annexe 2 : Diagramme de détermination des causes de Contamination du lait par les matiéres fécales (MF)
des bovins lors de la traite
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Annexe 3 : Distribution des niveaux de contamination dans les
matiéres fécales estimée a partir de la prévalence observée

La figure 17 montre les niveaux de contamination dans les matiéres fécales estimée par le GT a partir
des données de prévalence dans une ferme concernée par le portage asymptomatique (Souillard et al.
2015). Cette figure concerne les estimations de la concentration dans les matiéres fécales pour une
prévalence de 3 bovins parmi 32 et une limite de détection de 1 000 ufc/g.
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Figure 17. Distribution cumulative des niveaux de contamination estimée a partir de la prévalence observée par
une méthode de détection avec une limite de détection de 1000 ufc/g dans une prise d’essai de 25g. Les
différentes courbes représentent l'incertitude sur les niveaux de contamination en association avec l'incertitude
sur I'estimation de la variabilité de la contamination.
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Annexe 4 : ANALYSE DES INCERTITUDES

Un recensement des sources d’incertitudes liées au corpus de connaissances a été réalisé dans le GT
socle, en se basant sur les recommandations proposées par le groupe de travail « Méthodologie en
évaluation des risques » (Anses 2017).

Le tableau suivant présente les principales sources d’incertitudes liées a la méthode d’évaluation
(données sélectionnées, méthodes d’intégration des données et interprétation des résultats) et les
modalités de leur prise en compte par le GT.

Impact sur les résultats de

Th?mathge Sources d’incertitudes B R I'évaluation
de I'expertise par le GT —— =
Direction Amplitude
Physiopathologie du botulisme Evaluation qualitative - le GT a
bovin considéré que la
possibilité/intensité de présence
Cinétique de la toxine dans de C. botulinum dans les tissus
I'organisme (animal) / interaction d’'un bovin en fin d’incubation
toxine/héte s'apparente a ce qui est observé
chez des animaux en début
Peu de données relatives a des d’apparition de signes cliniques,
recherches dans les prélévements | sauf pour la toxine libre circulante.
autres que le foie, le sérum et le
Présence et contenu du TD, en particulier pour
concentration | des animaux sans signes cliniques
dans les Sur- Non
produits et Incertitudes sur les estimation qualifiable
tissus caractéristiques et la qualité des
animaux méthodes analytiques utilisées
dans certaines études
expérimentales en botulisme bovin
Pour le lait cru, estimation Analyse de sensibilité - Prise en
indirecte de la concentration en C. | compte de la situation la plus
botulinum a partir de la quantité de | défavorable (50 % animaux
matiéres fécales apportées au porteurs, LOD = 3000 ufc/g).
cours de la traite et la
concentration dans les féces.
(utilisation de deux études).
Manque de données sur la La bactériémie ne peut étre
possibilité d’'une bactériémie post | exclue mais si elle intervient, il Non Non
abattage / transfert chez les s'agit d'un événement qualifiable qualifiable
bovins particulierement rare.
Absence de connaissance sur le L'évolution post mortem du
- . devenir de la toxine dans le muscle met en ceuvre une série
Evaluation ; .
des mesures muscle (viande) de processus gngymathues '

L " lysosomiale Sous- Non
de maitrise (protegses d origine ly . 0US- lo
dans les ?ssentlellemeny).qw pourralent estimation qualifiable

étre de nature & inactiver ou
DAOA oy o S
réduire la réduction de I'activité
des toxines botuliques résiduelles.
Manque de données récentes sur | En I'absence de données, prise
l'impact des procédés de en compte des données Non Non
préservation des aliments sur les | disponibles pour les types A et B qualifiable qualifiable
types C et D. de C. botulinum ou d’autres
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Impact sur les résultats de

Th?mathL]e Sources d’incertitudes G I B ) e T I’évaluation
de I'expertise par le GT Directi -
irection Amplitude
Les incertitudes associées aux bactéries (formes végétatives ou
valeurs de type D retrouvées dans | sporulées)
la littérature.
Manque d'informations concernant | Couple temps/température retenu
linactivation des toxines (pas de pour l'inactivation totale des
consensus précis pour définir le toxines C et D : 90 °C/ 2 min Sur- Non
couple temps-température par (supérieur a ce qui est préconisé estimation qualifiable
exemple, en fonction de la pour les toxines de types A et B
méthodologie d’analyse) 70 °C/ 2 min)
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