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1. Alerte

Fin février 2005, le Centre national de référence (CNR) des Salmonella notait une augmentation
du nombre de souches de Salmonella enterica sérotype Agona isolées chez des nourrissons en
janvier-février 2005 : 16 souches avaient été isolées contre une en moyenne sur cette période
en 2003 et 2004. Par ailleurs, en février, la Direction départementale des affaires sanitaires et
sociales (Ddass) de Seine-Maritime (76) avait été chargée d'investiguer 6 cas groupés
d'infections & S. Agona.

Le 3 mars 2005, I'enquéte menée par la Ddass 76 montrait que 4 de ces 6 cas étaient des
nourrissons qui avaient tous consommeé des poudres de lait infantile de méme marque au cours
des 7 jours ayant précédé l'apparition de leurs signes cliniques.

Le méme jour, llnstitut de veille sanitaire (InVS) mettait en ceuvre une investigation
épidémiologique afin de confirmer I'existence d'une épidémie, d'en mesurer I'importance, de
générer des hypothéses sur son origine et de proposer des mesures de contrble et de
prévention adaptées.

2. Méthodes
2.1 Enquétes épidémiologiques

Définition de cas

Un cas a été défini comme un nourrisson (enfant de moins d’'1 an), résidant en France, ayant eu,
depuis le 1* janvier 2005, un isolement de Salmonella Agona dans un prélevement de selles, de
sang ou d'urines a I'occasion de la survenue de symptdmes compatibles avec une infection a
Salmonella.

Identification des cas

Les cas identifiés par le CNR des Salmonella étaient notifiés a I'lnVS. En cas de signalement
direct d'un cas suspect par des médecins ou des familles, I'InVS demandait la réalisation d'une
coproculture et I'envoi de la souche au CNR pour sérotypage.

Enquéte descriptive

A partir du 3 mars 2005, les parents des cas ont été interrogés par téléphone a l'aide d'un

guestionnaire standardisé.

Il recueillait les informations suivantes (annexe 1) :

¢ les signes cliniques survenus au cours de I'épisode de salmonellose,

e |'existence de maladie chronique, de prise de traitement au long cours, d’antibiothérapie,
phytothérapie ou homéopathie au cours du mois ayant précédé I'apparition des signes
cliniques,

¢ |'existence de cas de diarrhées dans I'entourage du cas au cours des 7 jours ayant précédé
ou suivi I'apparition des signes cliniques,

e la prise de repas en dehors du foyer familial (créche, nourrice...) dans les 7 jours ayant
précédé I'apparition des signes cliniques,

¢ |a consommation alimentaire de I'enfant (produits carnés, charcuterie, produits laitiers,
aliments pour bébés, gateaux/friandises, boissons...) au cours des 7 jours ayant précédé
I'apparition des signes cliniques,

¢ |e mode de préparation des biberons (eau utilisée pour la préparation des biberons,
méthodes de lavage, de stérilisation et de chauffage des biberons, préparation des biberons
alavance...),

e linformation sur la marque, le lieu d'achat et le numéro de lot de lait infantile consommé par
le nourrisson.



Enquéte cas-témoins

Une enquéte cas-témoins a été réalisée par téléphone du 3 au 4 mars par les épidémiologistes
de I''nVS afin de tester l'origine alimentaire suspectée par les résultats des premiers
interrogatoires.

Les cas inclus étaient les cas identifiés par le CNR des Salmonella a la date du 3 mars 2005.
Les témoins ont été recrutés auprées des laboratoires de bactériologie hospitaliers ou privés
ayant réalisé les isolements de S. Agona des cas et auprés de leurs médecins traitants. lls
devaient avoir le méme age (a plus ou moins 2 mois pres) que les cas et ne pas avoir présenté
de gastro-entérite ou d'épisode fébrile au cours du mois précédant I'interrogatoire.

Le questionnaire administré était le méme pour les cas et les témoins.

Les parents des témoins ont été interrogés sur les expositions de leur enfant au cours des 7
jours ayant précédé l'interrogatoire.

Analyse statistique

L'analyse des données a été effectuée sur Epi Info version 3.3.2 (CDC Atlanta, OMS Geneve).
La force de I'association entre I'aliment suspecté et la maladie a été mesurée par I'odds ratio
(OR) pondéré de Mantel-Haenszel. La précision de I'OR était donnée par son intervalle de
confiance a 95 %.

2.2 Enquéte sur les poudres de lait

Des enquétes ont été menées par la Direction générale de la consommation, de la concurrence
et de la répression des fraudes (DGCCRF) et les Directions départementales de la
consommation, de la concurrence et de la répression des fraudes (DDCCRF) de la Mayenne
(53) et du Nord (59) dans les entreprises productrices des poudres de lait infantile suspectées.
Ces enguétes avaient pour objectifs d'identifier 'ensemble des processus de fabrication et de
conditionnement, les types de produits fabriqués et conditionnés sur les chaines de production
et les zones de distribution (nationale et internationale) de ces poudres de lait. Des
prélevements ont été réalisés dans ces entreprises au niveau :

- de I'échantillothéque,

- des matieres premieres,

- des produits en cours de fabrication,

- des produits finis,

- del'environnement des chaines de fabrication et de conditionnement (prélévements de

surface).

En paralléle, des prélévements de poudres de lait infantile ont été effectués aupres de familles
ayant conservé la(les) boite(s) de lait consommeée(s) dans les 7 jours précédant I'apparition des
signes cliniques.
Les prélévements alimentaires et environnementaux ont été envoyés aux laboratoires des
DDCCRF 35 et 59 et au Laboratoire d'études et de recherches sur la qualité des aliments et sur
les procédés agro-alimentaires (Lergap) de I’Agence francaise de sécurité sanitaire des aliments
(Afssa) pour la recherche de salmonelles et typage.
Des analyses ont également été réalisées a l'initiative des entreprises productrices dans leurs
laboratoires ou a I'Afssa.
Plusieurs méthodes de détection ont été simultanément appliquées a ces échantillons (deux
méthodes bactériologiques et trois méthodes alternatives) (Annexe 4).

2.3 Enquétes microbiologiques

Souches d’origine humaine

Au CNR des Salmonella, un échantillon de souches de Salmonella Agona isolées chez les cas
(cas "épidémiques") a été comparé par électrophorése en champ pulsé aprés macrorestriction
de I'ADN par Xbal (PFGE) a un échantillon de souches de S. Agona isolées en 2004 chez des
nourrissons et en 2005 chez des patients de plus de 2 ans (cas "non épidémiques").



Souches d’origine non humaine

Au Lergap, des souches de Salmonella Agona d’origine alimentaire et environnementale ont été
analysées par électrophorése en champ pulsé (Xbal) selon la méme technique standardisée et
comparées aux souches de S. Agona isolées en 2002 et 2003 référencées dans la base de
données Afssa des profils moléculaires et isolées des filieres alimentation humaine, alimentation
animale, santé et production animale et écosysteme.

Comparaison des souches d'origine humaine et non humaine

Les profils de PFGE des souches d'origine humaine, alimentaire et environnementale ont été
comparés par le Lergap a I'aide du logiciel Bionumerics®.

3. Résultats

3.1 Description des cas

146 souches de Salmonella Agona isolées de nourrissons ont été identifiées par le CNR des
Salmonella entre le 4 janvier et le 3 juin 2005. Les familles de 141 nourrissons ont pu étre
interrogées.

Les 141 cas étaient agés de 1 mois a 12 mois au moment de I'apparition des signes cliniques
(médiane : 5,9 mois). Le sex-ratio garcons / filles était de 1 (70/71).

Les 141 cas résidaient sur I'ensemble du territoire francais, avec des regroupements de 10 cas
en Seine-Maritime et 9 cas dans le Pas-de-Calais (Figure 1).

Figure 1 : Distribution géographique des 141 nourrissons avec une salmonellose a Salmonella
Agona selon leur département de résidence, France, janvier-mai 2005

Leurs signes cliniques étaient apparus entre le 28 décembre 2004 et le 26 mai 2005 (Figure 2).
La diarrhée était quasi-constante (99 %), sanglante pour 56 % des cas. Une fiévre supérieure a
38°C était rapportée par 75 % des familles des nourrissons (Tableau 1).

Cinquante enfants (36 %) ont été hospitalisés, dont 18 le jour méme de I'apparition des signes.
L’hospitalisation a duré entre 1 et 14 jours (médiane : 4 jours, moyenne : 4,6 jours).
L'évolution a été favorable pour tous. Aucun déces n’a été constaté.



Tableau 1 : Signes cliniques décrits chez les 141 nourrissons au cours de la salmonellose a
Salmonella Agona. France, janvier-mai 2005

Nombre de cas Pourcentage
Diarrhée 140 99
Diarrhée sanglante 79 56
Fievre 105 75
Douleur abdominale 63* 46
Vomissements 55 39
Nausées 43* 31
Autres signes (fatigue, somnolence...) 17 12

* Nombre de cas renseignés=138

L'épidémie s'est déroulée en deux phases successives :
- une premiere phase de la semaine 53 de I'année 2004 a la semaine 10 de I'année 2005
présentant un pic épidémique en semaine 7,
- une seconde phase de la semaine 11 a la semaine 21 de I'année 2005, comportant un
pic épidémique en semaine 14 plus important que celui observé au cours de la 1°°
phase.

Figure 2 : Distribution hebdomadaire des 141 nourrissons avec une salmonellose a Salmonella
Agona selon la semaine civile de début des symptémes, France, janvier-mai 2005
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3.2 Premiere phase (semaine 53 de I'année 2004- semaine 10 de
I'année 2005)

Enquéte descriptive

L’'enquéte menée auprés des familles des 47 cas dont les signes cliniques étaient apparus entre
le 28 décembre 2004 et le 13 mars 2005 retrouvait deux aliments consommés par 100 % des
nourrissons au cours des 7 jours ayant précédé I'apparition des symptémes (Tableau 2) :
- les poudres de lait infantile : 91 % des nourrissons avaient consommé des poudres de lait
infantile de marque Picot, Picot hypo-allergénique pour 49 % et Picot antirégurgitation pour 23 %
d'entre eux. Aucune information sur les numéros de lots consommés n’a pu étre retrouvée.
- 'eau embouteillée : 9 marques ont été citées, dont la marque E consommée par 66 % des
nourrissons.
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Tableau 2 : Fréquences de consommation des aliments consommés par au moins 30 % des
nourrissons au cours des 7 jours ayant précédé le début des signes cliniques de salmonellose a
Salmonella Agona, France, janvier-mars 2005

Aliments consommés Nombre de cas ayant Proportion de
consommé consommateurs
N=47 (%)
Pots de fruits 17 36
pots fruits marque B* 15 32
pots fruits marque N* 11 23
Pots de légumes 15 32
pots légumes marque B * 15 32
pots légumes marque N * 8 17
Poudres de lait infantile 47 100
poudres de lait Picot 43 91
Picot hypo-allergénique 21 49
Picot antirégurgitation 10 23
Autres poudres de lait Picot 12 28
poudres de lait Blédilait 2 4
autres poudres de lait 2 4
Eau embouteillée (utilisée pour les biberons) a7 100
eau marque E 31 66

* Certains nourrissons avaient consommeé a la fois des petits pots de marque B et de marque N.

Dix-sept familles (36 %) ont rapporté |'existence d'au moins un cas de diarrhée dans leur foyer
ou dans leur entourage dans les 7 jours ayant précédé ou suivi l'apparition des signes cliniques
de leur enfant.

Enquéte cas-témoins

L’enquéte cas-témoins, réalisée le 3 et 4 mars 2005 aupres des 23 premiers cas interrogés et de
23 témoins, montrait que tous les cas avaient consommeé des poudres de lait infantile de marque
Picot et qu’aucun des témoins n’en avaient consommé (OR incalculable). Aucune association
n'était mise en évidence entre la consommation d’autres aliments et la survenue de la
salmonellose.

Aucune différence significative n’était retrouvée concernant les modes de préparation des
biberons chez les familles des cas et chez celles des témoins (Tableau 3).

Tableau 3 : Fréquences des expositions et mesures d’association pour les aliments consommés
par au moins 25 % des cas. Salmonella Agona, France, janvier-mars 2005

Aliments Cas Témoins OR IC 95 %
N=23 N=23
Effectifs (%) Effectifs (%)

Exposition alimentaire

Pots de Iégumes 6 26 5 22 1,3 0,3-5,0
Pots de Iégumes marque B 6 26 2 9 3,7 0,7-20,8
Pots de Iégumes marque N 3 13 2 9 1,6 0,2-10,4

Pots de fruits 6 26 5 22 1,3 0,3-5,0
Pots de fruits marque B 5 22 3 13 1,9 0,4-8,9
Pots de fruits marque N 3 13 3 13 1,0 0,2-5,6

Poudres de lait infantile Picot 23 100 0 0 OR incalculable

Eau embouteillée marque E 15 65 12 52 1,7 0,5-5,6

Préparation des biberons

Stérilisation des biberons 14/21 67 14/15 93 0,1 0,02-1,3

Préparation des biberons a I'avance 6/20 30 5/16 31 0,9 0,2-3,9
Conservation des biberons au réfrigérateur 4/6 67 4/5 80 0,5 0,007-14,5

si préparation a l'avance




Enquéte sur les poudres de lait Picot

L’enquéte menée par la DGCCRF rapportait que les poudres de lait infantile de marque Picot
étaient fabriquées par I'entreprise Célia située en Mayenne (53). Les inspections de la chaine de
fabrication de I'entreprise Célia menées par la DDCCRF de Mayenne les 8 et 15 mars 2005
n‘ont pas mis en évidence de dysfonctionnement. Par ailleurs, tous les autocontroles réalisés en
routine par I'entreprise étaient négatifs pour Salmonella.
Les analyses réalisées par la DGCCRF et I'entreprise Célia sur 206 prélévements alimentaires
(matiéres premiéres, produits en cours de fabrication, produits finis) et 420 prélévements
environnementaux au niveau des chaines de fabrication et de conditionnement (Tableau 4,
Annexe 2) mettaient en évidence la présence de Salmonella Agona dans :

- une boite de Picot nutrition quotidienne 1*" age fabriquée le 15 juillet 2004 (une prise

d'essai positive sur deux prises d'essai de 2009),

- 2 préléevements de lécithine retrouvée sur le sol,

- 1 préléevement dans un aspirateur de la tour de lécithination,

- 1 préléevement dans une cuve de préchauffage de la lécithine,

- 2 prélevements environnementaux en fin de chaine de conditionnement (Figure 3).

Tableau 4 : Analyses réalisées sur les poudres de lait infantile de la marque Picot et dans
I'environnement de l'entreprise Célia. Salmonella Agona, France, janvier-mars 2005

Nombre Nombre d'échantillons positifs

Description du prélévement d'échantillons P
. pour Salmonella Agona

analysés
Matiéres premiéres (lactose, maltodextrines,
PR 24 0
Iécithine)
Poudres de lait en cours de fabrication (début 6 0
mars 2005 avant désinfection)
Poudres de lait fabriquées et conditionnées en 102 0
mars 2005 avant désinfection
Poudres de lait provenant de I'échantillothéque 66 1 : boite de Picot fabriquée le
(fabriguées entre aolt 2003 et février 2005) 15 juillet 2004
Poudres_de lait de boites provenant de familles 8 boites 0
de nourrissons malades

6 : poste de lécithination (4
Environnement des chaines de fabrication et de échantillons), fin de chaine de
. o ) 420 "

conditionnement avant désinfection conditionnement (2

échantillons)




Figure 3 : Schéma des chaines de fabrication et de conditionnement des poudres de lait de

I'entreprise productrice Célia
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3.3 Deuxieme phase (semaines 11-21 de I'année 2005)

Enquéte descriptive

L’enquéte menée auprés des familles des 94 cas dont les signes cliniques étaient apparus entre
le 14 mars et le 26 mai 2005 retrouvait que 93 % des nourrissons avaient consommé des
poudres de lait infantile de marque Blédilait de la gamme Blédilait 2°™ age au cours des 7 jours
ayant précédé l'apparition des signes cliniques (Tableau 5).

Tableau 5 : Fréquences de consommation des aliments consommés par au moins 30 % des
nourrissons au cours des 7 jours ayant précédé le début des signes cliniques de salmonellose a
Salmonella Agona, France, mars-mai 2005

Aliments consommeés Nombre de cas Proportion de
ayant consommé  consommateurs
N=94 (%)
Pots de fruits 57 61
pots de fruits marque B* 52 55
pots de fruits marque N* 30 32
Pots de légumes 46 49
pots de légumes marque B * 39 42
pots de légumes marque N * 23 25
Poudres de lait infantile 94 100
poudres de lait Bledilait 87 93
Blédilait 2°™ age 79 91
Blédilait 2°™ age + autres 8 9
poudres de lait Gallia 3 3
poudres de lait Picot 1 1
autres poudres de lait 3 3
Eau embouteillée (utilisée pour les biberons) 92 98
eau marque E 64 68

* Certains nourrissons avaient consommeé a la fois des petits pots de marque B et de marque N.

Des informations sur les lots de Blédilait 2°™ age ont pu étre obtenues pour 62 nourrissons
(Tableau 6). Sept lots différents ont été cités, dont 2 par 90 % des familles :

- Blédilait 2° age 900g 1231/BL9 DEC 06, consommé par 35 nourrissons (56 %),

- Blédilait 2° age 900g 1229/BL7 DEC 06, consommé par 21 nourrissons (34 %).

Tableau 6 : Lots de poudres de lait infantile Blédilait 2° &ge consommés par les cas dans les 7
jours ayant précédé les symptdmes de salmonellose a Salmonella Agona (pour les 62 cas pour
lesquels l'information était connue), France, mars-mai 2005

Numéro de lot Nombre de consommateurs*
Blédilait 2°™ age 900g 1229/BL7 DEC 06 21
Blédilait 2°™ age 900g 1231/BL9 DEC 06 35

Blédilait 2°™ age 900g 1221/BLX DEC 06
Blédilait 2°™ age 450g 1210/BLJ DEC06

Blédilait 2°™ age 900g 289/DNH JANV 07
Blédilait 2°™ age 900g 290/DNH JANV 07
Blédilait 2°™ age 900g 295/DFT FEVO07 1

6
1
1
2

* Certains nourrissons avaient consommeé des poudres de lait de plusieurs lots différents au cours de 7 jours ayant
précédé les signes cliniques.



Enquéte sur les poudres de lait Blédilait

L'enquéte de la DGCCRF mettait en évidence que I'entreprise Célia avait fabriqué, surla méme
chaine de fabrication que les poudres de lait Picot, 5 lots de poudres de lait infantile pour
I'entreprise Blédina en décembre 2004. Ces poudres de lait, livrées en vrac ("big bag"), avaient
éte conditionnées par I'entreprise Blédina située dans le département du Nord (59) et vendues
sous les marques Blédilait 2°™ age et Gallia 2°™ age (Tableau 7). Tous les auto-controles
réalisés par I'entreprise Blédina sur ces lots étaient négatifs (14 analyses sur 25g pour chaque
lot).

Tableau 7 : Lots de poudres de lait infantile fabriqués par I'entreprise Célia pour I'entreprise
Blédina. Salmonella Agona, France, mars-mai 2005

Lots Dates de fabrication
Gallia 2°™ age 450g 1210/BLJ DECO06 10/12/2004
Blédilait 2°™ age 450g 1210/BLJ DEC06 10/12/2004
Gallia 2°™ age 900g 1211/BLK DEC06 11/12/2004
Blédilait 2°™® age 900g 1221/BLX DECO06 21/12/2004
Blédilait 2°™® age 900g 1229/BL7 DECO06 29/12/2004
Blédilait 2°™® age 450g 1229/BL7 DECO06 29/12/2004
Blédilait 2°™® age 900g 1231/BL9 DECO06 31/12/2004

En outre, les enquétes de tracabilité des lots 289/DNH, 290/DNH et 295/DFT (consommeés par
des cas) (Tableau 6) montraient que les lots 289/DNH et 290/DNH avaient été fabriqués et
conditionnés par I'entreprise Blédina juste apres les lots Blédilait 1229/BL7 et 1231/BL9, avantle
nettoyage hebdomadaire et la désinfection mensuelle.
Au cours d'une inspection de l'entreprise Blédina, la DDCCRF 59 a réalisé :

- 25 prélévements de surface ;

- 4 prélevements de poudre de lait ;

- 16 prélévements de boites de I'échantillothéque ;

- 6 prélevements de poudre résiduelle ;

- 20 prélévements de lots conditionnés aprés les lots 289 et 290"
Tous ces échantillons étaient négatifs pour la recherche de Salmonella.

A partir des 27 boites de Blédilait ou Gallia prélevées chez les familles des cas, Salmonella
Agona a été isolée dans 2 boites du lot 1229/BL7 et dans 2 boites du lot 1231/BL9 (1 a 2 prises
d'essai positives sur 10 prises d'essai de 25¢) (Tableau 8).

Tableau 8 : Recherches de Salmonella Agona dans des boites de Blédilait consommées par les
cas. Salmonella Agona, France, mars-mai 2005

Lots Nombre de boites Mise en évidence de
‘ analysées Salmonella Agona
Blédilait 2°™° Age 1229/BL7 DEC06 10 2*
Blédilait 2°™ age 1231/BL9 DECO06 9 2%
Blédilait 2°™ age 1221/BLX DECO06 3 0
Gallia 2°™ age 1211/BLK DEC06 1 0
Blédilait 2°™ age 289/DNH JANOQ7 2 0
Blédilait 2°™ age 290/DNH JANO7 2 0

*1 positif / 6x25g pour une boite, 2 positifs / 10x25g pour une boite.
**] positif / 10x25g pour les 2 boites.

! Données communiquées lors des réunions téléphoniques.
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3.4 Bilan

Cette épidémie s’est déroulée en deux phases successives (Figure 4) :

- la premiére phase de fin décembre 2004 a mi-mars 2005 était liée a la consommation de

poudres de lait de marque Picot et a concerné 44 cas (Tableau 9) ;

- la seconde phase a débuté au cours de la 4° semaine de mars et a concerné 92 cas. Elle

était liée a la consommation de plusieurs lots de poudres de lait de marque Blédilait / Gallia :
o0 5 lots fabriqués par I'entreprise Célia et conditionnés par l'entreprise Blédina,
0 2 lots fabriqués et conditionnés par I'entreprise Blédina juste aprés ces 5 lots.

Figure 4 : Distribution hebdomadaire des 141 nourrissons avec une salmonellose a Salmonella
Agona selon la semaine civile de début des symptdmes et selon la marque de poudres de lait
infantile consommées dans les 7 jours ayant précédé I'apparition des symptdomes, France,
janvier-mai 2005
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®@ Poudres de lait Blédilait fabriquées et conditionnées par I'entreprise Blédina

Bl Poudres de lait Blédilait fabriquées par I'entreprise Célia et conditionnées par I'entreprise Blédina
@ Poudres de lait Picot
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Tableau 9 : Distribution des poudres de lait infantile consommées par les cas au cours des 7
jours ayant précédé le début des signes cliniques de salmonellose a Salmonella Agona (n=141
cas), France, janvier-mai 2005

Nombre de Proportion de
Marque et type de poudres de lait infantile consommateurs consommateurs
N =141 parmi les cas (%)
Poudres de lait de marque Picot 44 31
Poudres de lait de marque Blédilait 89 63
Blédilait 2°™ age 1229/BL7 DEC 06 21 15
Blédilait 2°™ age 1231/BL9 DEC 06 35 25
Blédilait 2°™ age 1221/BLX DEC 06 6 4
Blédilait 2°™ age 1210/BLJ DEC 06 1 1
Un de ces 4 lots (sans précision du lot) 8 6
Blédilait 2°™ age 289/DNH JAN 07 1 1
Blédilait 2°™ age 290/DNH JAN 07 2 1
Blédilait 2°™ age 295/DFT FEV 07 1 1
Blédilait 2°™ age (lots inconnus) 14 10
Poudres de lait de marque Gallia 2°™ age 3 2
Autres marques de poudres de lait infantile 5 4
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3.5 Enquétes microbiologiques

Au CNR des Salmonella, 11 souches isolées chez des cas "épidémiques" (4 consommateurs de
poudres de lait Picot, 7 consommateurs de poudres de lait Blédilait) ont été comparées a 13
souches de S. Agona isolées chez des cas "non épidémiques" (8 souches isolées en 2004 chez
des enfants de moins de 1 an et 5 souches isolées en 2005 chez des malades de plus de 2 ans)
et a une souche isolée de poudres de lait Picot.

Le profil X1 était majoritaire, retrouvé pour 9 des 11 souches (82 %) des cas "épidémiques", 7
des 13 souches (54 %) des cas "non épidémiques" et pour la souche isolée de poudres de lait
Picot (Tableau 10).

Parmiles 7 souches isolées chez des cas "non épidémiques" présentant le profil X1, 5 souches
avaient été isolées de mai a décembre 2004 chez des nourrissons ayant consommé des
poudres de lait Picot au cours des 7 jours ayant précédé l'apparition de leurs signes cliniques
(Annexe 3).

Tableau 10 : Pulsotypes des souches de Salmonella Agona d’origine humaine, alimentaire et
environnementale, France, janvier-mai 2005. Lergap, Afssa, CNR des Salmonella

Pulsotype Npr_nbre de s_ouches Nombre de Nombre de Nombre d.e_
d’origine humaine (n=24) souches souches souches d'origine
Cas Cas non d’origine d’origine environnementale
épidémiques épidémiques alimentaire alimentaire entreprise Célia

(11) (13) Picot (n=1) Blédilait (n=5) (n=6)

X1 9 7 1 5 6

X2 (proche 1

X1)

X4 1

X5 1

X6 1

X7 1

X8 1

X9 1

X10 1

Au Lergap de I'Afssa, le profil de la souche provenant de poudres de lait Picot a été comparé
aux profils de 6 souches isolées de I'environnement de I'entreprise Célia, de 5 souches isolées
de poudres de lait Blédilait et aux profils référencés dans la base de données des profils
moléculaires comprenant 18 souches non reliées et isolées en 2002 et 2003 des filieres :
alimentation humaine (9 souches), alimentation animale (3 souches), santé et production
animale (4 souches) et écosysteme (2 souches).

Le profil X1 était retrouvé pour la souche de poudres de lait Picot, les 5 souches de poudres de
lait Blédilait, les 6 souches de I'environnement de I'entreprise Célia et une des 18 souches de la
base de données de I'Afssa, isolée de I'environnement de I'atelier d’une industrie laitiére d'llle-et-
Vilaine (35) en 2002 (Annexe 4).

4. Mesures de contrble

4.1 Premiére phase

Le 4 mars 2005, au vu des résultats de I'enquéte épidémiologique descriptive qui suspectaient
les poudres de lait infantile Picot, I'entreprise Célia procédait par communiqué de presse a un
retrait et un rappel de toutes les poudres de lait infantile de la marque Picot vendues en
pharmacies et parapharmacies (Figure 5, Annexe 5).

De plus, des poudres de lait infantile fabriquées par I'entreprise Célia étant exportées vers
I'ltalie, la Finlande et les pays tiers a la Communauté européenne, une information a été faite a
tous ces pays par le systéme d'alerte européen RASFF (Rapid Alert System for Food and Feed)
et par Infosan (OMS) (Annexe 5).
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La chaine de fabrication des poudres de lait infantile Picot a été immédiatement arrétée et un
audit a été réalisé par I'Institut Pasteur de Lille dans I'entreprise Célia. Aprés un nettoyage et
une désinfection, la chaine de fabrication a été remise en marche le 23 mars. Le 30 mars, 4
auto-contréles de I'environnement de la chaine de fabrication et de conditionnement (au niveau
des sols du laboratoire, sous le poste de lécithination, sous le vibro-fluidiseur et en fin de chaine
de conditionnement) se sont révélés positifs. La chaine a été de nouveau arrétée et nettoyée et
la production produite entre le 23 mars et le 6 avril a été stockée. Aprés de nouveaux contrdles
qui se sont révélés négatifs, les poudres de lait infantile fabriquées a partir du 14 avril 2005 ont
pu étre commercialisées.

4.2 Deuxieme phase

Le 7 avril 2005, au vu des résultats des différentes investigations, I'entreprise Blédina procédait
par communiqué de presse a un retrait et un rappel des 5 lots de poudres de lait Blédilait / Gallia
2°™ age produits par l'entreprise Célia, conditionnés par I'entreprise Blédina et vendus en
pharmacies et dans les grandes et moyennes surfaces (Annexe 5).

Ces lots de poudres de lait Blédilait étant exportés vers I'ltalie et les pays tiers, une information a
été faite a ces pays par RASFF et Infosan (OMS)(Annexe 5).

Le 29 avril 2005, des mesures de retrait supplémentaires des 2 lots de poudres de lait infantile
Blédilait et Gallia 2°™ age fabriqués et conditionnés par I'entreprise Blédina juste aprés les 5 lots
fabriqués par I'entreprise Célia et conditionnés par I'entreprise Blédina ont été mises en place.
Le rappel de ces 2 lots a été réalisé le 5 mai 2005 (Annexe 5).

Figure 5 : Distribution hebdomadaire des 141 nourrissons avec une salmonellose a Salmonella
Agona selon la semaine de début des symptémes et selon la marque de poudres de lait infantile
consommeées dans les 7 jours précédant I'apparition des symptémes, France, janvier-mai 2005

O Poudres de lait d'autres marques

B Poudres de lait Blédilait fabriquées et conditionnées par I'entreprise Blédina

B Poudres de lait Blédilait fabriquées par I'entreprise Célia et conditionnées par l'entreprise Blédina
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5. Discussion

La surveillance des Salmonella par le CNR des Salmonella a permis de détecter cette épidémie
de salmonellose a Salmonella sérotype Agona survenue chez des nourrissons en France entre
janvier et mai 2005.

Les résultats des différentes investigations montrent que cette épidémie s'est déroulée en deux
phases successives et qu'elle est attribuable a la consommation de poudres de lait infantile de
deux marques.

La premiere phase était liée a la consommation de poudres de lait infantile de marque Picot
d'apres les arguments suivants :

- les résultats de l'enquéte cas-témoins, mettant en évidence une association
statistiquement significative entre la consommation de poudres de lait infantile Picot et la
survenue de la salmonellose,

- l'isolement de Salmonella Agona dans un échantillon de poudres de lait Picot et dans
des échantillons provenant de I'environnement des chaines de fabrication et de
conditionnement des poudres de lait Picot,

- lasimilitude des profils des souches d'origine humaine, alimentaire et environnementale,

- l'efficacité des mesures de contrdle (arrét de la production et retrait et rappel de toutes
les poudres de lait infantile Picot) sur la baisse du hombre de cas. )

La seconde phase était liée a la consommation de poudres de lait infantile Blédilait/Gallia 2°™
age en raison :

- desrésultats de I'enquéte de la DGCCRF mettant en évidence que 5 lots de poudres de
lait Blédilait/Gallia 2°™ age avaient été fabriqués en décembre 2004 sur la méme chaine
de fabrication que les poudres de lait Picot et conditionnés par I'entreprise Blédina et que
2 lots avaient été conditionnés juste aprés ces 5 lots sur la méme chaine de
conditionnement de I'entreprise Blédina,

- de la fréquence de consommation de poudres de lait infantile Blédilait
cas de la seconde vague (93 %), ‘

- de l'isolement de Salmonella Agona dans des boites de Blédilait 2°™ age consommées
par les cas,

- de la similitude des profils des souches humaines et alimentaires,

- de l'efficacité des mesures de contrdle (retrait et rappel des 5 lots Blédilait/Gallia) sur la
diminution du nombre de cas.

La similitude des profils en PFGE des souches isolées des poudres de lait de marque Picot et
de marque Blédilait confirme qu'il s'agit bien de la méme épidémie.

Zéme

age par les

L'origine de la contamination reste inconnue.
Plusieurs hypothéses semblent plausibles. La contamination des poudres de lait par Salmonella
Agona pourrait étre liée :

- soit a l'arrivée en début de chaine de fabrication de lait cru contaminé et a des durées
et/ou des températures de chauffage insuffisantes lors du processus de pasteurisation.
La contamination de lait cru par Salmonella est en effet connue [1,2]. Cependant, aucun
dysfonctionnement de la chaine de fabrication n'a été relevé par la DDCCRF ;

- soit a une contamination aprés pasteurisation du lait a partir de I'environnement de la
chaine de fabrication et/ou de la chaine de conditionnement ou a partir d'une matiére
premiere introduite aprés pasteurisation du lait (la Iécithine par exemple). Des souches
de S. Agona ont en effet été isolées de divers points de I'environnement des chaines de
fabrication et de conditionnement (poste de lécithination, sol sous le vibrofluidiseur, fin
de chaine de conditionnement).

La contamination des poudres de lait Picot semble relativement ancienne puisqu'une souche de
S. Agona a été isolée de poudres de lait Picot fabriquées le 15 juillet 2004. De plus,
I'interrogatoire des familles de 23 nourrissons, chez lesquels des souches de S. Agona avaient
été isolées par le CNR des Salmonella en 2004, montrait que 18 d'entre eux avaient consommé
des poudres de lait infantile Picot. Ces dix-huit nourrissons avaient présenté leurs signes
cliniques entre mai et décembre 2004. Cing souches de Salmonella Agona isolées chez six
d'entre eux présentaient le profil X1 commun a 82 % des souches humaines épidémiques, a la
souche isolée de poudres de lait Picot et aux 6 souches isolées de I'environnement de la chaine
de fabrication de I'entreprise Célia. Ces 5 souches humaines, classées dans le groupe des 13
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souches de cas "non épidémiques" expliquaient que prés de 54 % d'entre elles présentaient le
pulsotype X1.

Par ailleurs, la positivité de quatre autocontréles de I'environnement des chaines de fabrication
et de conditionnement de l'entreprise Célia aprés les procédures de nettoyage et de
désinfection, ainsi que la contamination croisée de la chaine de conditionnement de I'entreprise
Blédina par l'intermédiaire des 5 lots Blédilait/Gallia fabriqués sur la chaine de fabrication de
I'entreprise Célia et conditionnés par l'entreprise Blédina, confirment une persistance et une
résistance des salmonelles dans I'environnement.

Au cours de cet épisode épidémique, les investigations épidémiologiques ont permis d'identifier
la source de I'épidémie, de suivre I'efficacité des mesures de contrdle et ainsi, de mettre en
évidence et de contrbler rapidement la seconde phase de I'épidémie. Elles se sont révélées plus
sensibles que les analyses bactériologiques pour détecter une contamination probablement
faible et hétérogéne des poudres de lait par S. Agona comme en témoigne :

- le faible nombre de cas identifiés par rapport au grand nombre de consommateurs de
poudres de lait (particuliérement de marque Blédilait),

- la négativité de tous les auto-contrdles de routine réalisés par les entreprises Célia et
Blédina,

- la négativité de la majorité des analyses réalisées dans le cadre de cette investigation
(1,5 % d'analyses positives) malgré des recherches nombreuses et ciblées (dans des
boites de lait consommeées par des cas dans les 7 jours ayant précédé |'apparition de
leurs signes cliniques) et les moyens techniques mis en ceuvre (augmentation du
nombre et de la quantité de prises d'essai, diversité des méthodes de détection),

- le taux élevé de prises d'essai négatives pour les échantillons de poudres de lait dans
lesquels S. Agona a pu étre isolée (80 a 90 % pour les poudres de lait Blédilait, 50 %
pour les poudres de lait Picot).

Il s'agissait de la premiére épidémie de salmonellose a S. Agona survenant en France.
Salmonella Agona est néanmoins relativement fréquente en France puisqu'elle fait partie, en
2003 et 2004, des dix souches de Salmonella d'origine humaine les plus souvent recues au
CNR des Salmonella (70 a 100 souches S. Agona par an). Plusieurs épidémies de
salmonelloses a S. Agona ont été décrites dans d'autres pays. Elles étaient liées a la
consommation de lait en poudre [3], de golter a la cacahuéte [4,5], de viande de dinde [6], de
céréales a base d'avoine grillée [7] et de tisane a base d'anis et de fenouil [8].

De nombreuses épidémies de salmonelloses liées a la consommation de poudres de lait
infantile ont été rapportées depuis les années 1950 chez des nourrissons [2,9-13]. Les
Salmonella ont en effet la capacité de survivre dans les poudres de lait et de se multiplier
rapidement lors de la reconstitution [1,14,15]. Cette aptitude a survivre dans les poudres de lait
est liée aux caractéristiques microbiologiques des Salmonella :

- elles croissent a des températures comprises entre 5,5 et 45°C [1], les poudres de lait
étant probablement stockées a des températures comprises dans cette fourchette,

- elles peuvent s'adapter a la dessication, devenir résistantes au stress environnemental
comme la chaleur et le manque de nutriments et ainsi survivre pendant de longues
périodes dans un environnement sec [16,17]. Dans de telles conditions, elles subissent
des dommages métaboliques se manifestant souvent par une inaptitude a former des
colonies sur des géloses sélectives [18].

Ces caractéristiques des Salmonella expliquent la persistance de la contamination. Associées a
une contamination présumée faible et hétérogéne, elles sont en partie responsables des
difficultés d'isolement constatées au cours de cette épidémie et probablement de la faible
fréquence d'isolement des salmonelles dans les poudres de lait : une étude menée sur 141
poudres de lait provenant de 35 pays n'a pas retrouvé Salmonella [19] ; dans une autre étude
portant sur 200 usines de lait en poudre, 1 % des 3 315 échantillons de produits et 8,2 % des 1
475 échantillons environnementaux étaient contaminés par Salmonella [20].

Au cours de nombreuses investigations d'épidémies liées a la consommation de poudres de lait
[2,9-12] ou d'autres aliments [4,5,8,21,22], les investigations microbiologiques ont mis en
évidence de faibles concentrations de Salmonella dans les aliments, suggérant une faible dose
infectante. Cette observation concorde avec les résultats d'une revue de 11 épidémies de
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salmonelloses montrant que dans 6 épidémies, la dose ingérée estimée était inférieure a 10°
organismes [23].

Les épidémies associées a de faibles contaminations concernaient en effet essentiellement des
nourrissons, des jeunes enfants ou des personnes agées, qui constituent ainsi probablement
des groupes plus a risque vis-a-vis de faibles contaminations alimentaires. Les nourrissons sont
particulierement vulnérables aux pathogénes entériques du fait de facteurs physiologiques telle
I'nypochlorhydrie gastrique [23].

Suite a cette épidémie, un groupe de travail de I'Afssa s'est mis en place afin d'améliorer les
méthodes de détection des Salmonella dans les poudres de lait. Plusieurs protocoles de
"réparation de dommages métaboliques" subis par Salmonella dans les poudres de lait ont été
publiés dans d'autres pays [24-28].

Par ailleurs, du fait de la faiblesse des niveaux de contamination et de son hétérogénéité dans
les poudres de lait, il serait également nécessaire de reconsidérer les normes en rigueur. En
France, la législation impose I'absence de salmonelles dans 25g de produit fini [29]. Les
recommandations actuelles du Codex Alimentarius pour les Salmonella sont l'absence
d'organismes dans 60 échantillons de 25 grammes chacun [30]. Une réflexion sur les normes
imposées aux fabricants est actuellement en cours au niveau européen et international [31,32].
Les conditions de préparation et de conservation des biberons sont prépondérantes pour éviter
les contaminations bactériennes et leur multiplication. Lors de cette investigation, les enquétes
épidémiologiques (étude exploratoire et étude cas-témoins) n'ont pas mis en évidence de
mauvaises pratiques en termes de préparation et de conservation des biberons. Un tiers des
familles de cas ontindiqué ne pas stériliser les biberons, mais leurs méthodes de lavage étaient
adéquates. Dans ce cas, selon les recommandations d'hygiéne pour la préparation et la
conservation des biberons récemment élaborées par I'Afssa [33], |a stérilisation n'est pas utile.
Enfin, cet épisode épidémique est I'occasion de rappeler que, selon les recommandations de
I'OMS [34], l'allaitement maternel constitue la référence pour l'alimentation du nourrisson
pendant les premiers mois de la vie. Plusieurs études ont confirmé que l'allaitement maternel a
un effet protecteur fort contre la survenue de salmonellose chez le nourrisson [35,36].
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7. Annexes

Annexe 1 : questionnaire

Institut de veille sanitaire, 12 rue du Val d'Osne,94415 St-Maurice Cedex
Tél:01.41.79.67.00 Télécopie: 01.41.79.67.69

QUESTIONNAIRE EXPLORATOIRE
EPIDEMIE A SALMONELLA AGONA - 2005

Le questionnaire concerne une personne malade et ses témoins

Laboratoire : @drESSE .......ccccuiiiiiieiieee e TElEphone : ....ooooeeiiiieeeee

Date d'isolement : / / Préléevement de : selles D sang D autres D PréCISEr : .uvvvriiiiiieeeeeeiiiiieanans
Nom médecin traitant : ..........cooiiii it e Téléphone médecin: .....................

Nom de I'enquéteur (INSEUtION) & ...oooeeiiiiiiiiiecee e Date : I

Personne interrogée : malade D membre de la famille D préciser: ............ autre D préciser : ...............

Numeéro d'identification du patient ou de son témoin :

NOM: _ Prénom: .......ccccoeenn. Date de naissance (Ou 4ge) : ................... Sexe: M D F D
(3 premiéres lettres)

Téléphone : ...

Code postal du domicile @ .........ccooeiviiiiiii e,

COMMUNE i e e e e

SIGNES CLINIQUES AU COURS DE L'EPISODE DE SALMONELLOSE : OUlI D NON D
NON

Z

LU
LU S

oul

Date de début : ] Fievre >38°C D
Nausées D

Vomissements D

Douleurs abdominales D

Diarrhée (selles liquides) 1

Nombre max. de selles/jour : ............. Durée (enjours) : ...............
Sang dans les selles D D D
Autres signes Cliniques (PrECISEN) & civuiiie it e e e
Avez-vous consulté un médecin pour ces problémes ? oul ] NON ] NSP _]
Hospitalisation :  OUI D NON D Y1 10 T o - |
Y= Vo PP

Date d’hospitalisation : __ /
Date de sortie : /1l

Décés: oull_] NoN[_] SiOUI, date dudéces : /|
(08 10130 (U 0 (=T o1 ==
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TERRAIN

Etes-vous (ou votre enfant) atteint d'une maladie chronique ? : oul D NON D NSP D
YO 1 = T[S Lo [U =] 11T ) PSRRI
Prenez-vous (ou votre enfant) un ou des traitements au long cours ?  QUI NON NSP
Anti-acides ou anti-ulcéreux

] ]
Corticoides (Cortisone) D D D
] ]

Autre traitement prolongé D

Avez-vous (ou votre enfant) pris des antibiotiques dans le mois précédant la maladie ? OUI D NON D NSP D
STOUL LESQUEIS .o e e e e e e e e et e e e e e e
Avez-vous (ou votre enfant) pris des produits issus de la phytothérapie, homéopathie, médecine traditionnelle dans le
mois précédant la maladie ? oul l:l NON D NSP
Sl OUL LBSQUELS & oot e e e et e e et e e e e e e e e e e

CAS DANS L’'ENTOURAGE
Combien de personnes habitent dans le foyer familial ?

Un (des) cas de diarrhée est-il (sont-ils) survenu(s) dans le foyer familial dans les 7 jours précédant ou suivant le
début de vos signes ? OUI |_] NON I NSP

Si OUI, - nombre de cas de diarrhée (exclus le cas interrogé) :

- au méme moment (3 jours avant a 3 jours apres) D
- 7 jours avant la maladie (3 a 10 jours avant) D
- 7 jours apres la maladie (3 a 10 jours apres) D

Cas n° | Age (ans) | Sexe (M/F) | 7 jours précédant” | Méme moment | 7 jours suivant’ Symptémes$

" cocher la case et préciser la date de début des signes si connue
® Fievre (F), Nausées (N), Vomissements (V), Douleurs abdominales (DA), Diarrhée (D), Diarrhée sanglante (DS), Autres

signes (A)

Avez-vous (ou votre enfant) eu un contact avec quelqu’un d’autre présentant de la diarrhée dans les 7 jours
précédant le début de vos signes (autre que la famille) ? oul [_] NON ] NSP

ST I LU =Y o7 FoT =Y o U
OU (COIIECHIVIEE, BVENEIMENTS, ...) 1ttt ittt iet et et e et et e et e e e e e et e re et e e eanas
si collectivité : précisez le NOmM et 'adreSSe & ......vvvirie i
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Le questionnaire suivant doit porter sur l'alimentation dans les 7 JOURS PRECEDANT les symptémes
Période d’exposition:du /[ [ au [ |/

REPAS PRIS HORS DU DOMICILE

Avez-vous (ou votre enfant) pris un repas en dehors de votre domicile (creche, halte garderie) dans la semaine
précédant le début des signes cliniques ?

oul U4 NON U NSP O

Si OULI, préciser le type d'établiSSEMENT : ........uviiiiiiiiiei e e e

WS e E2 1T €53

1S TN L= 10T S

ALIMENTS POUR BEBES

LIEUX D'ACHAT OU DE CONSOMMATION (restaurant, cantine...) : préciser le nom et la ville
1: 3:
2. 4

*Pour le conditionnement, indiquer l'initiale : Pré-(E)mballé, Fabrication (M)aison

OUI | NON| NSP | Conditionnement’ Lieu d'achat ou de Marque et Type

E/M consommation
(si différent du

numéro de la liste)

Petits pots légumes
préciser

Petits pots légumes +
viandes

Préciser .........cccvvveneeennnnnns

Soupes

Purée de Iégumes frais

Petits pots aux fruits
PreCISEr...ccivieiieeeiiee e

Desserts

PréCISEr ..occveevieeeiieeeiieeeeeeen,

Autre

PreCISEr ..ocvvievieieiieeeriieeeeeen
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PRODUITS LAITIERS

LIEUX D'ACHAT OU DE CONSOMMATION (restaurant, cantine...) : préciser le nom et la ville
1: 3:
2: 4:
Avez-vous (ou votre enfant) bu du lait (thé, café, céréales...) ? oulrad NON QO NSP O
Si OULI, préciser : lait cru (de la ferme) Q lait UHT QO lait pasteurisé O lait en poudre O
lait maternisé O lait 2°™ age QO NSP O
Si lait maternisé, précisez lamarque et le lieu et date d’achat : ......ccooeeeiiiii i

PRODUITS CARNES : BOEUF, VOLAILLE, CHARCUTERIE

*Pour le conditionnement, indiquer l'initiale : Pré-(E)mballé, a la (C)oupe, Fabrication (M)aison, (S)urgelé

OUl | NON | NSP | Conditionnement* | Lieu d'achat ou Marque et

E/CIM/S de Type
consommation
(si différent du
numéro de la
liste)

CHARCUTERIE préciser. ............
BOEUF

Steak haché de bceuf

Saignant ou cru : oui OO non

O

PORC : préciser......cccccccceeevvvnnnnn.
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GATEAUX, FRIANDISES / ENCAS

*Pour le conditionnement, indiquer l'initiale : (M)aison, (S)urgelé, (T)raiteur, Pré(E)mballé

OUIl | NON | NSP Conditionnement* | Lieu d'achat ou Marque et
M/SIT/IE de type
consommation
DESSERTS
Patisseries : préciser ...........ccouvee.
Glaces ou sorbet : préciser..............
AULres : Préciser .......cocveveeeeiveennnen.
FRIANDISES
Chocolat
Géateaux secs
Bonbons
CEREALES : préciser........ccccocuee.n...
AUTRES ALIMENTS: préciser .........
BOISSONS
*Pour le conditionnement, indiquer l'initiale : (F)rais, (P)rét a I’emploi, (C)onserve, (S)urgelé
OUI | NON | NSP | Conditionnement* | Lieudachatou | marque et
F/IPICIS de type
consommation

(si différent du
numéro de la
liste)

EAU

Eau embouteillée

Eau du robinet

Eau d’'une source naturelle

JUS DE FRUITS

Orange

Pomme

Tisane ou thé pour enfants

Autre boisson pour enfants

avec des plantes
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Préparation des biberons

Quantité de poudre utilisée :

Marque d’'eau :

Quantité de lait reconstitué :

Préparation avec eau chaude ou eau froide :

Nombre de biberons par jour :

Type de biberon (marque) :

Type de tétine (silicone, caoutchouc, etc.) :

Méthode de lavage du biberon avant stérilisation :

Méthode de stérilisation des biberons :

Chauffage des biberons (micro-onde, bain-marie, chauffe-biberon) :

Préparation de biberons en avance (oui /non)

Si oui, conservation au frigo

Si oui, délai avant utilisation
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Annexe 2 : analyses sur les poudres de lait infantile de marque Picot

Nature des Date prélévements Prises Mise en évidence de
prélévements d'essai / Salmonella Agona
Méthode
d’analyse
11 échantillons de 08/03/05 10x25¢g 0/11
produits finis de Méthode de
différentes gammes référence
(dates de 1ISO6579
fabrication : du
10/09/03 au
17/02/05)
24 échantillons de 08/03/05 : 10x25¢g 0/24
matiéres 4 échantillons Méthode de
premiéeres : 4 15/03/05 : référence
échantillons de 20 échantillons de 1ISO6579
lactose et |écithine
maltodextrines + 20
échantillons de
Iécithine
6 échantillons de 08/03/05 10x25¢g 0/6
produits en cours Méthode de
de fabrication référence
1ISO6579
Al 40 échantillons de 08/03/05 : 10x25¢g Prélevements du 08/03/05 :
P;flaer\]/;?:ens’[s I'environnement 22 échantillons Méthode de 2 positifs/22 D
réalisés par 15/(?3/05 : référence - ,téche de IéC|th|n_e sur le sol
DDCCRF 53 et 18 eghantlllons de 1ISO6579 résultant d’'une fuite d’'une
35 'environnement du pompe

poste de Iécithination

- poussiéres prélevées dans
un aspirateur au 3°™ étage de
la tour de lécithination
Prélevements du 15/03/05 :

2 positifs/18 :

- tache de lécithine sur le sol
résultant d’'une fuite d’'une
pompe

- couvercle d’'une cuve de
préchauffage de la lécithine

Prélevements
et analyses
réalisés par
I'entreprise

Célia

8 boites de lait Par fraction de 0/8
prélevées dans 5 25¢g
familles de 3800 g analysés
nourrissons Méthode de
malades référence
1ISO6579
55 analyses de 2x200¢g 1 boite de Picot Nutrition

boites provenant
de
I'échantillothéque
fabriquées entre
ao(t 2003 et février
2005

Méthode AOAC

er a

quotidienne 1™ age
fabriquée le 15/07/04
positive :

1/200g : positive
1/200g : négative

142 analyses de Semaines 10 et 11 : 44 Semaines 10 et 0/142
poudre en sortie de | analyses 11:1x200¢g
tour Semaines 12 et 13 : 98 Semaines 12 et
analyses (14 lots) 13:7x225¢
Méthode AOAC
128 analyses de Semaines 10 et 11 : 58 Semaines 10 et 0/128
poudre apres analyses 11:1x200¢g
conditionnement Semaines 12 et 13: 70 Semaines 12 et
analyses (10 lots) 13:7x225¢g
Méthode AOAC
452 analyses de Semaine 10 : 100 Méthode AOAC | 6 échantillons positifs/452

'environnement de
la tour de séchage*

analyses sur tour &

I'arrét, en lavage et au

- 1 échantillon provenant de la
manchette de remplissage des
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démarrage

Semaine 11 : 105
analyses (dont 26 sur
des points au contact
des poudres) en cours
de process

Semaine 12 : 12
analyses en cours de
lavage et 66 analyses
(dont 27 sur des points
au contact des poudres)
en cours de process
Semaine 13 : 43
analyses (dont 10 sur
des points au contact
des poudres) en cours
de lavage et 61
analyses (dont 24 sur
des points au contact
de les poudres) en
cours de process
Semaine 14 : 65
analyses (dont 23 sur
des points au contact
des poudres) en cours
de process

totes prélevé en semaine 10
- 1 échantillon provenant de
I'aspirateur de dessus de tote
prélevé en semaine 10

- 1 échantillon provenant du
sol sous le vibro-fluidiseur
prélevé en semaine 12 (en
cours de lavage)

- 1 échantillon provenant du
sol du laboratoire prélevé en
semaine 13 (en cours de
lavage)

- 1 échantillon provenant du
sol sous la lécithination
prélevé en semaine 13 (en
cours de lavage)

- 1 échantillon provenant du
sol au remplissage des totes
prélevé en semaine 13 (en
cours de lavage)

325 analyses de
I'environnement du
mélange a sec, de
'emboitage et de
'ensachage

Semaine 10 : 140
analyses sur atelier a
I'arrét apres nettoyage
et en cours de process
Semaine 11 : 35
analyses (dont 14 sur
des points au contact
des poudres) en cours
de process et aprées
nettoyage

Semaine 12 : 38
analyses (dont 15 sur
des points au contact
des poudres) en cours
de process et aprés
nettoyage

Semaine 13: 76
analyses (dont 27 sur
des points au contact
des poudres) en cours
de process et aprés
nettoyage

Semaine 14 : 36
analyses (dont 22 sur
des points au contact
des poudres) en cours
de process et aprées
nettoyage

Méthode AOAC

0/325

* Pour une meilleure détection de salmonelle et selon les recommandations de I'Institut Pasteur de du laboratoire
de la DGCCRF de Rennes, une partie des prélévements (notamment les sols et quelques matériels) ont été
réalisés pendant la phase humide du lavage avant mise en chauffe de la tour de séchage.
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Annexe 3 : rapport du CNR des Salmonella

Y

INSTITUT PASTEUR

Salmonelloses a S. enterica sérotype Agona
chez des nourrissons (2004-2005)

Résultats du sous-typage moléculaire des souches
(15-04-05)

Methode mise en ceuvre par le CNR :

Electrophorese en champ pulsé (Xbal) avec conditions de migration et marqueur
PulseNet

Résultats de I’analyse par électrophorése en champ pulsé (Xbal)

Numéro de souche Année Age Poudres de Pulsotype
d'isolement lait
consommées
n°CNR 04-3162 2004 <1 an Picot X1
n°CNR 04-4547 2004 <lan Nutricia X1
n°CNR 04-4722 2004 <l an Picot X2
n°CNR 04-5972 2004 <lan Picot X1
n°CNR 04-7326 2004 <lan Picot X1
n°CNR 04-8279 2004 <l an Picot X1
n°CNR 04-8738 2004 <lan Candia X4
n°CNR 04-9457 2004 <l an Picot X1
n°CNR 05-0428 2005 2 ans - X5
n°CNR 05-0507 2005 adulte - X6
n°CNR 05-0509 2005 <1 an Picot X1
n°CNR 05-0611 2005 10 ans - X7
n°CNR 05-0829 2005 <l an Picot X1
n°CNR 05-0834 2005 5ans - X1
n°CNR 05-0948 2005 <1 an Picot X1
n°CNR 05-0960 2005 adulte - X8
n°CNR 05-1385 2005 <l an Picot X1
n°CNR 05-1504 Poudre de lait Picot (souche AFSSA 1540) X1
n°CNR 05-1599 2005 <1 an Blédilait X9
n°CNR 05-1600 2005 <l an Blédilait X10
n°CNR 05-1623 2005 <l an Blédilait X1
n°CNR 05-1632 2005 <l an Blédilait X1
n°CNR 05-1678 2005 <1 an Blédilait X1
n°CNR 05-1804 2005 <l an Blédilait X1
n°CNR 05-1823 2005 <l an Blédilait X1
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M, Salmonella enterica sérotype Braenderup H9812,marqueur de taille. X1-X10, profils obtenus.

Analyse des resultats :

La souche 05-1504 transmise par I’AFSSA et isolée dans I’environnement de I’usine possede
le méme profil (X1) en électrophorése en champ pulsé (avec I’enzyme Xbal) que la majorité
des souches épidémiques. Le profil X1 est également trés proche des profils X2 et X7.



Annexe 4 : rapport du LERQAP de I'AFSSA

9
afssa

AGEMCE FEANCAISE
BE SECURITE SAMITAIRE
FES ALIMEHWTE

Investigations microbiologiques menées par
le Lergap dans le cadre du signalement de
cas groupés de salmonellose a S. Agona en
relation avec la consommation de poudre
de lait infantile

AFSSALERQAP
Mars-Juin 2005

Rédacteurs :

Anne BEISABOIS - Unité CEB

Annaélle EEROUANTON-LE GALL - Unite CEB- Equipe Typage moléculaire
Laetitia PETIT - Unité CEB- Equipe Typage moléculaire



L. Contexte
Deébut mars 2003, 1'InV'S a signalé 3 I'AFSSA Lergap, 1a survenue d'un nombre inhabituel
de cas de salmonelloses & Salmonella Agona, chez des nowrrissons. L'enquéte épidémiclegique a
établi une corrélation entre ces infections et la consommation de laits de margue Picot. Aprés le
refrait et le rappel des produits concemés, une seconde bouffée de cas épidémique est appame en
lien avec la consommation de lots de poudre de lait de marque Blédilait’ Gallia fabrigués dans le
méme établissement que les poudres de lait Picot et un rappel de tous ces lots a eu lien. D'autres cas
sont ensutte appams ligs a la consommation de 2 autres lots de poudrs de lait de margue Blédilait
conditionnés dans 1'usine Blédina juste aprés les lots contaminés alent £té refirés du marché.
Au total, 143 cas de zalmonellose 2 5. Agona ont été notifiés chez des nowrissons entre le

28 décembre 2004 et le 11 mai 2005,

Cas de salmonellose a 5. Agona en fonction da la powdre de lall consomme
elde la samalne de survenue Ses sympbdmes
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Figure 1 : Distribution des cas , sowrce Inl'S

Devant cette situation, 'AFS5A Lergap a été sollicitée :

- d'ume part pour la réalisation du typage moléculamre des souches 1solées de pondre de lait et la
comparaison des profils an sein de la base de données nationale et avec ceux des souches humaines,
- d'auire part, devant les difficultés d'isolement de souches par les méthodes classigques de détection
des salmonelles dans les aliments, des travaux complémentaires pour la recherche des salmonelles
dans les poudres de lait ont été imitiés en utilisant plusieurs méthodes de détection reposant sur des

principes différents et en particulier la détection par amplification génique (PCE).




II. Caractérisation moléculaire des souches de §.Agona — Unite CEB
I1.1. Souches etudiées (Tablean 1)

Cuinze souches de Salmonelln, 1zolées denvironmement des usines de fabrication de la
poudre de lmit ou d'échannllons de poudre de lait suspectés, ont €8 regues afin de réalizer la
détermuination du sérotype et une caractérisation moléculaire par électrophorése en chamyp pulsé.
Les prefils PEGE cbtenus ont £té comparés a cenx de 1% souches de méme sérotype Agona de
différentes origines, et supposées non relides spidémiclogiquement qui ont été enregisirées dans la
base de données nationale en cours de constitution dans le cadre d'un programme AQS. Ces
zouches ont été collectées par le résean Salmonella entre le 1% juillet 2002 et le 31 décembre 2003

et sont représentatives des 17 profils PEGE déja identifiées pour ce sérotypes.

IT.2. Méthodes de caractérisation

L'Unité d'épidémiclogie bactérienme de I"AFS54 a réalisé d'une part le sérotypage des
souches par la méthode d’agglutination a I"aide des différents sérums dinigés contre les antigénes
somatiques et flagellaires de Salmonella (BioRad). Puis, la caracténsation par électrophorése en
champ-pulsé (PEGE) a été réalisée sur l'ensemble de ces souches, soit 33 souches au total. Les
zouches ont été caractérisées par PFGE aprés extraction de ADN total et digestion par I'enzyme
Abal, swivant un protocole standardisé et développé spécifiquement pour ce pathogéne, sous
assurance gualité. Aprés migration, les fragments d"ADN onut €18 révélés an bromure d'éthidium.
L’analyse des profils génomigque est réalisée a "aide du logiciel Bionumerics et la comparaison des
profils se fait par la construction de dendrogramme cbtenm aprés comparaison des coefficients de
Dice de chagque profil différents par la méthode UPGMA. A chagque profil différent est attribug un
numere selon une nomenclaturs préconisée dans les réssaux eurcpéens de typage de souches de

zalmonelles.



Tablean I : Souches de Salmonella Agona caractérisées par PEGE et résultats de caracténsation
(AH: Almentation bumaine, AA: Alimentation amimale, SPA: Santé et production animale, E:

ecosvstéme)

N-sonche Origine Sectenr  Département Profil Xbal
M2EB6170SAL Envirennement usine aliment AH Hors France SAGOXBOOOL
0ZEB61745AL  Environnement Atelier Laitier AH Horz France SAGOXBOOO4
(2EBG66535AL Environnement Atsler Laitier AH i3 SAGOXBOOOZ
DIEBTI025AL  Coproculture de Pintads SPA 33 SAGOXEOOL:
02EE122265AL wvircnnement Atelier Laitier AH 33 SAGOXBOOL1
0IEB125765AL Environnement Elevage Poule SPA 26 SAGOXEBOO0S
0ZEB139635AL Viande volaille AH 44 SAGOXEBO00OS
03EB2055SAL  Aliment pour ammanx A4 36 SAGOXBO012
O3EB3405AL Viande zanglier AH 83 SAGOXBO0LE
D3EBTGESAL Viscéres poulet SPA 26 SAGOXBOO0S
03EB12205AL  Aliment pour ammanx AA Hors France SAGOXEO003
D3EB46865A1 Boues Emissaire cotier E 14 SAGOXEBOOLT
D3EB38615AL  Viande boeuf bowrgmignonern AH Hors France SAGOXEOO10
D3EB27445AL  Epaule de cochon AH 1 SAGOXEBOOO2
D3EBEE10SAL  Prodwt Laitier AH 6o SAGOXBOOLG
03EB21215AL  Enwironnement Elevage poulet  5PA 25 SAGOXEOOOT
D3EBI005ISAL  Eau de riviere E 14 SAGOXBOOOT
03EE118955AL Aliment pour animaux AA 36 SAGOXEOOL4
03CEB14235AL Envircnnement datelier laiternie AH 33 SAGOXEBOOO3
05CEB14245A1 Environnement datelier laternie  AH 33 SAGOXBO003
03CEB15405AL Poudre de lait mfantile AH 33 SAGOXEBO003
D5CEB15415A1 Environnement d'atelier laiterie AH 33 SAGOXBOOOZ
03CEB153425A1 Environnement datelier laiterie  AH 33 SAGOXBO003
D5CEBL157T45A1 Environnement d'atelier laiterie AH 33 SAGOXBOOOZ
05CEBLST735AL Environnement datelier laterie  AH 33 SAGOXBO003
03CEB23315AL Envircnmement datelier laiternie AH 33 SAGOXEBOOO3
D5CEB23325AL Environnement datelier laiterie  AH 33 SAGOXBO003
03CEBI3335AL Environnement datelier laiterie  AH 33 SAGOXEBO003
05CEB3003SAL Poudre de lait mfantle AH 33 SAGOXBOO03
D3CEB30045AL Poudre de lait mfantile AH 33 SAGOXBO003
D5CEB3005SAL Poudre de lait mfantle AH 33 SAGOXBOO03
05CEB34635AL Poudre de lait mfantle AH 33 SAGOXBO003
D3CEB34665AL Poudre de lait mfantile AH 33 SAGOXEBOOO3




I1.3. Résultats

Sérotvpage : Toutes les souches regues liées 4 cette investigation appartenaient au sérotype Agona.
PEGE : Les souches isolées lors de la TIAC ont toutes présentées le profil SAGOXBO0003 (Fig 2).
Ce profil n'avait £t jusqu'a présent identifié que pour 3 souches isolées d'environnement laitier en
2002, Les awtres souches non reliées ont présenté 16 autres profils (Fig 3).

Une souche présentant le profil type SAGOXB0003 mmpliqué dans cette épidémie a été transmis au
CNE des Salmonella afin de le comparer aux profils des souches isolées des cas et a permis de
montrer que les profils des souches humames étalent majontairement identigques a celles isolées de

poudres de lait on d'environnement. Les résultats sont également récapitulés dans le tablean L

Cane (ipk]. %1 (Tal 1.2%-1. 7% [H=1.0% 5= 000 %) TLIF-1 0L0F)

PFGEdba _PFGE.Xbal M* zouche Crigine de la souche  Départemeant
2
DECEB14235AL Emironnement diatelier aitens 35
DSCEB14245AL  environnement d'atelier laitenie 35
0BCEB1S40SAL  Poudie de kalt infantde £3
OSCEB1541SAL Ema & d'atelier laites 53
OGCER1B425AL Ema % dratelier laiters 53
0SCEB15745AL  Emaronnement datelier laiterie 5
0BCEB1STESAL  Environmement datelier laiteris 53
OSCEB23315AL Emvirpnnement d atelier laitenie 55
OBCEB2332SAL  Enveannement datelier laitenis &3
DGCEBZIFIGAL Enve dratelier laiters 53
0SZEBED0ASAL Poudre de lait infantla 35
DSCEBIDMEAL Poudre de lait infantda 35
DECEBID0SSAL Poudie de kit infantde i5
NSCEBBBSSAL  Poudre de lait infantds 35
OSCEBMEESAL Poudre de lall infanide 35

Figure 2. Dendrogramme obtenu aprés comparaizon des prafils PFGE der 13 souches de

Salmonella Agona étudides dans le cadre de la TTAC.

I1.4. Conclusion

Cette émde a permis de confirmer que les profils PFGE des souches de 5. Agona, 1so0lées de
poudres de lait infantile contaminéss et d'environnement d'usme de fabrication de poudre de lat
infantile, étalent tous identiques. Ces profils étalent également ceux retrouves pour la majorité des
souches isolées des cas humains. Les travaux ultérieurs de constitution de la base de données omt
montre que la méthode utilisée présentait un bon pouvelr discrimmant puisquune grande diversité
de profils a été obtenue pour les souches d’origine diverse nen reliées (16 profils) permettant amnsi

I'explottation de 1a base avec un gain de temps considérable dans I'investigation moléculaire.




PFGE-¥bal % d'homology

R =
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Profil PFFGE Crigine de la souche Département
SAGOXB003 Envircnnerment d'atelier latier 35
SAGOXERI03 Emvircnnement d'atelier laitene 35
SAGOXBM003 Emvircnnement d'atelier laitere 35
SAGOXE0003 Poudre de laif infantile 53
SAGOXBEI002 Environnement d'atelier laitene 53
SAGOXB003 Emvircnnement d'atelier laitene 53
SAGOXB0003 Environnement d'atelier laiterie 53
SAGOXEI003 Emvironnement d'atelier laitene 52
SAGOXBO003 Emwironnerment d'atelier laiterns 53
SAGOXBM0Z Environnement d'atelier latene 53
SAGOXNB003 Emvircnnement d'atelier latene 53
SAGOXBN003 Poudre de |ai infarile 35
SAGOXB03 Poudre de | infamile 35
SAGOXB003 Poudre de |ai infamile 35
SAGOXB00Z Poudre de |aif infarile 25
SAGOXBE00Z Poudre de lail infartile 35
SAGOXE0IE Praduil Laitier 59
SAGOXB0I06 Emvircnnement evage poulet 26
SAGOXB0017 Boues Emissaire célier 14
SAGOXE0004 Environnerment d'atelier later Hors France
SAGOXB005 Alment pour animaws Hors France
SAGOXERI0 Envircnnement d'atelier Heors France
SAGOXB0D1S Viande sangier 95
SAGOXE0010 Bl hourguegnon cru Hors France
SAGOXBM0T Eau de riviére 14
SAGOXB000T Emvircnnement éevage poulet a5
SAGOXB000S Viande ¢ volaille 44
SAGOXED002 Epaule de cochon 1
SAGOXBNI09 Visckras poulet 26
SAGOXEN011 Envircnnement d'atelier lamer 35
SAGOXBN12 Farina de wviande SE
SAGOXBN014 Touread de colza 56
SAGOXBI013 Corproculiure de pintade 53

Figure 3. Dendrogramme obtenu aprés comparaison des profils PFGE  des 15 souches de
Salmonella Agona érudides dans le cadre de la TIAC ¢ O J, comparés & ceux des souches non
relices, dovigine alimentaire ou animale, regues par le vésean Salmonella en 2002 et 2003



III. Recherche de Salmonella dans les poudres de lait: Unités CEB, CHPL et
SRPI

ITI.1 Echantillons recus (Tablean 2)

Devant la fréguence de d’analyses négatives pour la recherche de salmonelles dans les
échantillons de poudre de lait alors que le nombre de cas continuait 3 progresser, 1l a été décids lors
des réumions t£léphomgues, de l'envol d'échantillons de poudre de lait au Lergap. afin de réaliser
des analyses complémentaires de détection des salmonelles | notamment par les techniques de PCE.
Crest amsi gque 66 échantillons au total ont été analysés au Lergap. Les échantillons suivants ont
done été transmis par différents laboratoires ou instituts pour effectuer la recherche de salmonslles :
- 13 échantillons provenant de I'usine « Céliaw et transmis par le laboratoire de la Dgeorf de
Eennes
- 42 échantillons provenant de 1"usine « Blédina » et transmis par le laboratoire de 1a Dgecrf de Lille
- 3 échantillons nous ont été transmus par 'InVS et provenaient directement des particuliers ayant
un cas dans leur entourage
- & échantillons ont été prélevés au hasard en grande surface et correspondalent a des échantillons

o PEmoIns ».

IT1.2 Meéthodes de détection (Tahlean 1)

Plusieurs méthodes de détection ont été appliguées simultanément i ces échantillons, il ¢'agit :

- de la méthode de référence NF EN ISO 6579 comprenant des phases de pré-enrichissement et
d'enrichissements sélectifs suivies d'isolement sur milieux gélosés permettant 1'identfication de
colonies caractéristigues

- de la méthede FIL modifie appliguée imtialement par le laboratore de la Dgecrf de Flennes qui
consiste & réaliser un pré-enrichizssement en ean distillée supplémentée en vert brillant {dilution an
1/5*%) suivie de la procédure habituelle d'analyse selon cette norme.

- de méthodes alternatives validées AFNOER pour la détection des salmenelles ; ces méthodes
immunc-enzymatiques sont de type ELISA, VIDAS SLM et VIDAS ICS ¢ consiste a réaliser une
phase d'immmocenceniration de I"échantillon avant la réalisation du test VIDAS.

- de méthedes utilisant le principe de la PCE. : PCR-ELISA et PCER en temps réel (PCE-TE), ces
méthodes sont basées sur I"amplification d'une ségquence du géne invA spécifique des salmonelles.
Ces méthodes PCE. ont été validées au cours d’essais multicentriques dans le cadre d'un programme
européen Food-PCE et leurs performances omt fait 'objet d'une publication scientifique.
L’ensemble des protocoles détaillés des méthodes PCR. utilisées dans le cadre de cette émde figure

en Annexe I




Lz tablean 2 c1 dessous récapitule les échantillons analysés amsi que les méthodes mises en

cenvre pour ces echantillons.

Tableau 2 : onigine des échantillons et méthodes d'analyses mises en ceuvre

(les cases grisées correspondent aux meéthodes d'anslyse réalisées sur les echantillons)

Meéthodes Meéthodes Méthodes

bactériologiques alternatives de détection

par biclogie

moléculaire

Origine Date |Nombre |Ref |[FIL VIDAS |VIDAS |ELISA |PCR- |(PCR-
ICS SLM ELISA [TR

DGCCRF Rennes |1204 (2
Usine Celia DGCCEF

(15 échannllons) 20/04 |9

DGCCREF
a5 (4
DGCCREF
DGCCRF Lille 20004 |20
Usme Bledima 1205 |16
(42 echantllons) 1205 |6
Particulier 0603 |1
avec un cas yant [ 10005 |1
consomme 1903 (1
(3 échantillons)
Témoin 805 |3
Prélevements 1205 (1

d'antres margues
en grandes surfaces
(6 échantillons)

IIL.3 Reésmltats et interprétation (Annexe IT et tablean 3)

L'ensemble des résultats détaillés figurent en Annexe II et la synthése des résultats figure

dans le tablean 3 o1 dessous.

Analvse des résultats des 60 échantillons reliés 3 I'investization

Aucun échantillon de poudre de lait n'a été trouvé positif aprés I'application des méthodes
de bactérielogie classigue (méthodes de référence et'on méthede FIL) ou des méthedes alternatives
validées AFNOER (ELISA et VIDAS).
Parmu les 60 échantillons testés en relation avec l'investigation, 27 d'enfre eux ont été trouvés
negatifs 4 la fois par les méthodes de bactériologie classique. les méthodes alternatives de type

ELISA et les méthodes de PCR que ce soit par PCR. ELISA et'ou PCR-TE.
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Trente denx échantillons ont montré un signal positif par PCE. (PCE-ELISA et/on PCE. TR), parm
ceux ci 4 avalent été retrouves positifs par la méthods FIL medifiée appliquée au laboratoire de la
Dgerrf de Fennes. Cet écart important de positiviteé entre les résultats par PCE et les résultats par
méthodes conventionnelles peut étre la conséquence d'une part de la différence de sensibilité entre
les  deux meéthedologies, la PCE étant généralement plus sensible gue les méthedes
conventionnelles, puisqu’elle permet de détecter en théorie aprés amplification une seule bactérie
présents dans la prise d'essal. Le plus grand nembre de positifs par PCE. peut étre d’anfre part
atiribuable a une différence de cible analytique, la PCR ciblant, outre les bactéries vivantes en état
de se développer sur des milienx de culfure, les bactéries mortes ou stressées ou viables non
cultivables.. De plus, 1l est a remarquer que 'ensemble des analyses PCE ont été réalisées en double
voire en triple ou guadmple pour un méme échantillen et que les résultats de chacune des PCE.
pouvaient étre discordants entre enx. Ceci peut 3expliquer par le nombre de cellules présentes dans
I"échantillon gui n'a pas toujours atteint le sewi]l nummal de détection de la méthode. Enfin, les
résultats d'analyse par PCR ont fréquemment montré la présence d’inhibiteurs dans le mulien
réactionnel rendant amnsi Uanalyse non interprétable. Des dilutions de 1'échantillon ent parfois
permis de lever ces inhibitions mais tout en diminuant le senil de sensibilité de la méthode. Un seul
échantillon a été trouve positif par la méthods FIL modifiée réalizéz an laboratoire de la Dgecrf de
Femmes et négatif par les deux méthodes PCE.; il s"agit probablement d'une discordance hée a
I'hétérogénéité de contamination de I"chantillon puisgue ces deux analyses omt été réalisées

séparément dans le temps et sur deux prises d’essais différentes.

Tablean 3 - Synthése des résultats d'analyse des échantillons religs a I'investigation

PCR
+ - Taotal
Bactério-ELISA

4 1

+ 5

(FIL modifice) (FIL modifie)
- 22 27 55
Total 32 28 al

Analvses des résultats des échantillons « témoins » (Annexe II)

Les 6 échantillons témoins ont 1€ prélevés a partir de boites de lait en poudre de marque
différente achetés dans une grande surface de la région pansienne. Les résultats d'analyse détaillés
figurent dans ['annexes II et montrent clairement que 5 des 6 échantillons analysés ont été retrouves

positifs par PCE TR et négatifs par les méthodes bacténiologiques conventionnelles on altematives.
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Les analyses par PCE-TE. ont &t¢ doublées et les méme résultats de positivité sont appams avec
dans certains cas la présence d'inhibition rendant le résultat non interprétable. Enfin un échantillon

a bien £té retrouve négatif par les méthodes bacténiclogigques et par la méthode PCE-TE.

III.4 Conclusions

Cette étude montre bien gqu’il est difficile d'établir une comparaisen entre d'une part, les
méthodes bacténiologiques conventionnelles et alternatives et d'autre part, les méthodes utilisant la
PCR, compte tenn des différences de sensibilité et de cibles détectées par les méthodes.

Les critéres microbiolegiques anjourd 'hui fixés s'appliquent sur des résultats obtenus par les
méthodes bactériclogiques conventionnelles ou alternatives validées. Les méthodes de type PCR
peuvent &ire un indicateur intéressant de la présence de cellules viables mals ausst mortes on
stressées dans certains cas. Les étapes d'enriclussement appliguées & D'échantillon avant la
réalisation de la PCE visent justement & détecter les bactéries viables et capables de se multplier,
neéanmoins la présence de cellules mortes ou siressées en grand nombre (10°-10° /ml) peut
également domner un résultat peositif en PCE et éfre considéréd comme wn indicateur de
contamination excessive de salmonelles dans la matiére premuére avant transformation ou
trattement thermigue méme 3i les cellules sont mortes ou non cultivables dans 1"échannllon analysé.
Il est a remarquer que la méthede FIL modifiée a été la seule a pouvoir détecter épisediquement des
zalmonelles dans les échantillons mais que cette positivité n'a pu éire révélée gqu’aprés "analyse de
tout le contenu des boites de poudre de lait par prise d'essal de 25 grammes représentant ainsi un
volume éncrme d'analyses et révélateur d'une contamination trés faible et hétérogéme en
salmonelle.

Enfin, il serait intéressant de compléter cette étude, pour approfondir la comparaison
entre méthodes conventionnelles et PCE, en effectuant une PCE “directe” (prise d'essal dans
bouillon d'enrnichissement, sans phase denrichissement), gui pourrait permettre de savoir st les
résultats PCE positifs étaient dis & un fort mivean de cellules mortes (PCE. directe positive) ou a un
faible mivean de cellules wivantes (PCE  directe négative) non retrouvéss par méthode

conventionnelle.
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ANNEXEI

Principe et Protocoles de deétection par PCR-FLISA et/ou PCE en femps reel de
salmonelles appliqués aux poudres de lait infantiles dans le cadre de 'investizgation

13 Mise en culture : Enrchissement
Vingt cing grammes de poudre de lait sont prélevés de chagque échantillon de lait infantile
Bl

analysé ef mis en culture dans 2253ml d'eau peptomée. Aprés homogénéisation par agitation.

I"échantillon est placé pendant dix-huit heures dans une étuve bactériologique a 37°C.

2) Extraction des séquences nucléiques

Denx fors 1 ml de culture sont prélevés stérilement et cenmrifugés a 13000 RPM pendant 15
minutes @ 4°C. L'ADN contenu dans le culet cellulamre est extrant et punifié avec le kit DNeasy
tissue (Qiagen, Courtaboenf, France) selon les instructions du fournisseur. L'ADN de chague

échantillon est élué avec 30ul d'H,O.

3)

3. 1. Systémes molsculaires utilisés

Les systémes moléculaires utilisés amplifient des fragments de petite taille (2835ph). tant
pour améliorer 'efficacité des PCE. que pour tenir compte d'une fragmentation possible de 'ADN
et ainsi d'avoir une grands sensibilité.

Afin de valider le résultat PCR. obtenu avec lors de I'amplification de la séguence du géne
mvA speécifique des salmonelles (numéro d'accession genbank : M20846; Perelle et al. 2004), 1l est
nécessaire de réaliser toutes les amplifications en ajoutant une quantité limite et connue de plasmide
portant la méme séguence que la cible a l'exception de 26 nucléotides. Cette séquence interne
comespond a la zone de fization d'une sonde spécifique permettant de distinguer l'amplification
d’ADN de salmonelles de celle due a I'amplification de cette séquence et ainsi de déterminer si un
échantillon contient des inhibiteurs PCE (Perelle et al. 2004). Cette séquence est appelés contrdle
Inteme.

3. 2. Méthodes de détection des produits d"amplification

Les deux méthodes de détection des produits d'amplification mises en cenvre dans cette
alerte font appel 4 des hybridations avec des sondes internes spécifiques des fragments amplifiés.

Ces deux teclmigues ont £ choisies car elles présentent deux avantages umportants © sensibilité et
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specificité. La différence majeure entre ces 2 technigques est que la détection en PCR-ELISA & lien
aprés 'amplification alers que la détection par PCE. en temps réel (PCE-TER) est réalizée an fur eta
mesure des cycles d’amplification.

-Principe de la PCR-ELISA

Apres amplification par PCE. de 1a séquence cible avec des amorces spécifiques, la présence
d'amplicon est détectée par hybridation en sclution, a 'aide de deux sondes intemes marquées
respectivement par la bistine et la digoxigénine. Cette hybridation st réalisée en plagues 96 puits
recouverts par de la streptavidine gui permet de fixer le complexe : fragment amplifié et sondes
mtemes. La révélation de la fixation de ce complexe dans les puits est réalisés en utilisant un
anticorps dirigé contre la digoxigémne et couplé 4 ume enzyme (péroxvdase) dont 1'activitd est mise
en evidence a I'aide d'un substrat chromogéne.

-Principe de la PCE-TE ualizant des sondes d'hvbndation

La PCE-TE. réalisée avec des sondes d'hybndation est utilisée pour la détection spécifique

et la quantification de séquences cibles A"ADN dans un échantillon. Cette technologie est basée sur
la mesure de la fluorescence émise par I"hybndation de deux sondes internes au fragment amplifie.
Ces szondes internes sont des oligonucléotides portant respectivement un margquage avec un
flucrophore en 3° (flucrescéine) et en 5 (Redf40 on Fed703).

A chaque cycle PCE, 1"ADN cible est dénaturé et séparé en 2 brins. La deuxiéme £tape de la
PCE consiste en I'hybridation des amoerces et des sondes intemes sur PADN eible puis a la
duplication de chague brin d"ADN par la Tag DNA polymerase.

Dans le milien réactionne] lors des étapes de dénaturation et d'élongation, les deux sondes
mternes sont spatialement éloignéss. Dans ces conditions, la fluoreseéine portée par 'une des
sondes, est excitée par le laser de 'appareil PCE. et émet une lumiére verte a 530nm.

Lorsque les 2 sondes internes s'hybrident sur 'ADN, lers de ["étape d’hybridation, les 2
flugrophores (fluorescéme/Fedd40 on fluorescéme/Fed705) se trouvent trés proches I'un de 'antre.
Dans ces conditions, la fluorescence émise par la fluorescéine va exciter le 2*** fluorophore
(Fedt40 on Red703) qui va alors émettre une fluorescence rouge a 640 ou 705nm. Ce transfert
d'énergie est directement relié i la distance séparant les 2 margqueurs. La fluorescence rouge émise a
la fin de I'étape dhybridation de chague cycle est mesurée dans des cansux indépendants, ce qui

permet de distinguer 'amplification de lz séquence cible de celle du contréle interne.

Protocole PCR ETISA

Les amplifications en point final pour la PCE-ELISA ont été réalisés a "ade d'un
thermocyeler GeneAmp 9700 (Applied Biosystems, Courtabeenf, France) dans mn velume final de
100u] contenant : 1X de tampon FastStart DINA polymerase (Roche Diagnostics, Mevlan, France),
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0.1mM de dNTP (Roche Diagnostics), 2mM de MgCl:, 0.8pM de chacune des amorces P139 ot
P141N (Preligo, Pars, France), 23 copies du plasmide TE9 portant la séquence du coniréle interne
et 2.5 unités de la tag DNA polymeérase FastStart (Roche Diagnostics). Cing microlitres d'extrait
d"ADN pur et dilug an 25 ont été testés.

Les conditions d"amplification ont été de 3mun a 94°C, pus 40 cyeles de 3052 93°C, 30s 3

2% et 30s 2 72°C, swivi par Tmin 4’élongation finale a 72°C.

La détection par PCE-ELISA des produits d'amplification a £t€ réalisée selon le protoccle
décrit par Fach et al. 2001. Les produits d'amplification ont €té dénaturés a la chaleur (95°C
pendant 10 munutes) puis par Iajout d'un velune de solution dénatrante (NaOH 0.2 M, EDTA
0,05 M, bleu de bromophénol 0,07 *e). L'hybridation a été réalisée sur une plague 96 puits dont
chacun d'eux est recouvert par de la streptavidime (Kit PCE-ELISA, Foche Diagnestics). Deux
cents mucrolitres de selution d’hybridation (Kit PCR-ELISA, Roche Diagnestics) conmtenant 12
picomeles par mullilitre de chacune des sondes (5143dig, S144bict et 5150bwot; Proligo, Pans,
France) sont répartis par puits. Cinguante mucrolitres de produit d'amplification préalablement
dénaturé sont ajoutés avant d'étre ineubé a 37°C pendant 1 heurs sous agitation (420 EPM). Aprés
cette étape d'hybridation, chague puits est rincé § fois par 400p] de solution de lavage n® 2 (tris-
HCI 0.1M ; NaCl 0,130 ; tween 20 0.3g/1; blocking reagent 0.3 % et DNA fish sperm 100mg1).
Chague puits de la plague 96 puits est ensuite incubé avec 200pl de la selution d anticorps conjugué
anti-Digoxigénine marqué a la péroxydase. Aprés une mcubation a 37°C pendant 30 minutes avec
une agitation & 420EPM, la plagque est lavée comme précédemment décrit. La révélation est
effectuée en ajoutant 200ul de 3.3°.3 5 -tetramethylbenzidine 3 chaque puits et en ineubant sous
agitation a 420EPM pendant 30 minutes a 37°C. La réaction est arrétée en additionnant 100ul de
H;504 1.5N. L'intensité de 1z réaction colorimétrique obtenue est lue & "aide du lecteur de micro
plague & 450/620 nm.

P = PCR o]

Tous les extraits d"ADN ont été amplifiés en PCE. temps rézl avec des sondes 4’hybridation
sur LightCyeler™ (F.oche Diagnostics) dans un volume final de 20ul contenant © 1X de tampon
LightCvyeler FastStart DINA master hybridation probes (Roche Diagnostics) , 4.5mM de WMgCl,,
05ubl de chacune des amorces P139 et PI4IN (Prolige), 0.2pm de chacune des sondes
(LC143deg, LC144deg et L1 50new ; Prolige) et 128 copies du plasmide TG9. Toutes les réactions
d'amplification ont &2 réalisées aver Sul dextratt pur on dilué au 2/3, 423, 3/50, 1/30 et an 1/100.

Les conditions d'amplification appliguées sont composés d'une étape d'activation de la Tag
DINA pelymerase de 10 mun a 93°C, suivi par 43 cycles de 105 a 953°C, 55 2 48°C, 105 2 60%c et 135

a 72°C. Afin de suivre I'amplification de la cible au cours des cycles, une lecturs de la fluorescence
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émise par I'hybridation des sendes sur I'"ADN est réalisée a la fin de chaque étape d’hybridation a
48°C.

4) Interprétation des résultats
Pour les 2 méthodes de détection utilizées, I'interprétation des résultats est similaire. En

effet, tous les échantillons sent analysés en utilisant un volume maximum d'extrait (3pl). Aprés
amplification et détection de la séguence cible spécifique des salmonelles ainsi que du contréle
terne, les résultats sont comparés. Tous les échantillons présentant une amplification de la cible
salmonelle sont des échantillons positifs (exemple échantillon 1, Figure 1). Dans le cas on un
échantillon ne présente pas d'amplification de la séquence spécifique des salmonelles mais une
amplification du contréle inteme, alers cet échantillon est nézatif (exemple échantillon 2, Figure 1).
Pour finir, un extrait d"ADN pour lequel ancune des 2 cibles n'est amplifiée indique que cet extrait
d"ADN contient des inhibiteurs PCE. {exemple échantillon 3. Figure 1). Dans ces conditions, il est
impessible de donner un résultat. Afin de donner un résultat pour ces échantillons, les extraits sont
dilués et retestés jusqu'a ce qu'il soit possible de conclure si cet extrait est positif ou négatif. Dans
lz cadre de cette étude, les dilutions successives appliquéess aux échantillons ont €88 assez faibles
afin de pouverr détecter des échantillons contenant une faible guantité des séquences d'ADN

spécifiques des salmeomelles mais présentant une inhibition lors des 1% amplifications.
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Echantillon 1

o~ |T+ Salmonella

T+ confrole mtermne

|Echantillon 2

Figure 1 : Exemples de résultats
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ANNEXE I

Résultats des analyses
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Volumes indigués entre parenthéses correspondent aux volumes maxinmm pour leguel il a été pessible de donner
un résultat

+/+ 1 les 2 prélévements donnent un signal PCR posiif

+/- :un des 2 prélévements donne un signal PCE. positif et I"autre un signal néganf
-/- 1 les 2 prélévements donnent un signal PCE. négatf

+/T : un des 2 prélévements donne un signal PCE. positif et I"autre est inhibé

-1 : um des 2 prélévements donne un signal PCR négatif et 1'autre est inhibé

I/T : les 2 prélévements sont inhibés




Annexe 5 : mesures de contrdle et communiqués de presse
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Liberté » Egalité + Fraternité IN;T] TUT DE
REPUBLIQUE FRANCAISE VEILLE SANITAIRE

Ministére des petites et moyennes Entreprises, du
Commerce, de I’Artisanat, des Professions Libérales et
de la Consommation

Direction Générale de la Concurrence, de la Consommation
et de la Répression des fraudes

Ministére des Solidarités, de la Santé et de la Famille
Direction Générale de la Santé

Paris, le 4 mars 2005

Communiqué de presse

Retrait de lait infantile en raison d’infections a Salmonella agona

Le Centre national de référence des Salmonelles (Institut Pasteur, Paris) a identifié, en janvier et
février 2005, un nombre inhabituel de souches de Salmonella sérotype agona isolées chez de
jeunes enfants (agés de 1 mois a 2 ans). Une investigation épidémiologique est actuellement
menée par l'Institut de veille sanitaire. Les premiers éléments de cette investigation montrent
gue les 19 enfants dont les familles ont été interrogées a ce jour ont tous consommeé des laits
produits par le méme fabricant. Il s'agit des laits infantiles de la marque Picot. Les 19 enfants
concernés (nourrissons ageés de 1 a 6 mois), dont certains ont été hospitalisés, sont guéris.

En conséquence, la firme, en lien avec la Direction générale de la concurrence, de la
consommation et de la répression des fraudes et la Direction générale de la Santé, a retiré tous
les laits de la marque Picot de la commercialisation. Les familles qui disposent de boites de
cette marque ne doivent pas les utiliser.

La Direction générale de la santé rappelle a cette occasion les principes d’hygiéne qu'il faut
respecter lors de la préparation des biberons :

- Chaque manipulation doit étre précédée d'un lavage soigneux des mains a I'eau et au savon
- Les biberons ne doivent pas étre préparés a I'avance

- Les biberons doivent étre nettoyés aussitdt aprés usage.

Les infections a Salmonella agona surviennent dans les 3 jours suivant I'ingestion, et provoquent
un tableau de gastro-entérite avec des vomissements, une diarrhée parfois sanglante, et fébrile
dans la majorité des cas. L'apparition de ces signes chez un nourrisson doit conduire les
familles a consulter un médecin.

Contacts presse

DGS 01 40 56 54 91
DGCCRF 0144972391
InVS 0141796715
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HirE EUROPEAN COMMISSION
% i HEALTH & CONSUMER PROTECTION DIRECTORATE-GENERAL jﬁﬁa i"""J'-"-'E';‘-.'\
# bl RARFF
L Directorate D - Food Safaty: praguction and distitution chain B
o 05 - Relations with the Eurcpean Food Safety authorty; Rapld alsrt
System

Brussels, 14 March 2005

HAFID ALERT

SYSTEM
RO OO

A FEED

FOOD

VERY URGENT - TRES URGENT

ALERT NOTIFICATION: ~_2005.159
ORIGINAIL'NOTETCATION

SUBJECT: SALMONELLA AGONA IN INEFANT FORMULAE AND
FOLLOW-ON FORMULAE FROM FRANCE

PAGES: COVERPAGE (1)+4

FAXNUMBER: +32-2-296 76 74
EMAIL: sanco-rasffia cec.eu.int
HTTP:/FORUM.EUROPA EU.INT/

market control - distribatign-gn the market (possible) -
Product distributed to FRANCE and ITALY
manufacturer: Societé Celia (FRANCE)

The contact point from FRANCE is kindly requested to provide the measures taken

The contact point frem FEATNCE has commmmicated to the Commission the following mformation:

E-1043 Brussels.
Telephane: direct line Z95.56.80, Fax. 296.76.74, standand: 255 11 11, Tesex COMEU B 21677, Telegmphic addness COMEUR Srussels
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EAPID ALEET SYSTEM FOR FOOD AND FEED

EEGULATION (EC) N°: 1752002 — Art. 50

CENERAL INFORMATION:

1 NOTIFICATION TYFE Cfoed | =
2 | coNTROL TYPE: coasomer comphint -
3 MNOTIFYING COUNTEY: France
Contact pomt reference n™:
4 DATE OF NOTIFICATION: 11/03/20035
HAZARD:
3 WATURE OF HAZARD: Salmonellz Agona
] RESULTS OF THE TESTS:
T* COUNTER AWALYSIS: j
g* SAMPLING DATES:
N® OF SAMPLES:
METHOD
FLACE: -
o* LABOFATORY:
10* | ANATYSIS: SAMPLE TREATMENT
ANALYSIS MATRIX:
METHOD OF
ANALYSIS
11* | PEESONS AFFECTED: 27 cas
2* | TYPE OF THE ILLNESS/SYMPTOMS gastro-entérites chez les nourissons
PREODUCT:
13 FRODUCT CATEGORTY: LAIT POUER ENFANTS
14 FRODUCT MAME: - LAIT PREMIEF. AGE (0-6 MOIS)
-LAIT 2% AGE (6-12 MOIS)
-LAIT ANTIREGUEGITATION
-LAIT HYPOALLERGENIQUE
o

DESCRIFTION OF |EBEAND/TEADE
THE FRODUCT WAME

PICOT

Picture(s) PRODUCT ASPECT

(2.g. packazmg)

UNIT WEIGHT:

OUTCOME OF INVGESTIGATION AND MEASURES ADOPTED:

Kotfication form: werslon 2.1.1

Page 1 of 4
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16 DISTEIBUTION STATUS: distribution oo the market (possible) ﬂ
7* | VOLUNTAEY MEASURES:
§* | COMPULSORY MEASURES:
DATE OF ENTEY INTCO FORCE
DURATION
PUBLIC RECALL (hyperlink)
13 LEGISLATION IV BEEACH:
SCOPE: j
MAX, PERMITTED LEVEL:
IDENTIFICATION OF THE LOT(%)
20% | CONSIGNMENT / LOT NUMBER: - Lait Premuer Age : désignation Bambilat 17 age.
Lots : 310713 DNN 86435 et 310712 86435
- Lait 2™ dge : désignation Bambilat 2 dge.
Lots - 37012 DNN 86435 et 310715 DINIV 86433
- Lait antirégurgitation : désignation Bambailat 1%
dge. Lot 37017 DN 586433
- Lait hypoallergénique : désignation Bambilat
HA Lot 37018 DFX 83648
I1* | FUBLIC HEALTH NUMBEER
CERTIFICATE DATE
CVED N*®
1 DURABILITY USE-BY DATE*:
DATES BEST BEFORE
DATE*:
SELL-BY DATE:
23 | DESCRIPTION OF |N® OF UNITS*: - Lait Premier Age : cartons de 12 boites d2 450 g
THEELOT et cartons de & boites de 900 g.
- Lait 2°°* age : cartons de 12 boites de 430 g et
cartons de 6 beites de 200z,
- Lait antirégurgitation : cartons de 12 boites de
400 g.
- Lait hypoallergémque : cartons de 12 boites de
400 g.
TOTALNET
WEIGHT OF LOT*
ORIGIN:
24 COUNTEY OF OFIGIN: France
25 MAWNUFACTUEER: |WAME Société Celia
Kaotificalion form: werslon 2.1.1

Page 2 of 4
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ADDERESS: La Chaussée aux Moines
BP 12 53400 CRAON
tsl. 02.43.70.71.72
VET. AP-IT%:
26* | DISPATCHER NAME
EXPORTER ADDRESS:
DISTRIBUTION:
27* | DISTRIBUTED BY IMPORTEER:
WHOLESALER:
RETAILER:
28*% | DISTRIBUTION TO MEMBEE 5TATES: Ttalie
Distributeur : Société FARMA 1000
socigeé - Via Camperio 9 20123 MILANO
entrepdt : Via d"Arezzo 4 20145 MILANO
DISTRIBUTION LIST ATTACHED:
29 | EXPORTED TO THIRD COUNTRIES:
DISTRIBUTION LIST ATTACHED:

IN CASE OF A REJECTION AT THE BORDER:

ig* | FOIMNT OF EMNTET:
31* | TYFE OF CHECK L]
32* | COUNTRY OF DISFATCH
33* | COUNTEY OF DESTINATION
34* | CONSIGHEE NAME
ADDEEZ:S:
35* | CONTAINER NUMBEE(5):
3&* | MEANS OF TEANSPORT
OTHER INFORMATION:
7 ORGANISATION MINISTREY:
38* | FERS0N TO CONTACT:
3% | OTHER INFORMATION En Ttalie. le produit est vendu sous la marque

Waotification form: werslon 2.1.1

BAMBILAT.

La societd FARMA 1000 est le seul client de
CELIA France pour 1'Ttalie.

Page 3 of £
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41* | ATTACHED DOCUMENTS: I healh certificate
(compressed format)

I~ CVED

™ phytosamtary certificate

I~ amalbyfical report

™ balz)delvery document(s)
I press release/public recall mfo

other:

41* | CONFIDENTIAL: r

43* | IF YES, WHICH BOXES (WUMBEERS):

44* | IF YES, EEASON:

numbers underlined: information 1s requirsd
numbers with *: mformation is required, if applicable
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Communiqué de presse

Information presse

Blédina procéde & un rappel de certains lots de lait pour enfant.

Villefranche-sur-Saéne, le 7 avril 2005. En accord avec les autorités de sécurité sanitaire, Blédina
procéde 4 un rappel de certains lots de lait infantile 2° 4ge en poudre.

Cette décision fait suite au signalement, par les autorités de santé, de deux cas de gastro-entérites a
Salmonella chez des enfants en bas-dge ayant consommé du lait Blédilait 2*™ age Les enfants
concernés sont en bonne sante.

En conséquence, Blédina a décidé de retirer du marché les laits 2° 4ge en
poudre portant les dénominations et références suivantes (imprimées sous la
boite) :

o Gallia2 4509 DEC 06Lot : 1210/ BLJ
o Gallia2 900g DEC 06Lot: 1211 /BLK
o Blédilait 2 4509 DEC 06Lot: 1210/ BLJ
o Blédilait2 900g DEC 06Lot: 1221 /BLX
o Blédilait 2 450g et 900g DEC 06Lot: 1229/8BL7
o Blédilait 2 9009 DEC 06Lot: 1231/ BL9

Le rappel de ces lots ne concerne que le marché frangais.

Il est demandé aux familles de ne pas utiliser les laits ci-dessus.
Les consommateurs qui auraient acheté ces produits sont invités a contacter le N° Vert mis en place
spécifiquement par Blédina : 0800 860 800. lis y trouveront des informations pratiques et les modalités
de remboursement mises en place par Blédina.

Les autres lots de lait des marques Blédilait et Gallia tout comme I'ensemble des
autres produits de la gamme Blédina ne sont pas concemés par cette mesure.

Ce type d'infection survient dans les 3 jours suivant lingestion, et provoque les symptdmes
classiques de la gastro-entérite : vomissements, diarrhée et fiévre, L'apparition de ces signes chez un
enfant ayant consommé dans les trois jours précédents les laits Gallia 2 et Bledilait 2 ci-dessus doit
conduire les familles a consulter un médecin.

Il est utile de rappeler a cette occasion les principes d’hygiéne & respecter lors de la préparation des
biberons :

« Chaque manipulation doit &tre précédée d'un lavage soigneux des mains a
'eau et au savon

» Les biberons ne doivent pas &tre préparés a I'avance
» Les biberons doivent &tre nettoyés aussitdt aprés usage.

Cette procédure s’applique également a Fensemble des distributeurs auxquels il est
demandé de retirer ces mémes lots de leurs lindaires.

Pour plus d’information, service de presse Blédina : 01 41 86 76 50/ 0] 41 86 77 68

Burson-Marsteller pour Blédina
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e EUROPEAN COMMISSION
=3 i HEALTH & CONZUMER PROTECTION DIRECTORATE-GENERAL é’fh“ia’f%
b d RAEFF =
L Direstorate O - Food Safety: propuction ang distribution chain B
o 05 - Relations with the Eurcpsan Food Safety suthority, Rapld Alert
System

Brusseals, 10 May, 2005

FAFICE ALERT
SYHTEM
FOIE PO

AN FEEDY

FOOD

VERY URGENT -TRES URGENT

& T [ %
e o L o ] Mok \
- L. P, 1A Tl LAY R i A B

ALERT NOTIFICATION:.~~2005.159-add06

SUBJECT: SALMONELLEA AGONAININFANT FORMULAE AND
FOLLOW-ON FORMULAE FROM FRANCE

PAGES: COVERPAGE(1)+3

FAXNUMBER: +32-2-206 76 74

EMAIL: sanco-rasfiia cec.en.int
HTTP:/FORUM.EUROPA FUINT/

outcome of investightions anil measures taken in FRANCE
Distribution to Ttalvy - Product voluntary withdrawn

The contact poimt fTom FRANCE has communicated to the Commission the following
mmformation:

B-1C43 Brusssis.
Telephone: direct line 295 56,50, Fax. F3E.TE.74, standamd- 285 11 14, Tedex COMEU B 21877, Telegmphic address CCMEUR Brussels
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Bledina rappelle trois lots de lait en poudre

La société Blédina, filiale du groupe Danone, a annoncé, hier, quelle pro-
cedait a «un rappel complémentaire » de trois lots de lait en poudre pour bé-
bes. Cette décision a été prise apreés 'apparition de cas de gastro-entérites a
Salmonelle chez des jeunes enfants ayant consomme du lait Blédilait 2¢ age.
Les lots concernés sont le Gallia 2 (lot 289/DNH), le Blédilait 2 (LOT 289/DNH)
et le Bledilait 2 (lot 290/DNH). Blédina a mis en place un numéro Vert
(0800880800) pour les consommateurs qui auraient acheté ces produits.
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