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Introduction

Dans les pays développés, la sécurité sanitaire des aliments est devenue un enjeu de santé
publique majeur, comme en témoigne un certain nombre de scandales récents, encéphalite
spongiforme bovine, dioxine, syndrome hémolytique et urémique, ainsi que les débats qui
émergent depuis quelques années sur les OGM ou I'utilisation des antibiotiques en élevage.
Le risque alimentaire est peu toléré par les populations et certains pathogénes alimentaires
zoonotiques sont au centre de bien des préoccupations.

Parmi ceux-ci, Salimonella est, en 2007, la deuxiéme cause de toxi-infections alimentaires
bactériennes en Europe. Une épidémie d’ampleur mondiale liée au sérovar Enteritidis, dont le
réservoir privilégié reste la poule pondeuse, a commencé dans les années 80. Depuis, des
clones multi-résistants ont émergé et leur impact sur la santé humaine en terme de
morbidité et de mortalité a été documenté. A cet enjeu sanitaire s'ajoutent des enjeux
économiques liés au colt sociétal des nombreux cas humains engendrés ainsi que des
enjeux commerciaux liés a I'impact de la contamination par Sa/monella sur les échanges de
denrées animales.

En Europe, Sa/monella est un exemple d’implication des pouvoirs publics dans la gestion d'un
danger alimentaire. En effet, ce pathogene zoonotique alimentaire, inscrit dans la
réglementation, fait 'objet a la fois d’efforts en terme de surveillance et de lutte intégrées,
lutte a laquelle les professionnels de I'agro-alimentaire sont associés, depuis la production
primaire (élevage) jusqu’a la transformation. Etant un pathogene ubiquitaire (il est présent
dans la quasi-totalité des environnements et des filieres animales), une lutte efficace passe
par I'évaluation de la part relative des différentes sources dans la genése des cas humains,
afin d‘allouer au mieux les efforts de maitrise nécessaires. Salmonella est donc un sujet
privilégié de la démarche d‘attribution (ou « source attribution » selon I'expression anglo-
saxonne), démarche qui vise a déterminer pour une infection alimentaire donnée, la part
relative des cas humains liée a chaque source potentielle et qui permet d'identifier,
hiérarchiser et évaluer de potentielles interventions de santé publique.

Ainsi, en France, grand pays producteur et exportateur de denrées animales, une politique
de lutte volontaire a été mise en place en élevage des les années 80 en amont des filieres de

production d'ceufs de consommation puis de poulets de chair, réputées étre des réservoirs
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majeurs de cette zoonose. Cette mesure a permis de réduire le nombre de cas humains de
facon significative. Néanmoins, les salmonelles restent en France la premiére cause
bactérienne de toxi-infections alimentaires. L'utilisation de I'attribution permettrait d'identifier
de potentielles interventions et de continuer a en évaluer l'efficacité a long terme. La
possibilité de Iapplication d'une méthode d‘attribution (attribution par typage
microbiologique), déja utilisée en Europe et qui focalise plus particuli€rement sur le point

d'intervention potentiel élevage, a donc fait I'objet de ces travaux de these.

12



Objet et contexte de I'étude
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1 Salmonelles et salmonellose

1.1 Salmonella

En 1885, aux Etats-Unis, Theobald Smith, sous la direction du Dr Daniel Elmer Salmon,
travaille sur I'efficacité d'un vaccin bactérien chez le porc et découvre ce qu'il pense étre
I'agent causal du choléra porcin. Il s'agit en fait d’'une nouvelle espece bactérienne,

Salmonella enterica (Figures 0.1 et 0.2).

membrane plasmique

ADN
Pili
nucléotide
ribosomes

mesosomes

plasmide

Figure 0.1 : Salmonella Typhimurium envahissant des Figure 0.2 : Coupe de salmonelle (http://www.interet-
cellules humaines, microscope électronique a balayage general.info/article.php3?id_article=9632)
(source : U.S. National Institute of Health)

1.1.1 Caractéristigues bactériologiques

Salmonella est un bacille Gram négatif non sporulant, proche d’'Escherichia coli, dont la
mobilité propre est assurée par des flagelles péritriches (a I'exception de S. Gallinarum qui
n'en possede pas) et qui est de type aéro-anaérobie. Ces batonnets de 2 a 3 ym de long
sont des bactéries mésophiles, peu exigeantes d’'un point de vue nutritionnel. Leur
développement est optimal pour des températures proches de la température corporelle des
animaux a sang chaud, 35 a 37°C, et un pH de 6,5 a 7,5. Leur multiplication reste assurée
pour des températures de 6,7 a 41°C. Le large spectre de températures (-20 a 60°C) et de
pH (4,1 a 9) auxquels elles sont capables de survivre, ainsi que leur capacité a résister a de
aw (activité de I'eau) de 0,94 en font des bactéries extrémement résistantes aux conditions

environnementales méme difficiles (congélation) et expliquent leur caractére ubiquiste.
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Les caractéristiques biochimiques spécifiques des salmonelles sont la réduction du nitrate en
nitrite ; la possibilité de se contenter de citrate comme source de carbone ; pour le test des
trois sucres : la fermentation du glucose mais pas du lactose, ni du saccharose ; la
production de gaz a partir du glucose (a I'exception de S. Typhi) ; la synthése de H,S en
milieu triple sucre et la réaction négative au test a l'oxydase. Les caractéristiques
biochimiques des différentes espéces et sous-espéces' sont résumées dans la table 0.1
(Korsak 2004).

L'isolement et la caractérisation des salmonelles se fait en 4 étapes : pré-enrichissement
(afin de revivifier les souches), enrichissement sur milieu sélectif (afin de favoriser la
multiplication des salmonelles au détriment de la flore compétitrice), isolement en boite de
Pétri sur milieu sélectif et enfin identification sur gélose triple sucre. La méthode est adaptée
en fonction de la matrice a examiner (aliment, échantillon environnemental, etc.) et fait
I'objet de normes en constante évolution. La méthode normalisée ISO 6579:2002, de

détection dans les aliments est présentée sur la figure 0.3.

Propriétés et caractéres

biochimiques Salmonella enterica S. bongori
Hommes et
Habitat animaux a Animaux a sang froid et environnement
sang chaud
Sous-espéce enterica salamae arizonae diarizonae houtenae indiana
Nombre de sérovars (2005) 1504 502 95 333 72 13 22
Caractéres biochimiques :
ONPG (2h) - - + + - d +
Gélatinase a 36°C - + + + + + _
B-glucuronidase d d - + - d -
y-glutamyl transférase d + - + + + +
Culture sur KCN - - - - + R +
Dulcitol + + - - - d +
Malonate - + + + - - -
Galacturonate - + - + + + +
L(+)-tartrate + - - _ _
Salicine - - - - + - .
Sorbitol + + + + + +
Lyse par le phage O1 + + - + - + +

Table 0.1 : Caracteres généraux et classification des Sa/monella (Le Minor, Popoff et al. 1986)

+ : positif pour 90 a 100% des souches ; - : négatifs pour 90 a 100% des souches ;
d : variable selon les souches

' Cf. § 1.1.2. suivant relatif & la nomenclature.
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25 g dans 225 ml d’ean
/ peptonée tamponnée \
18h-37°C

0.1 ml dans 10 ml de 1 ml dans 10 ml de
RVS METTIn
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mulien an choix

* 24 h-37°C

Etalement sur une gélose
nutritive (1 colomnie et 4
s1la 1ére est négative)
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24h-413

;

y 24n-37°¢

Confirmation bioch-
mique et sérologique

Figure 0.3 : Détection de Salmonella spp. dans les aliments selon la méthode normalisée ISO 6579 :2002 — Mode
opératoire (Korsak 2004) (RVS, MKTTn, XLD désignent des milieux de culture de composition spécifique)

1.1.2 Nomenclature

Salmonella est une entérobactérie de la famille des Enterobacteriaceae. Le genre Salmonella
comporte 3 especes : enterica, bongori et subterranea (Le Minor and Popoff 1987), cette
derniere espece ayant été reconnue tres récemment (Shelobolina, Sullivan et al. 2004).
L'espéce enterica, qui possede un spectre d'hotes tres large, comprend elle-méme 6 sous-
especes différenciées par leur biotype : arizonae, diarizonae, enterica, houtenae, indica et
salamae. Les salmonelles sont enfin subdivisées selon leurs caracteres antigéniques en plus
de 2500 sérovars, ou sérotypes, dont la majeure partie appartient a la sous-espece
S. enterica subsp. enterica (table 0.1). Les sérovars sont définis selon les antigenes
somatiques O (de nature polysaccharidique), flagellaires H (de nature protéique), et
capsulaires Vi. Ces derniers sont rares, ils n‘ont été identifiés que chez 3 sérovars, Typhi,
paratyphi C et Dublin. Leurs formules simplifiées peuvent étre trouvées dans le tableau de
Kauffmann-White (Popoff and Le Minor 1997). Les sérovars relatifs a la sous-espece
enterica, portent un nom correspondant usuellement au lieu de leur premier isolement et
s'écrivent avec une majuscule et en caractere romain (et non en italique). Ainsi, le sérotype
Typhimurium par exemple, s'écrit Salmonella enterica subsp. enterica sérovar Typhimurium
ou de fagon plus concise Sa/monella Typhimurium ou S. Typhimurium. Un extrait du tableau
de Kauffmann-White est présenté pour les sérotypes de la sous-espece enterica les plus

fréquemment isolés (table 0.2).
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L'adoption de cette nomenclature est le fruit d’'un processus complexe, entre controverses et
confusions, qui a donné lieu a un avis de la Commission Judiciaire recommandant d'utiliser le
nouveau systéme présenté ici. Ce systétme est basé sur les nomenclatures validement
publiées par I'Opinion judiciaire n°80, couplées a l'interprétation taxonomique de Le Minor et
Popoff (1987) et a l'interprétation taxonomique de Reeves et al 1989 (Tindall, Grimont et al.
2005).

Groupe Sérotvpe Ag O AgH; Ag H,
B(O:4) Typhimurium 1.4][5].12 i 1,2
Saintpaul 14[5].12 eh 1.2
Brandenburg 14[5].12.27 v enz;
Derby 1.4][5].12 fg [1.2]
Cl{0:6.7) Infantis 6,7.14 T 1.5
C2(0:-6.8) Bovismorbificans 6,8.20 1.[1] 1,5
Hadar 6.8 z10 enx
D(0:9) Enteritidis 1.9.12 [f].e.m.[p] -
Dublin 1.9.12[V1] Zp -

Table 0.2 : Formules antigéniques des sérovars les plus fréquemment isolés de Salmonella enterica subsp
enterica, extrait du tableau de Kauffmann-White (Le Minor and Popoff 1987; Popoff and Le Minor 1997), d’aprés
(Brisabois 2001)

1.2 Epidémiologie

1.2.1 Réservoirs

Les salmonelles sont des pathogenes intestinaux (D'Aoust 1991). Présentes dans les intestins
de I'homme et des animaux - leur réservoir principal - elles peuvent, suite a une
contamination fécale, survivre dans I'environnement (eau et sol) plusieurs mois (Korsak
2004). Leur ubiquité se traduit par un large spectre de réservoirs : humains (Todd, Greig et
al. 2008) et animaux, mammiferes (Dechet, Scallan et al. 2006; Swanson, Snider et al.
2007), volatiles (Uyttendaele, Debevere et al. 1998; Hennessy, Cheng et al. 2004; Kimura,
Reddy et al. 2004; Arsenault, Letellier et al. 2007b; Arsenault, Letellier et al. 2007c¢), reptiles
(Woodward, Khakhria et al. 1997; De Jong, Andersson et al. 2005), crustacés (Butt, Aldridge
et al. 2004)... Leur capacité de survie leur permet également de persister dans des réservoirs
secondaires comme les boues d’épuration (Sahlstrom, de Jong et al. 2006), les aliments
d’origine animale (Haeghebaert, Sulem et al. 2003; Oliver, Jayarao et al. 2005) ou végétale
(Kirk, McKay et al. 2008), les fruits et légumes (Brandl 2006)... La variété de réservoirs
potentiels est ainsi illustrée par la figure 0.4, qui présente le nombre de notifications de

contamination par Sa/monella recensées par le systeme européen d‘alerte rapide en 2008
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par type de source, et la table 0.3, qui synthétise les facteurs de risques d'infection a

Salmonella les plus fréquemment évoqués dans la littérature selon le sérotype.

Bivahve molluscs
Cephalopods

Cereals and bakery products
Cocoa, coffesandtea
Crustaceans

Dietetic foods

Eqas and egg products

Feed for food-producing animals
Fish

Food additives

Food contact materials

Fruit and vegetables
Gastropods

Herbs ard spices

Meat (other than poultry)
Milk and milk products
Matural mineral water

Nutts, nut products and seeds
Otherfood product / mixed
Pet food

Poultry meat

Prepared dishes and snacks l l l l I

o 20 40 60 a0 100

Figure 0.4 : Nombre de notifications aupreés du RASFF (Rapid Alert System for Food and Feed) selon le type de
produits pour Sa/lmonella en 2008 (Anonymous 2009b)

Salmenealla entarica serotype Risk factors

5. Typhirnunium Consumption of undarcocked meat or ground beaf and diary prod-
uctz, particularly eggs (raw eggs are associated with the highest
rigk); recaipt of antibiotics, H2 antagonizts, or proton pump in-
hilitors before exposure; rasidence on a famn with livestaock; in-
tarnational traval; playing in a sand box

5. Entariticiz Consumption of aggs, particulady outsida of the horme; intema-
ticnal traval
5. Mewport Recaipt of antibictics before exposurs; consurmption of uncooked

ground beef, unny scrambled eggs, or omalats praparad in the
horme;, conzumption of ground baaf

5. Heidalbarg Consumption of poultry or eggs, ezpecially consurmption of eggs
outside of the home
All Salmeonalla sarotypeas In addition to the risk factors above, consumption of raw vegata-

bles, including sprouts; nosocomial acquisition; axposure to rap-
files (lizards, snakes, and turtles), amphibians frogs and newts),
baby poultry, and household pats fed natural pet traats, raw

food dists, and other animal foeod; and cleaning agquaria in sinks

Antibicticresistant Salmonels strains®  Antibiotic use in animals, recipt of antibiotics before exposure

¥ Maost strains found in foods are antibiotic resistant.

Table 0.3 : Facteurs de risque concernant les infections a salmonelles non typhiques (DuPont 2007)

Comme le mentionne la table 0.3, certains sérotypes sont plus particulierement présents

chez certains hotes, ils peuvent étre ainsi classés selon I'espece animale cible (Korsak 2004).
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Un premier groupe de sérotypes particulierement pathogénes pour I'hnomme (ils sont
responsables de la fievre typhoide et paratyphoide) n’est exclusivement isolé que chez celui-
ci. On ne connait pas de réservoir animal a S. Typhi, S. Paratyphi et S. Sendai. Ces sérotypes
dits typhiques ne seront pas considérés dans ces travaux qui concernent les infections a
salmonelles non typhiques dont l'origine est majoritairement alimentaire.

D’autres sérotypes sont spécifiques d’especes animales, auxquelles ils sont étroitement
adaptés et chez qui ils sont responsables de pathologies parfois graves (diarrhées,
avortements...). On peut ici citer Abortus ovis chez les ovins, Abortus equi chez les équidés,
Gallinarum-pullorum chez les volailles, Dublin chez les bovins et Choleraesuis et Typhisuis
chez les porcins. Bien que fortement liés aux especes citées, ces sérotypes sont
transmissibles a I'hnomme pour qui ils peuvent étre pathogenes, voire hautement pathogénes
(D'Aoust 1991).

Enfin, la majorité des salmonelles sont ubiquistes. Elles franchissent la barriere d'espéece et
peuvent se transmettre de I'animal a 'homme et réciproquement. Elles sont potentiellement
pathogenes pour I'homme, a différents degrés (Jones, Ingram et al. 2008) et font la plupart
du temps l'objet d'un portage sain chez I'animal voire d'une infection subclinique (Korsak
2004). Ainsi, dans la plupart des cas, l'infection a salmonelles d’'un animal est silencieuse. La
détection de la contamination nécessitera donc soit une recherche bactériologique sur
prélevement soit une recherche sérologique.

Ainsi, les salmonelles non typhiques sont des pathogéne zoonotiques, c'est-a-dire

transmissibles de I'animal a 'homme et vice-versa.

1.2.2 Voies de transmission

La principale voie de contamination pour I'homme est alimentaire (D'Aoust 1994; Angulo,
Johnson et al. 2000). Mead (1999) estime en effet que I'alimentation est, aux Etats-Unis, la
cause de 95% des infections a salmonelles (Mead, Slutsker et al. 1999). L'infection résulte
alors de la consommation d‘aliments contaminés. Pour ceux-ci, la contamination peut étre
intrinséque, comme cela peut étre le cas pour les ceufs (Tauxe 1997; Rabsch, Tschape et al.
2001), ou secondaire, suite au contact avec des matieres fécales lors de I'abattage pour les
aliments issus d’animaux contaminés, ou encore avec une surface ou un autre aliment
contaminé lors de la préparation ou de la transformation des denrées ; on parle alors de
contamination croisée.

Cependant, la contamination peut également avoir lieu par contact avec des animaux

infectés, notamment avec des animaux de compagnie et des NAC (nouveaux animaux de
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compagnie) (Woodward, Khakhria et al. 1997; De Jong, Andersson et al. 2005; Swanson,
Snider et al. 2007). Une équipe américaine a ainsi attiré I'attention sur la nécessité de tenir
compte de ces voies de transmission non alimentaires dont I'importance serait sous-estimée
selon eux (Barber, Miller et al. 2003). Une étude d'attribution récente (Evers, Van Der Fels-
Klerx et al. 2008) concernant Campylobacter, autre pathogéne zoonotique majeur, vient a
I'appui de cette idée. 1l y apparait que la transmission par contact direct avec des animaux
serait une voie majeure de transmission de ce pathogéne. Ces derniers résultats sont
cependant a prendre avec précaution en raison de fortes incertitudes liées a la méthode

utilisée.

1.2.3 Dynamique de la contamination humaine

Les salmonelles sont a l'origine soit d'infections en apparence isolées, dites sporadiques, les
plus nombreuses (Tauxe 1997), soit de phénomeénes épidémiques : cas groupés ou foyers
appelés encore toxi-infections alimentaires collectives (TIAC, définies comme au moins deux
cas d'infection d'une méme maladie survenant chez des personnes ayant partagé le méme
repas). Les TIAC ont évolué ces dernieres décennies (Tauxe 1997), avec l'industrialisation et
la globalisation des approvisionnements. Aux foyers restreints, liés a un aliment fortement
contaminé consommé par un petit groupe de personnes (lors d’un rassemblement familial
par exemple), se sont ajoutées des épidémies de plus grande ampleur, diffuses, pouvant
impliquer plusieurs pays et des centaines de cas (Ammon and Tauxe 2007), et qui sont liées
a une plus faible contamination d‘aliments largement distribués. Ces dernieres sont
beaucoup plus difficiles a détecter.

Différents facteurs jouent sur la contamination humaine : dose ingérée (Bollaerts, Aerts et al.
2008), susceptibilité de la personne (degré d'immunité) (Flint, Van Duynhoven et al. 2005),
mais également virulence et pathogénicité de la souche ingérée qui dépend notamment du
sérotype (Coleman, Marks et al. 2004; Weinberger, Andorn et al. 2004; Foley and Lynne
2008; Jones, Ingram et al. 2008). Ainsi, la contamination d'un aliment seule ne suffit pas a
prédire les infections qui vont résulter de sa consommation. Et ceci d’autant moins que tous
les aliments ne vont pas avoir la méme capacité a véhiculer les salmonelles ; celle-ci varie
selon leurs propriétés physico-chimiques, selon le process de fabrication mais aussi selon le
mode de consommation (D'Aoust 1989). Ainsi, une mayonnaise a base d'ceufs crus sera
potentiellement plus « contaminante » qu’un morceau de boeuf consommé en rago(it.
Globalement la relation dose-réponse (en terme d'infections), sera a considérer pour un

couple sérotype-aliment (Bollaerts, Aerts et al. 2008).
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1.3 Salmonellose non typhique

1.3.1 Pathologie

Les salmonelles non typhiques sont chez 'homme des pathogeénes intracellulaires facultatifs,
principalement d’origine alimentaire (Mead, Slutsker et al. 1999). Elles peuvent causer des
gastroentérites aigués avec céphalées, douleurs abdominales, nausées, vomissements,
fievre, dont I'évolution est le plus souvent favorable en quelques jours (InVS 2004) (Table
0.4). Cependant, chez les personnes fragiles, l'infection a salmonelles peut se traduire par
une infection systémique sévere, usuellement de type intestinal, qui peut évoluer en
infection extra-intestinale (ostéomyélite, bactériémie, infection urinaire...) notamment chez
les patients immunodéprimés (Hohmann 2001). Les sérotypes Enteritidis et Typhimurium
sont responsables de la majeure partie de ces infections particulierement séveres
(respectivement 26% et 50%). Dans le cas des infections extra-intestinales, le taux de déces
est plus élevé, de I'ordre de 9% pour les enfants et de 17% pour les immunodéprimés (Ruiz,
Rodriguez et al. 2004).

Pour les formes les plus courantes, I'excrétion apres infection dure moins d'un an et dans la
plupart des cas moins de trois mois. Cependant, il existe des porteurs chroniques (moins de
1% des infections), pour lesquels I'excrétion peut durer au-dela d’un an. Les salmonelles
peuvent alors se nicher dans les schistosomes (parasites) ou dans des anormalités

structurelles des systemes urinaires et biliaires.

Symptémes Salmonellose non typhique
Période d’'incubation 8-72 heures

Diarrhée +++ (liquide)

Douleurs abdominales +++

Fievre + (<48h)

Infection systémique Rare (S. Choleraesuis, S. Dublin)
Durée <5 jours

Table 0.4 : Symptomatologie des salmonelloses non typhiques (D'Aoust 1991)
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1.3.2 Traitement

Population générale

La plupart des infections a salmonelles ne nécessite pas de traitement antibiotique, elles
relevent essentiellement d’un traitement symptomatique, réhydratation orale principalement
(Cezard, Chouraqui et al. 2002). Une méta-analyse de la collaboration Cochrane concernant
le traitement des salmonelloses de l'adulte et de l'enfant bien portant montre que le
traitement antibiotique des salmonelloses n'est associé a aucun bénéfice clinique et
augmente les effets adverses et la durée d'excrétion (Sirinavin and Garner 2000). Les effets
négatifs des traitements antibiotiques s’expliqueraient par la destruction de la flore de
barriére intestinale. Cependant, le traitement antibiotique reste nécessaire chez les patients

présentant un risque de développer des complications.

Population a risque

La population a risque de développer une bactériémie se compose des nouveau-nés de
moins de trois mois voire moins d’'un an, des personnes de plus de 50 ans et des patients
dont le systeme immunitaire est affaibli (transplantés, immunodéprimés, maladies
lymphoprolifératives, schistosomoses, HIV, joints prosthétiques, ...). Le traitement de
premiére intention est alors un traitement oral ou en intraveineuse de 48 a 72 heures (ou
jusqu’a tombée de la fievre) dampicilline ou triméthoprime-sulfamethoxazole si le germe est
sensible. En cas de résistance a ces antibiotiques, les céphalosporines de troisieme
génération (C3G) ou les fluoroquinolones seront utilisées. Chez I'enfant, les fluoroquinolones
étant contre-indiquées, elles ne seront prescrites qu’en cas de résistance aux C3G. Le
traitement de premiere intention est court, afin d’éviter les risques de portage chronique et
de récurrence associés aux traitements prolongés (Ruiz, Rodriguez et al. 2004; Stoycheva
and Murdjeva 2006).
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2 Les toxi-infections alimentaires a salmonelles, un

enjeu majeur

2.1 Enjeux sanitaires

2.1.1 Les toxi-infections alimentaires, un probléme persistant

L'importance des toxi-infections alimentaires (TIA) ne peut qu’étre estimée, mais se mesure
en millions de cas annuels, quel que soit le pays concerné (Flint, Van Duynhoven et al.
2005). Ces chiffres restent élevés malgré les mesures de prévention et de lutte mises en
place, des classiques mesures d'hygiene (pasteurisation et réfrigération) aux stratégies de
lutte intégrée (plans de contrbles européens en élevage), en passant par l'investigation
d'épidémies et la mise en place de la méthode HACCP (Hazard Analysis Critical Control
Points) chez les professionnels de I'agroalimentaire. En effet, un certain nombre d'éléments
de contexte concourent a favoriser le succés de ces infections (Allard 2002; Desenclos,
Vaillant et al. 2002; DuPont 2007; Sofos 2008). D'une part, Les modes de production
industriels et la globalisation de I'approvisionnement conduisent en cas de contamination a
une large diffusion des aliments contaminés et ainsi potentiellement a des foyers
épidémiques de grande ampleur et diffus. L'évolution des habitudes alimentaires favorise
également |'exposition aux pathogenes alimentaires, en s'orientant vers la consommation de
produits crus ou peu cuits et la restauration hors-foyer qui est un facteur de risque connu,
notamment pour les infections a salmonelles (Hennessy, Cheng et al. 2004; Jones and
Angulo 2006). Il en va de méme pour la circulation des aliments et des personnes, qui
favorise l'exposition des populations a des pathogénes « exotiques ». D’autre part, le
vieillissement de la population et I'efficacité des soins conduisent a I'augmentation de la
population a risque, personnes agées et fragilisées, telles que les malades du virus de
I'immunodéficience humaine (VIH).

La persistance des TIA trouve donc probablement ses racines dans ces facteurs favorisant
I'exposition d’'une part et I'augmentation des populations vulnérables d’autre part. Enfin,
I'impact de I'amélioration des systémes de surveillance des cas de TIA sur les tendances
mesurées ne doit pas étre négligé.
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2.1.2 Un pathogene d’importance

Dans les pays occidentaux, les salmonelles non typhiques comptent parmi les principaux
pathogenes responsables des TIA évoquées ci-dessus. Elles sont en effet la deuxieme cause
bactérienne de gastro-entérites, aprés Campylobacter, en Europe (Anonymous 2009a) et aux
Etats-Unis (Mead, Slutsker et al. 1999), ou elles sont en revanche au premier rang en ce qui
concerne les hospitalisations et les déces relatifs. Ainsi, 1,4 millions de cas pour 15 000
hospitalisations et 400 déces seraient dus chaque année a Sa/monella sur le territoire
américain (Voetsch, Van Gilder et al. 2004), alors que plus de 150 000 cas confirmés sont
enregistrés en Europe (Anonymous 2009b). En Australie, Sa/monella apparait au deuxieme
rang en ce qui concerne les cas sporadiques et au premier rang des causes de foyers
épidémiques (Anonymous 2005), pour un total estimé de 5,4 millions de cas chaque année
(Flint, Van Duynhoven et al. 2005). Au Royaume-Uni, prés de 107 000 cas seraient liés
annuellement a Sa/monella, qui y est la quatriéme cause de gastro-entérites aiglies et se
place au premier rang en terme de décés relatifs (Flint, Van Duynhoven et al. 2005).

En France enfin, I'Institut de Veille Sanitaire (InVS 2004) a évalué le nombre annuel de cas
confirmés (sporadiques ou liés a des foyers) en 2004 entre 30 600 et 41 140 cas dont 92 a
535 déces, soit un taux de mortalité de 0,3 a 1,3%, ce qui en fait la premiére cause de
gastro-entérites bactériennes d’origine alimentaire. Ce chiffre de quelques dizaines de
milliers de cas peut paraitre modeste, mais il ne s'agit que de la pointe émergée de l'iceberg.
En effet, les cas confirmés correspondent a des malades ayant consulté un médecin pour la
gastro-entérite, auxquels a été prescrite une recherche de salmonelles, dont les résultats
(positifs) ont été enregistrés dans I'une des sources ayant servi a 'estimation faite par I'InVS.
Si I'on se référe a la pyramide décrivant la surveillance des infections d’origine alimentaire
(Figure 0.5), la surveillance basée sur les laboratoires, tel que c'est le cas en France, ne
touche que la pointe de la pyramide, menant a une probable forte sous-estimation du

nombre réel de cas correspondants.
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[ Individual develops diarrheal illness
/ Individual is exposed to foodborne pathogen

Figure 0.5 : Pyramide du « burden of illness » utilisée aux Etats-Unis (FoodNet) pour évaluer le nombre de cas lié
a des infections alimentaires (Allos, Moore et al. 2004)

Si I'on s'intéresse plus particulierement aux cas groupés (ou foyers), Salmonella se range en
France au premier rang des agents confirmés lors de toxi-infections alimentaires collectives
(Delmas, Gallay et al. 2007), que I'on considere le nombre de foyers, de cas, d’hospitalisation
ou de déces pour la période 1996-2005 (Table 0.5).

Par ailleurs, les taux d’hospitalisation et de déces observés dans les différents pays et la
place prédominante qu'y occupe Sa/monella signent la sévérité des symptomes liés a cette
bactérie, sévérité confirmée par ailleurs dans la littérature, que l'on considére les
conséquences a court ou a long terme (Helms, Vastrup et al. 2003; Kennedy, Villar et al.
2004; Helms, Simonsen et al. 2006).
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dont Enteritidis 936 546 % 9152 564 % 1759 10,8 % 13 0,14 %
Typhimurium 32 182 % 2976 183 % 500 31 % 5 0,17 %

Sérotypes indétammings 333 19,4 % 2103 13,0 % 390 24% 1 0,05 %
Clostridium perfringens 136 51% 5375 162% 2 0,1% 2 0,04 %
Shigelia a2 16% 357 1,0 % 58 02 % 1] -
Gampylobacter 37 14% 426 13% 55 1 0,23 %
Staphyococis aureus 366 137 % 5750 17,3 % 1182 3,6% 2 0,03 %
Badllus cereus 94 35% 1766 53 % 148 0.4 % 4 0,23 %
Histamine ] 33% m 23% 149 04 % 1] -
Virus 38 14% 950 29% 3 0,0 % 1] -

Agents suspectés
Salmonella 261 126% 3558  114% 316 1.0% 1 0,03 %
Clostridium perfingens 383 185% 8956  288% &5 02% 3 0,03 %
Shigella 3 0,1% 0 0% 1 0,0% 0 .
Campylobacter 10 05 % 250  08% 15 0,0% 0 -

| Swphyowaisawess 744 359% 896  287% 812 26% 0 -
Badillus cereus 196 95% 3532  114% 225 0,7% 0 -
Histamine 143 6.9 % 926  30% 162 05 % 1 0,11 %
Virus 191 92% 3759 121% 4 02% 0 -

Total agents suspectés 2074 355% 31063 387 % 1745 56 % 7 0,02 %

Total foyers 5847 1000% 80351 1000% 7364 100,0 % 45 100,0 %

® Pour |es différents agents, % par rapport au fotal des agents confirmés ou suspectés. Pour les sérotypes de Safmonalla,
% par rapport au total des Safmomnalla.

b poemibre da décks pour 100 malades pour chague germe.
© 5. Hadar (21 foyers) - 5 Heidelberg {19 foyers) - S Virchow (19 foyers) - 5 Newport {10 foyers) — Autres sérotypes (63 foyers),

9 £, ool (44 foyers) - €. Botulioum (22 foyers) - Coliformes (18 foyers) - . Parahasmoyticus (12 foyers) - DSP (20 foyers) - Toxique ( foyers) -
WTEC 0 157 (4 foyers) - - VTEC O 148 {1 foyer) -) - Strepfococnss (2 foyers) - Trichinala (4 foyers) - Brucefla {1 foyer) - Levures (1 foyer -
Toompl., {1 foyer) - VHA (1 foyer] - Yorsinie antorocolitica (1 foyer) - Autre (14 foyers).

® £ Colf {46 foyers) - Cipuatera (39 foyers) - Agent allergisant (10 foyers) - DSP {20 foyers) - C. botulimum {5 foyers) - Trdgue {5 foyers) - 1
Farahsemolyicus er) - Lo A

(2 foyers) - Champignons {1 foyer) - Levures (1 foyer) - Autre (14 foyers).

Table 0.5 : Nombre de foyers de TIAC, de cas, d’hospitalisation s et de déces, selon I'agent étiologique confirmé
ou suspecté entre 1996 et 2005 (Delmas, Gallay et al. 2007)
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2.1.3 Evolution des infections a salmonelles

Salmonella est un danger en constante évolution, doté d’'une forte capacité adaptative. Dans
les derniéres années, deux phénomeénes majeurs illustrent cela (Rabsch, Tschape et al.
2001; Velge, Cloeckaert et al. 2005).

Ainsi, dans les années 80, émerge aux Etats-Unis et en Europe le sérotype Enteritidis qui est
particulierement associé aux especes aviaires et a la capacité de provoquer une infection
trans-ovarienne et par conséquent de contaminer les ceufs. Rapidement, I'épidémie devient
une pandémie mondiale et depuis des années, Enteritidis caracole en téte des classements
de sérotypes parmi les cas humains (Rabsch, Tschape et al. 2001). C'est également le
sérotype le plus souvent identifié lors de cas groupés ou foyers épidémiques (Delmas, Gallay
et al. 2007; Greig and Ravel 2009). Les raisons de I'émergence et du succes fulgurant de ce
sérotype ne sont a I'heure actuelle pas connues. L'hypothése d'introduction d’une souche
d’Enteritidis par un rodenticide (Sa/monella étant utilisée comme agent biologique pour lutter
contre les rongeurs) a été écartée et les hypothéses vont plutot vers 'occupation d’une niche
écologique restée vacante suite a I'éradication des salmonelles de sérotype Gallinarum chez
le poulet (Rabsch, Tschépe et al. 2001). Il reste que ce sérotype particulierement pathogéne
demeure le plus représenté parmi les cas humains avec Typhimurium dans la majorité des
pays occidentaux (Galanis, Lo Fo Wong et al. 2006; Maraki, Samonis et al. 2006; Kirk, McKay
et al. 2008; Anonymous 2009a).

Plus récemment, Sa/monella a acquis le statut de risque émergent par l'acquisition de
résistances aux antibiotiques (Sofos 2008). Deux points sont ici en cause : d’une part la
multi-résistance, et d’autre part I'’émergence et la diffusion de résistances aux quinolones
(Molbak, Gerner-Smidt et al. 2002b) et aux céphalosporines de troisieme génération (C3G)
(Miriagou, Tassios et al. 2004; Devasia, Varma et al. 2005), classes d'antibiotiques critiques
pour les traitements thérapeutiques chez les populations a risques et notamment les enfants
(DuPont 2007). En effet, outre le risque d’échec thérapeutique en cas de résistance, il a été
montré que la multi-résistance et/ou les résistances aux quinolones et C3G sont associées
chez les salmonelles a une morbidité et une mortalité accrues (Table 0.6) (Helms, Vastrup et
al. 2002; Helms, Simonsen et al. 2004; Martin, Fyfe et al. 2004; Molbak 2005; Varma,
Mglbak et al. 2005). Les mécanismes qui y sont associés seraient un avantage sélectif en cas
de traitement antibiotique préalable (Glynn, Reddy et al. 2004), et une virulence accrue liée
a des co-sélections de génes de virulence avec les genes de résistance (Barza 2002; Martinez
and Baquero 2002; Molbak 2005; Foley and Lynne 2008). La multi-résistance, associée ou
non aux résistances aux fluoroquinolones et C3G, est particulierement associée au sérotype

Typhimurium et au clone DT104, qui représente une part importante des souches de
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Typhimurium (Rabatsky-Ehr, Whichard et al. 2004). Pour ce clone, les génes de la penta-
résistance sont situés sur le chromosome, dans I'llot génomique SGI1 (Velge, Cloeckaert et
al. 2005), et non sur des éléments génétiques mobiles, et la multi-résistance y est donc tres

stable.

Relative mortality

No. of cormpared with the
Resistance pattern patients general population (95 % Cl)
Pansusceptible 953 2301535
ACSSUT 283 4.81(2.2-10.2)
Ny 83 10.3 (2.8-37.8)
ACSSUTNx 40 13.1 (3.3-61.9)

NOTE. Adapted from [38]. All estimates are hazard ratios, calculated by
conditional proportional hazard regression analysis, compared with an age-and
sex matched sample of the general Danish population, and adjusted for un-
derlying illness, A, resistant to ampicilling C, resistant to chlorarmphenicol; Mx,
resistant to nalidixic acid; S, resistant to streptomycin; Su, resistant to sulfon-
amides; T, resistant to tetracycline.

® Resistant to at least nalidixic acid (i.e., firstgeneration guinolones); these
straing have reduced susceptibility to flucroguinolones, such as ciprofloxacin.

Table 0.6 : Survie aprés une infection a Sa/monella Typhimurium selon le profil d'antibiorésistance, Danemark,
1995-1999 (Molbak 2005)

Ainsi, les salmonelles restent une cause majeure de gastro-entérites séveres, malgré un
nombre de cas stables (Anonymous 2005) voire en décroissance (Anonymous 2009a) sur les
dernieres années. Elles représentent de plus un danger en constante mutation. L'incidence
importante des salmonelloses ainsi que I'émergence de la multi-résistance et de résistances a
des antibiotiques critiques en thérapeutique humaine, dans un contexte ou le danger de
I'antibiorésistance fait I'objet de toutes les attentions, notamment en France (Sabuncu, David
et al. 2009), en font un enjeu sanitaire de premier ordre.

2.2 Enjeux socio-économiques

La salmonellose est une maladie a forte incidence, responsable d’'une morbidité importante
mais d'une faible mortalité. Ainsi, son importance économique est-elle considérable
notamment en termes de perte de productivité liée aux arréts maladie. Ainsi, des études
américaines intégrant a la fois les co(its médicaux et les pertes de productivité estiment le
co(t annuel lié aux infections a salmonelles non typhiques entre 500 millions et 3,5 milliards
de dollars par an (Frenzen, Riggs et al. 1999). L'étude de Frenzen base ses estimations sur

un co(it moyen, de 0,5 a 3,8 millions de dollars par déces (selon la méthode d’évaluation
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utilisée), de 5 460 dollars par patient hospitalisé, de 315 dollars par patient ayant consulté et
de 24 dollars par malade ayant spontanément guéri (Frenzen, Riggs et al. 1999).

En Australie, chaque année, 1,2 millions de visites chez un médecin, 300 000 prescriptions
d’antibiotiques et 2,1 millions de jours de congé maladie sont associés aux TIAC, dont les
salmonelloses, pour un co(it annuel de 1,2 milliards de dollars (Kirk, McKay et al. 2008). En
Europe, les colits annuels liés aux salmonelloses d’origine alimentaire sont estimés entre 560
millions et 2,8 milliards d’euros. Ces estimations sont basées sur un colit par cas de 24 euros
a 3,8 millions pour un déces (Anonymous 2001).

Un dernier point peut étre abordé ici: le bilan colt bénéfice de la lutte contre les
salmonelles. En effet, certains pays ont mis en place des mesures de lutte contre les
salmonelles dés I'élevage afin de diminuer le nombre de cas de salmonelloses. Le Danemark,
par exemple, estime avoir économisé en 2001 25,5 millions d’euros grace a un plan de lutte
dont les colits (8,5 millions d'euros) sont intégrés par les professionnels. Les codts
économiques liés aux salmonelloses évalués a 15,5 millions en 2001 auraient en effet été de

41 millions d’euros en l'absence d'intervention (Wegener, Hald et al. 2003).

2.3 Enjeux commerciaux

Les salmonelles sont la premiére cause de signalement de contamination par des micro-
organismes pathogenes dans les aliments au niveau européen en 2008 (Anonymous 2009b).
Or, en raison de I'obligation réglementaire d’absence de salmonelles dans certains aliments,
dont les produits d'origine animale (Réglement 2073/2005/EC), la détection d'une
contamination se traduit par le retrait de I'aliment incriminé.

Par ailleurs, les criteres de contamination microbiologique peuvent donner lieu a des
restrictions concernant les importations. Ainsi, la Commission Européenne a mis en place une
politique de lutte contre les agents zoonotiques, dont Sa/monella, qui lui permettra d’exiger
des pays tiers qu'ils fournissent des denrées présentant des garanties sanitaires équivalentes
a celles exigées dans I'Union Européenne (Beloeil 2007). La Suéde, précurseur en matiére de
lutte contre les salmonelles en élevage, bénéficie d'ores et déja d'un statut « Sa/monella
free » qui lui permet dimposer des tests supplémentaires sur les denrées d'origine animale
importées. Enfin, le risque alimentaire est parfois mis en lien avec des enjeux identitaires,
comme c'est le cas au Danemark (Delavigne 2001), ce qui est a l'origine de réflexes
protectionnistes. D'une part, des interventions de grande ampleur et dans plusieurs filieres

(poule pondeuse, poulet de chair et porc) ont été mises en place afin d'éradiquer le risque
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domestique de salmonelles (Wegener, Hald et al. 2003). D’autre part, des publications
scientifiques issues du Danemark, mais aussi de pays scandinaves, pointent le danger
Salmonella lié aux voyages ou encore aux produits importés (Kapperud, Lassen et al. 1998;
Hald, Vose et al. 2004; Sahlstrom, de Jong et al. 2006; de Jong and Ekdahl 2006b; Hald, Lo
Fo Wong et al. 2007). Tout comme les communiqués des autorités nationales, elles
alimentent le rejet des produits étrangers (Delavigne 2001) et elles peuvent étre utilisées
pour justifier la volonté d‘appliquer des mesures restrictives aux frontiéres, justification
scientifique exigée par les accords SPS (sanitaires et phytosanitaires) de I'OMC et la Food
Law européenne.

Pour un pays comme la France, pays d’élevage et grand producteur de denrées animales, les
enjeux commerciaux relatifs a la problématique salmonelles sont importants : image des
filieres, contraintes a I'export, colit des mesures préventives. En effet, les mesures a mettre
en place tout au long de la chaine alimentaire, de I'élevage a la distribution afin de limiter le
risque salmonelles (dépistage, gestion des porteurs, mesures d’hygieéne, auto-contréles...)
ont un co(t qui se répercute sur le prix de production (Wegener, Hald et al. 2003) et donc

sur la compétitivité des filieres.

3 La lutte contre les salmonelles

Les salmonelles, comme souligné précédemment, sont des pathogénes zoonotiques
ubiquitaires, présents tout au long de la chaine alimentaire, de I'élevage a l'assiette. De
nombreux pays ont mis en place des plans de lutte contre ce pathogene, ciblant divers
points du continuum de la chaine alimentaire (Figure 0.6) avec un certain succes (Edel 1994;
Wegener, Hald et al. 2003; Gillespie and Elson 2005; Rostagno, Hurd et al. 2005; Poirier,
Watier et al. 2008).

Abattage / Production Distribution Consommation Infection

Figure 0.6 : Points d'intervention potentiels pour la lutte contre les salmonelles
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3.1 Elevage

Les mesures viseront ici a réduire le niveau de contamination des troupeaux, c'est-a-dire le
portage de Salmonella par les animaux.

Cela peut reposer sur une démarche d'assainissement des élevages situés en amont des
filieres organisées, par |'abattage systématique des reproducteurs contaminés, afin de limiter
la contamination verticale des filieres (Wegener, Hald et al. 2003; Poirier, Watier et al.
2008). Au niveau des troupeaux de production, les mesures prises pourront concerner le
contréle de la contamination des aliments (par acidification par exemple), la vaccination des
animaux (Denagamage, O'Connor et al. 2007), le traitement spécifique des troupeaux
contaminés (dirigés vers des filieres de transformation différentes) éventuellement assorti a
un prix indexé sur le niveau de contamination des troupeaux (Wegener, Hald et al. 2003), et
enfin une action sur tous les facteurs de risques spécifiques identifiés en production primaire,
diminution du stress au cours du transport (Rostagno, Hurd et al. 2005), conduite en bande
avec respect de la marche en avant, tout plein tout vide avec nettoyage et désinfection des

batiments, vides sanitaires entre bandes, etc.

3.2 Abattage et transformation

A ce niveau, la mise en ceuvre du systeme HACCP permet de détecter et controler
d'éventuelles contaminations en combinaison avec les bonnes pratiques d’hygiéne (Edel
1994). En ce qui concerne spécifiquement |'abattoir, agir au niveau de l'ordre d’abattage en
traitant les animaux contaminés en dernier peut permettre de limiter les contaminations
croisées (Wegener, Hald et al. 2003). Celles-ci sont en effet imputables au transfert, via la
chaine, des contaminants digestifs libérés lors de I'éviscération. La maitrise de cette étape
critique est donc essentielle et peut nécessiter le recours a des dispositifs particuliers de type
‘bung bag! (Lo Fo Wong, Hald et al. 2002). De plus, une étape de décontamination des
carcasses en fin de chaine peut se révéler efficace, bien qu’actuellement non autorisée sur le
territoire européen (http://www.efsa.europa.eu /EFSA/efsa_IocaIe-l178620753816_1178715010871.htm).
On peut noter ici que la tracabilité est un outil indispensable qui permet en cas de
contamination d'un aliment de remonter aux matieres premieres incriminées et au
producteur (Sofos 2008).

"Le ‘bung bag’ correspond & I’ensachage de la partie terminale du tube digestif afin d’éviter la dispersion de
contenu résiduel dans la cavité abdominale aprés levée des visceres.
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3.3 Distribution

On peut ici évoquer deux points importants, le respect de la chaine du froid qui permet de
limiter le développement des salmonelles en cas de contamination des aliments et de la
méme facon que pour |'étape précédente, les bonnes pratiques d’hygiéne. Enfin, on peut
citer l'initiative danoise qui consiste a labelliser les produits issus d‘animaux indemnes

« Salmonella free » (Wegener, Hald et al. 2003).

3.4 Consommation

Enfin, le dernier maillon de la chaine ne doit pas étre négligé. Deux points sont ici essentiels.
D'une part, la détection et linvestigation des foyers épidémiques visent a identifier et
procéder au retrait de l'aliment responsable des cas de salmonellose groupés (Haeghebaert,
Sulem et al. 2003). D’autre part, il est essentiel d'éduquer la population aux bonnes

pratiques d'hygiéne et de préparation des aliments (Kohl, Rietberg et al. 2002).

3.5 Stratégie de lutte et outils de gestion

Il existe ainsi des mesures de contrOle et de prévention potentielles a chaque point de la
chaine alimentaire. Nombre d‘auteurs soulignent l'importance de stratégies intégrées,
consistant a agir de facon coordonnée a toutes les étapes de la transmission des
salmonelles, de la fourche a la fourchette (Tauxe 1997; Allard 2002; DuPont 2007; Havelaar,
Braunig et al. 2007; Sofos 2008). Cela suppose limplication de l'ensemble des acteurs,
institutions nationales voire supra-nationales (Commission Européenne), professionnels
(éleveurs, abatteurs, industrie agro-alimentaire, distributeurs), mais également
consommateurs (Allard 2002), et la mise en place d'une réglementation adaptée (Sofos
2008).

Un point essentiel dans la conception d'une stratégie de lutte globale et coordonnée sera de
pouvoir identifier les interventions potentielles, de les hiérarchiser en fonction d’'un bilan
co(t-efficacité et enfin de pouvoir évaluer leur impact. Outre la mise en place d'un systeme
de surveillance intégré et efficace, I'un des outils qui permet actuellement de répondre a de
tels objectifs est I'attribution de sources. Celle-ci consiste a déterminer la part des infections
humaines liées a différentes sources (aliments, animaux, eau, ...) ou différentes voies de

transmission (alimentaire, contact, ...) et ainsi de cibler les sources a risque.
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4 Méthode d’attribution des salmonelloses humaines

aux sources animales

Les salmonelles sont des pathogénes zoonotiques alimentaires majeurs, que I'homme
acquiere a partir d'une multitude de réservoirs, animaux principalement, et par différentes
voies de transmission. Le contrdle et la lutte contre ces infections ont fait I'objet de
nombreux efforts, notamment en France, ces dernieres décennies. Identifier, prioriser et
évaluer les interventions potentielles, est un point clé pour optimiser les stratégies de lutte et
décider de lallocation des moyens publics. Pour ce faire, il est essentiel d'évaluer
I'importance relative des différents réservoirs et des différentes voies d‘infection, notamment
grace aux méthodes d'attribution. L'article qui suit décrit les différentes approches existantes
d‘attribution de sources, leur principe, leurs avantages et inconvénients et leur utilité pour
répondre aux questions de santé publique. Il s'intitule « Attribuer les cas humains
d'infections d’origine alimentaire a des sources spécifiques » et a été rédigé dans le cadre du
groupe de travail européen sur lattribution de source (réseau d’excellence Med-Vet-Net,
workpackage 28), cadre dans lequel s'inscrivent également les travaux de thése. Il a fait

I'objet d’'une publication dans Foodborne Pathogens and Disease en 2009.
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Premier article
Attribuer les cas humains d'infections d’origine alimentaire a

des sources spécifiques

Article publié dans Foodborne Pathogens and Disease
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Abstract

Foodborne diseases are an important cause of human illness worldwide. Humans acquire these infections from a
variety of sources and routes of transmission. Many efforts have been made in the last decades to prevent and
control foodborne diseases, particularly foodborne zoonoses. However, information on the impact of these
interventions is limited. To identify and prioritize successful food safety interventions, it is important to attribute
the burden of human illness to the specific sources. Defining scientific concepts and harmonizing terminology for
“source attribution” is essential for understanding and improving attribution methodologies and for sharing
knowledge within the scientific community. We propose harmonized nomenclature, and describe the various
approaches for human illness source attribution and their usefulness to address specific public health questions.

Introduction

ATHOGENS COMMONLY TRANSMITTED to humans through

foods are responsible for a high burden of human illness
and death worldwide. The World Health Organization (WHO)
estimates that 1.8 million children die each year from diar-
rhea, and much of the childhood diarrhea is caused by path-
ogens that are commonly acquired from contaminated food or
water. Furthermore, even in developed countries up to one
third of the population each year has an infection from a path-
ogen commonly transmitted through foods (WHO, 2005).
Humans acquire these infections through a number of routes,
including eating contaminated food, contact with live animals,
and contact with a contaminated environment. Foodborne
transmission is recognized as being responsible for a major

proportion of these infections, and foodborne diseases may
involve many different food sources and commodities.
Several countries have implemented intervention pro-
grams during the last decades to prevent and control food-
borne diseases, particularly foodborne zoonoses (Wegener
etal.,2003; EFSA, 2006). However, precise measurement of the
public health impact of such interventions has been difficult,
in part because information on the attribution of the burden of
foodborne diseases to specific sources is often insufficient. To
prioritize appropriate food safety interventions, it is crucial to
attribute the human disease burden of each foodborne infec-
tion to specific sources (FAO/WHO, 2006).

A variety of general methods to attribute one or more
foodborne diseases to specific sources has been devel-
oped, including microbiological approaches, epidemiological
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approaches, intervention studies, and expert elicitation ap-
proaches. Each of these general methods presents advantages
and limitations, and the usefulness of each depends on the
public health questions being addressed (Batz et al., 2005).
Several groups are using attribution methods, but these often
have different nomenclature and food categorization schemes.
Defining scientific concepts and harmonizing terminology are
essential for understanding and improving attribution meth-
odologies and sharing knowledge across the scientific com-
munity. In this paper, we propose harmonized nomenclature;
describe different approaches to human illness attribution;
and discuss the advantages, limitations, and applicability of
each approach in answering different questions along the
farm-to-consumption continuum, while emphasizing that the
choice of the attribution method will depend on the pathogen
and the public health question being addressed.

Definitions

Human illness “source attribution” may be defined as the
partitioning of the human disease burden of one or more
foodborne infections to specific sources, where the term source
includes animal reservoirs and vehicles (e.g., foods). The
human disease burden can be measured by the number of
laboratory-confirmed (reported) infections or by the estimated
total number of infections. To enable comparisons and to ac-
count for morbidity and mortality, the human disease burden
can be expressed as disability adjusted life years (DALYs).

Attribution of human illness to specific sources requires
categorization of the sources. Harmonization of the categori-
zation scheme is needed for comparisons and integration of
results from various models and approaches. Such a system
should be hierarchical, while accommodating different levels
of detail required for different purposes. The categorization
scheme should fit with food consumption databases and be
internationally standardized.

General Approaches for Source Attribution
Microbiological approaches

One general method for attribution of the human disease
burden of foodborne infections to specific sources is “micro-
biological approaches.” Microbiological approaches for
source attribution include the microbial subtyping approach
and the comparative exposure assessment approach. Both
approaches involve isolation of the pathogen from the various
sources and from ill humans. The microbial subtyping ap-
proach requires a representative distribution of the subtypes
of the pathogen in the different sources and humans, but does
not depend on estimates of the prevalence of the subtypes in
each source. The comparative exposure assessment approach
requires estimates of the prevalence and concentration of the
pathogen in each of the sources of exposure.

Microbial subtyping approach. The microbial subtyping
approach involves characterization of isolates of a specific
pathogen by phenotypic and/or genotypic subtyping meth-
ods (e.g., serotyping, phage typing, antimicrobial suscepti-
bility testing, pulsed-field gel electrophoresis, sequence-based
subtyping). The principle is to compare the subtypes of iso-
lates from different sources (e.g., animals, food) with those
isolated from humans. The microbial subtyping approach is
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enabled by the identification of strong associations between
some of the dominant subtypes and a specific reservoir or
source, providing a heterogeneous distribution of subtypes
among the sources. As a first step, subtypes isolated
exclusively or almost exclusively from one source are re-
garded as “indicator subtypes,” and the human infections
caused by each indicator subtype are assigned (attributed) to
that specific source. The relationship between the relative
occurrence (i.e., proportion of positive samples or positive
isolates) of each indicator subtype in the source and the inci-
dence of human infections caused by that indicator subtype is
then determined. Finally, human infections caused by sub-
types found in several sources are assigned to specific sources
proportional to the occurrence of the indicator subtypes. The
application of this approach assumes that the distribution of
subtypes in the collection of isolates in each source used in the
attribution exercise is similar to the true distribution of sub-
types in each source. Because the microbial subtyping ap-
proach utilizes a collection of temporally and spatially related
isolates from various sources, it is facilitated by an integrated
foodborne disease surveillance program that is focused on the
collection of isolates from the major food animal reservoirs of
foodborne diseases.

There have been several applications of the microbial
subtyping approach for Salmonella source attribution (e.g.,
Van Pelt et al., 1999; Sarwari et al., 2001). The most advanced
application of the microbial subtyping approach for Salmo-
nella was developed in Denmark (Hald et al., 2004). Using data
from the integrated Danish Salmonella surveillance program, a
mathematical model was developed to quantify the contri-
bution of each of the major food animal sources to human
Salmonella infections. The “Danish Salmonella source account”
model attributes domestically acquired laboratory-confirmed
human Salmonella infections caused by different Salmonella
subtypes (serotypes and phage types) as a function of the
prevalence of these subtypes in animal and food sources and
the amount of each food source consumed, using a Bayesian
framework with Markov chain Monte Carlo simulation (Gilks
et al., 1996). This microbial subtyping approach has proved to
be a valuable tool in focusing food safety interventions to
the appropriate animal reservoir in Denmark and provides
an example of potential synergy between quantitative risk
assessment and public health surveillance (Hald et al., 2004).

Another example of the microbial subtyping approach is
the use of multilocus sequence typing (MLST) of Campylo-
bacter jejuni isolates from foods and humans, being applied in
the United Kingdom (Dingle ef al., 2002) and New Zealand
(French, 2007). In this microbial subtyping approach, MLST is
used to identify lineages in bacterial populations by indexing
the variation present in seven housekeeping genes located in
various parts of the chromosome (Dingle et al., 2001). With the
development of novel analysis tools such as the ClonalFrame
algorithm (Didelot and Falush, 2007), MLST has been used to
identify clonal complexes associated with different isolation
sources that, in some instances, correspond to different host
species. As an increasing number of isolates, including iso-
lates from various sources, are added to the MLST database
(accessible on the internet), there will be increased precision in
the attribution of human infections to host sources (McCarthy
et al., 2007). Recently, MLST data were utilized to attribute the
sources of human C. jejuni infections in New Zealand using
two microbial subtyping models, the ClonalFrame algorithm
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and the Danish Salmonella source account; both models gave
similar results (French, 2007).

When the microbial subtyping approach is applied at the
point of production, it quantifies the contribution of the most
important reservoirs of the specific pathogen, assuming iso-
lates are available from those reservoirs. Because pathogens
can be transmitted through a variety of sources, interventions
that control the pathogen at the reservoir level, before the
dissemination of the pathogen through numerous transmis-
sion pathways, should result in important declines in human
infections.

A limitation is that the microbial subtyping approach is
restricted to pathogens that are heterogeneously distributed
among the sources. Furthermore, the microbial subtyping ap-
proach will only attribute illness to those sources from which
isolates are available. The microbial subtyping approach is
also data intensive and requires a sufficiently large and rep-
resentative sample from each source. Independent of the typ-
ing method used, the application of strain typing to make
inferences on the sources of human infections must be done
with appreciation of the strengths and limitations of typing
methods (Olsen et al., 1993; Tenover et al., 1997). Clonality is
defined as the high probability that two isolates that are iden-
tical by typing are related to each other, and the confidence in
this probability becomes greater when more than one typing
method is applied (Olsen et al., 1993).

Comparative exposure assessment approach. The prin-
ciple of the comparative exposure assessment approach is to
determine the relative importance of the known transmission
routes by estimating the human exposure to that pathogen via
each route. The comparative exposure assessment approach
requires, for each known transmission route, information on
the prevalence and dose of the pathogen in the source, the
changes of the prevalence and quantity of the pathogen
throughout the transmission chain, and the frequency at which
humans are exposed by that route. These data provide an es-
timate of the exposure dose for each transmission route. The
exposure doses are compared and the human disease burden
(e.g., the observed laboratory-confirmed infections or esti-
mated total number of infections) caused by the specific
pathogen is partitioned to each of the various transmission
routes, proportionally to the size of the exposure dose. The
estimates of exposure dose for each transmission route can be
combined with a dose-response model to predict the number
of infections from each route, similar to what is done in tra-
ditional microbial risk assessments. The comparative exposure
assessment approach for source attribution differs from tra-
ditional risk assessment in its objective and level of detail. A
risk assessment typically aims at describing the complex dy-
namics of a pathogen in a single food commodity during food
processing, and predicting the relative public-health effect of
different interventions strategies—alone and in combination.
In contrast, the comparative exposure assessment aims at
partitioning the observed (or predicted) human disease bur-
den to all known transmission routes, including various foods,
direct contact with live animals, and environmental exposures.
For this purpose, the various transmission routes are modeled
in a more simplified and less detailed way that represents only
the main steps in the transmission pathway.

A comparative exposure assessment approach was used to
attribute human Campylobacter infections to various trans-
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mission routes in the Netherlands (Evers et al., 2008). Human
exposure across the major transmission routes was estimated
in a stochastic model as the mean dose of Campylobacter in-
gested per person per day, averaged over the entire Dutch
population. Thirty-one transmission routes related to inges-
tion of food and direct contact with animals and water were
investigated. Another example of this approach was devel-
oped to attribute human Campylobacter infections in New
Zealand, where a model was used to explore the relative
importance of four of the most commonly identified routes
of exposure: food (poultry and red meat), drinking water,
freshwater swimming, and occupational contact (livestock).
The model estimates the mean daily dose to which an average
individual is exposed to from each route, and, by comparing
the relative exposure doses, human Campylobacter infections
were attributed to the sources (McBride ef al., 2005).

The strength of the comparative exposure assessment ap-
proach is that it attributes human illness to sources of expo-
sure, taking into account the different transmission routes
from the same reservoir, e.g., estimating the role of dairy
products and beef from the cattle reservoir. However, this
approach is often limited by a lack of sufficient data (e.g.,
comparable prevalence data or data on exposure through
different routes), which results in large uncertainties around
the estimates.

Epidemiological approaches

A second general method for attribution of the human
disease burden of foodborne diseases to specific sources is
“epidemiological approaches.” Epidemiological approaches
for source attribution usually involve interviews of patients to
elicit the patient’s recall of foods consumed or other exposures
before illness began. Some patient interviews are undertaken
as a routine activity under the existing public health surveil-
lance infrastructure. Additional studies may be performed
to determine factors associated with apparently sporadic in-
fections or in association with investigations of outbreaks of
human infections. An outbreak is defined as the occurrence of
two or more cases of a similar illness resulting from the ex-
posure to a common source (Olsen et al., 2000), while sporadic
cases represent cases that have not been associated with
known outbreaks (Engberg, 2006). In some circumstances,
cases classified as sporadic may belong to undetected out-
breaks. Identification of possible sources of apparently spo-
radic infections and outbreaks may be undertaken using
analytical epidemiological studies, which involve interview-
ing persons who are (or will become) ill and persons who are
not (or will not become) ill, or case-series studies, which in-
volve interviewing only individuals who are ill.

Studies of sporadic infections. Several types of studies
have been performed to identify possible sources of appar-
ently sporadic human infections. Case—control studies are the
most commonly used analytical epidemiological studies for
identifying possible exposures associated with sporadic in-
fections. To allow sufficient enrollment of patients, case—
control studies of sporadic infections are often conducted over
an extended period of time and commonly use public health
surveillance to ascertain culture-confirmed cases. Typically,
selected case-patients and a corresponding group of asymp-
tomatic, and therefore assumed to be uninfected, individuals
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(controls) are interviewed, and the relative role of exposures is
estimated by comparing the frequency of exposures among
cases and controls. When infections are associated with an
exposure, the proportion of cases attributed to the exposure
can be calculated and is defined epidemiologically as the
“population attributable fraction” (PAF) (Clayton and Hills,
1993). The PAFs can be used to partition the human disease
burden to specific sources (Stafford et al., 2008).

Numerous case-control studies of sporadic infections of
diseases commonly transmitted through food, including zoo-
notic diseases, have been published. Some of these studies cal-
culate only measures of association, e.g., Salmonella Enteritidis
infections in Denmark (Melbak and Neimann, 2002) and
Campylobacter infections in Denmark (Wingstrand et al., 2006),
while others estimate the PAF, e.g., Shiga toxin—producing
Escherichia coli O157 infections in the United States (Voetsch
et al., 2007). Case—control studies, when combined with data on
the human health burden of the disease under study, can also
be utilized to attribute that burden to specific sources. A good
example is the recently published study for sporadic Campy-
lobacter infections in Australia (Stafford ef al., 2008), where the
authors determine the PAF for various exposures, and combine
the PAF estimates with estimates of the burden of Campylo-
bacter to partition the burden to specific sources.

Case—control studies are a valuable tool to identify potential
risk factors for human infections, including sources and pre-
disposing, behavioral or seasonal factors (Engberg, 2006).
Moreover, in addition to individual case—control studies, a
systematic review of published case-control studies of sporadic
infections of a given pathogen can provide an overview of the
relevant exposures and risk factors for that infection, and a
summary of the estimated population attributable fractions for
each exposure. An overall population attributable fraction de-
rived from a meta-analysis or weighted summary of several
case—control studies of a certain pathogen can be combined
with estimates of the burden of illness caused by that pathogen
to estimate the burden of illness attributed to each exposure.

A limitation of epidemiological approaches, particularly
case—control studies, is that cases that are not associated with
a recognized outbreak reflect a mixture of possible sources of
exposure, and it may be difficult to distinguish between these
exposures. Another limitation is that the statistical power to
determine the importance of common exposures often re-
quires enrollment of many participants. Furthermore, a limi-
tation of case—control studies is the lack of accuracy in the
recall of exposures by participants (ill and well participants).
This misclassification of exposures commonly leads to an
underestimation of the burden of illness attributed to specific
exposures (Stafford et al., 2008).

Cohort studies, another type of analytical epidemiological
study, are used less often for sporadic infections, since they
usually require interviewing more persons than is practical,
most of whom are not infected. Examples of cohort studies
performed to determine the overall disease burden attribut-
able to specific pathogens include the study of sporadic in-
fections by de Wit et al. (2002) and the Infectious Intestinal
Disease study in the United Kingdom (Wheeler et al., 1999).

Case-series studies of sporadic infections are commonly
conducted, particularly for uncommon diseases that have a
well-recognized source of infection, to which persons without
the infection are infrequently exposed. Examples of case series
studies of sporadic infections and the common source for that
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disease include botulism associated with home-canned foods
(Sobel et al., 2004), Vibrio vulnificus and oysters (Shapiro et al.,
1998), and Salmonella Typhi infections and foreign travel in the
United States (Ackers et al., 2000). When an exposure is un-
common in the general population, case series studies of a
sporadic infection can be used to determine the frequency of
that exposure among the cases, and that frequency can be con-
sidered against the proportion of the burden of illness caused
by that disease that is attributed to that specific exposure.

Analysis of data from outbreak investigations. Another
epidemiological approach for source attribution involves con-
ducting an analysis of the information available from outbreak
investigations. An investigation of an individual outbreak may
involve both microbiological and epidemiological data; the
epidemiological data may be derived from interviewing only
infected persons (i.e., a case-series) or from interviewing both
infected and noninfected persons. Typically, the microbiologi-
cal data in an individual outbreak investigation are used to
generate hypotheses about the source of the outbreak or to
support the results of an epidemiological investigation. Many
outbreak investigations are successful in identifying the spe-
cific source for the human infections. By conducting an analysis
of data from outbreak investigations, the most common food
vehicles involved in outbreaks can be identified. A simple
analysis or summary of outbreak investigations is useful for
attributing illnesses to foods, but often the implicated food item
in an individual outbreak is a “complex” food, containing
several food items, many of which could be the specific source
of the infection. Several methods have been used to include the
information of complex foods involved in outbreaks when
conducting an analysis of data from outbreak investigations to
attribute human illness to sources.

An example of an analysis of data from outbreak investi-
gations for source attribution was developed in the United
Kingdom. This analysis used data from individual outbreak
investigations reported through national surveillance and
population-based studies to estimate the number of human
foodborne infections in England and Wales associated with
specific food sources (Adak et al., 2005). In this method, indi-
vidual outbreak investigations that implicated complex foods
were not included in the analysis. An alternative method for
conducting an analysis of data from outbreak investigations is
being developed in the United States. In this method, food
items implicated in foodborne outbreaks reported to the Cen-
ters for Disease Control and Prevention via the electronic
Foodborne Outbreak Reporting System are used to attribute
illnesses to specific foods. Food items are categorized into a
hierarchical scheme, according to their ingredients. Foods
that contain ingredients that are members of a single com-
modity are considered “simple foods,” while foods that contain
ingredients that are members of multiple commodities are
considered “complex foods.” As an example, ground beef is a
simple food, whereas meat pie is a complex food. Each impli-
cated food is assigned to one or more mutually exclusive food
commodities, according to its ingredients. For outbreaks that
have implicated a simple food item, all illnesses are attributed
to that single commodity. For outbreaks that have implicated a
complex food item, illnesses are partitioned to each commodity
in the complex food according to the proportion of illnesses
attributed to each of those commodities in outbreaks caused by
simple foods. As a result, illnesses in an outbreak due to a
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complex food item are attributed to a commodity in the im-
plicated complex food, only if that commodity has been im-
plicated in at least one outbreak due to a simple food. The
number of illnesses attributed to each commodity are then
summed and used to determine the percentage of disease at-
tributed to each commodity. To estimate the attribution of all
foodborne illness in the United States (and not just illnesses
involved in reported outbreaks), the percentages of illness for
each disease attributed to each commodity were weighted by
the estimated annual burden of illness for each pathogen.

Alimitation of an analysis of data from individual outbreak
investigations is that many outbreaks may not be detected,
investigated, or reported. In many cases, a pathogen is not
identified, the source is not elucidated, or both. Also, the
quality of evidence varies and classification schemes for the
data are not consistently used. Large outbreaks, outbreaks
associated with point sources, outbreaks that have short in-
cubation periods, and outbreaks that cause serious illness are
more likely to be detected, investigated, and reported. As a
consequence, the burden of illness in the population attrib-
uted to some food sources may be underestimated, which will
likely vary by pathogen (Batz et al., 2005). Another limitation
is that categorization of foods may differ from one analysis to
another. A third limitation of an analysis of data from indi-
vidual outbreak investigations is that foodborne illnesses in-
cluded in data from outbreak investigations may not be
representative of all foodborne illnesses. Finally, certain food
vehicles are more likely to be associated with reported out-
breaks than others, which can lead to an overestimation of the
proportion of human illnesses attributed to a specific food.

An advantage of data from outbreak investigations is that
clear documentation that a specific pathogen was transmitted
to humans via a specific food item can be available. Further-
more, an analysis of data from outbreak investigations to at-
tribute foodborne illness to specific sources may sometimes
include information on the point of contamination at the farm
to consumption chain, particularly when individual outbreak
investigations have complete trace back information avail-
able. Another advantage is that a wide variety of food vehicles
are represented, including less frequently identified food
items (e.g., almonds or sprouts). Finally, an analysis of data
from outbreak investigations may in some countries or re-
gions be the most readily available source of information for
human illness attribution purposes.

Intervention studies

A third general method to attribute the human disease
burden of one or more foodborne infections to specific sources
is the use of intervention studies. Intervention studies can
provide compelling evidence of the burden of illness attributed
to a specific source, particularly if the intervention is conducted
in a randomized, double-blinded design. Intervention studies
have proven useful, for example in developed countries in
determining the population disease burden from a particular
exposure (e.g., drinking water), and in developing countries in
determining the burden of illness from a variety of hygiene-
related factors. Intervention studies can be designed as small-
scale (e.g., at farm level) or larger-scale (e.g., interventions at a
national level) studies to control a certain foodborne disease.
Examples of intervention studies include the experiences of
reducing the burden of human campylobacteriosis from
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poultry meat in Iceland (Stern et al., 2003) and human salmo-
nellosis in Denmark (Wegener ef al., 2003).

Accidental interventions, where a decrease or increase in
human disease incidence can be observed due to a change in
exposure or behavior of the population at risk (e.g., sudden
changes in consumption of certain food items) may occur.
Examples include the sudden decline in beef consumption
due to bovine spongiform encephalopathy in the United
Kingdom, and declines in chicken consumption due to out-
breaks of avian influenza in Europe. By analyzing changes in
consumption and numbers of reported cases of human illness,
it is possible to estimate the number of human cases attrib-
utable to specific sources. For example, in June 1999, the use of
dioxin-contaminated chicken feed in Belgium resulted in the
withdrawal of chicken meat and eggs from the market (Vel-
linga and Van Loock, 2002). A decrease in reported human
Campylobacter infections also occurred in Belgium, beginning
in June 1999. Public health surveillance data from preceding
years (1994 to 1998) were used to predict the number of
human Campylobacter infections expected in 1999. The number
of reported cases in 1999 was substantially lower (40%) than
the expected, suggesting that 40% of reported human Cam-
pylobacter infections in Belgium could be attributed to chicken
(Velling and Van Lock, 2002).

Expert elicitation approaches

A fourth general method to attribute the human disease
burden of foodborne diseases to specific sources is “expert
elicitation approaches.” Expert elicitations are commonly used
to address data gaps. Several studies have used expert elici-
tations to estimate the proportion of human infections that are
foodborne, which can be viewed as a first step in source at-
tribution (e.g., Mead et al., 1999; Van Duynhoven et al., 2002;
Hoffmann et al., 2007).

One of the approaches used for expert elicitation is the
generalized framework for expert judgment studies from
heterogeneous expert panels based on the Group Delphi
method (Henson, 1997), which has been adapted for source
attribution of foodborne illness in New Zealand (Lake et al.,
2006). The process involved selection and invitation of ex-
perts, distribution of summary sheets for each food-hazard
combination, a group meeting and completion of a question-
naire (without discussion). The results of the questionnaires
were then aggregated by Monte Carlo simulation of pert
distributions with equal weighting of each participant and
reported back to the group. A period of discussion followed
and the estimates for the questionnaire were then repeated by
each expert and re-aggregated. A final report was prepared
and sent to each participant with the possibility of further
comment. The discussion period was considered valuable in
generating consensus and exchanging information (Lake et al.,
2006). Another example of the use of a systematic expert
elicitation approach for source attribution is the study per-
formed to estimate the fraction of human cases of enterically
transmitted illness by five major pathways (food, environ-
ment, direct animal contact, human-human transmission, and
travel) and by 11 groups within the food pathway. In this
study, 16 food safety experts were asked to provide their es-
timates of the most likely range for each of the parameters,
and joint probability distributions were created by probabi-
listic inversion (Havelaar et al., 2008).
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FIG. 1. Routes of transmission of zoonotic pathogens and points of human illness attribution. Travelling abroad is not
considered to constitute a route of exposure by itself, as the main routes described will also apply for travelers. Still, it is
common to include traveling abroad as a source on its own, which is the reason for including it in this diagram.

Although expert elicitation is useful when data are lacking,
a limitation is that the conclusions are based on individual
judgment, which may be misinformed or biased (Batz et al.,
2004). Nevertheless, for some pathogens or diseases, expert
elicitations may be the only available method for source

bution and consumption. Source attribution at the point of
production most closely represents attribution of the food-
borne pathogen at the reservoir level. A reservoir is defined as
an animal species or a nonanimal substance upon which the
pathogen depends for its survival (Martin et al., 1987).

attribution.

Points of Source Attribution

Human illness source attribution can take place at different
points along the food chain, including at production, distri-

Because pathogens that cause foodborne disease may enter
the food distribution chain at different points, the burden of
illness caused by one disease attributed to specific sources
may vary, depending on the point along the food chain the
approach focuses on. For example, because cattle are the most
important reservoir of Escherichia coli O157:H7, attribution of
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Definitions

Human illness source attribution
Source

Points of attribution

Partitioning of the human disease burden of one or more
foodborne infections to specific sources

Origin of the pathogen causing infection, including animal
reservoirs and vehicles, e.g., foods and water.

Points in the food chain where human illness attribution can
take place, including production, distribution and consumption

Approaches

Methods

Microbiological approaches

Epidemiological approaches

Expert elicitation approaches
Intervention studies

Microbial subtyping

Comparative exposure assessment
Studies of sporadic cases Case—control studies
Cohort studies
Case-series studies
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E. coli O157:H7 infections will partition more illness to cattle at
the point of production (reservoir) than it will partition to beef
at the point of consumption, since other foods, besides beef,
may be contaminated with the pathogen.

Some of the general methods to attribute foodborne dis-
eases to specific sources work primarily at one point in the
food chain (e.g., epidemiological approaches work primarily
at the point of consumption), while other general methods
(e.g., expert elicitation approaches) can be more generally
applied. The general method for source attribution chosen,
and consequently the point of attribution, will depend on the
availability of data and on the risk management question be-
ing addressed. Figure 1 presents the major transmission routes
for foodborne infections, including zoonotic infections, and
indicates at which point in the transmission chain the different
approaches attribute human illness.

Conclusion

To identify and prioritize appropriate food safety inter-
ventions and to precisely measure the impact of interventions
aimed at controlling foodborne diseases, it is crucial to attri-
bute the human disease burden of foodborne infections to
specific sources. Several general methods for human illness
source attribution have been developed and are being uti-
lized, and the usefulness of each depends on the pathogen, the
specific public health questions being addressed, the data
availability, and the strengths and limitations of the different
methods.

The limitations of the different general methods for source
attribution may be overcome by the integration of different
methods. The described approaches often focus on only one
point of the transmission chain (e.g., point of reservoir or point
of exposure), which means that choosing only one approach for
source attribution may be inadequate to answer specific risk
management questions. The integration of source attribution
approaches aims at improving the estimates at the same point
or at different points of attribution. Examples include blending
data from studies of sporadic infections and analysis of data
from outbreak investigations (integration at the same point of
attribution), blending of case-control studies and the microbial
subtyping approach, and integration of the microbial subtyp-
ing approach and the comparative exposure assessment ap-
proach (integration of different points of attribution).

Like epidemiological approaches in general, source attri-
bution approaches describe an association between the out-
come (the burden of a given disease) and the specific sources
or exposures. Source attribution methods attempt to attribute
the burden of disease at the population level, and do not de-
scribe causation of disease at the individual level.

Human illness source attribution is increasingly used to
partition human illness to the most important sources and
as such support risk management strategies. In this paper,
we discussed the available source attribution approaches, and
introduced nomenclature that should contribute to the har-
monization of concepts, definitions, and methods. Table 1
summarizes our proposal for such harmonization. We con-
clude by encouraging other scientists that apply human ill-
ness source attribution to clearly address and define as a
minimum: 1) the sources considered, 2) the point(s) of attri-
bution addressed and 3) the attribution approach(es) chosen,
because this is crucial for the sharing of knowledge between
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research groups and the comparison of results among the
scientific community.
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Depuis la rédaction de cet article, d’autres travaux ont été publiés sur le sujet. Deux
publications concernent la méthode d’attribution par typage microbiologique (Wilson, Gabriel
et al. 2008; Mullner, Jones et al. 2009) et un autre, lIanalyse de données issues
d’investigation de foyers (Greig and Ravel 2009). Les travaux de Wilson et a/(2008), portent
sur Campylobacter et utilisent une méthode de typage génotypique basée sur la variabilité
de la séquence de certains génes (multilocus sequence typing). Alors que le modele
développé par Hald et al (2004) repose sur la prédiction du nombre de cas par source, celui-
Ci repose sur la distribution des cas entre les sources, mais sans tenir compte des niveaux de
consommation, ni des différences entre source et entre types. Les travaux de Mullner et a/
(2009) proposent des variations au modéle de Hald et a/, afin de traiter le probleme de sa
surparamétrisation structurelle et de I'adapter a des données de moindre qualité que celles
utilisées par les Danois. Le troisieme article est un exemple d‘attribution a grande échelle. En
effet, les données analysées concernent plusieurs pathogénes et une grande variété
d’aliments. Elles sont issues de rapports et de publications internationales. Cette étude
souligne les différences dans limportance des sources pouvant exister pour certains
pathogenes, dont Sa/lmonella, entre différentes zones géographiques (Etats-Unis, Europe,
Australie et Nouvelle Zélande,...), la limitation qu’est le biais de publication et la difficulté
d’établir un lien spécifique entre certains pathogénes et un aliment, difficulté qui peut étre
liée notamment aux notions de contamination croisée et de contamination
environnementale. Ce dernier point montre l'intérét des méthodes d'attribution s’intéressant

au réservoir animal en amont, telle que I'attribution par typage microbiologique.

5 L’attribution par typage microbiologique

5.1 Pourquoi choisir cette méthode

Comme lindique la figure 0.7, la méthode d‘attribution par typage microbiologique est
particulierement adaptée pour identifier les principaux réservoirs d’'un pathogéne en amont,
au point élevage.

En France, le choix a été fait, pour lutter contre les salmonelles, d‘intervenir dés I'élevage.
A partir des années 80, un plan d'intervention a ciblé les volailles (poule pondeuse puis

poulet de chair) et les mesures prises ont permis de diminuer le nombre de cas humains
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(Poirier, Watier et al. 2008). Cependant, les travaux d'évaluation de l'impact du plan Ga/lus
gallus, basés sur des analyses de séries chronologiques, soulignent I'impossibilité d’attribuer
la baisse des cas liés a Typhimurium spécifiquement a ce plan, étant donné que des mesures
étaient également appliquées dans la filiére bovin lait et que Typhimurium est un sérotype
trés présent dans cette filiere. Il apparait donc ici essentiel de disposer d'une méthode
permettant de mesurer de facon simultanée le nombre de cas lié a chaque filiere, comme
I'attribution par typage microbiologique. Ainsi, a partir du nombre de cas lié a chaque filiere
et de son évolution dans le temps, I'impact des changements de niveau de prévalence dans
les filieres, induits par les interventions, pourra étre évalué de fagon spécifique. De plus, les
méthodes d'intervention permettent d'identifier des points d'intervention potentiels et de
scénariser l'efficience des mesures envisagées (Miller, Liu et al. 2005). Cependant, cette
méthode nécessite de disposer d’'un grand nombre de données représentatives concernant
les cas humains et la contamination des sources potentielles et suppose I'utilisation a grande

échelle d’outils de typage discriminants.

Characteristics of the Data requirements
pathogen |
Intervention e — B -
at the origin _ | Data not
Heterogeneously | Qrveillance data, | available:
S Mlcroblal )
—_— | dISttrI‘l1bUted among humans and food- SJbtyplng Comparative
What are the . - i e sources | animal sources J Exposure
most important Point of I | Assessment
reservoirsof the reservoir S EEEE—— W ]
pathogen? — Homogenously G Sl [ Comparative available:
— distributed among Concentration Exposure
- ) the sources Intake Assessment | POINTOF
Uestion What are the . Frequently No. Outbreaks -Analysis of Data from
q most important associated with No. Il Outbreak
vehicles, routes P outbreaks Implicated source Investigations
of human Point of ’
exposure tothe exposure e
pathogen and — - |
risk factorsfor - No. Cases/ oontrols S/stematlc Review
disease? Intervention D Exposed/ not of Case Control
sporadicillness exposed studi
at the end of —
the
transmission
chain,
education

Figure 0.7 : Arbre de décision pour le choix de la méthode utilisée (Rapport final du groupe de travail européen
sur |attribution)
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5.2 Principe de la démarche et utilisation du bayésien et de la
modélisation bayésienne

La méthode, telle que décrite par Hald et al (2004, Cf § 4.1), repose sur |'estimation du

nombre de cas d’un type (de salmonelle) dans une source (Aj) comme étant proportionnel :

e a la prévalence du type dans la source, ce qui correspond au niveau de

contamination (pj);
e ala quantité de source consommeée dans la population (M;) ;
e a la capacité de la source a véhiculer les salmonelles (paramétre source dépendant
ay) ;
e a la capacité du type a causer une infection (parameétre type dépendant g;).
Aj = pij= M« @y = g
aveci=(1,...1)) etj=(1,..., J)

Ainsi, I'ensemble des paramétres permettant de cheminer de la contamination des sources
observée aux cas humains, notamment en terme de répartition de types microbiologiques
est ici pris en compte. Ce nombre de cas attendu est confronté au nombre de cas observé
par type, en se basant sur I'hypothése d'une exposition poissonienne des cas humains :

0; ~ Poisson (Zj )\ij)

De par son écriture, le modele est surparamétré (Mullner, Jones et al. 2009). En effet, le
nombre d'équations utilisées correspond au nombre de types (I), alors que le nombre de
parametres a estimer (a; et ;) est égal au nombre de types plus le nombre de sources (I+1J).
C'est pourquoi il est fait appel au bayésien® dans ce cas.

Le probléeme d'identifiabilité du modéle lié a la surparamétrisation a été traité jusqu’ici de
deux facons différentes. Dans l‘article originel (Hald, Vose et al. 2004), de l'information
« informative » est utilisée en prior pour certains paramétres spécifiques au type. Ainsi pour
les sous-types au sein d’'un sérotype, les paramétres type spécifiques correspondants sont
supposés égaux entre eux. De plus, le parameétre type spécifique du sérotype le plus
fréquent parmi les cas humains est utilisé comme référence et fixé a une valeur arbitraire.
Aucune hypothése ni aucune information « informative » ne sont utilisées pour les autres
parameétres a estimer a qui sont attribués des distributions a priori non informatives (lois

uniformes). La solution de Mullner et a/ (2009) est toute autre, une structure hiérarchique

! Le principe de la démarche bayésienne est explicité dans I'annexe 1.
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est introduite sur le paramétre type dépendant. Les @i sont alors définis comme des
observations aléatoires d’une distribution hypothétique des caractéristiques bactériennes.
Cette distribution est définie comme étant une loi lognormale dont la moyenne est constante
et fixée et dont le paramétre de précision est a estimer. Le nombre total de paramétres a
estimer est donc réduit aux parameétres source-dépendants plus I'hyper-paramétre de la

distribution lognormale commune des q;, soit J+1 parametres.

5.3 Le sous-typage

La méthode d‘attribution par typage microbiologique repose sur la caractérisation
microbiologique des souches bactériennes. Pour Sa/monella, la méthode de sérotypage
(Cf §1.1.2) est utilisée en premiére intention. Cependant, deux sérotypes, Enteritidis et
Typhimurium, sont toujours isolés trés fréquemment parmi les cas humains et sont de plus
largement présents dans la plupart des sources. Il est donc nécessaire d'introduire une
catégorisation des souches d’Enteritidis et de Typhimurium (Galanis, Lo Fo Wong et al.
2006), permettant si possible d'obtenir des sous-types inégalement répartis parmi les
sources. La méthode utilisée jusqu'ici dans les travaux utilisant ce modéle d‘attribution est la
lysotypie (Hald, Vose et al. 2004; Hald, Lo Fo Wong et al. 2007; Pires, Nichols et al. 2008;
Mullner, Jones et al. 2009). D'autres méthodes peuvent cependant étre utilisées, elles sont
soit d'ordre phénotypique (basées sur les caracteres biochimiques des souches), soit d'ordre
génotypique (Brisabois 2001; Foxman, Zhang et al. 2005; Deplano, Struelens et al. 2007;
Hyytia?-Trees, Cooper et al. 2007; Weill 2008; Foley, Lynne et al. 2009).

5.3.1 Méthodes phénotypiques

Les méthodes phénotypiques portent sur l'expression de caractéres génétiques parfois
complexes. Le phénotype est donc un indicateur imparfait de la variabilité génétique sous-
jacente. Dans le cadre d'études visant a déterminer des corrélations écologiques entre des
populations de salmonelles issues de différents réservoirs (humains et animaux en
I'occurrence), corrélations qui résultent de la parenté de ces populations, ces méthodes

seront a utiliser avec précaution.

La lysotypie consiste a étudier la sensibilité des souches a une série de bactériophages

sélectionnés. Cette technique est réservée a quelques centres de référence car sa mise en
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ceuvre, la lecture et l'interprétation sont délicates. Elle est a I'heure actuelle trés peu utilisée

en France.

L'antibiotypie est basée sur I'étude de la sensibilité des souches a un panel d’antibiotiques.
Elle est fréeguemment réalisée dans un but thérapeutique, et est également utilisée dans le
cadre d'études épidémiologiques (Kariuki, Gilks et al. 1999; Harbottle, White et al. 2006). La
résistance aux antibiotiques chez Sa/monella est déterminée par des génes situés pour
certains sur le chromosome, auquel cas la résistance sera stable pour une lignée, mais
également dans une grande partie des cas sur des éléments génétiques mobiles tels les
plasmides. Dans ce cas, le profil de résistance sera moins stable et cette méthode sera a

considérer avec circonspection quant aux résultats.

5.3.2 Méthodes génotypiques

Les méthodes génétiques visent a détecter le degré de parenté génétique entre différentes
souches. Elles sont a ce titre particulierement adaptées a une utilisation en attribution.

Trois types de méthodes peuvent étre mentionnés ici, les méthodes basées sur la restriction
de I'ADN, les méthodes basées sur I'amplification de géne et les méthodes basées sur le

séquencage. Seules les méthodes les plus fréquemment utilisées sont présentées ici.

Les méthodes de restriction (RFLP, Restriction fragment length polymorphism) reposent sur
I'utilisation d'enzymes de restriction, ou endonucléases, qui reconnaissent des sites de
coupure dans I'ADN étudié. Leur action mene a la formation de fragments d’autant plus
petits que les sites de coupures seront fréquents, fragments qui sont séparés par
électrophorése selon leur poids moléculaire (et donc leur taille).

L'électrophorese en champ pulsé (PEGE), actuellement considérée comme la méthode de
sous-typage moléculaire de référence pour Sa/monella (des protocoles standardisés ainsi que
des bases de données publiques sont développés pour permettre une comparaison de profils
rapide et a grande échelle (Swaminathan, Barrett et al. 2001)), fait partie de ces méthodes.
Les enzymes utilisées sont des enzymes reconnaissant des sites rares et générant donc un
petit nombre de fragments de grande taille. Ces fragments sont séparés par une technique
d'électrophorese utilisant un champ électrique pulsé. La PFGE est tres discriminante ;
néanmoins, le polymorphisme obtenu aprés macro-restriction par I'enzyme Xbal (protocole
PulseNet) est variable selon le sérotype. Ainsi le pouvoir discriminant, bon pour Typhimurium

est relatif pour Enteritidis.
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La ribotypie est une méthode RFLP combinant I'utilisation d’enzymes de restriction avec une
révélation des fragments d’ADN migrés a l'aide d’'une sonde spécifique, sonde ciblant ici les
genes codant pour les ARN ribosomaux. Le pouvoir discriminant de cette méthode est tres
variable selon les sérotypes. Néanmoins, elle fait 'objet d’une automatisation permettant

standardisation et réduction du temps de manipulation.

Les méthodes d'amplification par PCR (Polymerase chain reaction) sont basées sur
I'utilisation de I'amplification de séquences particulieres du génome, a l'aide d’'une ADN
polymérase. Cette méthode permet de détecter la présence ou l'absence de facteurs
génétiques particuliers dans le génome de la souche étudiée. Ces méthodes nécessitent de
disposer d'amorce correspondant aux facteurs recherchés.

La technique RAPD (Random Amplification Polymorphic DNA!), basée sur l'utilisation d’une
amorce de séquence aléatoire s’hybridant a plusieurs endroits du génome. A la différence de
la PCR classique, l'utilisation d'amorces de séquences arbitraires présente I'avantage de ne
nécessiter aucune information préalable sur la séquence de I'ADN étudié. Cette technique
fréguemment utilisée permet une bonne discrimination au sein d'un sérotype donné.
Néanmoins, de par son manque de reproductibilité et de répétabilité, elle n'est pas adaptée a
un suivi de souches a long terme.

La MLVA (Multilocus VNTR? Analysis) est basée sur I'examen du polymorphisme de loci
comprenant chacun un nombre variable de souches répétées en tandem (VNTR). La
méthode consiste a amplifier par PCR ces régions répétées et a analyser la taille des
fragments avec un systeme haute résolution. Il s'agit d’'une méthode reproductible et, de

plus, particulierement discriminante pour le sérotype Typhimurium.

Enfin, les méthodes de séquencage reposent sur la détection de variations dans la séquence
de certains genes codant pour les enzymes métaboliques afin de mesurer la distance
génétique multi-locus (MLST, Multilocus sequence typing). La grande discrimination du MLST
combinée au procédé relativement lent d’accumulation de changements dans la séquence
des génes métaboliques au cours du temps rend cette méthode idéale pour des études
épidémiologiques globales.

Une variante de cette méthode est basée sur la détection de polymorphisme pour des
nucléotides isolés (SNP, Single nucleotide polymorphims). Cette derniére option est plus

simple mais moins discriminante que la méthode MLST.

! Desoxyribonucleic acid
2 VNTR : Variable number of tandem repeat
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Les méthodes MLST et SNP sont particulierement adaptées aux études de génotypage a
grande échelle. Le principal avantage des méthodes de séquencage pour le typage des
souches est l'interprétation non ambiglie des résultats permettant la création de bases de

données internationales.

5.3.3 Utilisation en attribution

La méthode de sous-typage idéale pour I'attribution sera une méthode combinant la facilité
de mise en ceuvre en routine, un bon pouvoir discriminant, une standardisation permettant
I'obtention de résultats harmonisés entre laboratoires, et une bonne répétabilité. La méthode
doit présenter également des codts raisonnables afin d’étre utilisable a une large échelle. Les

caractéristiques des méthodes présentées selon ces criteres sont exposées dans la table 0.7.
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Codt de mise

Exemples d’application a Typhimurium et Enteritidis

(Boxrud, Pederson-Gulrud et al. 2007) (Guerra, Schrors et al. 2000; Tsen
2002b; Botteldoorn, Herman et al. 2004; Lukinmaa, Nakari et al. 2006)

(Kariuki, Gilks et al. 1999; Tsen 2002b; Botteldoorn, Herman et al. 2004)

(Kariuki, Gilks et al. 1999; Botteldoorn, Herman et al. 2004) (Guerra, Schrors
et al. 2000; Bender, Hedberg et al. 2001; Gudmundsdottir, Hardardottir et al.
2003; Fakhr, Nolan et al. 2005; Gebreyes, Altier et al. 2006; Harbottle, White
et al. 2006; Lukinmaa, Nakari et al. 2006; Woo and Lee 2006; Boxrud,
Pederson-Gulrud et al. 2007)

(Guerra, Schrors et al. 2000; Jeoffreys, James et al. 2001) (Millemann,
Gaubert et al. 2000; Liebana, Garcia-Migura et al. 2002a)

(Malorny, Schroeter et al. 2001; Tsen 2002b; Delgado Ronda, Mun?oz Bellido
et al. 2006; Woo and Lee 2006)

(Boxrud, Pederson-Gulrud et al. 2007)

(Fakhr, Nolan et al. 2005)

_Pouvoir Reproductibilité  Stabilité  Lisibilité
discriminant en ceuvre
Lysotypie Passable Passable Faible Faible Elevé
Antibiotypie Variable Bonne Passable  Excellente Moyen
Bonne
Excellent
PFGE (Selon le nombre (tpro(;tocglel Passable Bonne Elevé
d’enzymes utilisé) standardise
Pulse net)
Ribotypie Passable Bonne Bonne Bonne Elevé
RAPD Bon Passable Passable Passable Moyen
MLVA Bon a excellent Excellente Bonne Excellente Moyen
MLST Bon a excellent Excellente Bonne Excellente Elevé
SNP Excellent Excellente Bonne Excellente Moyen

Table 0.7 : Comparaison des performances de systemes de typage épidémiologique d’apres (Foxman, Zhang et al. 2005; Deplano, Struelens et al. 2007)
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Problématique

Les salmonelles font partie des agents zoonotiques majeurs dont la maitrise répond a des
objectifs de santé publique. Il s'agit a ce titre d'une zoonose emblématique puisque c'est la
premiere zoonose d'origine alimentaire faisant lI'objet d'une approche communautaire
intégrée quant a sa surveillance harmonisée et a sa maitrise dans les filieres avicoles et
porcines. De plus, alors que production et approvisionnement se globalisent, la France,
grand pays producteur de denrées animales, doit faire face a un environnement fortement
concurrentiel. Dans ce contexte, les questions de santé publique peuvent constituer des
arguments scientifiques forts pour certains pays, afin de limiter les importations ou imposer
des contraintes sanitaires sur les denrées importées. Les salmonelles sont au coeur de ce
type de préoccupations. Le Danemark, fort d'une démarche volontariste de lutte en filiere
porcine, a mis en ceuvre une démarche d‘attribution des salmonelloses humaines aux
denrées animales afin de déterminer les contributions relatives de celles-ci et I'allocation des
efforts de maitrise. La France a quant a elle initié trés tot une lutte volontariste contre les
salmonelles en filiere avicole qui a permis de diminuer le nombre de cas humains.
Cependant, les salmonelles demeurent un enjeu de santé publique majeur et dans un
contexte de productions animales diversifiées et de rationalisation des efforts des pouvoirs
publics, il apparait crucial pour la France de se positionner sur la démarche d‘attribution.
Dans le but d'identifier de potentielles interventions au niveau de I'élevage, le choix a été fait
de s'approprier l'outil d'attribution par typage microbiologique et d’avoir un regard critique
sur cette démarche.
L'objectif de cette theése a donc été d'évaluer la pertinence de I'outil d’attribution par typage
microbiologique en répondant aux deux questions suivantes :

- les données de surveillance produites en France sont-elles suffisantes et adaptées a

une telle démarche ?
- le modéle développé par Hald et a/, est-il robuste et adapté a une utilisation avec des
données de surveillance différentes de celles produites au Danemark ?

Les travaux seront ainsi présentés en deux temps. Une premiére partie est consacrée aux

données, sous la forme d’une revue du systeme de surveillance frangais puis de I'exposé des
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étapes de sélection et d’adaptation des données nécessaires a la démarche d'attribution par
typage microbiologique. La deuxieme partie concerne plus particulierement l'outil de
modélisation. Dans un premier temps, les essais d‘adaptation du modéle en Europe sont
présentés au travers d’un projet de publication commun aux participants du projet européen
sur l'attribution de sources dans lequel s'inscrit cette these. Cet article souligne les difficultés
de certains pays dans cet exercice. Nous avons donc cherché a déterminer la raison
méthodologique de ces problémes par une analyse de la sensibilité du modéle a I'information
a priori, ce qui nous a amenés a proposer une alternative permettant d’obtenir des résultats
plus robustes. Enfin, nous nous sommes intéressés a |'impact de la qualité des données sur
les résultats d’attribution produits par le modéle a partir des données francaises, dont la
particularité est de disposer a la fois de données de surveillance passive et de surveillance
active concernant la contamination des sources. Enfin, cela nous permet de dégager les
potentialités et évolutions nécessaires du systeme de surveillance francais pour une
utilisation des données produites dans une démarche d‘attribution, de discuter de Iimpact
respectif de la méthodologie et de la qualité des données sur les résultats d'attribution et,

plus largement, des limites et potentialités de cette démarche.
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Travaux personnels
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Premiere partie

Les données

I
Le systeme de surveillance francais des salmonelles

II
Sélection des données et adaptation a l'utilisation en attribution
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L'attribution par typage microbiologique est une méthode qui nécessite un volume de
données important, couvrant les cas humains comme I'ensemble des sources potentielles de
salmonelles. Il est de plus nécessaire de connaitre la répartition de types microbiologiques

parmi les cas humains et parmi les sources, si possible de facon représentative.

Nous avons donc dans un premier temps décrit et analysé le systeme de surveillance
national des salmonelles, afin de faire le bilan des données disponibles (chapitre I). Ainsi, les
bases de données adaptées ou adaptables a une utilisation en attribution ont été identifiées.
Ces bases sont actuellement dispersées entre de nombreux acteurs. La collecte et la
préparation des données pour ces travaux (chapitre II) reposent donc sur la mise en place
d’un réseau de collaborations avec le Centre National de Référence des Salmonelles (CNR),
I'Institut de Veille Sanitaire (InVS), la Direction Générale de I'Alimentation (DGAL) et
différents laboratoires de I’Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Aliments (AFSSA). Au-
dela de la collecte de données, ce réseau a permis de prospecter l'intérét de méthodes de
sous-typage qui ne sont pas aujourd’hui utilisées en routine et d’engager des réflexions sur

différents points méthodologiques.
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Le systeme de surveillance francais des
salmonelles

Deuxieme article
Structure du systeme francais de surveillance des Salmonella de
la ferme a I'assiette

Soumis a Zoonoses and Public Health
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Salmonella est un pathogeéne zoonotique alimentaire qui fait, en France, l'objet d’une volonté
de lutte intégrée de longue date, soutenue par le cadre réglementaire européen et
s'appuyant sur un systeme de surveillance exemplaire, couvrant I'ensemble de la chaine
alimentaire, de la fourche a la fourchette. Le systéeme de surveillance intégré des salmonelles
en France repose a la fois sur des réseaux de surveillance passive (remontant a 1947 pour
les cas humains et a la fin des années 80 pour les principaux réservoirs animaux) et sur un
systeme de surveillance active qui a évolué de fagon importante sur les 15 derniéres années,

sous l'influence de la réglementation européenne.

L'article suivant présente I'architecture du systéme de surveillance francais, ses acteurs et les
données produites. Pour chaque secteur, secteur humain puis secteurs vétérinaire et
agroalimentaire, le contexte réglementaire européen est d‘abord rappelé, puis I'organisation
nationale de la surveillance est mise en lumiére. La surveillance pour les secteurs vétérinaire
et agro-alimentaire a été considérée en trois temps, surveillance des animaux de rente,
surveillance des denrées alimentaires et surveillance de I'antibiorésistance. Chaque dispositif,
qu'il soit actif ou passif, institutionnel ou non, a fait I'objet d’'une analyse détaillée selon les
critéres de I'OIE (Office International des Epizootie) et de I'EFSA (European Food Safety
Agency) concernant I'évaluation des systéemes de surveillance. Enfin, les forces et faiblesse
du systéeme, sa dynamique et sa capacité a répondre aux objectifs usuels de la surveillance
sont discutées.

Le manuscrit présenté a fait I'objet d’une soumission a Zoonoses and Public Health et est en

cours de révision.
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Summary

The French surveillance system is based on a pre-existing national system which can be traced back
to 1947 for human cases and the late 80s for the main animal reservoirs. This system evolved under
the combined levels of the European regulation and of changes in the observed prevalence of
Salmonella. European regulation provides strong support to build an active harmonized surveillance
system at farm level and for the integration of data throughout the food chain. The parallel existence of
passive surveillance networks in the food and veterinary fields allows complementary information to be
obtained on other sectors or points of measurement. The main weaknesses and strengths of this
system are described and a comparison of the different approaches is presented through a grid
analysis. Passive systems are very useful for detecting emerging or unusual events and for early
warning of outbreaks. They also produce time series of cases or number of strains that can be used to
assess the impact of interventions. Finally, active surveillance data, thanks to their representativeness
and reliability, are key elements in the application of risk analysis tools such as quantitative risk
assessment or attribution. Thus, despite the dispersal of the data between different actors, the
collaboration of these actors at national level and their implication in European and international

projects are effective and allow the main objectives of a surveillance system to be addressed.

Bullet points

This review describes the long lasting integrated surveillance system of Salmonella in France which
evolved in the European regulatory framework and is one of the most performing ones.

It relies on an active surveillance system based on national and European regulations completed by a
passive surveillance system composed of several networks.

This system, relying on several different actors, allows treating most of the missions of any
surveillance system, from the investigation of outbreaks to complex approaches such as human cases

attribution.
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Introduction

In the context of the industrialization and the globalization of the food supply, of risk behaviours among
consumers (raw eating, undercooking, poor kitchen hygiene) and of the steady increase of susceptible
populations such as the elderly and immune-deficient patients, foodborne diseases remain a priority
issue despite all the efforts made to prevent them (Sofos 2008).

Human salmonellosis reported in Europe has decreased over the past three years, but Salmonella
remains one of the most frequently reported causes of foodborne zoonoses (Anonymous 2009). For
the period 1995-1999, the French Institute for Public Health (InVS) estimated the total annual number
of confirmed cases in France to be between 30,600 and 41,140, of which 92 to 535 led to the death of
the patient (InVS 2004).

Moreover, antimicrobial resistance (AMR) has been described in Salmonella to antimicrobials used to
treat acute gastroenteritis in human (third generation cephalosporins, fluoroquinolones) and has been
defined as a risk factor increasing morbidity and mortality in humans (Molbak 2005). It is thus of the
utmost importance to control the transmission of Salmonella, and consequently that of resistant strains
of Salmonella, from animals to humans and to monitor antimicrobial resistance levels.

To determine optimal management measures to control this zoonosis, it is necessary to assess the
risk of consumer exposure associated with the Salmonella contamination of food throughout the food
chain. This requires information on prevalence, serotypes, antimicrobial resistance, food consumption,
etc.... In this context, monitoring systems for Salmonella have been implemented in the human and
the agro-food sectors. Such systems must include a trained field force, diagnostic laboratory support,
data collection and analysis capabilities (Hueston 1993). To have a global overview of the surveillance
systems involved in Salmonella monitoring in France and to analyse their specificity and
complementarity, an analysis grid has been defined based on OIE (terrestrial animal health code,
chapter 6.5) and the European Food Safety Authority (EFSA) guidelines (2006) and has been applied
following the usual evaluation steps (CDC 2001). Only current surveillance systems have been
included in this analysis.

This paper thus presents the structure, limits and evolution of the French surveillance system relating
to Salmonella within the framework of the European “farm to table” monitoring approach, focusing on

the main reservoirs: food animals and related products.
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1 Architecture of the Salmonella surveillance system

Salmonella, as a zoonotic pathogen, is the subject of several European regulations. This chapter
presents the European regulatory framework and the organization of the national surveillance system,
from human cases to animal sources. The actors involved in this system have previously been

described by Dufour and La Vieille (Dufour and La Vieille 2000) (Figure 1).

1.1 Human sector

1.1.1 European regulatory framework

The surveillance of sporadic salmonellosis (i.e. not associated with an outbreak) is not regulated at
European level. However, surveillance of communicable diseases based on networking of expertise in
the EU Member States is promoted by Commission Decision 2119/98/EC. In 2005, under the
Zoonosis Directive (Directive 2003/99/EC), the investigation and reporting of foodborne outbreaks
became mandatory (Gervelmeyer, Hempen et al. 2008). At the same time, the European Centre for
Disease Prevention and Control (ECDC) was established (Regulation (EC) no. 851/2004) in order to
enhance the capacity of the Community and the Member states to protect human health through the
prevention and control of human diseases. As far as reporting is concerned, EFSA and ECDC jointly
analyze all data from the human and agro-food sectors. The results are published in an annual

Community Report (2009).

1.1.2 National surveillance system (table 1)

The declaration of foodborne outbreaks has been mandatory in France since 1952 (Decree no. 52-953
of 7 August 1952), allowing outbreak cases surveillance. Foodborne outbreaks are defined as a group
of at least two cases with mostly digestive symptoms that can be linked to a common food source. An
outbreak will be confirmed as caused by Salmonella, if a Salmonella strain is isolated from a sample
coming either from one of the patients or from the suspected food item. Outbreaks must be notified to
either the official “départemental” (“départements” are subdivisions of the national territory
administered by a Prefect) sanitary or veterinary services (named DDASS or DDSV respectively).

InVS centralizes those data at national level. The DDSV and DDASS databases are merged and
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duplicate data are eliminated. In 2007, data on 1,436 foodborne outbreak cases associated with
Salmonella were centralized. For some outbreaks, specific epidemiological investigations are
performed, using data collected during further enquiries and data provided by the National Reference
Centre (NRC) and the Salmonella Network for the food data (described below in § 1.2.2.2) (Espié,
Weill et al. 2005a; Espié, De Valk et al. 2005b; Dominguez, Jourdan-Da Silva et al. 2008). Descriptive
results and epidemiological studies are published in the weekly epidemiological bulletin (Bulletin

épidémiologique hebdomadaire, http://www.invs.sante.fr/BEH/) and in scientific publications (Vaillant

and Espie 2005; Brouard, Espié et al. 2007; Jourdan, Le Hello et al. 2008).

No mandatory notification is required for sporadic salmonellosis cases. However, passive laboratory-
based surveillance of Salmonella detection from human samples, carried out by NRC since 1947,
allows the collection of data on sporadic cases. This surveillance system relies on a stable network of
voluntary clinical laboratories (private or hospital-based) representing 30 to 40% of all French clinical
laboratories involved in human medicine. Laboratories send NRC either strains of Salmonella or
reports on the strains isolated and serotyped on a daily basis. Strains and reports are registered
together with epidemiological information such as travel, age and sex of the patient, type of sample
taken (stool, blood...) or geographic location. A biological specimen bank and a national database on
human strains are constituted. NRC registers data on about around 10,000 cases a year. Statistical
analyses are performed on a weekly basis to detect unusual events, and all surveillance data are
communicated to InVS. Data and analysis are published in the annual activity report of the NRC

(http://www.pasteur.fr/sante/clre/cadrecnr/salmcnr/salmcnr-actualites.html) and through scientific

publications(Weill, Guesnier et al. 2006).

1.2 Agro-food sector

1.2.1 European regulatory framework

Salmonella in food animals

The first step in Salmonella surveillance in food animals at European level was the implementation of
Council Directive 1992/117/EC. This Directive concerned measures for protection against specified
zoonoses and zoonotic agents, in animals and products of animal origin, in order to prevent outbreaks

of foodborne infections. One goal of Directive 1992/117/EC concerned the control of Salmonella in the
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Gallus gallus species, i.e. broilers and laying hens, focusing especially on the eradication of the
serotypes Enteritidis and Typhimurium in breeding animals.

In 2003, this Directive was replaced by Directive 2003/99/EC of the Council and Parliament and
Regulation (EC) no. 2160/2003. Directive 2003/99/EC on the monitoring of zoonoses and zoonotic
agents aims to improve and coordinate the monitoring of zoonotic agents in the Community and to
collect data that is easier to compile and compare. This should enable hazard identification and
characterization, and exposure assessment related to zoonotic agents. Salmonella and its
antimicrobial resistance are covered by this harmonized monitoring. Regulation (EC) no. 2160/2003
describes the progressive and proportionate organization of the control of Salmonella and other
specified foodborne zoonotic agents at European level. Member States must implement programs to
reduce the prevalence of Salmonella in farm animals and products of animal origin. Poultry (broilers,
laying hens and turkeys) and pigs, considered as the major animal reservoirs, are the first productions
concerned by these control measures at breeding and production level. Within this framework,
harmonized prevalence studies, so-called “baseline studies”, have been conducted since 2004, to
obtain scientifically relevant data about the initial level of prevalence in each Member State. On the
basis of these results, mitigation targets are set species by species for specified serotypes. For
example, a maximal prevalence of 1% must be met for the serotypes Hadar, Infantis, Virchow,
Enteritidis and Typhimurium by the end of 2009 in breeding flocks of laying hens and broilers

(Regulation (EC) no. 1003/2005).

Salmonellain food

In 2002 the European Parliament adopted the “Food Law”, (Regulation (EC) no. 178/2002), laying
down the general framework to ensure a coherent approach in the development of food legislation
from farm to table; EFSA was created as part of this framework. The “Food Law” establishes principles
and responsibilities, the means of providing a strong scientific base, efficient organizational
arrangements and procedures to underpin decision-making in matters of food and feed safety. The
principle of transparency for the consumer is also established. A package of three regulations and one
directive constitutes the food hygiene legislation dedicated to food business operators (FBO) and is

completed by two other regulations relating to official controls and feed hygiene.

General rules for FBOs, including primary production, are laid down by Regulation (EC) no. 852/2004.

FBOs must ensure that their products satisfy the hygiene requirements set by Regulation (EC) no.
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2073/2005 laying down the microbiological criteria and the implementation of hygienic rules. One of
the criteria set is the absence of Salmonella in the product for safety criteria (i.e. defining the
acceptability of the product) and at specific stages of the process for process hygiene criteria (i.e.
setting an indicative contamination value above which corrective actions are required). This is to be
met according to HACCP (Hazard Analysis Critical Control Points) principles and be scientifically
justified. To ensure verification of compliance with the “Food Law”, official controls are performed
according to Regulation (EC) no. 882/2004. They must be planned on the basis of risk assessment,
relying on a scientific approach, in order to obtain an objective selection of products and operators to

be controlled.

Antimicrobial resistance in food animals

Since the end of the nineties, several international scientific reports and recommendations have led to
publications recommending the harmonization of surveillance and the regulation of foodborne
antimicrobial resistance and the use of antimicrobials in animals, based on public health concerns
(WHO, 1997 and 1998; Copenhagen, 1998; FAO/WHO/OIE 2003 and 2007, Codex 2005, OIE 2006).
Consequently, a European strategy against the microbial threat has been defined in agreement with
the “precautionary principle”. The use of antimicrobials as growth promoters in animal productions has
been banned (Council Regulations (EC) no. 2821/98 and (EC) no. 2788/98). At the same time,
surveillance systems for non-human use of antimicrobials and for antimicrobial resistance have been
implemented at all levels of the food chain and a Community Reference Laboratory has been
nominated and financed to promote harmonization of the methods used to assess antimicrobial
resistance. For Salmonella, a harmonized continuous monitoring system in food animals is being
implemented on the basis of a selection of strains isolated during the mandatory control programs
(Decision 2007/407/EC). National data on antimicrobial resistance have had to be declared to and

have been published by EFSA since 2003 (2009).

1.2.2 National surveillance system

The national surveillance system for Salmonella in the agro-food sector relies on active institutional
surveillance coordinated by the French Food Directorate (DGAL) operating under the European

regulatory framework, completed by a passive system based on networks centralizing non-human
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strains of Salmonella from public and private veterinary laboratories. Both active and passive

surveillance systems are presented following.

Active surveillance system

Salmonella in food animals (table 2)

Based on a pre-existing voluntary program, the continuous mandatory monitoring and control plan in
breeding flocks of Gallus gallus has been implemented in France since 1999 in accordance with
Directive 1992/117/EC. The serotypes Enteritidis and Typhimurium were targeted in breeding flocks of
broilers and laying hens until 2007. Since 2007, this plan has evolved in line with Regulation (EC)
2160/2003 and its implementing regulations concerning the control of Salmonella. It is in the process
of being widened to include turkeys and pigs, all species being monitored at breeding and production
level, and is still targeted on the serotypes Enteritidis and Typhimurium. In Gallus gallus breeding
flocks, 3 more serotypes are regulated: Hadar, Infantis and Virchow. These regulated serotypes are
defined as notifiable disease submitted to sanitary policy measures (Rural Code, article D223-21).
However, information on all the serotypes will be made available thanks to the classification of all
Salmonella serotypes as notifiable diseases not subject to sanitary policy measures (Rural Code,
article D223-1) for the regulated animal sectors. The continuous monitoring program concerns all
flocks and herds and is thus exhaustive for the regulated sectors. This should lead to an annual
database giving information on the national prevalence of the different Salmonella serotypes and their
evolution in the regulated animal species at farm level.

To prepare the enforcement of these monitoring and control programs, the initial level of prevalence of
Salmonella spp has been evaluated through baseline studies between 2004 and 2009. Sampling
plans have been designed to assess a prevalence of 20 to 50 % (according to the species) with a
precision of 3 to 5%. They have been conducted under the responsibility of DGAL, by national and
departmental veterinary services in collaboration with the National Reference Laboratory (NRL) for

Salmonella.

Salmonellain food (table 3)

In accordance with the “Food Law”, DGAL implements national plans either to assess consumer
exposure ("surveillance plans" providing science-based evidence) or to detect anomalies or non

conformities by the FBO ("control plans"). In the first case, the sample is randomly defined; in the
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second case, the sample is targeted on one type of food operator or one food category, including
imported products. If necessary, the French food safety agency (AFSSA), as NRL, is consulted for the
definition of the protocols. In accordance with Regulation (EC) no. 882/2004, control and surveillance
plans performed by veterinary services are implemented on a yearly basis. The data collected give
information on the prevalence of Salmonella in different food products, at the slaughterhouse and/or at

retail level.

Antimicrobial resistance monitoring

Since 1999 the Food Directorate has supported monitoring plans for antimicrobial resistance in
indicator and zoonotic bacteria in the major animal production sectors (pig, poultry and cattle). These
plans have been managed by AFSSA in collaboration with the DDSV and public laboratories (LVD)
since 1999 for broilers, 2000 for pigs and 2002 for cattle. These plans are still ongoing, but the search
for Salmonella has been progressively abandoned (in 2004 for broilers and pigs and in 2008 for cattle)
because of the low prevalence leading to an insufficient isolation of strains.

Since 2008, surveillance of antimicrobial resistance in Salmonella has been implemented in the
regulated sectors (Gallus gallus, turkeys and pigs), beginning with laying hens in 2008. The strains
tested for antimicrobial resistance come from the continuous monitoring and control plans with an
upper limit of 170 per year and production. For the food sector, recent data have been collected under
the national control and surveillance plans.

This surveillance activity has been included in the working plan of the NRL for antimicrobial resistance
following technical recommendations of EFSA for European data harmonization. It should lead to

information on antimicrobial resistance in Salmonella serotypes per animal species or food category.

Thus, the active institutional surveillance furnishes national data on the prevalence of Salmonella per
serotype, with the flock or herd as epidemiological unit for food animals and the batch or carcass for
food. Depending on the studies, the target populations include breeding animals, production animals
or food categories, covering all the food-chain. The different studies are based on randomly chosen
samples generally with stratification on the size of the farm or slaughterhouse, designed to be
representative of national production for food animals and to target risk items for food. The continuous

mandatory monitoring is exhaustive for the targeted productions. Long-term continuous mandatory

66



monitoring allows trends in prevalence and emergence of particular serotypes or resistance profiles to
be analyzed, whereas transversal studies (baseline studies, control plans and surveillance plans) give
isolated evaluations of the prevalence. The laboratories involved in this surveillance work under quality
assurance and the NRL organizes inter-laboratory assays to ensure the harmonization of the
methods. Data are analyzed either by the DGAL or the NRL for the baseline studies. The data
collected in the context of harmonized European surveillance are further analyzed and published by
EFSA in annual community reports. The data are all published on internal communication media and,

for the food data, on the agriculture ministry website.

Passive surveillance system (table 4)

For several years, AFSSA has been managing several passive surveillance networks that provide
data on Salmonella isolated in several sectors of the agro-food chain.

The epidemiological observatory in poultry farming network (RNOEA) was created in 1987 and is
managed by the AFSSA laboratory at Ploufragan (Souillard, Toux et al. 2007). The objective is to give
to veterinarians epidemiological information on diseases observed in poultry, to follow trends and
detect emergence. This network alerts about major diseases in poultry. The available data for
Salmonella will concern the distribution of serotypes among both pathogenic and healthy carriage
strains found in poultry.

The French antimicrobial resistance surveillance in veterinary pathogens network (RESAPATH) was
created in 1982. This network is managed by the coordinated action of two AFSSA laboratories, Lyon
(for cattle and small ruminants) and Ploufragan (for poultry and pigs) (Jouy, Meunier et al. 2003;
Botrel, Chazel et al. 2006). Its aim is to give scientific and technical advice to laboratories and
veterinarians on antimicrobial resistance in pathogenic bacteria, including Salmonella, isolated from
food-producing animals mostly exhibiting clinical signs. Data on trends and emergence of antimicrobial
resistance in pathogenic Salmonella are produced by this network.

The "Salmonella™ Network was created in 1997. This network is managed by the AFSSA laboratory at
Maisons-Alfort and collects strains of non-human origin. Its objectives are to provide technical advice
for Salmonella serotyping, give national temporal trends on Salmonella serotypes isolated throughout

the food chain and detect emerging or unusual events (Moury, Fremy et al. 2006). Data available will
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concern the distribution of serotypes and the antimicrobial resistance profiles among 13 to 14,000
non-human strains of Salmonella a year, covering the whole food chain (from animals to products).

All the networks' partners are private and public veterinary laboratories. In addition, veterinarians
provide case records to the RNOEA. Microbial analyses are multicentric (partly performed by AFSSA
for the Salmonella Network); only the results of biological tests or diagnostics are reported to the
RNOEA or the Resapath. However, analyses are validated by inter-laboratory trials organized
annually by AFSSA, for the Salmonella Network (serotyping) and the Resapath (antimicrobial
resistance). In all cases epidemiological data are collected on the original sample (geographical data,
date of sampling, product description). Duplication of data is not totally under control. For the
Salmonella Network, antimicrobial resistance testing is performed on "independent" isolates defined
as coming from the same parcel, belonging to the same serotype and sharing similar epidemiological
data. For the RESAPATH, duplicate data are defined for strains isolated from the same animal or
flock, the same date of sampling and sharing the same serotype and antibiotype. Descriptive data are
regularly reported to the partners. Detection of unusual events is regularly performed on the number of

isolates per serotype at the Salmonella Network.

Public networks available for professionals concerned and scientists have been described, but this
description does not preclude the existence of other databases in France maintained by and available
to private operators on specific topics. For example, specialized private networks focus on Salmonella
isolation results on feedstuffs (Qualimat network) and on Salmonella strains isolated in the pork sector

(http://www.ifip.asso.fr/actu/pdf/MA_aval.pdf).

2 Discussion/ conclusions

The surveillance of the agro-food sector in France relies on an integrated food-chain system
implemented under the European regulations, completed by lab-based passive networks. European
regulation offers strong support for surveillance in the agro-food sector, pushing forward the previously
existing systems toward harmonized methodologies, systematic sampling at farm level in the main
sectors (Zoonosis Directive), risk-based surveillance for food within the framework of the “Food Law”
(Stark, Regula et al. 2006) and integration of antimicrobial resistance in the monitoring systems. The

importance of harmonizing the surveillance tools (typing tools, analyses, ...) is emphasized by many
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authors (Batz, Doyle et al. 2005; Gerner-Smidt, Hise et al. 2006; Ammon and Tauxe 2007). It relies in
Europe on the NRLs, coordinated by the Community Reference Laboratories through their technical
support and the inter-laboratory assays they organize (Ellerbroek, Alter et al. 2009). The final objective
of this Salmonella surveillance system is to contribute to the reduction of the incidence of human
cases with the choice of a farm to table approach aimed at limiting contamination at each stage in the
food chain. This is of the utmost importance as small improvements in animal health can lead to a
significant reduction in human cases according to the model developed by Singer (Singer, Cox Jr. et
al. 2007), and as no fail-proof way of assuring the safety of food items exists at any point in the food

supply chain (Allard 2002).

Limits and threats

Many of the usual limits and structural threats encountered in health surveillance systems are not
avoided in the French Salmonella surveillance tools.

The burden of salmonellosis is difficult to assess and is probably underestimated, as the reporting of
human diseases in France is based both on mandatory notification of outbreaks and the centralization
of passive laboratory results. These surveillance systems, as most foodborne and declarative
surveillance systems, are subject to underreporting (Flint, Van Duynhoven et al. 2005) with the cases
reported and registered being only a part of the effective burden (Angulo, Voetsch et al. 1998). The
mandatory reporting of foodborne outbreaks related to Salmonella has been estimated by a capture-
recapture method to represent 15% of all cases (Gallay, Vaillant et al. 2000). This may be linked to
complex bureaucratic procedures (Herida 2008) and the unknown aetiology of most reported
outbreaks (Gallay, Vaillant et al. 2000). Similarly, the extent of Salmonella animal carriage or food
contamination is not precisely known. Mandatory exhaustive control plans and prevalence studies do
not cover all species. Fowls, turkeys, pigs are surveyed at farm and slaughterhouse level, cattle and
sheep are concerned by controls performed at slaughterhouse level, but other food animals can
contribute to the transmission of Salmonella such as fish, ducks (Hald, Vose et al. 2004) or dairy
animals and other products (Haeghebaert, Sulem et al. 2003; Lailler, Sanaa et al. 2005). No

representative data are available for such sources. For sources concerned by prevalence studies or
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an exhaustive mandatory control plan, it can also be noted that small herds are not included and that
any investigator bias can not be excluded despite strong harmonization efforts.

Meanwhile, all sources are concerned by passive surveillance, but such systems suffer from a lack of
representativeness and reporting delay. The willingness of the laboratories to participate in the
networks can interfere, and selection bias can affect the human cases reported or the strains
collected. In addition to biases due to the passive structure of networks, their multicentric design can
lead to investigator bias. As an example, the epidemiological information associated with the strains is
of unequal quality. As a result, the management of duplicates can be difficult. All these weaknesses
are highly dependent on the functional quality of the network. The evaluation of such networks is
therefore a necessary procedure to determine the reliability of the results (Hendrikx, Chazel et al.
2005).

In France, the actors involved in the integrated surveillance of Salmonella are numerous. It makes the
centralization of the data difficult and leads to an unequal quality and heterogeneity in the data
collected. For example, the epidemiological units and the subtyping tools applied are diverse. It can
limit collaborative studies and data cross analysis. Moreover, this “multiple head” system has a non-
negligible inertia in a context where there are an obligation to comply with European regulations and a
constant evolution of prevalences and exposure. Thus, on the one hand, a few sectors, known for their
potential high prevalences and major exposure are well monitored. But thanks to the control programs
implemented, their prevalence levels are mitigated (the prevalences of Typhimurium and Enteritidis in
Gallus gallus breeding flocks are already under 1% in France). On the other hand, other sectors (such
as ducks, minor species...) which have a lower, but non-negligible consumption and may present high

prevalence rates do not beneficiate of the active surveillance system.

Strength and opportunities

Some of the characteristics of this surveillance system, despite the inherent biases previously
exposed, can also confer strengths on the system.

The multiple part surveillance system, made up of different independent networks and actors, allows a
high level of specialization of each one with a clear definition of objectives, a strong involvement of

participants and a good knowledge of the data and their characteristics. Each network has a strong
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background. The fact that they are long established means that they are able to rely on stable and
reliable networks. The networks of laboratories participating in passive surveillance systems such as
those of NRC or AFSSA have remained stable over the years and cover all the territory. The resulting
databases are therefore appropriate to detect trends or unusual events for both sporadic and
outbreak-related cases and food source contamination.

Adaptation of the surveillance system to its subject evolution is also possible with such a flexible
organization thanks to several independent tools. For example, the active antimicrobial resistance
surveillance system was suspended for Salmonella in 2002 for poultry and pigs and more recently for
cattle. Too few strains could be collected according to the prevalences reached, whereas on one hand
an exhaustive control plan was implemented (in poultry production) and on the other hand a passive
network (Salmonella Network) could collect more strains. Specialized passive networks can also
evolve considering prevalence mitigation as for the RESSAB. The clinical salmonellosis in adult cattle
network (RESSAB) created in 1996 was run by AFSSA until 2007. The objectives were to monitor the
incidence of salmonellosis associated with digestive or abortive symptoms in adult cattle and to
identify associated serotypes and antimicrobial resistance (Chazel, Buret et al. 2007). This network
made information available on the prevalence of lab-confirmed clinical salmonellosis in cattle, but
ceased its activity in 2007 when the incidence became too low.

In addition, independence of surveillance tools does not exclude close collaboration and
harmonization such as between NRC and InVS, and with the Salmonella Network, reinforcing the
complementarities of their databases (Kerouanton, Marault et al. 2007).

Complementarities are also obvious through the combination of active and passive tools. In a context
of limited public resources allocation, active surveillance can not cover all sectors annually. This
incompleteness of surveillance is partly addressed by the co-existing permanent passive system. In
the same way, the national Salmonella surveillance system described here can also collect data
belonging to non-food animal associated sources and cases. Official surveillance of the non-animal
food sources, such as vegetables (Brandl 2006), is partly performed by the General Directorate for
Competition Policy, Consumer Affairs and Fraud Control through annual surveillance and control
plans. Non-food sources are also to be considered since an estimated 5% of the transmission of
Salmonella is not food-mediated (Mead, Slutsker et al. 1999). Pets and especially exotic pets are

known to be contamination sources (Woodward, Khakhria et al. 1997; Mermin, Hutwagner et al. 2004;
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De Jong, Andersson et al. 2005; Finley, Reid-Smith et al. 2006) and human to human transmission
has also been described (Todd, Greig et al. 2008). Those sources are not monitored actively, but as
for non-animal food sources, some data are available through the Salmonella Network, which
definitely offers a useful alternative to active surveillance for the sources, whatever they are. Finally,
some private initiatives exist such as Qualimat (http://www.qualimat.org/), an association which runs
an auto-control plan for Salmonella in raw materials with the participation of the feed manufacturers,
and as the PFGE profiles database managed by the “Institut du Porc”
(http://www.ifip.asso.fr/actu/pdf/MA_aval.pdf). This shows a global concern about Salmonella and a
will to monitor and to control it covering all sectors, imperfectly, but efficiently. Because of these

reasons, the multiplicity of the systems and actors can be revealed to be a positive point.

The success of integrated surveillance at a national level depends on the availability of high-quality,
accessible and comparable data used for meaningful analysis and reporting. Such an effective
surveillance system should improve the scientific basis, on the one hand, for the implementation of

management measures and, on the other hand, for the evaluation of their impact and risk analysis.

Thus, the issues to be addressed by a surveillance system are diverse: detection of outbreaks, burden
of illness and economic burden estimation, prevention, assessment of the impact of interventions,
microbiological risk assessment (Desenclos, Vaillant et al. 2002). Close collaboration between the
different actors in surveillance, public health and food safety authorities and the harmonization of
methodologies between the human and agro-food sectors is a key point in addressing most of these
issues (Batz, Doyle et al. 2005; Ammon and Tauxe 2007; Sofos 2008) and seems to be a success in
France.

If passive networks often suffer from reporting delay and selection biases, their daily computerized
databases are suited to an alert activity. The NRC performs weekly unusual event detection by time
series analysis on its database. This allows the public health authorities concerned to be informed
quickly and to trigger the investigation of the outbreaks detected. The epidemiological investigations
coordinated by InVS rely on combined data across agro-food and human surveillance (namely the
NRC and the Salmonella Network), which is made possible thanks to the harmonization of the

laboratory methodologies. A similar approach is being implemented (Baroukh, Le Strat et al. 2008) by
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the Salmonella Network which could allow earlier warnings, from the contamination of the food-chain

onwards and thus possibly prevent outbreaks.

Sporadic cases require a different approach, based on prevention and risk-based interventions.
Attributing the cases to the main food-animal reservoirs is of the utmost importance in conceiving and
assessing the impact of such interventions ((ICMSF) 2006; Ammon and Tauxe 2007; Sofos 2008).
Several approaches can be used to perform attribution. In the case of sporadic case attribution, it is
necessary to dispose of representative data in the agro-food sector. Currently, a microbial subtyping
attribution project is in progress in France (David, Danan et al. 2008). This approach could be
implemented thanks to the active collaboration of all the different surveillance actors.

Based on the information provided by the different surveillance systems, management actions are
implemented and should be evaluated regularly according to outcome indicators. In France,
interventions have been enforced at farm level. The first line impact is the level of prevalence in flocks,
but the real objective is the number of cases induced. Within the framework of European regulation,
continuous control programs are implemented with prevalence mitigation targets defined according to
the animal production concerned. In France, the impact of one-year prophylaxis in Gallus gallus
demonstrated a reduction of the prevalence of Salmonella in breeding flocks from 3% in 2006 to 0.6%
in 2007 for the five regulated serotypes. These results show the efficiency of the programs and the
good level of sanitary conditions of breeding production in Gallus gallus. Furthermore, the impact of
the national control program implemented in the breeding flocks of Gallus gallus from 1998 onwards
on human cases has been evaluated through time series analysis by Poirier et al (Poirier, Watier et al.
2008), using NRC data. A 33% decrease was observed in the prevalence in the flocks, and a
significant decrease in human cases was demonstrated between 1998 and 2003, up to 21% for cases

associated with the serotype Enteritidis.

Finally, collaboration also operates on an international level. The French human public health and food
safety authorities cooperate at European level with ECDC and EFSA, and the NRC is WHO

collaborating centre for reference and research on Salmonella.
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National public health network: foodborne outbreak

National Reference Centre for Salmonella

Coordinator

InVS

NRC

Objectives

Registration of foodborne outbreak events with the biological agent, the food item
involved and the number of cases

Temporal trends in serotypes and AMR of human cases
Alerts in case of unusual events (number of cases)

Means of collection

Passive surveillance

Passive surveillance

Scope of surveillance

National

National

Monitoring period

Continuous since 1987

Continuous since 1947

Pivotal variable®

Number of outbreaks, number of cases per outbreak

Number of cases per serotype

Disease focus

General - multi-pathogens

Salmonella specific

Design Descriptive + risk factors Descriptive
Temporality Trends Trends
Avallabll.lty of non pivotal Yes Yes
information

Way of selection Non-random Non-random

Source of data

Mandatory disease notification

Laboratory investigation records and biological specimen banks based on an
opportunistic collection

Coverage of the
population

OK (mandatory).

2006: 1357 laboratories, among which 1028 private laboratories and 329 hospital
laboratories, 30 to 40% of French clinical laboratories

Duplicates

Eliminated

Eliminated

Target population

Foodborne outbreaks occurring in France

Salmonella infected people

Study population

Foodborne outbreaks occurring in France that are notified

Cases confirmed by a laboratory collaborating with the NRC

Epidemiological unit

Outbreak

Strain

Case definition

lliness in at least two persons with digestive symptoms that can be attributed to the
same food source

Salmonella strain identified in the sample

Laboratory testing

Not mandatory. For Salmonella confirmed outbreaks: private or hospital laboratory
for identification of human cases of salmonellosis, NRC for serotyping. For
veterinary isolates: LVD for identification and AFSSA for serotyping

Identification / Serotyping / Resistance phenotype (Disk Diffusion method, E-test) /
Genotype (PCR, PFGE, MLVA, BLSE)

Data collection and
management

DDASS, DDSV, InVS

NRC

Analytical methodologies

Descriptive. Case-control studies or cohort studies can be conducted using data that

do not exist in the mandatory notification of foodborne outbreak

Descriptive
Specific for unusual event detection

Quality assurance

For missing or invalid data, further enquiries at the DDSV or the DDASS

Enternet quality control
"Quality approach" of the Pasteur Institute

Importance of the clinical symptoms
Availability of samples to identify the biological agent

Importance of the clinical symptoms

Bias Diffuse outbreaks Willingness of the laboratories to participate
Family outbreaks are less reported than collective or commercial catering outbreaks Population groups at risk
Reporting Report: Weekly epidemiological bulletin, scientific publications Annual report, scientific publications

Table 1: Surveillance of human cases in 2008
a: variable describing the quantity corresponding to the main objective of the survey.
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European control programs European baseline studies

Coordinator DGAL DGAL

Evaluation of the prevalence level of Salmonella at farm level or at the

Objectives Control of Salmonella prevalence in poultry
slaughterhouse level
Means of collection Active surveillance Active surveillance
Scope of surveillance National National
Monitoring period Continuous since 2007 (1998 for Enteritidis (SE) and Typhimurium (ST) in breeding flocks) 12 months, from 2004 to 2009 according to the channel

Prevalence: SE, ST, Hadar, infantis, Virchow for breeding flocks (laying hens and broilers)

Pivotal variable and SE, ST for production flocks of laying hens and broilers

Prevalence per serotype

Disease focus Salmonella specific Salmonella specific
Design Descriptive + risk factors Descriptive + risk factors
Temporality Trends Single occurrence
ﬁ;g;ﬁt;%yn of non pivotal Yes Yes

Way of selection Structured Structured

Random selection

Methods of selection Exhaustive Stratification on the farm or slaughterhouse size

Representativeness Not relevant OK

Production and breeding flocks of laying hens, broilers, pigs and turkeys

Target population Breeding flocks (from 2007 on), laying hens (from 2008 on), broilers (from 2009 on) Flocks or animals either at farm level and/or at the slaughterhouse

Registered farms

Breeding flocks: over 250 animals Laying hens, broilers, pigs and turkeys farms or slaughterhouses
Study population Production flocks of laying hens: over 250 animals delivered to a conditioning unit Farms registered with a minimal size

Production flocks of broilers: all the flocks except under 250 directly delivering to the Slaughterhouses with a minimal size

consumer
Epidemiological unit Building Flock or herd

At least 1 positive sample for broilers, at least 2 consecutive positive samples for breeders

Case definition .
and laying hens

At least 1 positive sample

Laboratory testin Laboratories with accreditation NRL for Salmonella
y 9 isolation / identification / serotyping (NFU 47100) Isolation / identification / serotyping

Data collection and DGAL / Veternary Services Direction DGAL / NRL

management

Analytical methodologies  Descriptive (investigation if contamination) EFSA, Specific / NRL at national level

Quality assurance Certified laboratories NRL / certified laboratories
Small flocks not included .

Validation (bias) Direct selling of broilers not included Small f.IOCKS and sla\.ughterhogs.es not included

. A . . Detection (a few units per building or band at the slaughterhouse)

Multicentric (investigator bias)

Reporting Annual Community report EFSA reports / NRL scientific publications

Intern communication

Table 2: Surveillance of food-animals in 2008
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Surveillance plans

Control plans

Coordinator

DGAL

DGAL

Objectives

Evaluation of the prevalence level of Salmonella in carcasses and products
Specific questions such as comparison of sampling methods

Evaluation of the prevalence level of Salmonella on carcasses and products

Means of collection

Active surveillance

Active surveillance

Scope of surveillance

National

National

Monitoring period

several months to one year

several months to one year for broiler meat

Pivotal variable

prevalence (spp or per serotype)

prevalence per serotype

Disease focus

Salmonella specific

Salmonella specific

Design Descriptive descriptive
Temporality Single occurrence single occurrence
Availability of non pivotal information  No No

Way of selection Structured Structured

Methods of selection

Random selection of slaughterhouses stratified on the size
Random selection of the units

Random selection of the slaughterhouses or producers or targeted selection
according to specific activities

Representativeness

OK

OK

Target population

Carcasses from the targeted channels
Products in approved firms

Carcasses from the targeted channels
Meat products: poultry, minced and mechanically separated meat

Study population

Food animals slaughtered in the selected slaughterhouses, products or retail
units available in the targeted firms (producers or retail)

Pigs, large cattle and sheep slaughtered in the selected slaughterhouses
Products in the selected factories

Epidemiological unit

Carcass, retail unit

Carcass, batch

Case definition

At least 1 positive sample

At least 1 positive sample

Laboratory testin Laboratories with accreditation or LDA and AFSSA LVD
y 9 isolation / identification / serotyping (ISO 6579) isolation / identification / serotyping
Data collection and management DGAL DGAL
Analytical methodologies Descriptive and specific Descriptive
Quality assurance COFRAC accreditation for meat products COFRAC accreditation for meat products
Y ISO 6579 1ISO 6579

Validation (bias)

Large flocks at higher probability of being sampled
Multicentric (investigator bias)

Large flocks at higher probability of being sampled
Multicentric (investigator bias)

Reporting

Memos, internal communication
Report (synthesis) on the agriculture ministry website

Memos, internal communication
Report (synthesis) on the agriculture ministry website

Table 3: Surveillance of food in 2008
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Salmonella Network

Resapath

RNOEA

Coordinator

AFSSA

AFSSA

AFSSA

Objectives

Spatio-temporal trend analyses of Salmonella throughout
the food chain and detection of unusual events

Spatio-temporal trend analyses and emergence detection
of antimicrobial resistance in veterinary pathogenic
bacteria

Spatio-temporal trend analyses and emergence
detection of poultry diseases

Means of collection

Passive surveillance

Passive surveillance

Passive surveillance

Scope of surveillance

National

National

National

Monitoring period

Continuous, since 1997

Continuous, since 1982

Continuous, since 1987

Pivotal variable

Strain number per serotype

Strain number per animal channel and pathology

Notification number (contaminated flocks and/or
disease diagnostic notifications)

Disease focus

Salmonella specific

Multi-pathogens

Multi-pathogens

Design Descriptive Descriptive (+ transversal studies) Descriptive
Temporality Trends Trends Trends
A_vallab_lllty of non Yes Yes Yes

pivotal information

Way of selection Non-random Non-random Non-random

Source of data

Laboratory investigation records and biological specimen
banks based on an opportunistic collection

Laboratory investigation records based on an
opportunistic collection

Vet and laboratory investigation records based
on an opportunistic collection

Coverage of the
population

97% and 77% respectively of public and private
veterinary laboratories

59 laboratories in 52 departements

60 vets and laboratories

Duplication of data

Not controlled

Not controlled

Controlled

Target population

All animal productions, foodstuffs and environment

All animals sampled for an antibiogram

National poultry production

Study population

Strains from animals, foodstuffs and environment
analysed by participating laboratories

Animals sampled for an antibiogram and analysed by the
network partner laboratories (food animals and pets)

Poultry flocks traced by vets or laboratories

Epidemiological unit

Strain

Strain

Flock

Case definition

Salmonella strain identified in the sample

Strain isolated from an ill animal

Flock affected by a disease and notified by vets

Laboratory testing

Identification / Serotyping: laboratories and AFSSA
AMR and PFGE: AFSSA

Identification / serotyping / AMR: participating laboratories

Identification / serotyping: participating
laboratories

Data collection and
management

AFSSA — LERQAP / CEB

AFSSA Lyon and Ploufragan

AFSSA Ploufragan

Analytical
methodologies

Descriptive statistical analyses, unusual event detection

Descriptive statistical analyses + specific

Descriptive statistical analyses

Quality assurance

Quality assurance of LERQAP
Accreditation for serotyping,
Inter-laboratory trial for serotyping

Quality assurance of AFSSA laboratories, inter-laboratory
trial for AMR testing

Standardization of poultry diseases diagnosis by
common guidelines
No analytical standardization

Willingness of the laboratories to participate

Willingness of the laboratories to participate

Willingness of the laboratories to participate
Declaration bias

Bias Impact of regulation Detection bias Investigator bias
Investigator bias Investigator bias 9 .
Impact of the regulation
Reporting Quarterly and annual reports to the network partners, Annual reports to the network partners Bi-monthly and annual reports to the network

unusual event reporting

partners

Table 4: Non-human passive surveillance in 2008

82



Seélection des données et adaptation a
I'utilisation en attribution
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La démarche d’attribution par typage microbiologique nécessite de disposer, pour une année
donnée, de trois types d’informations : le nombre de cas de salmonelloses humaines, le
niveau de contamination par les salmonelles des sources animales considérées et la
consommation de ces derniéres en France (Hald, Vose et al. 2004).

La premiére source d'information doit permettre d'identifier les nombres de cas domestiques
sporadiques (i.e. cas ayant été infectés sur le territoire national et qui ne sont pas liés a un
foyer épidémique) par type microbiologique. Il est donc nécessaire de savoir pour chacun
des cas, en plus du type microbiologique de la salmonelle a l'origine de I'infection, si celui-ci
est lié a un foyer de cas groupés et si la salmonelle a pu étre acquise a I'étranger. Pour
identifier le niveau de consommation, linformation doit couvrir lI'ensemble des sources
sélectionnées et étre disponible pour la méme période de temps que les souches recueillies
en surveillance humaine et en surveillance animale. Dans ce travail, la consommation
considérée est celle de I'ensemble de la population exposée, ici, la population francaise. La
contamination animale est mesurée sous forme de prévalence ou a défaut, de répartition des
types microbiologiques au sein de chacune des sources considérées. Le point de mesure de
la contamination des sources par les salmonelles se situe le plus en amont possible au sein
des filiéres, a savoir en élevage et/ou sur carcasses en abattoir. En effet travailler en amont
permet d'éviter, en particulier, les problématiques de contamination croisée.

Nous avons identifié parmi les acteurs de la surveillance francaise présentés au chapitre
précédent, ceux qui détenaient les données et informations nécessaires pour appliquer un
modeéle d‘attribution tel que celui par typage microbiologique. Le CNR et I'InVS ont été
sollicités pour la partie humaine, la DGAL, qui coordonne les plans de surveillance européens
et nationaux, I'a été pour les données animales ainsi que le Réseau Salmonella qui fournit
des données de surveillance passive. Enfin les données de consommation proviennent de
I'’AFSSA, de I'Office national Interprofessionnel des produits de la mer et de l'aquaculture
(OFIMER) et de I'Office de I'Elevage (récemment regroupés avec d’autres offices au sein de
FranceAgriMer). Les données considérées n‘ont pas été collectées dans l'objectif d'une
utilisation en attribution et ne correspondaient donc pas toujours aux exigences fixées par
les concepteurs de l'outil d'attribution. Un travail d’adaptation de ces données a donc été

réalisé.
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Les paragraphes suivants présentent donc pour chaque type de données (humaines,
animales, consommation), lidentification et I‘évaluation des données de surveillance
existantes, puis le travail effectué pour aboutir a un jeu de données exploitable dans une
démarche d'attribution. Le mode de sous-typage et la sélection des sérotypes pour le modéle
seront également abordés. En raison de la disponibilité des données animales et humaines,

I'année de référence considérée pour ces travaux est 2005.

1 Données humaines

On cherche a déterminer les nombres de cas de salmonelloses non typhiques domestiques et

sporadiques par type microbiologique pour I'année 2005.

1.1 Données disponibles

Il n‘existe pas d’obligation en France de déclaration des cas de salmonellose non groupés,

aussi un inventaire exhaustif des cas humains n’est-il pas disponible.

Sources de données

Les données utilisées ont été fournies par le CNR et concernent des cas confirmés de
salmonelloses. Des données complémentaires concernant les cas groupés, nécessaires pour
écarter les cas non sporadiques de la base de données, ont été fournies par I'InVS, a partir

des déclarations de Toxi-Infections Alimentaires Collectives (TIAC).

Informations disponibles!

Le CNR centralise soit des souches qui sont analysées (il y sera fait référence sous le terme
de souchier), soit des récapitulatifs d‘analyse concernant des souches isolées au sein des
laboratoires. Lors de I'envoi de récapitulatifs, seul le sérotype est renseigné. Pour les cas
issus du souchier, en sus du sérotype, les informations suivantes sont renseignées : les dates

d'isolement et de réception, I'enregistrement d’'un voyage récent, les données générales

! Seules les informations utilisées pour I'adaptation des données sont indiquées
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concernant le patient (age, localisation géographique) et localisation géographique du
laboratoire d'ou provient la souche. Concernant les TIAC enregistrées a I'InVS, nous avons
utilisé les informations concernant le nombre de cas, la localisation géographique, les dates
de I"épisode ainsi que I'agent suspecté ou confirmé et son sérotype (si disponible) et enfin, le
numéro CNR des cas liés a une TIAC investiguée.

Ainsi, pour I'année 2005 ont été recensés : 11 212 cas humains dont 6 551 issus du souchier
et 4 661 issus de récapitulatifs répartis en 268 sérotypes.

Pour la méme année, 174 TIAC liées a Sa/monella ont été enregistrées a I'InVS. Sur ces 174
TIAC, 33% sont de sérotype inconnu, 40% sont de sérotype Enteritidis et 24% sont de
sérotype Typhimurium. Enfin, 5 épidémies diffuses nationales ont été investiguées par I'InVS.

Les souches identifiées étaient Agona, Worthington, Manhattan, Stourbridge et Oranienburg.

1.2 Adaptation des données pour l'attribution

Ce travail porte tout d‘abord sur les cas issus du souchier. Les cas typhiques sont d’abord
écarté, soit 279 cas de sérotype Typhi ou Paratyphi. Pour obtenir des cas sporadiques, ont
été de plus exclus : 21 doublons « complets »! (souche enregistrée plusieurs fois), 241
échantillonnages multiples’ (méme patient, méme sérotype, dates d'échantillonnage
différentes), 147 cas liés a des foyers familiaux' (méme nom de famille, méme sérotype,
coincidence spatio-temporelle) et 160 cas liés a des TIAC. Ces derniers comprennent les cas
de la base de données enregistrés a I'InVS comme liés aux 5 épidémies investiguées, ainsi
que des cas retrouvés par coincidence spatio-temporelle (les données géographiques
concernant le patient ou le laboratoire) avec les TIAC de sérotype autre que Typhimurium et
Enteritidis. En effet, ces deux sérotypes sont tres fréquents ce qui rend la détection de
coincidence spatio-temporelle difficile. Un cas est conservé dans la base de données pour
représenter chaque groupe de doublons, chaque foyer familial et chaque TIAC. Enfin, pour
obtenir des cas domestiques, 336 cas pour lesquels un voyage était renseigné et 358 cas
enregistrés dans les Départements et Territoires d’outre-mer (Dom Tom) ont été exclus. Au
total, et aprés exclusion de 20% des cas non typhiques, 5 035 cas non typhiques estimés
domestiques sporadiques ont été identifiés dans le souchier (un cas pouvant étre concerné

par plusieurs motifs d’exclusion) (Figure 2.1).

! Ces opérations ont été effectuées au sein du CNR, sur la base de données avant anonymisation, par
recoupement des données géographiques, temporelles et nominatives.
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Concernant les récapitulatifs, 4 661 cas non typhiques sont recensés. Sous I'hypothése que
les cas issus du souchier et des récapitulatifs ont les mémes caractéristiques, les
pourcentages d’exclusion estimés a partir du souchier ont été appliqués aux récapitulatifs en
stratifiant sur le sérotype. Un total de 620 cas a été exclu, soit 13% des cas non typhiques.
Ainsi, 4 041 cas non typhiques domestiques sporadiques ont été identifiés pour les cas issus

des récapitulatifs.

1.3 Résultats

In fine, 9 076 cas répartis entre 230 sérotypes différents ont été retenus. Les sérotypes
Typhimurium et Enteritidis, représentent 74% des cas (39% et 35% respectivement), le
troisieme sérotype par ordre dimportance, Infantis, représente seulement 2% des cas (Cf
figure 2.2). Deux sérotypes sont donc trés majoritaires, les autres sérotypes sont de moindre

importance, mais nombreux (266 sérotypes pris en compte).

Base de données du CNR, 2005
. Récapitulatifs
Souchier P
4661 cas
6551 cas .
Non typhiques
Cas typhiques
Typhi / paratyphi [¢
279
Cas non sporadiques
Echantillonnage —
- TIAC Cas estimés non
multiple B -
241 160 M sporadiques et/ou non
. " domestiques
Doublon complet Foyer familial
21 147 620
1 cas par
groupe
Cas non domestiques
Voyage DOM TOM [¢
336 358
5035 cas 4041 cas
Non typhiques Non typhiques
Domestiques sporadiques* Domestiques sporadiques
l |
v
9076 cas non typhiques
* : plusieurs motifs d’exclusion peuvent domestiques sporadiques
concerner un méme cas

Figure 2.1 : Résumé des criteres d’exclusion et effectifs
Pour des raisons de lisibilité, les sérotypes de tres faible représentativité (n< 10) sont rassemblés sur le graphe
dans une catégorie « autres ».
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Figure 2.2 : Répartition par sérotype des cas humains domestiques sporadiques non typhiques (n=9 076,

données CNR de 2005)
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2 Données animales

Le modele nécessite des données de prévalence ou, a défaut, de répartition des différents
sérotypes dans les filieres en 2005. La démarche d’attribution par typage microbiologique
nécessite pour les sources de recueillir les données le plus en amont possible, c'est-a-dire en

élevage ou a l'abattoir.

2.1 Données disponibles

En France, deux systémes de surveillance des salmonelles dans les filieres animales existent
en paralléle : la surveillance active institutionnelle sur base réglementaire européenne ou
nationale et une surveillance passive basée sur la centralisation de souches non humaines
issues de laboratoires d'analyses vétérinaires privés ou publics volontaires (David, Danan et
al. submitted).

2.1.1 Données de surveillance active

Sources de données

Les données de surveillance active retenues dans ce travail ont été mises a disposition par la
DGAL et sont issues des études communautaires de référence conduites dans les filieres
poule pondeuse, poulet de chair, dinde et porc et du plan national de surveillance de

I'antibiorésistance pour le beeuf.

Informations disponibles!

A partir de ces deux sources, diverses informations ont été utilisées : le nombre d'unités
épidémiologiques testées (bandes ou carcasses), le nombre d’unités positives ainsi que le ou
les sérotypes enregistrés pour chacune des unités épidémiologiques (1 souche retenue par
sérotype et par unité?) et, pour les volailles, la capacité du batiment abritant la bande
échantillonnée. Pour les porcs, les données utilisées sont issues des ganglions mésentériques
qui refletent la contamination en élevage. Un résumé des protocoles de ces études est

disponible en annexes 2 et 3.

! Seules les informations utilisées pour I’adaptation des données sont indiquées
? Plusieurs mises en culture sont réalisées a partir des échantillons ce qui peut mener & I’isolement de plusieurs
sérotypes
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Ces données concernent, pour les données actives (table 2.1), 519 élevages de poules
pondeuses dont 93 positifs, 371 élevages de poulets de chair dont 32 positifs, 331 élevages
de dindes dont 51 positifs, 1 166 carcasses de porcs dont 212 positives et 334 carcasses de

bovins dont 8 positives.

Unités épidémiologiques | Unités épidémiologiques ; ;
i Souches collectées* Année
testées positives

Pondeuses 519 93 115 2004-2005
Poulets de chair 371 32 34 2005-2006
Dindes 331 51 52 2006-2007
Porcs 1166 212 212 2006-2007

Bovins 334 8 8 2005

Table 2.1 : Données de surveillance active
* Si 2 sérotypes sont associés a un méme prélévement, 2 souches sont comptabilisées pour ce prélévement

Ces données étant basées sur un échantillonnage de troupeaux ou de carcasses
représentatifs de la production francaise, elles donnent ainsi acces a des prévalences par
sérotype nationales et représentatives. Cependant, le nombre de filieres concernées est
limité en raison du colt de ce type de surveillance et selon les filieres, ces données ne sont
pas toujours disponibles pour I'année de référence 2005. Ainsi, pour les poulets de chair,
dindes et porcs, les résultats utilisés dans les travaux d‘attribution seront ceux de 2006 ou
2007.

2.1.2 Données de surveillance passive

Sources de données

Les données de surveillance passive sont issues de la base de données du Réseau
Salmonella de '’AFSSA.

Informations disponibles!

Les données communiquées par le Réseau Salmonella concernent des souches
accompagnées des informations suivantes : sérotype, origine de la souche (filiére et libellé
détaillé, ex : poulet jaune), type d'échantillon, point d’échantillonnage (élevage ou abattoir),

statut clinique. Pour cette étude, 9 sources ont été retenues : les 5 filieres précédemment

' Seules les informations utilisées pour I’adaptation des données sont indiquées
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citées ainsi que le canard, les produits de la mer, le mouton et les volailles autres (pintade,

caille, oie, faisan, pigeon).

En 2005, le Réseau Sa/monella a centralisé 9 914 souches pour le point de mesure élevage
et 1 503 souches pour le point de mesure abattoir et produits animaux pour les filieres que
nous considérons. Elles sont réparties en 4 a 80 sérotypes selon les filieres et points de
mesure. Le plus grand nombre de souches est centralisé pour le canard en élevage
(n=3 328), le plus faible, pour les produits ovins (n=9). Ces données brutes sont détaillées
dans la table 2.2.

Elevage Abattoir
Nb souches | Nb sérotypes | Nb souches | Nb sérotypes
Poules pondeusgs (ceufs et 61 10
ovoproduits) 2812 80

Poulets de chair 162 27
Dindes 851 38 39 9
Porcs 118 18 362 29
Bovins 447 34 292 45
Ovins 135 16 9 4
Produits de la mer - - 44 22
Canards 3328 41 151 16

Autres volailles 2223 Non connu 383 Non connu

Table 2.2 : Données de surveillance passive

Ces données étant basées sur I'envoi volontaire de souches par les laboratoires d‘analyse,
elles concernent simplement des répartitions par sérotypes (et non des prévalences),
nationales, mais la représentativité est dans ce cadre inconnue. En revanche, elles sont
disponibles chaque année pour I'ensemble des filieres et permettent d’avoir acces a un grand
nombre de filieres animales, a la fois au point de mesure élevage et au point de mesure

abattoir.
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2.2 Adaptation des données pour l'attribution

2.2.1 Données de surveillance active

Deux indicateurs sont calculés : la prévalence, globale et par sérotype, et la répartition par
sérotype.

Pour les volailles, afin de représenter la production de carcasses ou d'ceufs de consommation
et en raison de la variabilité des tailles de troupeaux (400 a 20 200 animaux pour les poules
pondeuses), les prévalences globales et par sérotype sont pondérées par la taille de bande.

La répartition des sérotypes est calculée sans pondération.

2.2.2 Données de surveillance passive

A partir des données concernant les souches d’abattoir et les souches d’élevage (animaux et
environnement d’élevage) collectées en 2005, les souches pour lesquelles le libellé était
imprécis ont été systématiquement écartées. Au point de mesure élevage, les souches issues
d'élevages de reproduction et de cas cliniques ont été exclues. Au point de mesure abattoir,
seules les souches issues de carcasses et les morceaux complets (peu découpés, avec la
peau) ont été retenues. Pour les filieres ponte et produits de la mer, le point de mesure
« abattoir » intégre des données concernant, respectivement, les ceufs coquilles et les
poissons, crustacés ou coquillages non préparés.

Les données délevage et d‘abattoir ont été regroupées pour chacune des filieres a
I'exception des bovins pour lesquels une surreprésentation de sérotypes pathogenes a été
détectée en élevage, seules les données d'abattoir ont donc été retenues pour cette filiere.
Combiner les données d’élevage et d’'abattoir permet de disposer d’un jeu de données plus
important par espece et d'intégrer les filieres pour lesquelles aucune donnée amont n’est

disponible a I'exemple des produits de la mer.
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2.3 Résultats

2.3.1 Données de surveillance active

Les prévalences et répartitions par fili€re sont présentées dans I'annexe 4. Les prévalences
globales se répartissent comme suit : poule pondeuse (30,8%), porc (18,8%), dinde
(13,8%), le poulet de chair (8,2%) et bovin (2,4%). Une forte prévalence est donc observée
chez la poule pondeuse, alors que pour le bovin elle est tres faible. Un total de 31 sérotypes
est observé chez les pondeuses, dont les plus fréquents en prévalence sont Typhimurium
(6,9%), Infantis (5,5%) et Anatum (5,3%), mais aucun sérotype ne semble prédominant.
Chez le porc, parmi les 28 sérotypes observés, Typhimurium et Derby (7,6% et 6,5%) ont
une prévalence trés supérieure aux autres sérotypes dont la prévalence est inférieure a 1%.
En filiére dinde, 3 sérotypes, parmi les 15 observés, ont une prévalence supérieure a 1% :
Derby (3,6%), Typhimurium (2,6%) et Mbandaka (1,6%). Chez le poulet de chair, seuls 3
sérotypes sur 23 sont au-dessus de 1% : Hadar (1,6%), Virchow (1,5%) et Montevideo
(1,3%). Enfin, le sérotype majoritaire chez le bovin est Mbandaka (1,5%), mais seuls 3
sérotypes sont observés et concernent uniquement 7 souches. On notera que sur les 5
sérotypes cibles des plans de controle européens (Typhimurium, Enteritidis, Infantis, Hadar,
Virchow), seul Enteritidis n’apparait jamais parmi les trois sérotypes les plus fréquents pour
une filiere.

Les distributions de sérotypes, issues des prévalences sont présentées sur le graphe ci-
dessous (figure 2.3). Ces distributions sont significativement différentes d’'une espéce a

I'autre (test exact de Fisher).
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Figure 2.3 : Répartition des souches par sérotype en fonction de la filiére pour la surveillance active

2.3.2 Données de surveillance passive

Les répartitions par filiere des données passives poolées pour I'élevage et I'abattoir, sont
présentées dans l'annexe 5 et la figure 2.4. Les volailles sont caractérisées par la présence
d’'une grande variété de sérotypes. Pour ces especes aviaires, quatre sérotypes semblent
prédominants quelle que soit la filiere : Enteritidis, Typhimurium, Indiana et dans une
moindre mesure, Senftenberg. Les sérotypes Typhimurium et Derby sont majoritaires chez le
porc et les bovins, alors que le sérotype S 61:k:1,5,7 marque la filiere ovine pour laquelle il
représente preés de 60% des souches. Enfin, les sérotypes les plus fréquents pour les
produits de la mer sont Weltevreden et Typhimurium. On note ici l'ubiquité du sérotype
Typhimurium présent de fagon importante dans I'ensemble des filieres.

Enfin, malgré les traits communs pour certaines especes, et notamment les especes aviaires,
les répartitions sont significativement différentes d’une espece a l'autre (test exact de
Fisher).

On obtient ainsi deux jeux de données concernant les sources animales dont les

caractéristiques sont différentes en termes d'indicateur disponible, de représentativité, de
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durée de surveillance, de nombre de sources, et de coincidence temporelle avec les données
humaines.

Pour chacune des filieres communes considérées (poules pondeuses, poulets de chair,
dindes, porcs, bovins), selon le mode de surveillance, les résultats en terme de répartition
des types sont significativement différents (test exact de Fisher), méme si des corrélations
de rangs significatives apparaissent pour les filieres ponte et poulet de chair (test des rangs
de Spearman). On obtient ainsi pour chacune de ces filieres deux images différentes dont
I'impact sur les résultats du modéle d’attribution sera étudié dans la deuxiéme partie de cette

thése.
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Figure 2.4 : Répartition des souches par sérotype en fonction de la filiére pour la surveillance passive
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3 Sous typage

Comme vu précédemment, les sérotypes Typhimurium et Enteritidis sont fortement
majoritaires parmi les cas humains (Cf. § 1). De plus, le sérotype Typhimurium est
ubiquitaire dans l'ensemble des filieres animales et il en va de méme pour le sérotype
Enteritidis dans les filiéres aviaires. Le sérotypage n'est donc pas suffisamment discriminant.
Il est ainsi nécessaire de sous-typer les souches de ces deux sérotypes afin d'affiner
I'attribution. Pour ce faire, il faut disposer d'un outil de typage commun aux laboratoires
analysant les souches humaines et animales et utilisé en routine afin que des résultats de
sous-typage comparables soient disponibles pour toutes les souches incluses dans les
travaux. L'antibiotypie a donc été utilisée en premier lieu. Il s'agit d'une méthode de routine
et réalisée de facon harmonisée par les laboratoires impliqués dans la surveillance tant
humaine qu‘animale. Pour conforter les résultats obtenus sur la base de cette méthode
phénotypique, nous avons souhaité disposer d'une méthode génotypique. Le typage par
Electrophorése en Champ Pulsé (PFGE), ou pulsotypage, d'un échantillon de souches
humaines et de I'ensemble des souches animales issues de la surveillance active a donc été
réalisé dans le cadre de ce projet, par le CNR pour les souches humaines et par I'équipe du
Réseau Salmonella en tant que LNR Salmonelles associé, pour les souches animales. Cette

méthode est habituellement utilisée en cas d'investigation d'épidémie.

3.1 Sous-typage par PFGE

3.1.1 Méthode

Le pulsotypage a été réalisé selon le protocole pulsenet (Peters, Maguire et al. 2003) avec
une seule enzyme de restriction (Xbal). Les profils génomiques obtenus pour les souches
humaines et les souches animales ont été rassemblés pour analyse visuelle commune afin
d’établir des correspondances. Les résultats portent pour Typhimurium sur 56 souches
humaines et 97 souches animales et pour Enteritidis sur 48 souches humaines et 9 souches
animales. En raison du co(it de ces analyses et de leur caractére exploratoire, elles ont porté
pour les souches humaines sur un échantillon de taille réduite (50 souches pour chaque

sérotype sur plus de 3000 cas). Pour les souches animales, il a été choisi de sous-typer
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I'ensemble des souches issues de la surveillance active (106 souches au total) et de ne pas
pulsotyper les souches issues de la surveillance passive.

3.1.2 Résultats

Pour les souches de sérotype Typhimurium, sur les 24 profils observés pour les souches
humaines et les 29 profils observés pour les souches animales, 5 profils communs ont été
identifiés permettant potentiellement d‘attribuer 55% des souches humaines ainsi typées.
Concernant Enteritidis, un seul profil commun est détecté parmi les 20 profils humains et 5
profils animaux. Il représente 37,5% des souches humaines et 22,2% des souches animales.
La PFGE apparait donc insuffisamment discriminante pour étre utilisée dans le modéle

d‘attribution, notamment pour les souches de sérotype Enteritidis.

3.2 Sous-typage par antibiotypie

3.2.1 Méthode

Profils d'antibiorésistance
La sensibilité aux antibiotiques est déterminée par la méthode des disques de diffusion sur

milieu de Mueller Hinton, selon les recommandations du Comité de I’Antibiogramme de la
Société Francaise de Microbiologie (CA-SFM). Les diametres critiques utilisés sont ceux
recommandés par le CA-SFM. Cette méthode est considérée comme fiable, répétable,
économique et parfaitement adaptée pour le sous-typage de bactéries (Berge, Atwill et al.
2003). La définition des souches résistantes, intermédiaires ou sensibles est une définition
clinique. Malgré nos objectifs épidémiologiques, nous avons choisi de conserver cette
méthode de catégorisation des résistances qui est la méthode de routine pour les
laboratoires impliqués (CNR et Réseau Salmonella).

Les profils sont définis sur la base des antibiotiques communément testés par le CNR et le
Réseau Salmonella : amoxicilline-ampicilline (Amx), chloramphénicol (C), ceftazidime (Caz),
gentamicine (Gm), kanamycine (K), acide Nalidixique (Na), streptomycine (S), sulfamides
(SSS), sulfamides-triméthoprime (Sxt) et tétracycline (Te). Les souches sont classées en
sensibles et non sensibles (intermédiaires et résistantes). Cette derniére catégorie sera
désignée par abus de langage comme résistante par la suite. La seule exception a cette régle
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est le chloramphénicol pour lequel, pour des raisons de cohérence génétique, les souches

intermédiaires sont considérées comme sensibles.

Classification des souches
Un grand nombre de profils est observé pour chacun des sérotypes, 17 pour Enteritidis et 42

pour Typhimurium. Il est donc nécessaire de les regrouper en clusters dont les effectifs
seront optimisés. La classification porte sur les souches résistantes a au moins un
antibiotique. Une analyse en correspondances multiples (ACM), adaptée aux données
qualitatives, a été appliquée aux résultats des antibiogrammes et combinée a une
classification de type mixte qui permet de créer des clusters de souches a partir des
coordonnées factorielles issues de I'ACM. Les classifications optimales ont été choisies
conformément aux recommandations de Berge et a/, selon les effectifs et I'nomogénéité des
clusters proposés ainsi que la variabilité prise en compte par la partition (Berge, Atwill et al.

2003). Le détail de la technique est présenté en annexe 6.

3.2.2 Résultats pour Enteritidis

Les souches d’Enteritidis (n=202) sont majoritairement sensibles a tous les antibiotiques
testés (n=137 soit 68%). La multirésistance (résistance a au moins 4 antibiotiques) n’est
observée que pour une souche humaine (figure 2.5). Les souches résistantes (n=65) sont
principalement caractérisées par leur résistance a l'acide nalidixigue (n=39, 60% des
souches résistantes a au moins un antibiotique), aucune n’est résistante au ceftazidime. Au
total, 16 profils différents sont observés, le profil majoritaire étant la résistance simple a
I'acide nalidixique (n=31, 15% de I'ensemble des souches).
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Figure 2.5 : Répartition des souches de sérotype Enteritidis par profil et par source de données

La résistance a l'acide nalidixique est chromosomique (Bager and Helmuth 2001; Cloeckaert
and Chaslus-Dancla 2001), donc stable (en comparaison avec les résistances portées et
véhiculées par les plasmides, éléments génétiques mobiles pouvant étre transmis d’une
bactérie a I'autre). Sur les conseils du CNR, les souches d’Enteritidis résistantes a au moins
un antibiotique ont été divisées en un groupe résistant a l'acide nalidixique et un groupe
sensible a cet antibiotique. La classification a été réalisée séparément sur ces deux groupes.
Pour le groupe résistant a I'acide nalidixiqgue (NaR, n=39), un groupe NaR simple (SE1) et un
groupe associant la résistance a l'acide nalidixique a au moins une autre résistance (SE2) ont
été identifiés. Les deux classes rassemblent des souches humaines et animales.

La partition retenue pour le groupe sensible a I'acide nalidixique est composée de 6 clusters.
La classe 1 (SE3) est caractérisée par la résistance a I'amoxicilling, la classe 2 (SE4), par la
résistance a la tétracycline, la classe 4 (SE6), par la résistance aux sulfamides, la classe 5
(SE7), par la résistance a la streptomycine et la classe 6 (SE8) par la résistance au
chloramphénicol La classe 3 (SE5) est constituée par la souche humaine multi-résistante
(AmxSssSxtTe). Seule la classe 1 rassemble a la fois des souches humaines et des souches

animales.
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Parmi les 9 sous-types ainsi définis, seuls les cas humains relatifs aux trois premiers sous-

types et aux Enteritidis multi-sensibles (SE-multiS) seront attribuables a une source animale

Groupe Caractéristique principale Origine Nb dzscsaosc?éjsr?ams

SE multiS Multi-sensibles Homme et animal 2092
SE1 Résistance a I'acide nalidixique seule Homme et animal 615
SE2 Résistance a I'acide ne}Ii(.jixique associée a Homme et animal 92

une autre résistance

SE3 Résistance a 'amoxicilline Homme et animal 308
SE4 Résistance a la tétracycline Animal -
SE5 Multirésistance Homme 31
SE6 Résistance aux sulfamides Animal -
SE7 Résistance a la streptomycine Animal -
SES8 Résistance au chloramphénicol Animal -

Table 2.6 : Caractéristiques des sous-types pour Enteritidis

* au sein d’un sérotype, le nombre de cas pour chaque sous-type est obtenu en appliquant la proportion
observée parmi les souches typées a I'ensemble des souches d’Enteritidis ou de Typhimurium

3.2.3 Résultats pour Typhimurium

Les souches de Typhimurium (n=342) sont, pour la moitié¢, multirésistantes (n=168, 49%)
(figure 2.6). Le phénotype multi-sensible (sensible a I'ensemble des antibiotiques testés)
n‘est observé que chez les souches humaines et chez une seule souche animale (souche de
poulet de chair issue de la surveillance passive). L'absence d'autre souche de Typhimurium
multi-sensible parmi les souches animales peut étre associée a un probléme d'interprétation
d’antibiogramme, lié plus particulierement a la streptomycine. En effet, cet antibiotique, dont
la résistance simple est fréquente parmi les souches animales, pose des problemes
d'interprétation (Doran, NiChulain et al. 2006). Les valeurs des diamétres et breakpoints
critiques sont d’ailleurs en cours de révision au niveau européen dans le cadre de Eucast
(European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing). De plus, la lecture dans le cas
des souches humaines est une lecture interprétée. L'harmonisation de l'interprétation de la
streptomycine nécessiterait donc d’avoir I'ensemble des données d’antibiorésistance sous
forme de diameétres d'inhibition. En I'absence de ces informations pour l'ensemble des
souches, la souche issue du poulet de chair de la base de données passive a été exclue. Les
1 115 cas humains correspondants ne seront donc pas attribuables dans le cadre d'une
démarche d‘attribution.

résistances sont fréquemment observées, les résistances a

Cinq I'amoxicilline, au

chloramphénicol, a la streptomycine, aux sulfamides et a la tétracycline (Figure 2.8). Ces
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antibiotiques correspondent a la pentarésistance chromosomique ACSSSSTe associée chez
Typhimurium le plus souvent au lysotype DT104 (des souches de DT 120 porteuses de la
méme résistance, mais plasmidique, sont cependant apparues ces derniéres années). Le
profil le plus fréquent (38,6% des souches) est en effet la penta-résistance [Amx, C, S, SSS,
Te]. Un autre profil est fréquemment observé parmi les souches animales et concerne 18,4%
de I'ensemble des souches, il s'agit de la résistance simple a la streptomycine. Comme pour
Enteritidis, aucune souche n’est résistante au ceftazidime.

La partition choisie conformément aux critéres de Berge est en 8 classes. La premiere classe
rassemble les souches penta-résistantes. Les classes 2, 3 et 4 rassemblent des souches dont
le profil est proche de la penta-résistance avec quelques résistances en moins ou en plus :
La classe 2 avec une association systématique a la résistance a I'acide nalidixique, la classe 3
avec une association systématique a la résistance aux sulfamides-triméthoprime, la classe 4
(uniguement des souches animales) avec une association systématique a la kanamycine. La
classe 5 rassemble I'ensemble des souches sensibles a la streptomycine, il s'agit uniquement
de souches humaines. La classe 6 correspond a des souches résistantes a la streptomycine
et a la tétracycline avec quelques résistances a I'amoxicilline et aux sulfamides. La classe 7
est caractérisée par une résistance a la streptomycine associée pour quelques souches a la
résistance aux sulfamides. Enfin, la classe 8 est caractérisée par une double résistance
systématique a I'acide nalidixique et a la streptomycine. Il est a noter que les classes 2 a 6 et
8 ne sont pas homogenes. Les classes 4 et 8 contiennent exclusivement des souches
animales et la classe 5, exclusivement des souches humaines. Ces souches ne pourront donc
pas étre attribuées dans le cadre d'une attribution par typage microbiologique. In fine, 9
clusters sont déterminés : un cluster multi-sensible (STmultiS) et 8 clusters de souches

résistantes a au moins un antibiotique (ST1 a ST8).
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Figure 2.6 : Répartition des souches de sérotype Typhimurium par profil et par source de données
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Nb de cas humains

Groupe Caractéristique principale Origine 2SSOCiéS
ST multiS Multi-sensibles Homme et animal 1115
ST1 Pentarésistance AmxCSSssTe Homme et animal 1038
ST2 AmxCSSssTe et résistance a I'acide Homme et animal 154

nalidixique

sST3 AmxCSSssTe et_ regstanpe aux sulfamides- Homme et animal 154
triméthoprime

AmxCSSssTe et résistance a la

ST4 : Animal -
kanamycine

STS Sensibilité a la streptomycine Homme 615

ST6 Résistance a [a strep’_tomcylne etala Homme et animal 384
tétracycline

ST7 Résistance a la streptomycine Homme et animal 77

ST8 Résistance a la streptomycine et a I'acide Animal )

nalidixique

Table 2.7 : Caractéristiques des sous-types déterminés par ACM pour Typhimurium

4 Données de consommation

On cherche ici a obtenir les données de consommation des produits issus des filieres

considérées pour I'année de référence 2005 en population francaise.

4.1 Données disponibles

Deux sources de données ont été utilisées, leurs caractéristiques sont indiquées dans la table
2.8.
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Source ggﬁﬁéii Date de I'étude Description bréve Représentativité
Estimation des quantités
OO | i | Domdes | TS ab e ol | gy ur e
OFIMER filiere en tec annuelles importation et exportation, territoire national
agrégées au niveau filiére
Relevé des consommations 3 ans et +
détaillé sur 1 semaine + Recrutement
INCA Consommation Etude questionnaire général precis national aléatoire
, ponctuelle en 4 vagues d’enquéte (prise en ,
(AFSSA) réelle . o selon la méthode
1999 compte de la saisonnalite€) des quotas
Taille des portions évaluée par _q
. n = 3003
rapport a des photos

Table 2.8 : données de consommation

tec : tonnes équivalent carcasse ou tonnes équivalent coquilles

Ainsi les données sont disponibles a deux points de la chaine agro-alimentaire : disponibilité

sur le marché et consommation réelle.

4.2 Construction de lI'indicateur

Les données issues de I'enquéte INCA (enquétes individuelles nationales de consamtions
alimentaires) permettent d’avoir accés a la consommation réelle au niveau national.
Cependant, ces données ont été collectées en 1999'. Comme la consommation de produits
animaux fluctue de facon importante d’une année a l'autre (figure 2.7) selon des tendances
de fond (substitution des viandes rouges par les viandes blanches) et au gré des crises
sanitaires (ESB, dioxine), il était nécessaire d'actualiser les valeurs obtenues pour pouvoir les
utiliser avec des données de prévalences et de cas humains de 2005 (Combris 1997).
L'actualisation a été réalisée grace a un indice en base 100 en 1999 (I'année d'INCA),
constitué sur la base des données de disponibilité sur le marché, en raison de leur facilité

d’acces et de leur publication annuelle.

" Une nouvelle enquéte a été réalisée en 2006, mais ses résultats n’étaient pas encore disponibles dans le cadre
du projet.
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4.2.1 Indice en base 100

Les données issues de l'office de I'élevage sont disponibles en ligne (http://www.office-

elevage.fr/publications/publication marche.htm) et permettent d‘avoir accés aux filieres

suivantes : volailles, ceufs, porc, bovins, ovins/caprins. L'indice volaille a été utilisé de facon
commune pour I'ensemble des volailles de chair (poulet de chair, dinde, canard, autres
volailles). Concernant les produits de la mer, les données utilisées sont issues de I'OFIMER

(http://www.ofimer.fr/Pages/filiere/Publications ObsEco.html#chiffresClesFr). L'indice en base 100

obtenu est présenté ci-dessous (Cf figure 2.7).

120
Enquéte INCA
110 1 -
bovin
—8— ovins / caprins
100 | pore
—>— volailles
—¥— oaufs
90 | —e— total
80

1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005
Figure 2.7 : Disponibilité sur le marché des produits animaux sous forme d’un indice en base 100, année de
référence 1999, données OFIVAL

Par rapport a 1999, les consommations d’ceufs et de bovin bénéficient d'une Iégere hausse
(+1,5% et +3%), alors que les autres consommations subissent des baisses : volailles (-
0,5%), le porc (-3%) et ovins (-13%). En ce qui concerne les produits de la mer, non

représentés ici, I'évolution entre 1999 et 2005 se traduit par une forte hausse +21%.

4.2.2 Obtention des données de consommation a partir d’INCA

Afin d’obtenir des données agrégées par filiere (bovin, ceufs, etc...), il a été nécessaire de
sélectionner pour chaque filiere les aliments simples ou composés s’y rapportant parmi les
aliments reportés par les enquétés. En effet, dans cette base, les consommations sont
relevées de facon treés détaillée, et pour une méme filiere, de nombreux types d‘aliments,

souvent composites sont enregistrés (Volatier 2000). Pour les ceufs, seuls les ceufs coquille
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ou les préparations a base d’ceufs frais (omelette, mousse au chocolat, ...) ont été retenus.
Pour les viandes, le cinquieme quartier (abats, tripes, ...) a été exclu. Une fois la sélection
réalisée, la part de chaque type de viande dans la composition des aliments composés a été
évaluée. Pour ce faire, une sélection de recettes est réalisée a partir de la base de recettes
des aliments de I'enquéte INCA. Pour chacun des produits composites, les proportions
respectives de beeuf, porc, etc. ont été calculées sur la base de ces recettes. Enfin, les
quantités consommées par personne et par repas ont été sommées pour obtenir une

consommation globale. Les résultats obtenus sont les suivants :

Ensemble de la population Seuls consommateurs
Catégories d'aliments Moyenne Ecart type 95é perc con;)amu;gfeurs Moyenne Ecart type 95é perc

9/j 9/j 9/j % 9/j 9/j 9/j
(Eufs et aliments & base d'ceufs 27,84 27,86 80,71 80,05 34,77 26,99 85,71
Bovin et aliments a base de bovin 47,3 37,13 116,86 91,72 51,56 35,82 118,43
Ovin et aliments a base d'ovin 8,31 16,07 39,21 34,46 24,11 19,19 59,81
Poulet et aliments a base de poulet 29,84 38,48 106,43 63,91 46,7 39,12 115
Dinde et aliments a base de dinde 6,26 13,22 29,14 30,05 20,84 16,66 50,71
Porc et aliments a base de porc 57,69 41,81 140 97,76 59,01 41,35 140,15
Produits de la mer 32,82 33,7 95,71 83,04 39,52 33,21 99,29
Canard 1,86 7,44 15,00 8,34 22,24 14,51 57,14
Autres volailles* 1,71 8,69 13,57 5,50 31,21 21,39 64,29

Table 2.9 : Données de consommation chez les adultes de 15 ans et plus (Source : enquéte INCA 1999)
*Caille, faisan, pigeon

Guide de lecture : les adultes consomment en moyenne 27,8 g par jour d'ceufs ou d’aliments a base d’ceufs. Les 5% plus forts
consommateurs en consomment plus de 80,7 g/jour. Sur une semaine de consommation, 80% de la population de 15 ans et
plus a consommé des ceufs ou des produits dérivés: pour ces seuls consommateurs, la consommation moyenne s'établit a 34,8
g/jour. Les taux de consommateurs sont donnés pour la semaine de I'enquéte
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Ensemble de la population

Seuls consommateurs

Catégories draliments Moyenne Ecart type 95e¢ perc const)arrlj)%gteeurs Moyenne Ecart type 95¢ perc
9/j 9/j 9/j % 9/j 9/j 9/j
(Eufs et aliments a base d'ceufs 21,66 23,78 65,71 75,74 28,61 23,41 74,29
Bovin et aliments a base de bovin 41,22 30,6 95,71 96,27 42,81 30,08 97
Ovin et aliments a base d'ovin 4,82 11,9 23,74 29,57 16,3 17,09 39,91
Poulet et aliments a base de poulet 20,27 28,66 71,86 65,23 31,07 30,39 87,43
Dinde et aliments & base de dinde 6,29 10,76 27,86 39,69 15,85 11,85 40,43
Porc et aliments a base de porc 42,71 28,3 95,04 98,13 43,53 27,94 95,57
Produits de la mer 19,73 20,41 57,14 80,55 24,5 20,02 62,64
Canard 1,30 6,68 7,86 6,19 20,99 17,67 50,00
Autres volailles™ 0,67 4,73 0,00 2,85 23,57 15,9 44,29

Table 2.10 : Données de consommation chez les enfants de 3 a 14 ans (Source : enquéte INCA 1999)
*Caille, faisan, pigeon

Source : enquéte INCA 1999

Les données de consommation moyenne sont ensuite extrapolées a la population entiére sur

la base des données INSEE du 01/01/1999 (séparément pour les plus de 15 ans et les moins

de 15 ans). Enfin, les quantités obtenues sont actualisées grace a lindice en base 100

présenté précédemment. In fine, les données de consommation utilisées dans le modéle sont

les suivantes.

Filiere INCA 1999 (t) Indice en base 100 INCA 2005 (t)
CEuf 81123,7 101,5 82301,0
Poulet 85254,2 99,5 84841,7
Dinde 19059,1 99,5 18966,9
Porc 166851,9 97,1 161971,0
Boeuf 140375,2 102,9 144503,9
Mouton 23266,8 87,0 20232,0
Produits de la mer 92290,7 121,1 111764,0
Canard 5335,1 99,5 5309,3
Autres volailles 4602,3 99,5 4580,0

Table 2.11 : Données de consommation utilisées dans le modéle
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5 Intégration des données pour la démarche

d’attribution

La spécificité du systeme de surveillance francais est de disposer, pour ce qui concerne les
réservoirs animaux, de deux systemes de surveillance complémentaires et paralléles. Ceci
représente une opportunité d'étudier I'impact des caractéristiques de ces deux types de
données (actives et passives) sur leur utilisation dans le cadre d'une démarche d‘attribution.
Deux jeux de données différents sont donc constitués, l'un rassemblant les données
humaines et les données animales de surveillance active, et l'autre les mémes données

humaines associées aux données animales de surveillance passive.

5.1 Sélection des sérotypes a inclure pour la modélisation

Globalement, les données obtenues pour I'homme et les filieres animales se répartissent en
77 sérotypes non typhiques communs entre I'Homme et au moins I'une des filieres animales
dans I'un des modes de surveillance.
Pour chacun des jeux de données, les sérotypes considérés pour le modéele d'attribution ont
été sélectionnés selon les critéres suivants :
e nombre de cas humains liés au sérotype : indicateur de l'importance en termes de
santé publique ;
e part maximale représentée par le sérotype (proportion) au sein d’une filiere animale :
indicateur de I'importance dans les sources ;
e types « spécifiques », c'est-a-dire présents dans une seule filiere, nécessaires pour
assurer la convergence du modele d'attribution.
Les regles de décision pour les deux premiers critéres sont présentées dans la table 2.12.
Tous les sérotypes spécifiques ont été retenus. Ainsi 28 sérotypes pour les données de
surveillance active et 37 pour les données de surveillance passive ont été inclus. Les autres

sérotypes sont rassemblés dans la catégorie « autres ».
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Nb de cas humains | Représentation parmi les filieres animales

35 cas ou plus Tous les sérotypes

30a 34 Proportion > 5% dans une source au moins
5a29cas Proportion > 15% dans une source au moins
Moins de 5 cas Proportion > 20% dans une source au moins

Table 2.12 : Regles de décision pour la sélection des sérotypes

Les sous-types de Typhimurium et Enteritidis sont tous inclus pour la modélisation, les cas
associés a des sous-types non communs entre 'Homme et I'animal dans le jeu de données

considéré sont reclassés dans la catégorie « Typhimurium-autres » et « Enteritidis-autres ».

5.2 Types spécifiques

Le modele proposé par Hald et a/ nécessite la présence de types spécifiques (i.e. présents
dans une seule source) qui servent d’ancrage au modele. Ainsi, pour le jeu de données actif,
14 types spécifiques sont inclus (table II.13) et 15 pour le jeu de données passif (table
I1.14). On notera que les filieres les plus représentées parmi les types spécifiques, en terme
de nombre de types ou de cas humains associés, sont les filieres porc et poule pondeuse. En

revanche, quel que soit le mode de surveillance, aucun type spécifique au bovin n’est

disponible.

Type Source Prévalence  Nombre de cas
Heidelberg Poulet de chair 0,02% 30
Ohio Poulet de chair 0,07% 12
SE NaR2 Poule pondeuse 0,20% 92
Oranienburg Poule pondeuse 0,09% 31
Havana Poule pondeuse 0,04% 16
Bareilly Poule pondeuse 2,95% 8
ST2 Porc 0,09% 154
Brandenburg Porc 0,34% 71
Stourbridge Porc 0,09% 42
Bovismorbificans Porc 0,09% 40
S 48:74,223:- Porc 0,18% 24
Goldcoast Porc 0,09% 9
Muenster Dinde 0,38% 7
Aijobo Dinde 0,04% 2

Table 2.13 : Types spécifiques associés aux données de surveillance active
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Type Source Proportion Nombre de cas

Poona Produits de la mer 2,5% 21
Weltevreden Produits de la mer 25% 9
Blockley Poulet de chair 0,1% 29
SE-NaR2 Poule pondeuse 4,1% 92
SE1 Poule pondeuse 1,3% 308
Oranienburg Poule pondeuse 0,2% 31
Havana Poule pondeuse 0,2% 16
Manhattan Porc 7,5% 81
Corvallis Porc 0,9% 24
Goldcoast Porc 0,9% 9
S61:k:1,5,7 QOvin 57,7% 1
Essen Dinde 0,1% 2
Sandiego Canard 0,1% 8
S4,12:-:- Autres volailles 0,1% 4
Aberdeen Autres volailles 0,1% 2

Table 2.14 : Types spécifiques associés aux données de surveillance passive

6 Données sur les denrées importeées

La consommation de denrées animales se partage entre production nationale et
importations. Dans la perspective d’une utilisation en attribution, il serait donc nécessaire de
disposer de données spécifiques concernant les produits importés, afin de distinguer le
risque lié aux filieres de production nationale, sur lesquelles porteront les mesures de
maitrise du risque, du risque lié aux importations sur lequel il n'y a que peu de prise en

dehors des controles de contamination.

6.1 Importations et consommation francaise

Selon les données publiées par I'Office de I'Elevage, les importations représentent 15 a 57%
de la consommation intérieure brute selon les filieres (Cf table 2.15). L'exposition de la
population a ces produits importés n‘est donc pas négligeable.

Les prévalences et distributions de sérotypes sont différentes entre les élevages issus de
différents pays pour une méme filiere (2009a), par conséquent la distribution de sérotypes
observée en élevage en France est trés probablement différente de celle dans les produits
importés. C'est d'ailleurs ce qui est observé au Danemark concernant leur propre production

et leurs importations (Hald, Vose et al. 2004). Extrapoler les données francaises a I'ensemble
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des produits consommés semble donc erroné ; pourtant, intégrer les données concernant la
contamination des produits importés est essentiel pour tenir compte de la réelle
contamination a laquelle la population est exposée.

Ce modele d‘attribution cherche a faire le lien entre cas humains et prévalences en élevage,
notamment afin de mettre en place des mesures dans les élevages et de les évaluer. Il est
donc important de discerner la part de cas liée aux produits issus des élevages du territoire,
objets d'un éventuel management de santé publique, de celle liée aux produits issus
d’importation. Si les importations ne sont pas intégrées comme source dans la démarche
d’attribution, les cas qui sont liés a la consommation de produits dimportation seront
attribués de facon erronée a I'une des sources considérées, menant a un résultat biaisé. Les

données de surveillance concernant les produits importés sont donc explorées.

Consommation Intérieure Part
Brute (tec) d'importation
Ovins / Caprins 260 56,5%
Bovins 1680 24,3%
Porcs 2157 23.8%
Volailles 1440 19,6%
Eufs 951 14,7%

Table 2.15 : Données Office de I'élevage, 2005

6.2 Sources de données explorées

6.2.1 Surveillance des denrées importées en France

Les denrées importées font, en France, I'objet d’'une surveillance dans le cadre de la Food
Law. Cette activité est coordonnée par la Mission de Coordination Sanitaire Internationale
(MCSI) au sein de la DGAL. Or, cette surveillance est ciblée sur des couples pathogene-
matrice estimés a risque, afin d’optimiser les moyens et de cibler les contrOles sur la base
d’arguments scientifiques de type analyse quantitative de risque, conformément aux
recommandations de la Food Law. Pour Sa/monella, les contrbles concernent essentiellement
les filieres avicoles. Puisque nous avons besoin de données couvrant I'ensemble des filieres
ou tout au moins les 5 principales, ces données sont insuffisantes pour une utilisation en

attribution.
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6.2.2 Utilisation des données de surveillance européennes

Si nous nous s'intéressons a la provenance des importations (données en valeur, source
DGCCRF) pour 2005 (Cf table 2.16), nous constatons que la majeure partie de ces

importations est en provenance de I'Union Européenne.

Filiere Part UE Principal contributeur autre
Bovins 95,1% - -
Ovins / Caprins 68,3% Nouvelle Zélande 28,4%
Porcs 96,0% - -
Poulets de chair  95,7% - -
Dindes 74,1% Brésil 18,9%
Eufs 96,8% - -

Table 2.16 : Origine des importations (Données Douanes 2005, en euros))

Ceci apparait particuli€rement vrai pour les filieres bovine, porcine et ovoproduits. Or, dans
le cadre de la directive zoonose, la surveillance active des salmonelles est devenue
obligatoire pour les poules pondeuses, poulets de chair, dindes et porcs. Nous avons donc
cherché a combiner les informations de structure d‘importation par pays qui nous ont été
fournies par la DGCCRF et les données de prévalence par pays publiées par I'EFSA. Cette
démarche n‘a pas pu aboutir. En effet, le sous-typage des souches d’Enteritidis et de
Typhimurium est indispensable pour pouvoir utiliser les données dans le cadre de notre
modeéle d‘attribution, et ces données ne sont pas disponibles auprés de I'EFSA. Quelques
pays ont accepté de communiquer les profils d‘antibiorésistance de leurs souches (Pays-Bas,
Belgique) mais cela s’est avéré insuffisant. Enfin, pour les filieres pour lesquelles des pays
hors Union Européenne jouent un role majeur dans les importations, comme la Nouvelle-
Zélande pour les ovins, utiliser une telle démarche suppose de créer des collaborations sur le

plan international qui n’existent pas a I'heure actuelle a notre connaissance.

6.3 Conclusion

Si des informations fiables sont disponibles en France sur la structure des importations par
filiere et sur la contamination de certaines matrices a risque par Salmonella, il n‘existe pas de
base de données globale représentative de la contamination des denrées importées. Pour
pallier ce probleme, les importations étant principalement issues de I'Union Européenne, des
informations issues des bases de données européennes ont été collectées. Néanmoins, le

sous-typage n‘ayant pu étre obtenu, les données concernant les denrées importées n‘ont pas
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été intégrées au modele. En conséquence, les résultats présentés ci-aprés sont a considérer

avec prudence.
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Le systeme de surveillance intégré francais des salmonelles permet de rassembler les
données indispensables a une démarche d‘attribution par typage microbiologique :
recensement des cas humains domestiques sporadiques, contamination des sources
animales potentielles de ces cas et consommation des aliments issus des sources
considérées. L'application harmonisées des outils de sérotypage et de sous-typage permet
en outre de disposer de données parfaitement adaptées a une telle démarche.

La constitution de la base de données a reposé sur des collaborations de grande ampleur
entre les différents acteurs de la surveillance et a nécessité leur engagement notamment
pour ce qui concerne la réalisation du sous-typage. La mise en place de telles collaborations
est a I'heure actuelle la clé de volte de tels projets transversaux, dont les implications se
mesurent non seulement en termes de santé publique mais également en termes d’enjeux
économiques et de commerce international pour les filieres animales. La dynamique

développée autour du projet permet d’étre optimisme quant a la pérennité de la démarche.

Les données collectées souffrent cependant de certaines insuffisances. L'absence de données
sur les importations est un point important. En effet, la part de denrées importées dans la
consommation frangaise pouvant représenter jusqu’a 60% de la consommation pour une
filiere, ne pas tenir compte des importations peut mener a attribuer abusivement des cas aux
filieres francaises. D'autre part, les données de surveillance active concernant les sources
animales présentent pour trois filieres majeures (poulets de chair, dindes et porcs) un
décalage temporel avec les données humaines. De plus, le sous-typage des souches
d’Enteritidis et de Typhimurium n’a porté chez 'Homme que sur 3% des cas, l'incertitude
générée dans les résultats du modéle sera donc potentiellement importante. En revanche,
disposer de données de surveillance active et de données de surveillance passive concernant
les sources offre la possibilité d’explorer I'utilisation respective des ces données de nature
différente dans le modéle. Ainsi, nous avons choisi d'orienter la partie modélisation de la
thése vers l'optimisation de l'outil d'attribution proposé par Hald et a/ en fonction des
données disponibles en France plutét que vers la production de résultats d‘attribution en

propre.
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Deuxieme partie

Le modele d’attribution par typage
microbiologique

111
Application de I'attribution dans divers pays européens

v
Sensibilité du modeéle aux priors informatifs

Vv
Impact de la qualité des données sur les résultats obtenus avec le modéle
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Le jeu de données qui a pu étre constitué a partir du systéme de surveillance francais,
malgré certaines imperfections, couvre les prérequis nécessaires a l'application de la
méthode bayésienne d'attribution par typage microbiologique telle que décrite par Hald et a/
(2004). Cette deuxiéme partie concerne donc I'application de l'outil @ un jeu de données
considéré comme suffisant pour utiliser le modeéle, mais dont les caractéristiques sont

différentes du jeu de données danois’, pour lequel il a été mis au point.

Dans le cadre du réseau d’excellence Med-Vet-Net et plus particulierement du projet
européen d‘attribution (« Human illness source attribution ») auquel nous avons participé,
différents pays ont appliqué la méthode proposée par les Danois a leurs propres données. Le
chapitre III présente les résultats de ces démarches, qui se sont, pour certaines, soldées par
des échecs. Le modéle proposé nécessite d'inclure de l'information a priori informative pour
certains parametres, ce qui n‘est pas conseillé dans une démarche bayésienne. Dans un
premier temps, limpact de cette information a priori informative a été étudié. Dans un
deuxieme temps, une alternative d'information informative reposant sur I'utilisation de
I'information contenue dans le jeu de données utilisé a été proposée (chapitre IV). Enfin, le
manque de qualité des données ayant été désigné comme possible explication des échecs
dans les conclusions de I'article européen, I'impact de la qualité des données sur les résultats
d’attribution a été étudié a partir des données francaises (chapitre V). Ce dernier chapitre
présente également des résultats d'attribution préliminaires pour la France et permet de
dégager les nécessaires améliorations a apporter au jeu de données pour obtenir des

résultats d’attribution fiables.

! En termes d'indicateur, sources prises en compte, représentativité et outil de typage utilisé
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Application de l'attribution dans divers
pays européens

Troisiéme article
Attribution de source appliquée a Sa/monella dans différents
pays européens

Article en préparation pour soumission a Foodborne Pathogens and
Disease
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Dans le cadre du projet « Human illness source attribution » du réseau d’excellence Med-
Vet-Net, la méthode d'attribution par typage microbiologique, préalablement développée par
le Danemark (Hald, Vose et al. 2004), a été adaptée dans 6 pays européens, dont la France.
L'article qui suit présente ces démarches au travers des données de surveillance utilisées par
chacun des pays, leurs caractéristiques (nombre de sources considérées, nombre de
sérotypes inclus, mode de typage des souches...), les hypothéses posées et les résultats
d’attribution obtenus. Il discute ensuite I'nétérogénéité des résultats d’attribution par source
entre les différents pays, Iimportance constante des cas exogenes (résultant d'un voyage) et

I'absence de convergence pour certains pays.

Cet article est en préparation pour soumission a Foodborne Pathogens and Disease.
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Abstract

Salmonella spp. is a major cause of human gastroenteritis in Europe. Several countries have
implemented interventions to control Sa/monella in food-producing animals and foods.
However, knowledge on the impact of such interventions in the incidence of salmonellosis in
humans is sparse. Under the scope of the “Human Iliness Source Attribution” working group
supported by Med Vet Net (WP 28), we adapted a previously developed microbial subtyping
approach for the attribution of human salmonellosis to specific sources in six European
countries. The model estimates the number of domestic and sporadic cases caused by
different Sa/monella subtypes as a function of the distribution of these subtypes in the
animal-food sources, the amount of food source consumed, and the differences between
subtypes and sources in their ability to cause disease. The approach was adapted to
surveillance data from Germany, the United Kingdom, the Netherlands, Sweden, Poland, and
France. Adaptations were made according to data features and availability, and the results
were interpreted in light of the differences in public health, animal and food surveillance, and
food consumption figures. National source attribution models were successfully developed
for the UK, Sweden, the Netherlands and France; the attempted models for Germany and
Poland did not provide appropriate convergence. Results suggest that the most important
sources of human salmonellosis vary between countries, and that international travel is the
single most important cause of disease in the majority of the investigated countries. A
comparison of both methods and results shows that the successful adaptation of this
approach is dependent on the quality and representativeness of the available data. The
model is a useful tool to estimate the most important sources of salmonellosis in the
countries, and we encourage other countries to apply source attribution approaches to assist
risk management and public health decisions.
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1 Introduction

Human salmonellosis is @ major cause of disease in Europe. In 2006, the incidence of human
salmonellosis in European Union Member States (MS) was 34.6 per 100,000 inhabitants
(EFSA, 2007). A wide variability is observed amongst the countries, and incidence estimates
ranged from 3.0 to 321.5 per 100,000 population in the different countries (EFSA, 2007).
This variability also reflects differences in surveillance and reporting systems in European
countries.

During the last decades, several countries have implemented intervention programmes to
prevent and control foodborne diseases, particularly foodborne zoonoses (Wegener et al.,
2003; EFSA, 2006). However, precise measure of the public health impact of such
interventions has been difficult, in part because the contribution of specific sources to the
burden of foodborne diseases is often unknown. To prioritize appropriate food safety
interventions, it is crucial to attribute the human disease burden of each foodborne infection

to specific sources (Pires et al., 2009)..

In order to get a better understanding of the mechanism behind the dynamics in the
occurrence of Salmonella infections in humans, Hald et a/ (2004) developed a microbial
subtyping approach for source attribution. The method estimates the number of human
cases attributable to each of the major animal-food sources. The method is routinely applied
by the Danish Zoonosis Centre, National Food Institute, and its results are published in the
Annual Report on Zoonoses in Denmark (e.g. Anon., 2006). Microbial subtyping has proved
to be a valuable tool in focusing food safety interventions to the appropriate animal reservoir
in Denmark, and provides an example of potential synergy between quantitative risk

assessment and public health surveillance (Wegener et al., 2003;Hald et al., 2004).

An attempt to adapt the model to other European countries’ data was made under the scope
of the “"Human Iliness Source Attribution” working group supported by Med Vet Net (WP 28).
National source attribution models for Salmonella were developed for Germany, United
Kingdom, the Netherlands, Sweden, Poland, and France. The method was adapted according
to the availability and features of the data, and the interpretation of results took into account
differences in public health processes, animal and food production, and food consumption
figures. We present a comparison of the methods and results from these models and the

model applied to Danish surveillance data.
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2 Material and Methods

2.1 Model overview

The model is built on the basis of the method described by Hald et al. (2004), where
Salmonella subtypes isolated from animals and foods in a given year are compared with
subtypes isolated from humans. The objective is to estimate the number of human cases
that can be attributed to each source. The method is developed under a Bayesian framework
and allows for the estimation of the contribution of additional factors, other than the
prevalence of each type on the food/ source and the amount of food consumed, to the
number of people infected with a particular type. These factors account for the differences in
the ability of different Sa/monella subtypes to cause disease and of different sources to act
as a vehicle for infection.

The basic model attribution equation is

)\ji = Pij * My« Qj * G (Equation 1),

where /;is the expected number of cases per type /and source j, Pj;is the prevalence of
type 7in source j, m;is the amount of source available for consumption in the country, a;is
the source-dependent factor for source j, and g; is the bacteria dependent factor for type i
The source and subtype related factors a;and g;were defined as uniform prior distributions.
g; for phage types within S. Enteritidis were fixed to 1, and all remaining g; estimates are

relative to this one.

2.2 Data used in the model

The original model attributes human sporadic and domestic Sa/lmonella infections to specific
sources based on the number of laboratory-confirmed infections caused by each Sa/monella
subtype, travel information for each case, prevalence of each subtype in the different
sources, and amount of source available for consumption in the country. The number of

outbreak cases per type (except 1 case) is subtracted from the total number of cases
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reported per type to estimate the number of sporadic cases. The remaining outbreak-related
cases are in the end added to the output of the model. Travel information and amount of
food source available for consumption are not an absolute data requirement, and the model
can be adapted without these parameters.

The variables and data differed between countries (Tables 1 and 2). This reflects differences
in data availability with regards to typing of Sa/monella isolates, travel information, number

of sources tested, and testing of imported foods.

The sources included in the models also differed between the countries. These differences
reflect not only availability of data, and thus coverage of national surveillance programmes,
but also differences in consumption habits and in the importance of the sources. Cases were
attributed to an “unknown” source if they were caused by subtypes not found in the sources
considered in the model, or caused by subtypes grouped into “other serotypes”, which the
model could not attribute to any of the sources.

All models were run in the WinBUGS 1.4 software with five independent Markov chains of
40,000 iterations, each starting with a different set of initial values for the prior distributions.
Convergence was monitored using the methods described by Gelman and Rubin (Gelman
and Rubin, 1992) and was considered to have occurred when the variance between the
different chains was not larger than the variance within each individual chain, and when the

chains had reached a stable level.

The Swedish model

In the period between the 1% of July 2004 and the 31% of June 2006, 1,296 laboratory-
confirmed sporadic cases, 227 outbreak-related cases and 5,859 travel-related cases were
reported in Sweden. All Sa/monella isolates were serotyped, and isolates of the serotypes
Enteritidis and Typhimurium were phage typed. Salmonellosis sporadic cases were attributed
to 10 sources: imported food (including human foreign cases), pigs, cattle, layers, broilers,
geese, passerine birds, seagulls, hedgehogs and unknown. Data from travel related cases
were included in the model as an addition to the available data on food. “Food” was
considered as a single source, and grouped isolates from samples from different imported
foods sampled at the retail level. The final model included 81 Sa/monella subtypes, including
“Salmonella others”, which grouped subtypes that only caused few cases of disease and

subtypes not found in any of the considered sources.
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The UK model

In the United Kingdom, a total of 41,264 lab-confirmed cases were reported to the Health
Protection Agency between 2003 and 2005. All Sa/monella isolates were serotyped, and
isolates of the serotypes Enteritidis and Typhimurium were phage typed. Human reported
cases included information on travelling abroad, although there is evidence that this was not
completed for all travel related cases. Human salmonellosis domestic sporadic cases were
attributed to 6 domestic animals-food sources, game bird and unknown. The final model

included 55 types (including “others”).

The Dutch model

A total of 1,232 sporadic cases, reported in 2006, were included in the Dutch model and
attributed to 4 sources: pigs, cattle, boilers and layers. All Salmonella isolates were
serotyped, and isolates of the serotypes Enteritidis and Typhimurium were phage typed. The
travel-related cases were extracted before modelling, and the proportion of the total
salmonellosis cases attributed to travelling was added again to the output of the model. The
dataset did not include human cases caused by subtypes not found in the animal sources.
The final set included 48 types (including “others”, which grouped the subtypes causing only

few human cases).

The German model

44,294 human salmonellosis cases were reported in Germany. These were attributed to 6
sources: pork, beef, chicken, eggs, turkey and reptiles. All Sa/monella isolates were
serotyped, and isolates of the serotypes Enteritidis and Typhimurium were phage typed.
Travel information was available for cases caused for all Salmonella serotypes, but not for
phage types within S. Enteritidis and S. Typhimurium. Data on the amount of source
available for consumption (/) of each source was included in the model; m; for the source
reptiles was assumed to be not available. The model included 67 types (including “others”,

which grouped isolates not found in the considered sources and infrequent subtypes).

The Polish model

The Polish dataset included 32,187 laboratory-confirmed cases, reported in 2005 and 2006.
All isolates were serotyped, but no phage typing information was available. The data did not
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include travel information. Nine sources, including domestic animal foods, aquatic products
and wild animals, were considered in the model: pork, beef, poultry, eggs, shellfish, other

animals, guinea fowl, buffalos and wild game.

The French model

The adaptation of the model to French data involved more substantial changes. The
adaptation of the source account model to Sa/monella French data was made at the French
Food Safety Agency (AFSSA). The French dataset for 2005,.includes 9076 domestic sporadic
lab-confirmed human cases as well as active surveillance data on layers, broilers, turkeys,
pigs and cattle and passive surveillance data on those 5 channels plus sheep, ducks, other
poultry and sea products. Data features include the serotyping of all Sa/monella isolates and
further subtyping of S. Enteritidis and S. Typhimurium by clusters of antimicrobial resistance
profiles. The model included travel information and consumption data for the included
sources. Sporadic Sa/monella infections are being attributed to pigs, cattle, broilers, layers,
turkeys, ducks, sheep, other poultry and sea products. The human data are provided by the
National Reference Center for Salmonella and the National Public Health Institute (Institut de
Veille Sanitaire). Regarding the agro-food sector, the active data are provided by the Food
Directorate (Agriculture Ministry) and the passive data, by the Salmonella Network (French
Food Safety Agency).

The Danish model

For the purpose of comparison of methods and results, we present the output of the Danish
model (as described above and by Hald et al. (2004)) applied to Danish Sa/monella
surveillance data from 2007. In this model, cases caused by 54 Salmonella subtypes
(including “others”, which grouped isolates not found in the considered sources and
infrequent subtypes) were attributed to eight sources: pork, beef, table-eggs, chicken,
imported pork, imported beef, imported chicken and imported turkey.
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3 Results

Adaptations of the Salmonella source attribution model were successful for data from the
United Kingdom, Sweden, the Netherlands, and France. The models from Germany and
Poland did not provide appropriate convergence, and thus results were not analyzed and are
not presented. Sa/monella source attribution estimates for France are in progress (David et
al., in preparation).

The proportion of cases attributed to the main sources varied considerably between the
three countries (table 3). In the UK, the food-source causing a higher proportion of cases
was chicken, followed by table eggs and pork. In contrast, the majority of the salmonellosis
cases in the Netherlands were estimated to be attributed to table eggs, followed by beef and
pork. In Sweden, the most important source was 7ood, which comprises cases caused by
imported foods; wildlife sources, and the animal sources layers, cattle and chicken, all
causing a very low proportion of cases (<1%), followed in order of importance.

Results suggest that international travel was the single most important cause of
salmonellosis in the UK and Sweden. Likewise, the majority of salmonellosis in Denmark was
attributed to travel. The proportion of cases attributed to travel in Sweden and in the
Netherlands correspond to reported travel-related cases, and were not estimated. The
proportion of cases attributed to an unknow source varied between 20 and 37% in the UK,
Sweden and Denmark.In the Netherlands, only around 4% of the cases were attributed to
unknown, but these cases correspond only to infections caused by infrequent types and do
not include cases caused by subtypes not isolated from the sources considered in the model.
As a consequence, this estimate is not comparable with the previous ones. The proportion of
outbreak-related cases was higher in Netherlands, representing around 11% of the total
cases of reported salmonellosis.

The UK and the Swedish models attributed human salmonellosis to sources not included in
the other models. In the UK, around 2% of the cases were attributed to lamb, and 1.4% to
the consumption of turkey. The Swedish model attributed around 6.8% of human disease to
imported foods, and cases were also attributed to wildlife sources; around 0.2% could be
attributed to geese, 0.2% to pass birds, 0.09% to seagulls, and 0.3% to hedgehogs.

The relative importance of the source (&) and the subtype (g) related factors differed
between the countries (table 4). Results are not directly comparable and should not be
contrasted in absolute numbers. Chicken and eggs were on the top three of the most

importance countries for two countries. Regarding the ability of Salmonella subtypes to
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cause disease, the order of importance varied in all countries, and only S. Newport was
common to the top subtypes with highest ability to cause disease in two of the countries (UK
and the Netherlands).

4 Discussion

The Danish source attribution model was adapted to attribute human salmonellosis in the
UK, Sweden and The Netherlands. The three models differed in the number of Sa/monella
subtypes, number of sources, and type of sources included. A comparison of results was only
possible for the sources included in the three models. These estimates were further
compared with the results of the original model, applied to attribute human salmonellosis in

Denmark.

A comparison of the relative proportion of the cases attributed to the common sources
included in the three models and in the Danish source attribution model revealed that the
contribution of the main animal-food sources varied between countries. 7able-eggs was
estimated to be the most important source of Sa/monella infections in the Netherlands and
Denmark, and a major contributer for human salmonellosis in the UK; in Sweden, this source
was estimated to be of minor importance. Chicken was estimated as the major source of
salmonellosis in the UK, and results of the Dutch model suggest cattle is a very important
source of disease in the country. Travel was estimated to be the single most important cause
of disease in the UK, Sweden and Denmark; in the Netherlands, travel-related cases were
not modelled, and cases reported with a history of travelling were added to the output of the
model. The presented proportion could therefore be an underepresentation of the true
importance of international travel to human salmonellosis in the Netherlands.

In Sweden, the majority of the cases was acquired abroad or derived from the consumption
of imported foods. A very low proportion of the cases was attributed to any of the food-
animal sources. The low estimated proportion of cases attributed to domestic food-animals is
explained by the very low prevalence of Salmonella in all food producing animals in the
country. Sweden’s Salmonella control program covering the entire food chain, from feed to

fork, was implemented over 50 years ago, and interventions have proven successful in
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reducing both the levels of Sa/monella in the whole production chain and the burden of
human salmonellosis attributed to domestic sources.

Even though the model provided appropriate convergence, the results of the Dutch model
were not coherent with results from a previously developed source attribution approach that
utilized the same data (Van Pelt et al., 1999;Valkenburgh et al., 2007). The principle of this
method is very similar to the model developed by Hald et al. (2004), but the statistical
methods differ. Despite these differences, we would expect results to be similar. However,
the order of importance of the four sources included in the estimates differ, and the original
Dutch approach attributes 29% of cases to table eggs, 21% to pigs, 11.6% to chicken and
11% to cattle compared to 41% for table eggs, 11% for pigs, 16% for cattle and 0.6% for
chickens in this model.

The relative importance of the estimated source-dependent factors (&) was substantially
variable in the three developed models and Denmark. In all models, these factors account
for relative differences in food consumption, sensitivity of the surveillance programmes,
variability of the sampling schemes and specific characteristics of the foods that may
influence their ability to act as a vehicle for infection, e.g. fat content, preparation and
processing, etc. It is also noteworthy that these estimates should not be compared in
absolute numbers, especially between countries that do not include food consumption data
in the models (e.g. UK, Sweden, the Netherlands) and countries that do (Denmark).

The Salmonella subtypes with highest ability to cause disease varied significantly in the three
countries. These estimates account for differences in the survivability of the various
Salmonella subtypes along the food chain, and potentially differences in their pathogenicity
to humans. However, the method is a sort of “black box” model and the g; values do not
translate into virulence of the specific subtypes. In addition, it is expected the most
important subtypes in different countries are a reflection of the occurrence of subtypes in
those countries, as well of the different types of sources the population is exposed to.

The model developed for Poland did not converge. The available data had little
discriminatory power (only serotype information), and merged information for multiple years.
Despite the discriminatory power of the German data, which included serotyping and phage
typing of the isolates, the model developed for Germany also did not provide appropriate
convergence.

An adaptation of the source account model to Sa/monella French data is in progress at the

French Food Safety Agency.
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Conclusion

The successful adaptation of the model is totally dependent on the quality and
representativeness of the available data. Still, the approach has proved useful for the
attribution of human salmonellosis, and therefore for the identification of the most important
sources of Salmonella in different countries. We conclude that the presented source
attribution approach is a valuable tool for the implementation of public health intervention
strategies in different countries, and to point out areas for future research and data

collection.
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Country Typing Travel Food consumption data

Serotyping  Phage typing

UK + + + -
Sweden + + NM* -
Netherlands + + NM* -
France + +E* + +
Germany + + + +
Poland + - - -
Denmark + + + +

*NM: not modelled

** : other subtyping method

+: Data included in the model

-: Data not included in the model

Table 1: Variables used in the different European models

Country Sources
Food/ Dom. Food/ Food/ Food/ Wildlife
Animals Game Seafood Imported
UK + + - - -
Sweden + + - +%* +
Netherlands  + + - - -
France + - + - -
Germany + - - - Reptiles
Poland + + + - +
Denmark + - - + -

*Imported food and “foreign cases” as a proxy for imported food
+: Data included in the model
-: Data not included in the model

Table 2: Sources included in the different European models
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Source UK Sweden Netherlands Denmark
Pigs/pork 34-3.7 0.002 -0.3 7.6-15.2 3.6-9.7
Cattle/Beef 0.1-0.25 0.003 -0.3 12.3-20.1 02-1.6
Broilers/Chicken 15.2-15.8 0.008 -0.2 02-1.8 0.1-1.8
Layers/Eggs 8.8-9.3 0.08-0.3 37.5-44.5 89-13.2
Turkey 1.1-1.7 NE NE NE
Lamb 2.0-23 NE NE NE
Game birds 0.6-0.7 NE NE NE

Food NE 6.2-75 NE NE
Wildlifet NE 0.3-0.9 NE NE
Travel 37.8 81.9 16.40 46.3
Outbreaks 5.8 2.9 10.80 4.4
Unknown 25.1-25.8 7.3-6.6 1.0-7.8 20.0 — 26.8

NE: not estimated

* "Unknown" in The Netherlands does not represent cases caused by types that were not identified in the described sources
** Travel related cases in the Netherlands were not modelled, but added to the final output of the model

TIncludes geese, passerine birds, seagull and hedgehog

Table 3: Estimated proportion of cases of human salmonellosis attributed to specific sources

in the UK, Sweden, the Netherlands and Denmark (95% CI)
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Fig. 1: Estimated proportion of cases attributed to specific sources in the UK, Sweden, The

Netherlands and Denmark

* "Unknown" in The Netherlands does not represent cases caused by types that were not identified in the described sources
** Travel related cases in the Netherlands were not modelled, but added to the final output of the model

***Percentages do not add to 100%; some sources excluded
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UK 4 di
Chicken 15250 [14610, 15900] S. Newport 2215 [1700, 2855]
Eggs 10030 [9469, 10590] S. Hadar 57.4 [34.1, 89.4]
Lamb 3507 [2648, 4407] S. Arizonae 447 [30.4, 63.3]
Sweden Sweden
Chicken 26 [91.6, 0.3] S. Napoli 2149 [127, 332.2]
S. Typhimurium
Hedgehog 19.2 [88.0, 0.1] NST 1302 [59.6, 231.5]
S. Typhimurium
Seagull 12.1 [80.9, 0.0] DT12 1172 [57.7, 200.6]
Netherlands Netherlands
Eggs 3.5 [3.2, 3.8] S. Corvallis 1622 [9.0, 468]
Cattle 2.1 [1.4, 3.0] S. Muenchen 384 [l16.4, 75.3]
Pig 0.3 [0.2, 0.4] S. Newport 30.2 [12.0, 61.3]
Denmark Denmark
S. Typhimurium
Beef 421%10° [7.41*%10°, 1.75*10°] DT104Q 2433 [6.4, 852.5]
Imported beef 4.21%10° [7.41*10°, 1.75%10°] S. Thompson 748 [22.1, 99.2]
Eggs 8.06*107 [6.47*107, 9.73*10”] S. Senftenberg 66.6 [22.0, 98.4]

Table 4: Estimated source- (8j) and food-dependent factors (Qi) for the UK, Sweden, the

Netherlands and Denmark, mean and 95% CI
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Sensibilité du modele aux priors
iInformatifs

Quatrieme article
Modele bayésien d‘attribution par typage microbiologique :
sensibilité a l'information a priori informative et une proposition

En finalisation pour soumission a Foodborne Pathogens and Disease
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Le modele a été utilisé avec succés au Danemark, en Grande-Bretagne et aux Pays-Bas.
Cependant, les résultats obtenus pour ces pays sont apparus comme divergents quant aux
sources principales, hors cas liés a un voyage. De plus, pour la Pologne et I'Allemagne, la
convergence du modeéle n’a pu étre atteinte. La raison invoquée repose sur le manque de
qualité et de représentativité des données, ce qui semble peu réaliste pour les données

allemandes.

Le modéle proposé par les Danois est un modele surparamétré et nécessite donc
I'introduction d'information & priori « informative » sur certains parametres. Cette
information informative peut porter sur le parametre source-dépendant (qui mesure la
différence entre les sources quant a leur capacité a véhiculer les salmonelles), et/ou sur le
parametre type-dépendant (qui mesure la différence entre les types quant a leur capacité a
causer des infections). L'objectif des travaux présentés ci-apres était d'évaluer Iimpact de
I'information informative introduite dans le modele.

Pour ce faire, les analyses ont été conduites a partir du jeu de données francais, pour lequel
seules 4 sources potentielles ont été considérées (poules pondeuses, poulets de chair, dindes
et porcs). Différentes variantes du modéle ont été considérées : un modeéle simple
déterministe, qui sert de base de référence, le modéle originel assorti de quatre types
d'information différents, ainsi que I'adaptation du modéle proposée par Mullner et a/(2009)".
Les quatre types d'information considérés correspondent a deux variantes de la
paramétrisation utilisée dans la publication originelle (Hald, Vose et al. 2004) (le parametre
type-dépendant est fixé a une valeur arbitraire pour un type de référence), et deux variantes
que nous proposons (les paramétres type-dépendants correspondants aux types spécifiques

sont fixés soit a une valeur arbitraire soit a une valeur calculée a partir des données).

! Cf partie Objet et contexte de I’étude, § 5.2
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Les résultats obtenus pour chacune de ces 6 variantes sont comparés en termes
d’adéquation du modele, de résultats d'attribution par source et de distribution a posteriori

des parametres source et type dépendants.

Le projet d'article suivant est prévu pour soumission a Foodborne Pathogens and Disease,

apres relecture par un traducteur.
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1 Introduction

Assessing the relative importance of the different reservoirs is a major issue regarding
foodborne zoonoses such as salmonellosis or campylobacteriosis. As Sa/monella is ubiquitous
and present at a non negligible level in all the food-animal reservoirs and considering the
fact that no fail-proof way to ensure the safety of food exists at any stage of the food chain
(Allard 2002), controlling the presence of this pathogen from the farm level on seems critical
(Sofos 2008). The attribution tool is thus a useful, let say indispensable tool to identify and
prioritize interventions aiming at controlling it throughout the food chain (Batz, Doyle et al.
2005). Several methods are used worldwide to perform attribution: microbiological
approaches (microbial subtyping approach and comparative exposure assessment),
epidemiological approaches (case control studies), analyses of outbreak investigations as
well as intervention studies and expert elicitation (Batz, Doyle et al. 2005; Pires, Evers et al.
2009). One of the most advanced models so far has been developed by Hald et al (Hald,
Vose et al. 2004). This microbial subtyping approach tool allows attributing lab-confirmed
human cases at the reservoir point to animal sources and is based on the serotyping and
subtyping of Salmonella strains. Its principle is to compare the distribution of the types
within the human cases and in the food sources, taking into account the consumption of
each food source by the population. Its specificity is to take into account the differences
between sources in their capacity to vehicle the pathogen and between the bacterial types in
their capacity to induce infection, thanks to a bayesian framework with Markov Chain Monte
Carlo simulations. However, as noticed by Mullner et a/ the proposed model is not
identifiable because of too many parameters to be estimated (Mullner, Jones et al. 2009).
Thus, it is necessary to select a priori some parameters and fix them. In a Bayesian
framework, including informative priors could have an important impact in the simulated

joint posterior distribution of the parameters and thus on the marginal posterior distributions
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of interest (Gilks, Richardson et al. 1996). As a consequence, informative information
included in a model has to be in agreement with the literature or validated by a sensitivity
analysis (Binkowitz and Wartenberg 2001). With the informative priors (selected parameters
and corresponding values) proposed by Hald et a/ some countries met difficulties when
applying the model to meet convergence, despite the availability of apparently reliable data
on the main animal channels and on the human cases (Pires, Nichols et al. 2008). To
overcome such problems, Mullner et a/ proposed a modification consisting in a hierarchical
modelling, allowing reduction in the number of parameters to estimate. However, this way of
doing entails a large increase in the posterior credibility intervals due to weak information on
the introduced hierarchical level.

In this work, we propose to study the impact of the chosen informative priors on the
marginal posterior distributions of interest, for Hald’s proposal and a data-based alternative.
Results are also compared with Mullner’s approach and with a proposed simple model. This

work was applied to the 2005 French dataset.

2 Material and methods

2.1 Data

The microbial subtyping approach requires spatially and temporally related data on the
distribution of Salmonella types in the human cases and the various food sources at the
reservoir point (i.e. farm level or abattoir). Data on the consumption of the considered
sources is also necessary.

The data on the human cases come from the Sa/monella National Reference Centre (NRC)
and the National Public Health Institute (InVS). The human cases included in the model are
domestic sporadic cases registered in 2005. Known travellers, cases from the outseas

territories and departments, and outbreak related cases are excluded on the basis of the
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information given by NRC and InVS. The most recent year for which all the necessary
information on the cases was available was 2005, it is thus the one considered as reference
year in this work.

As to dispose of national representative prevalence data per Sa/monella serotype in the
animal sources, we used the data collected by the Food Directorate of the French Agriculture
Ministry in the frame of the European baseline studies (layers, broilers, turkeys and pigs) and
of the national surveillance plan of antimicrobial resistance in indicator and zoonotic bacteria
in cattle (David, Danan et al. submitted). The data were collected in 2005 for layers and
cattle, 2006 for broilers and 2007 for turkeys and pigs, based on a national representative
sample of farms or carcasses. No equivalent national representative data were available in
France in 2005 for broilers, turkeys and pigs. The strains were collected at the farm level for
layers, broilers and turkeys and at the abattoir level for pigs and cattle. The prevalences
were adjusted to flock size for layers, broilers and turkeys.

To optimize the attribution, Enteritidis and Typhimurium strains which represent more than
30% of the human cases each, have been further subtyped. The subtypes were defined
through Multiple Correspondence Analysis (MCA) and mixed classification (Berge, Atwill et al.
2003) applied on the antimicrobial resistance profiles (disk diffusion method, amoxicillin,
chloramphenicol, ceftazidim, gentamicin, kanamycin, nalidixic acid, streptomycin, sulfamides,
sulfamides-trimethoprim, tetracyclin) of all Enteritidis and Typhimurium strains for the animal
sources and a subset of strains for the human cases (92 strains out of 3536 (2.6%) for

Typhimurium ; 102 out of 3138 (3.3%) for Enteritidis).

To be as close as possible to the effective consumption of the different sources by the
French population, the consumption data used, come from the national individual survey on
food consumption (INCA study) conducted by the French Food Safety Agency (AFSSA) in

1999 on 3 003 representative subjects above 3 years old (Volatier 2000). These results were

148



actualized on the basis of the data concerning the available amount of each source on the
market published annually by the French Livestock Institute. This allows taking the evolution

of the consumption from 1999 to 2005 into account.

2.2 Description of the models

2.2.1 Simple approach

A simple approach was used to estimate in a simple manner the number of human cases
contaminated by a source. As mentioned by Zwietering, a simple model is well adapted to
have an insight on the functionality of the model (Zwietering 2008) and thus, the attribution
estimations obtained with the following simple model were used as reference.
This approach assumes that all the sources are equivalent vehicles for the pathogen and all
the serotypes have the same capacity to induce infection. The expected number of human
cases of type i (i=1,...,I) linked to a source j (j=1,..., J) (;) is proportional to the prevalence
of type i in source j (p;) and to the exposition of the human population to source j,
measured by the amount of source j consumed by the general population (M;). The total
observed number cases of type i (o) is distributed among the sources in which type i is
present according to the relative weight:
_ Py xM;
/1ij—zpiijjX0i (1)
J
The expected number of cases due to source j is obtained by summing the X; on i.
As mentioned earlier, only a percentage of Enteritidis and Typhimurium cases are subtyped
It is thus necessary to introduce a reallocation step in the process. The types distribution

observed within the cases that have been subtyped is used to allocate the cases with

unknown subtype. This assumes similar subtype distribution for the cases subtyped and for
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the cases not subtyped. The obtained reallocated numbers of cases per type are used in

place of o;. This way of doing is referred to as “deterministic reallocation”.

2.2.2 Bayesian approach

Hald model: With previous notations, the humber of observed human cases (0;) is assumed
to be Poisson distributed:

0; ~ Poisson (25 Ay) with Aj= M; pj Gi g (2)
Thus, the expected number of human cases due to a given type i in a given source j (Aj)
depends on the prevalence of the type i in the source j (pj;), as well as the consumption of
the source j in the general population (M;) as for the simple model, but two new parameters
are introduced: a source dependant parameter (a;) and a type dependant parameter (q;). As
defined by Hald et a/, the type dependant factor (q;) summarizes the characteristics of the
serotype (survivability, virulence, pathogenicity, ...) which determine its capacity to cause an
infection and the source dependant factor (a;) summarizes the characteristics of the source
(physical properties, preparation methods, processing procedures, ...) which determine its
capacity to act as a vehicle for Sa/monella (Hald, Vose et al. 2004).
The expected number of cases due to source j is obtained by summing the X; on i.
From the writing of the model, an overparameterization appears, which concerns J]
parameters. Thus, informative priors have to be introduced for at least J parameters, which
consists in first selecting the parameters to be fixed and then determining the constant
values to which they are fixed. This step will concern the type-dependant parameters, which
can be justified by the fact that there are only J source-parameters and moreover that the
type-dependant parameters, have a stronger impact on the results than the source
dependent parameters (Sarwari, Magder et al. 2001).
The untyped Typhimurium and Enteritidis cases were here reallocated in a bayesian way,

assuming, as for the simple model, that the subtypes distributions are similar for subtyped
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and not subtyped cases, and using Gamma distributions to reflect the uncertainty on the

observed numbers of cases per type. For more details see Hald et al (2004).

Mullner model: To avoid including informative priors, the gis are modelled as random
variables which follow a log normal distribution with a fixed constant mean and a precision
parameter to be estimated (in the place of the qgis). The gamma distribution was used for the
precision parameter. From the simulated joint posterior distribution, marginal posterior
distributions of the random variables gs can be recovered and were used to draw
comparisons with the other models, even if their trace plots didn't appear to stabilize. Prior

information used was the same as authors’ proposal (Mullner, Jones et al. 2009).

Common features

Unlike Hald’s work, where three sources of uncertainty concerned the human data (travel’s
proportion, outbreak related cases, Enteritidis and Typhimurium subtyping) which led to a
complex model, our application exclusively contains one source of uncertainty (Enteritidis
and Typhimurium subtyping). Accordingly, with the French dataset, the model results are
easiest to interpret for what concerns the impact of the informative priors on the attribution
results and on the parameters estimations (Zwietering 2008).

For the three considered approaches, it is assumed that cases with a history of travel or
living in the overseas departments and territories have not acquired their Salmonellosis on
the national metropolitan territory and, the way around, that domestic cases have been
infected on the metropolitan territory. Moreover, we consider that the human cases infected
by a type included in the model shall have been contaminated by one of the sources
considered. The exposition to the sources is assumed to be similar in the general population
and in the cases. And finally, these approaches require the microbiological types to be

heterogeneously distributed among the sources considered.
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Prior information

Informative priors

Two different configurations of the Hald model, each declined in two versions were studied.
The first one corresponds to the original proposal fixing a reference type, the second focuses
on specific types (i.e. types present in only one food-animal source).

In their work, Hald et a/ assumes that the q;s are of equal value for the subtypes within the
serotype Enteritidis (reference type) and within the serotype Typhimurium. For Enteritidis,
the gis are moreover fixed to an arbitrary constant value while for Typhimurium a uniform
prior distribution is chosen (Table 1). This proposal is referred to as “Reference-Type 1”.
Enteritidis has been chosen by Hald et a/, because it is the most frequent serotype within the
human cases. Though, in the French dataset, the most frequent serotype is Typhimurium.
Thus, another configuration has been studied, where Typhimurium and Enteritidis roles are
inverted, Typhimurium becoming the reference type. This one is referred to as “Reference-
Type 2". Both proposals assume that type dependant parameters for Enteritidis and for
Typhimurium are independent of subtypes. Since Enteritidis and Typhimurium serotypes are
both concerned by the reallocation process, an influence of the informative prior on this

stage is to be expected.

We propose to fix specific types, not involved in the reallocation process as to prevent any
possible interaction with this last one. For these serotypes, the link between the number of
cases due to type i and its prevalence in the source is direct, which allows to determine a
data-based value for g. However, as to study the impact of the way the constant values are
defined, the type dependant parameters associated to specific types are either fixed to an
arbitrary constant value (Specific-Types 1) or to data-based values (Specific-Types 2). These

values were calculated as follow:
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where 0; is the observed number of cases due to type i, pj is the prevalence of type i in the
unique source j. We thus used the percentage of human cases divided by the prevalence in

the source as an indicator of the capacity of type i to cause an infection.

Non informative prior distributions for other parameters

Prior distributions for the a;s and not fixed gis are uniform distributions with 0 as lower value.
To assess that the upper value set allows encompassing all the possible values for the
parameter, the posterior distributions are visually checked. If these distributions seem to be

arbitrarily cut off, the uniform distributions are widened as indicated by Hald et al.

Constant values and non informative prior distribution’s parameters

Arbitrary constant and prior distribution’s parameters were chosen to optimize the
reallocation process and the convergence of marginal posterior distributions of the a;s et gis
unknown parameters (table 1). They were determined as to assure first the compatibility of
the reallocation with the observed proportions of subtypes and, second, to ensure that a
minimum of the a;s and gis have marginal posterior distribution arbitrarily cut off.

Adequate posterior results were easily obtained for both Specific-Types based configurations
but they were partially and particularly hard to achieve for both Reference-Type based
configurations, and higher values than those proposed by Hald were necessary. For
Reference-Type 1, 5 unknown q parameters (14% of the g's) and for reference-type 2, 7
unknown g parameters (19% of the g's) have a marginal posterior distribution cut off.
However, using widely dispersed starting values didn't modify the posterior marginal

distributions of interest.
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2.3 Software used
Analyses were performed using Excel® for the simple approach and Winbugs 1.4® for the

bayesian models (Lunn, Thomas et al. 2000).

3 Results

3.1 Data

A total of 9 076 human cases were included in the dataset, as well as the prevalence results
for 519 layer farms, 371 broiler farms, 331 turkey farms, 1 166 pig carcasses and 334 cattle
carcasses (Figure 1). However, because of the very low prevalence of Salmonella in cattle
(only 2.4%), inducing an important asymmetric density of the marginal posterior distribution
with a small number of attributed cases (around 50), cattle was excluded as a source for this
comparative study. The types are heterogeneously distributed among the sources according
to Fisher exact tests.

Serotypes considered were those who were the most frequent among human cases (> 30
cases) and in sources (> 15% of the strains within a source) and those corresponding to
specific types. The serotypes which didn't fulfil those criteria were included in “others”
category. For Enteritidis and Typhimurium, 9 subtypes were defined each. But only 5
subtypes for Typhimurium and 3 for Enteritidis were included in the model. Those subtypes
are the ones observed simultaneously in the human cases and at least in one animal source.
The other subtypes were grouped in categories “other Typhimurium” and “other Enteritidis”.

Human cases belonging to the three “other” categories could not be considered for the

attribution because, depending on the source, those categories have different types
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compositions, which makes it impossible to distribute the relative cases according to
prevalences that are not comparable. Thus, as these cases cannot be attributed to a source,
5 938 cases spread between 28 serotypes, 5 Typhimurium subtypes and 3 Enteritidis
subtypes were considered for attribution and referred to as attributable cases.

Our studied sample contains two reference types including 8 subtypes (2 of which are
specific), 12 specific types not included in the reference types and 14 other serotypes.
Excluding Enteritidis and Typhimurium subtypes, a total of 5 types are specific to pigs, 2 to
layers and 2 to broilers and 2 to turkeys (Table 2).

Finally, on the basis of the updated results of the INCA study, national consumption for 2005
was 82 301 tons for layers (eggs), 84 842 tons for broilers, 18 967 tons for turkeys and

161 971 tons for pigs.

3.2 Attribution

Results presented correspond to runs of 100 000 iterations of the Gibbs sampler with a thin
of 25. Convergence diagnostics were satisfactory (Cowles and Carlin 1996; Brooks and
Gelman 1998; Brooks and Roberts 1998b). From these runs, parameters estimates (posterior
means, posterior variances and posterior 95% credibility intervals) were computed from the

last 50 000 iterations.

We first performed comparisons corresponding to adequacy diagnosis. It concerned the
number of cases per type and the total number of attributed cases, which were compared to
the observed values. We then analyzed the expected numbers of cases per source with the
simple model’s results as reference. Finally, for models giving adequate results, the type and

source dependant parameters were considered.
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3.2.1 Adequacy of the model

Predicted and observed numbers of cases per type are in good agreement for Specific-Types
2 and for Mullner models, unlike both Reference-Type configurations and Specific-Types 1
(figure 2). Indeed, for both Reference-Type configurations, 5 subtypes are not well
predicted. Regarding Typhimurium, subtypes 1, 2, 3 and 4 are concerned. The expected
number of cases for Typhimurium globally is 113 for Reference-Type and 1 for Reference-
Type 2, where 1 807 Typhimurium cases are observed. The discrepancy is less spectacular
but still significant for Enteritidis, with 2 concerned subtypes, SE multiS and SE1. For
Reference-Type 1, 1 796 and 869 cases are expected respectively for SE-multiS and SE1 vs 2
092 and 615 observed cases. For Reference-Type 2, 315 cases are expected for SE1 vs 615
observed. These weak fits are not related to the cut off of the marginal posteriors
distributions of the g's, except for SE1 in the Reference-Type 2 configuration.

For Specific-Types 1 configuration, almost all specific types are not well predicted
(Stourbridge, Bovismorbificans, Oranienburg, Heidelberg, S 48:z4,z23:-, Havana, Ohio,
Goldcoast, Bareilly, Aijobo). Though, in this last case, the convergence is good and the
mismatch concerns only serotypes associated to a small number of cases (5% of attributable
cases overall).

As a consequence, the total expected number of cases with Specific-Types 2 (n= 5 745) and
Mullner (n = 6 000) models are in accordance with the 5 938 observed attributable domestic
sporadic cases. This is also true for Specific-Types 1 (n = 5 745) despite the discrepancy for
some of the specific types. Finally, for the Reference-Type configurations, a decrease of
around 30% in attributed cases is observed (4 122 expected cases for Reference-Type 1 and

4 079, for Reference-Type 2).
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3.2.2 Number of cases per source

According to the model, posterior attribution means per food source can be very different
(figure 3). Only two proposals are in accordance with the proposed simple model, that is
Specific-Type 2 and Mullner’s models. In those cases, considering marginal posterior means
or percentages, ranking are similar for the most important sources: layers as the main
source for human cases and pigs at the second place (Tableau 3). The ranking for turkeys
and broilers is not so clear. However, in both models these sources are not significantly
different. Though, with Mullner’s model, no firm conclusion on the relative importance of the
sources can be made, because of very wide 95% CI (95% Credibility Intervals).

For the other models, the results are quite heterogeneous since presenting contrasting
marginal posterior means, some of which seem unlikely. For example, when applying
Reference-Type 1, less than 10% of the cases should be attributed to layers which is not
compatible with literature (Mglbak and Neimann 2002; Hald, Vose et al. 2004; Hennessy,
Cheng et al. 2004; Greig and Ravel 2009), and with the high proportion of Enteritidis strains

observed in this source (Figure 1).

3.2.3 Type and source dependant parameters

The results for those parameters are presented only for Specific-Types 2 and Mullner models
which have a good adequacy and attribution results in accordance with the simple model.

The ranking and even the posterior means of all type-dependant parameters are quite
similar for both models, except for subtype ST2 (figure 4). Though, the 95% CI are so wide
for this subtype that the difference of the posterior means for the two models isn't
significant. In fact, wide credibility intervals related to the reallocation process are observed

for all the subtypes within Enteritidis and to a less extent within Typhimurium.
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The global agreement of g values between both models and especially for the specific types,
strengthens the appropriateness of the proposed data-based informative values of the type
dependant parameters for the specific serotypes. What’s more, we compared the posterior
means obtained with the Specific-Types 2 model for the 2 specific types not fixed because
involved in the reallocation (ST2 and SE2), with the constant value that would have been
calculated as defined in equation (3) (for the subtypes, the proportion of observed cases is
obtained using the deterministic reallocation). The calculated value and posterior means
were respectively 19.78 versus 14.01 (95%CI 0.68-37.17) for ST2 and 4.96 versus 4.30
(95%CI 0.17-12.76) for SE2, which shows a good agreement between the calculated and
estimated values.

Several serotypes appear to have high posterior means, or calculated values. The Enteritidis
subtypes, especially SE-multiS and SE1, ST2 and some of the specific types, i.e. Stourbridge
(Pigs-related), Bovismorbificans (Pigs-related), Oranienburg (Layers-related), Heidelberg
(Broilers-related) and Havana (Layers-related).

The source dependant parameters present, for both models, highest posterior means for
broilers (Mullner: 1.11 [0.21 — 3.49], Reference-Types 2: 0.41 [0.30 — 0.55]). As the 95% CI
for Mullner is very wide, the source-dependant parameter for broilers is not significantly
different between both models. For what concerns the other sources. They are smallest than
the broilers-dependant factors and near from each other (Mullner: 0.08 to 0.11, Specific-
Types 2: 0.05 to 0.09). Within Specific-Types 2 model, the relative a factors are significantly
smallest than the broilers-dependant one. Thus no firm conclusion can be drawn from the
Mullner estimations, but with the Specific-Types 2 configuration, the source-dependant factor

relative to broilers appears significantly higher than the three others.
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4 Discussion

The dataset gathered for this work suffers from some insufficiencies. The human cases are
collected on a passive way and on a voluntary basis, as sporadic Salmonellosis isn't
submitted to mandatory declaration. Though, the coverage of the NRC database is estimated
to 40% of the confirmed cases and its representativeness has been estimated as good
(David, Danan et al. submitted). It thus constitutes a reasonable basis for such a study.

The data gathered for the sources are not timely consistent with the human ones, but they
are representative and give access to prevalences per serotype and subtype, which wasn't
possible with other sources of data on food-animals. As the aim of this work was to
understand the functionality of the model and not to produce attribution estimates for
France, we still used them. Though, the estimations provided by the models must be
considered with caution in view of the quality of the dataset, the exclusion of cattle as a

source and the underlying assumptions.

The overparameterization of Hald model has been originally treated by assuming equality in
some type dependant parameters, while fixing a reference serotype to an arbitrary constant
value. Recently, Mullner proposed to reduce the number of parameters to be estimated by
introducing a hierarchical structure for the type dependant parameters despite of their low
number. Our proposal targets the informative prior as did Hald et a/, but is based on specific
types rather than on a chosen reference type. We use the fact that, as specific types are
present in a unique source, the link between the prevalence and the proportion of the
human cases induced is direct. The values, to which they are fixed, are data-based and shall
reflect their capacity to induce infection measured in percentage of cases per prevalence

rate. These values are in agreement with marginal posterior means of Mullner’s model which
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comforts our proposal. For simplicity, all specific types were fixed, but, fixing only J specific

types among which at least one in each source, led to similar results.

As expected, the bayesian attribution model appears very sensitive to informative priors and
the way the priors are defined. Even when complying with Hald’s proposal, that is fixing
Enteritidis (Reference Type 1) or Typhimurium (Reference Type 2) which are almost equally
frequent within the human cases, the attribution results are spectacularly different.

The Specific-Types based information has thus several advantages. Namely, in regard to the
Reference-Type solution which fixes the most frequent serotypes (over 30% of the cases in
our dataset), when fixing specific serotypes, only a small proportion of the human cases (5%
in our dataset) is concerned. With no certainty on the accuracy of the constant values
chosen to fix the relative q parameters, the potential direct influence is thus minimized. This
also allows avoiding any interaction with the reallocation process in which the reference
types are implied. Namely, when fixing a reference type dependant parameter, the
reallocation process was shown to be dependant of the combination: constant value / upper
value of the uniform distributions of (q;). Moreover, when fixing parameters to arbitrary
values, the repartition of the cases among the sources isn't realistic, the total expected
number of cases isn't in accordance with the number of attributable cases and the expected
numbers of cases per type aren’t in agreement with the observations for the fixed types,
whichever those are (reference types or specific types). On the contrary, introducing data-
based informative priors on specific types not involved in the reallocation seems a good
alternative. Another point is that the Specific-Types based solution doesn't require to make
any assumption on the equality of the type-dependant parameters for the subtypes within
Enteritidis and Typhimurium. As we used the antimicrobial profiles as subtyping tool and as
some resistance traits have been shown to be linked to virulence factors especially in

Typhimurium (Martinez and Baquero 2002; Mglbak 2004; Foley and Lynne 2008), this is of
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primarily importance. Regarding Mullner approach, the obtained results are comparable, but
the convergence is easier to meet with the Specific-Types based solution and the credibility
intervals are much nearer?, allowing concluding on the relative importance of the sources,

which wasn't possible with Mullner model for our dataset.

Though, this approach requires disposing of as many specific types other than Enteritidis and
Typhimurium as food-sources included, which for example was not the case in the Danish
dataset (Hald, Vose et al. 2004), but maybe because specific serotypes were among the less
frequent types categorized as “others”. If no such specific serotypes can be found even in
the less frequent ones, then a solution would be to apply the simple model, except that
including the source-dependant and the type-dependant parameters is a key point to
enhance the source attribution estimates, as differences between the sources in their
capacity to vehicle the pathogen and the differences between types to induce infection are
described in the literature (Blaser and Newman 1982; D'Aoust 1989; Sarwari, Magder et al.
2001; Coleman, Marks et al. 2004; Bollaerts, Aerts et al. 2008; Jones, Ingram et al. 2008).
Another limit of this approach was common with Hald’s and Mullner’s proposals and linked to
the dataset. The subset of Enteritidis and Typhimurium strains tested for antimicrobial
resistance in the human dataset represents less than 4% of the total number of Enteritidis
and Typhimurium cases. This leads to wide credibility intervals for the posterior distribution
of the relative type dependant parameters and for the predicted numbers of cases per type
and source, whichever the model was. Testing more strains for antimicrobial resistance could

greatly enhance the predictions of all models.

As a conclusion, we proposed alternative informative priors, based on specific types, to be

used in the Hald model. For datasets comprising specific types not involved in a reallocation

process, our proposal allows enhancing the convergence and avoiding biases in the results of
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the model. The obtained results are consistent with the simple model and allow drawing
significant differences between the sources. We thus would recommend using the Specific-
Types based informative prior when possible.

However, this approach could be enhanced in several ways. First of all, the bayesian
framework allows to introduce uncertainty on the parameters. Thus, low flat distributions
centred on the proposed data-based values could be introduced to replace the constant
values to which the parameters are fixed. A further step in this approach would be to find
exogenous information reflecting the infectious capacity of the concerned types (dose-
response relationship, virulence or pathogenicity) to define those values.

Another path to enhance the quality of the model’s predictions would be to use
proportionality parameters in the informative priors set on the specific-types dependant
parameters associated to the same source. At last, when running the model, the source and
the type dependant parameters appeared inter-dependant, which is consistent with the
known specificity of the dose-illness relationship for a serotype-food matrix combination
(Bollaerts, Aerts et al. 2008). It thus would be interesting to initiate a reflection on how to

introduce interactions between both parameters in the model.

Finally, a recent paper emphasized the possibility to obtain convergent results with
inappropriate priors without warning from the BUGS software (Lunn, Spiegelhalter et al.
2009). Thus, it appeared in this work that the sensitivity analysis was essential to judge of
the appropriateness of the approaches for a given dataset and that some apparently logical

assumptions led to inappropriate results.

162



References

Allard, D. G. (2002). "The 'farm to plate' approach to food safety - Everyone's business."
Canadian Journal of Infectious Diseases 13(3): 185-190.

Batz, M. B., M. P. Doyle, et al. (2005). "Attributing illness to food." Emerging Infectious
Diseases 11(7): 993-999.

Berge, A. C. B., E. R. Atwill, et al. (2003). "Assessing antibiotic resistance in fecal Escherichia
coli in young calves using cluster analysis techniques." Preventive Veterinary Medicine
61(2): 91-102.

Binkowitz, B. S. and D. Wartenberg (2001). "Disparity in quantitative risk assessment: a
review of input distributions." Risk Anal 21(1): 75-90.

Blaser, M. J. and L. S. Newman (1982). "A review of human salmonellosis: 1. Infective dose."
Reviews of Infectious Diseases 4(6): 1096-1106.

Bollaerts, K., M. Aerts, et al. (2008). "Human salmonellosis: estimation of dose-illness from
outbreak data." Risk Anal 28(2): 427-40.

Brooks, S. P. and A. Gelman (1998). "General methods for monitoring convergence of
iterative simulations." Journal of Computational and Graphical Statistics 7(4): 434-
455.

Brooks, S. P. and G. O. Roberts (1998b). "Convergence assessment techniques for Markov
chain Monte Carlo." Statistics and Computing 8(4): 319-335.

Coleman, M. E., H. M. Marks, et al. (2004). "Discerning strain effects in microbial dose-
response data." J Toxicol Environ Health A 67(8-10): 667-85.

Cowles, M. K. and B. P. Carlin (1996). "Markov Chain Monte Carlo Convergence Diagnostics:
A Comparative Review." Journal of the American Statistical Association 91(434): 883-
904.

D'Aoust, J. (1989). Salmonella. Foodborne Bacterial Pathogens. M. P. Doyle. New York,
Marcel Dekker: 327-445.

David, J. M., C. Danan, et al. (submitted). "Structure of the French farm to table surveillance
system for Salmonella."

Foley, S. L. and A. M. Lynne (2008). "Food animal-associated Salmonella challenges:
pathogenicity and antimicrobial resistance." Journal of animal science 86(14 Suppl).

Gilks, W. R., S. Richardson, et al. (1996). Markov Chain Monte Carlo in practice:
Interdisciplinary Statistics. London, Chapman & Hall/CRC.

Greig, J. D. and A. Ravel (2009). "Analysis of foodborne outbreak data reported
internationally for source attribution." International Journal of Food Microbiology
130(2): 77-87.

163



Hald, T., D. Vose, et al. (2004). "A Bayesian approach to quantify the contribution of animal-
food sources to human salmonellosis." Risk Anal 24(1): 255-69.

Hennessy, T. W., L. H. Cheng, et al. (2004). "Egg consumption is the principal risk factor for
sporadic Salmonella serotype heidelberg infections: A case-control study in foodnet
sites.” Clinical Infectious Diseases 38(SUPPL. 3).

Jones, T. F., L. A. Ingram, et al. (2008). "Salmonellosis outcomes differ substantially by
serotype." J Infect Dis 198(1): 109-14.

Lunn, D., D. Spiegelhalter, et al. (2009). "The BUGS project: Evolution, critique and future
directions." Stat Med.(28): 3049-3067.

Lunn, D. J., A. Thomas, et al. (2000). "WinBUGS - A Bayesian modelling framework:
Concepts, structure, and extensibility." Statistics and Computing 10(4): 325-337.

Martinez, J. L. and F. Baquero (2002). "Interactions among strategies associated with
bacterial infection: pathogenicity, epidemicity, and antibiotic resistance." Clin
Microbiol Rev 15(4): 647-79.

Mglbak, K. (2004). "Spread of resistant bacteria and resistance genes from animals to
humans - The public health consequences." Journal of Veterinary Medicine Series B:
Infectious Diseases and Veterinary Public Health 51(8-9): 364-369.

Mglbak, K. and J. Neimann (2002). "Risk factors for sporadic infection with salmonella
enteritidis, Denmark, 1997-1999." American Journal of Epidemiology 156(7): 654-
661.

Mullner, P., G. Jones, et al. (2009). "Source attribution of food-borne zoonoses in New
Zealand: A modified hald model." Risk Analysis 29(7): 970-984.

Pires, S. M., E. G. Evers, et al. (2009). "Attributing the human disease burden of foodborne
infections to specific sources." Foodborne Pathog Dis 6(4): 417-24.

Pires, S. M., G. Nichols, et al. (2008). Sa/monella source attribution in different European
countries. 21st International ICFMH Symposium: "Evolving Microbial Food Quality and
Safety". Aberdeen.

Sarwari, A. R., L. S. Magder, et al. (2001). "Serotype distribution of Salmonella isolates from
food animals after slaughter differs from that of isolates found in humans." Journal of
Infectious Diseases 183(8): 1295-1299.

Sofos, J. N. (2008). "Challenges to meat safety in the 21st century." Meat Science 78(1-2):
3-13.

Volatier, J. L. (2000). Enquéte nationale sur les consommations alimentaires. Tec&Doc,
CREDOC-AFSSA-DGAL.

Zwietering, M. H. (2008). "Quantitative risk assessment: Is more complex always better?
Simple is not stupid and complex is not always more correct." Int J Food Microbiol.

164



Prior Informative and non informative distribution for g*
Model name distribution T Prior
for a ypes °
. Enteritidis Constant value : 10
Uniform Subtypes equals
Reference Type 1 d'ﬁ;‘g‘fg)’”: Typhimurium Uniform distribution: U(0,1000)
’ Others Uniform distribution: U(0,1000)
. Typhimurium Constant value: 10
Uniform Subtypes equals
Reference Type 2 d%?gljtg;n: Enteritidis Uniform distribution: U(0,10 000)
' Others Uniform distribution: U(0,10 000)
. Specific types other
. .Un_lfor_m . than Enteritidis and Constant value: 1
Specific Types 1 distribution: hi :
U(0,100) Typhimurium —
’ Others Uniform distribution: U(0,100)
Uniform Specific types other Specific value : 0 xi
. e than Enteritidis and 9 =
Specific Types 2 | distribution: Tvohi . zoi P;;
U(0,100) yphimurium i
Others Uniform distribution: U(0,100)

Table 1: Informative and non informative prior information for Hald’s model
bold indicates informative information.

Number of o o
Type Source p cases Specific value
Heidelberg Broilers 0.02% 30 19.240
Ohio Broilers 0.07% 12 1.889
SE2 Layers 0.20% 92* -
Oranienburg Layers 0.09% 31 3.892
Havana Layers 0.04% 16 4.407
Bareilly Layers 2.95% 8 0.030
ST2 Pigs 0.09% 154* -
Brandenburg Pigs 0.34% 71 2.280
Stourbridge Pigs 0.09% 42 5.396
Bovismorbificans Pigs 0.09% 40 5.139
S 48:7z4,223:- Pigs 0.18% 24 1.469
Goldcoast Pigs 0.09% 9 1.102
Muenster Turkeys 0.38% 7 0.201
Aijobo Turkeys 0.04% 2 0.551

Table 2: Specific types characteristics
*reallocated number of cases for the subtypes, using the deterministic reallocation

** definition in table 1
p : prevalence
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Simple model Specific-Types 2 Mullner
Source Posterior Posterior

Percentage 95% CI 95% CI
percentage percentage
Layers 53.3 53.5 46.0 - 60.0 40.0 17.6 - 60.0
Pigs 32.2 25.8 20.7 - 311 34.3 21.5-459
Broilers 8.7 8.0 56-95 13.6 4.7 -27.5
Turkeys 5.8 12.7 6.9-19.2 12.1 2.0-459

Table 3: Posterior percentages of expected cases per source for the Specific-Types 2 and Mullner models in
comparison to the simple approach
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Figure 1: Surveillance results, types repartition in the sources and among the human cases, p indicated prevalence of the sources, n indicated the total number of human

cases.
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Figure 3: Attribution results for the simple model, the four parameterizations and Mullner’s model
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De fagon attendue, l'information a priori informative a un impact non négligeable sur les
résultats d'attribution, en particulier lorsque cette information est choisie de facon arbitraire.
Parmi les paramétrisations évaluées, la proposition basée sur les types microbiologiques
spécifiques a certaines especes animales a permis d’obtenir des résultats convergents, et
cohérents avec la méthode déterministe et les facteurs de risques connus dans la littérature.
De plus, les résultats produits quant a l'importance relative des sources, sont significatifs.
Cette approche a donc été utilisée pour évaluer limpact de la qualité des données sur les
résultats d'attribution.

En effet, comme présenté au chapitre II, le systéme de surveillance francais permet de
disposer parallelement de données de surveillance active et de données de surveillance
passive concernant la contamination des sources animales. La différence entre ces deux
types de données concerne (i) la représentativité, structurelle pour les données de
surveillance active, inconnue pour les données de surveillance passive, (i) l'indicateur,
prévalences pour les données actives, proportions pour les données de surveillance passive,
et enfin (iii) le nombre de sources prises en comptes, 5 pour le jeu de données actives, 9
pour le jeu de données passives. L'impact des caractéristiques (ii) et (iii) est évalué
individuellement a I'aide du modéle simple précédemment utilisé (Cf chapitre IV). Enfin, les
résultats obtenus avec le modéle bayésien ont été comparés pour le jeu de données
comprenant les données de surveillance active d’une part et, celui contenant les données de
surveillance passive d'autre part.

Le projet d‘article présenté est en cours de rédaction pour soumission a Foodborne
Pathogens and Disease. Les références a larticle précédent sont notées de la facon

suivante : (David, informative information).
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1 Introduction

Salmonella is the first recorded bacterial cause of foodborne gastroenteritis in France, as well
as the first cause of relative hospitalizations and deaths (InVS 2004). It is a major public
health concern and as such gave rise to a nationwide intervention at the farm level targeting
Enteritidis and Typhimurium serotypes in the breeding flocks of laying hens and broilers from
1999 on. The Gallus gallus plan has been successful at mitigating the number of human
cases (Poirier, Watier et al. 2008), as other similar plans conducted in other European
countries (Edel 1994; Wegener, Hald et al. 2003), showing the efficiency of intervening at an
early point in the food chain. Though, the challenge remains as Salmonella is still a first plan
public health issue (Sofos 2008). Attributing human cases to the potential food-sources is a
key step to identify, prioritize and assess the impact of interventions from the farm level on
(Batz, Doyle et al. 2005). The microbial subtyping attribution approach, which allows
attributing human cases at the reservoir point, has already been applied successfully for such
purposes in Denmark. It relies on the model published in 2004 by Hald et a/ and which
requires representative data on microbial type repartition both in human and in food animals
(Hald, Vose et al. 2004; Mullner, Jones et al. 2009).

To answer such issues, the French integrated surveillance system for Sa/monella has been
developed in the European and national regulatory frame (David, Danan et al. submitted). It
covers the whole food-chain from the breeding farms to the human cases and is thus well
adapted to the microbial subtyping attribution approach.

Many actors are involved in this surveillance system, which allows disposing of different and
complementary expertises (David, Danan et al. submitted). The data on the human cases
are collected by the National Reference Centre (NRC), and the National Public Health
Institute (InVS) centralizes the data on outbreak related cases which are submitted to
mandatory declaration. For what concerns the data on the sources contamination, several

databases are available. For this work, we selected the data collected by the Food Directory
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of the French Agriculture Ministry (DGAL) in the frame of the institutional surveillance. We
also used data collected in the frame of a generalist passive surveillance network (Sa/monella
Network, SN) of the French Food Safety Agency (AFSSA). The first dataset gathers
representative prevalence data per microbiological type for the main channels, ideal for
attribution. The passive dataset of SN, allows disposing of data on supplementary food-
animal sources, which can be important as one of the assumptions of the attribution model
is that all cases are linked exclusively to the included sources (Pires, Evers et al. 2009). We
thus applied the microbial subtyping approach with both types of data, as to assess the
opportunity to use the passive data in such an approach as a complement for active data,
and studied the impact of the differences between the two kind of animal data on the model
results. For this purpose, two different datasets were constituted, gathering the human data
on Salmonellosis cases and either active surveillance data or passive surveillance data on the
food-animal sources.

The impact of some of the data characteristics on the attribution results has first been
studied, using a simple model (David, informative information), which allows having a more
immediate insight on the interaction between the data and the model (Zwietering 2008). The
general comparison of the attribution results obtained according to the surveillance type,
was made using the Bayesian model described by Hald et a/ (2004), with an adapted

informative prior, as proposed in a former paper (David, informative information).
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2 Materials and methods

2.1 Data

2.1.1 Human cases

The human cases data were retrieved from NRC and InVS databases for the year 2005,
which was the last year for which complete information on the strains was available
(serotype and subtype). The cases correspond to confirmed non-Typhi Salmonellosis cases
which strains, or analysis reports, have been sent on a voluntary basis to the NRC by public
and private microbiology laboratories, together with epidemiological information.

As the model is designed to attribute domestic sporadic cases, i.e. cases which are not
related to an outbreak and have been infected on the national metropolitan territory, we
gathered information on recent travels and outbreaks. Information regarding travelling
abroad was available in the CNR database, the outbreak-related cases were identified by
confronting the InVS outbreak database and the CNR database. The identified travel and
outbreak related case were excluded from the dataset as well as the cases registered in the
outseas departments and territories. For each outbreak, one case is kept in the dataset to

represent it in the model.

2.1.2 Food-animal sources

Among the available datasets on animal food sources (David, Danan et al. submitted), we
selected databases retrieving data at the national level, issued either from routine
surveillance or large scale, long-term studies (at least one year). The data on the animal
sources should have been collected in 2005 to match the human data, be representative and
encompass at least the main channels (layers, broilers, pigs, turkeys, cattle). As the
microbial subtyping approach attributes at the reservoir-level, we focused on data collected

either at the farm level or at the abattoir level, as early as possible in the slaughter line.
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Active surveillance

In the frame of the European regulation, and to prepare the enforcement of the zoonoses
directive, one year long national prevalence studies have been conducted from 2005 to 2007
in the main animal channels either at the farm (layers, broilers, turkeys) or at the
slaughterhouse level (pigs). For each food-animal species, a representative sample of flocks
or carcasses has been tested for Salmonella, 519 layer flocks, 371 broiler flocks, 331 turkey
flocks and 1 166 pig carcasses. All isolates were serotyped and the estimated prevalences
were adjusted for the flock size for layers, broilers and turkeys. Data on cattle come from the
national surveillance plan of antimicrobial resistance in indicator and zoonotic bacteria in
cattle, a national annual monitoring plan aiming at evaluating in this channel the prevalence
of resistant bacteria, among which Sa/monella.

These data, thanks to the sampling design of the studies they are issued of, are
representative of the French prevalence level at the production stage. Though, the results
for broilers, turkeys and pigs are not for 2005 but for 2006 (broilers) and 2007 (turkeys and
pigs). Indeed, no representative active surveillance studies were available for 2005 for those

channels at the measurement points focused.

Passive surveillance

SN centralizes strains and analysis reports on non human strains of Sa/monella, sent on a
voluntary basis by a network of private and public veterinary laboratories (David, Danan et
al. submitted). We extracted the 2005 serotyping data for the 5 main channels plus sheep,
ducks, other poultry and sea products. The “sea products” category gathers data on fish,
shellfish and seafood, the “other poultry” category gathers data on geese, guinea fowls,
pheasants, quails and pigeons. We only included strains collected at the farm level, on
production animals and their environment and at the abattoir level on carcasses. Strains

relative to breeding animals, to diseased animals or which origin was unclear were excluded.
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For cattle, an overrepresentation of pathogenic strains has been identified at the farm level.
As a consequence, for this channel, we only included the strains collected at the abattoir

level.

2.1.3 Subtyping

To optimize the attribution, Enteritidis and Typhimurium strains which represent more than
30% of the human cases each, have been further subtyped. The subtyping is based on
antimicrobial resistance profiles (Berge, Atwill et al. 2003). For the human cases, we used
the data available for 92 strains out of 3 536 for Typhimurium and on 102 out of 3 138 for
Enteritidis. For the food-animal sources, the profiles realized by SN on the strains after
exclusion of duplicates has been used for the passive dataset and for the active dataset, all
strains of Enteritidis and Typhimurium collected in the frame of the baseline studies have
been further analyzed for antimicrobial resistance especially for this study.

Antibiotic susceptibility was determined by disk diffusion on Mueller-Hinton agar according to
the guidelines of the Antibiogram Committee of the French Society for Microbiology. All the
routine tested antimicrobials common to the human and animal databases have been
included: amoxicillin, chloramphenicol, ceftazidim, gentamicin, kanamycin, nalidixic acid,
streptomycin, sulfamides, sulfamides-trimethoprim, tetracyclin. For each antimicrobial, the
strains were classified either as susceptible or as not susceptible when intermediate or
resistant. The subtypes were defined through Multiple Correspondence Analysis (MCA) and

mixed classification (Berge, Atwill et al. 2003) applied on the obtained antimicrobial profiles.

2.1.4 Consumption

The data on food consumption used in the model come from a national survey on individual
food consumption, the INCA study, conducted by the French Food Safety Agency (AFSSA) in

1999 on 3 003 representative subjects above 3 years old (Volatier 2000). We also used data
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on the amount of the different meat types, eggs and sea products available for consumption,
published by the French Livestock Institute and the French Interprofessional National Board
for Sea and Fish-Farming Products on an annual basis. These data are converted as an
annual consumption index with 1999 as reference year.

The consumption data (in tons) from the 1999 INCA study were updated with this index to
obtain the 2005 consumption data. This allows having information as close as possible from

the effective consumption.

2.2 Models

2.2.1 Simple model

The expected number of human cases of type i (i=1,...,I) linked to a source j (j=1,..., J) (Aj)
is assumed to be proportional to the prevalence of type i in source j (p;) and to the
exposition of the population to source j, measured by the amount of source j consumed by
the general population (M;). The total observed number cases of type i (0;) is distributed
among the sources in which type i is present, according to the relative weight :

pinMj

Iy =0, (1)
: ZpinMj
j

Only 3% of the human Enteritidis and Typhimurium strains have been subtyped, the 97%
not subtyped have been reallocated. Similar subtype distribution of cases subtyped and not
subtyped has been assumed and the observed types distribution of the cases that have been
subtyped within each serotype was applied to allocate the cases with unknown subtype. This
reallocated number of cases was used in place of o.

The expected number of cases due to source j (source;) is obtained by summing the %;; on i.

This simple approach assumes that all the sources are equivalent vehicles for the pathogen
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and all the serotypes have the same capacity to induce infection, but allows a clearer inside

in the functionality of the approach (Zwietering 2008).

2.2.2 Bayesian model

The Bayesian microbial subtyping attribution model, based on the Hald model (Hald, Vose et
al. 2004), has been described in a former publication (David, informative information). As for
the simple model, the number of human cases caused by different Salmonella types is
compared with the prevalence of those types in the reservoirs, i.e. the food-animal sources,
taking into account the exposition, i.e. the amount of food source consumed. Moreover, with
some informative prior, the Bayesian framework allows taking the differences between
sources in their capacity to vehicle the pathogen and between the types, in their capacity to
cause infection, into account. The expected number of observed human cases (o) is
assumed to be Poisson distributed:
0; ~ Poisson (25 Ay) with Aj= M; pj Gi g (2)

Thus, the expected number of human cases due to a given type i in a given source j (A;)
depends on the prevalence of the type i in the source j (pj), on the consumption of the
source j in the general population (M;) and on a source-dependant and a type-dependant
parameters (a; and q; respectively).

As defined by Hald et a/, the type dependant factor (g;) summarizes the characteristics of the
serotype (survivability, virulence, pathogenicity, ...) which determine its capacity to cause an
infection and the source dependant factor (a;) summarizes the characteristics of the source
(physical properties, preparation methods, processing procedures, ...) which determine its
capacity to act as a vehicle for Salmonella (Hald, Vose et al. 2004). The expected number of
cases due to source j (source;) is obtained by summing the A; on i.

As for the simple model, the subtypes distribution is assumed to be similar in subtyped and

not subtyped cases. The cases not subtyped are reallocated within Typhimurium or
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Enteritidis according to the observed subtypes proportions on a bayesian way, using Gamma
distributions to reflect the uncertainty on the observed number of cases per subtype. The
proportions used for the reallocation within a serotype are thus following:

Gamma(o;;l)

> Gamma(o;;1) 3)

where 0o, is the observed number cases of subtype i for a given serotype, Enteritidis or
Typhimurium (Hald, Vose et al. 2004).

The priors were defined as we recommended (David, informative information). The type-
dependant parameters relative to specific types (i.e. types only present in one food-animal
source) other than Enteritidis and Typhimurium, as to avoid any interaction with the
reallocation process, were fixed to the following data-based value:

0@

= zoi P

where 0o; is the observed number of cases due to type i, pj is the prevalence of type i in the
unique source j. We thus used the percentage of human cases divided by the prevalence in
the source as an indicator for factor g. The prior distributions for the other type dependant
parameters and the source dependant parameters are uniform distributions with 0 as lower
value and an upper value defined as to encompass all possible values for the parameter.

This parameterization requires the availability of at least J specific types not corresponding to
Enteritidis and Typhimurium, which was the case for both the active and the passive
datasets. It also requires the microbiological types to be heterogeneously distributed among
the sources considered.

For the passive dataset, types distributions are used in place of prevalences.
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3 Results

3.1 Data

3.1.1 Human cases

The dataset included 9 076 domestic sporadic confirmed human cases. Enteritidis and
Typhimurium were the most frequent serotypes, representing respectively 35% and 39% of
the cases. The subtyping resulted in 9 subtypes for Enteritidis and 9 also for Typhimurium,

some of which gather only human strains or only animal strains.

3.1.2 Datasets

For each dataset, serotypes or subtypes which have caused only a few (or no) infections or
are not observed in the animal reservoirs are grouped into the categories “others” for
serotypes and “other Typhimurium” or “other Enteritidis” for the subtypes. Subsequently, the
types’ composition of the “other” categories is different for the human data and for each of
the sources. The relative human cases are consequently considered as not attributable and
will automatically be affected to the “unknown source” category in the attribution process.

We here use two datasets with different surveillance systems for the food-sources. The
number of included sources and the types observed among the food-sources strains thus
differ between both datasets. As a consequence, the observed serotypes common to the
human cases and the food-sources are different between the two datasets which leads for
the human cases as well as for each of the common food sources to differences in the
composition of the categories “Others”, “Other Typhimurium” and “Other Enteritidis” in the
active and in the passive dataset. For the same reasons, the number of attributable cases

and the types taken into account for these attributable cases differ for both datasets.
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Active surveillance dataset

5938 human cases are attributable to the five considered food sources, spread between 28
serotypes, 5 Typhimurium subtypes and 3 Enteritidis subtypes. The global observed
prevalences in the sources were 30.8% for layers, 18.8% for pigs, 13.8% for turkeys, 8.2%
for broilers and 2.4% for cattle. The types distribution among the human and in the sources
is presented in figure la. The types are heterogeneously distributed among the sources
according to Fisher exact tests.

Among the ten most frequent types within the attributable human cases, 6 are Typhimurium
or Enteritidis subtypes. Overall, Enteritidis and Typhimurium represent over 75%
(respectively 47.1 and 30.4%) of the human attributable cases. The human cases are mostly
associated to SE-multiS (35.2%), ST1 (17.5%), SE1 (10.4%), ST4 (6.5%) and Infantis
(2.8%).

The food-source cattle is characterized by a small nhumber of types, 2 when excluding the
“others” category, namely Indiana and Mbandaka, this last serotype representing 62.5% of
all cattle strains. Layers are mainly associated to Infantis (13.2% of the strains), Anatum
(12.6%), Bareilly (7.1%), ST5 (6.8%) and Mbandaka (6.8%). For pigs, turkeys and broilers,
three serotypes each appear to be much more frequent than the others: Derby (35.9%), ST1
(19.8%) and ST5 (13.2%) for pigs ; Derby (25.3%), ST3 (13.4%) and Mbandaka (11.2%)
for Turkeys ; Hadar (17.7%), Virchow (17.4%) and Montevideo (14.9%) for broilers. Thus,
Derby appears to be the most frequent serotype both in the turkeys and broilers sources.
Moreover, when pooling Enteritidis and Typhimurium subtypes (excluding the “other”
categories), Enteritidis is mainly observed in the layers source, where it represents 7.9% of
the strains. Typhimurium, if ubiquitous, is mostly associated to pigs (38.7% of the strains)
and to a less extent to layers (14.3%) and to broilers (13.4%).

This dataset globally comprises 14 specific types (table 1), including one Typhimurium
subtype and one Enteritidis subtype. All sources but cattle are represented among the

specific types, pigs and layers being the most frequently concerned.
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Passive surveillance dataset

6 527 human cases are attributable to the 9 included sources, spread between 37 serotypes,
5 Typhimurium subtypes and 4 Enteritidis subtypes. The proportion of the types within a
food-animal species are given for 617 strains for layers, 1 273 strains for broilers, 796 strains
for turkeys, 213 strains for pigs, 71 strains for cattle, 104 strains for sheep, 40 strains for the
sea products, 3 113 strains for ducks and 722 strains for other poultry. The types distribution
among the human cases and in the sources is presented in figure 1. The types are
heterogeneously distributed among the sources according to Fisher exact tests.

Among the ten most frequent types within the attributable human cases, 7 are Typhimurium
or Enteritidis subtypes. Overall, Enteritidis and Typhimurium represent over 75%
(respectively 47.6 and 27.7%) of the human attributable cases. The five main types are
almost the same as for the active dataset, that is SE-multiS (32.1%), ST1 (15.9%), SE1
(9.4%), ST4 (5.9%) and SE3 (4.7%).

Layers, broilers, other poultry and turkeys are characterized by the diversity of serotypes and
subtypes observed (29, 27, 27, 26 respectively). Layers and broilers are especially associated
to Senftenberg (19.8% and 13.0% of the strains respectively) and SE-multiS (16.9% and
16.6% respectively). For turkeys, the most frequent serotype is Senftenberg (14.7%). Two
serotypes emerge for other poultry: Indiana (31.0%) and ST2 (14.5%). Serotype Indiana is
also the most frequent serotype in ducks (23.1%). In the passive dataset, the types
associated to cattle are more diverse, 11 serotypes (vs 2 in the active dataset), the most
frequent ones being ST1 (22.5%), Derby (19.7%) and Montevideo (14.1%). Sea products
are mostly associated to Weltevreden (25%). At last, sheep is the source with the smallest
number of types, that is 7. This source is particularly associated to the serotype S 61:k:1,5,7,
which gathers 57.7% of the strains.

When pooling Enteritidis and Typhimurium subtypes (excluding the “other” categories),

Enteritidis is mostly found in layers (24.3%) and broilers (16.7%), whereas Typhimurium is
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rather associated to other poultry (30.7%), pigs (23.5%), cattle (22.5%) and sea products
(15.0%).

This dataset comprises 15 specific types (table 1), including two Enteritidis subtypes. As for
the active surveillance, all sources except cattle are represented among the specific types
and pigs and layers are the most frequently concerned, in number of specific types and in
number of associated human cases. Four specific types are common for both samples: SE2,

Oranienburg and Havana, linked to layers and Goldcoast linked to pigs.

Thus, the included serotypes, even if globally similar, are not exactly the same in both
datasets. This leads to a difference in the number of attributable cases, which is 10% higher
in the passive dataset. When considering the 5 common food-animal species, the types
distribution appears different between the two datasets for a given species, which was
confirmed by Fisher exact tests. However, in both samples, Derby is the most frequent
serotype for the pigs, which is also true for Typhimurium globally. And SE-multiS is the most
frequent type in the layers whichever the source of the data is. Specific types were identified
for all food sources except cattle in both datasets, though there are few common ones which
concern only layers and pigs. Actually, it appears that each type of surveillance gives a
different “image” of the food-sources contamination, with significantly different types

repartitions for common food sources.

3.1.3 Consumption data

On the basis of the updated results of the INCA study, we assumed that the national
consumption for 2005 was 82 301 tons for layers (eggs), 84 842 tons for broilers, 18 967
tons for turkeys, 161 971 tons for pigs, 144 504 tons for cattle, 20 232 tons for sheep,
111 764 tons for sea products, 5 309 tons for ducks and 4 580 tons for other poultry. Here
appears that the sea products is a major potential source in term of consumption, though

little information is available on the Sa/monella contamination of such products.
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3.2 Impact of the data characteristics on the attribution results
using the simple model

To analyze the impact of the data characteristics on the attribution results, we used the

simple model in order to beneficiate of a clear insight in its functionality.

3.2.1 Contamination of the sources: proportion vs prevalence

For the passive dataset, prevalences are not available, but only strains proportions per type.
We here assessed the impact of using proportions instead of prevalences with the active
surveillance dataset, for which both indicators were available (figure 2).

No change in the ranking of the sources was observed, but the humbers of cases attributed
to each source differed. For the most important source, layers, using proportions led to a
decrease of 25.7% (3 164 vs 2 350 cases respectively). Inversely, an increase in the number
of attributed cases was observed for the four other food-sources, 8.2% (1 901 vs 2 057) for
pigs, which is the second most important source and 84.4% for broilers (925 vs 501), 73.5%
for cattle (62 vs 36) and 62.2% for turkeys (544 vs 336). For cattle, though, the number of
attributed cases remained modest.

Thus, it appears possible to use proportions instead of prevalences, though, in this case the
numbers of cases per source have to be interpreted with caution and the relative importance

of the sources seems to be more reliable.

3.2.2 Increasing sources’ number

The passive dataset allows studying the effect of including more sources. The model was
first estimated with the five main sources, common with the active dataset, then with the

nine available sources.
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When including nine sources, the total humber of attributable cases increased slightly, by
1.2% (figure 3). For each of the main sources, the number of attributed cases decreased,
from 2.1% for layers to 12.5% for pigs, but the relative importance of those 5 sources
remained the same. The cases attributed to the 4 additional sources thus correspond partly
to newly attributed cases (1.2%) and partly to reattributed cases (around 7%) which were
probably wrongly attributed when considering only five sources.

Thus, including additional sources allows attributing more cases and avoiding some

misattributions, without changing the relative importance of the initially included sources.

Finally, comparing the number of attributed cases for the main sources between active and
passive samples, using the prevalences for the active dataset (figures 2 and 3), two major
differences appear which concern broilers and cattle. First, with the passive dataset, broilers
is the second most important source, after layers, whereas with the active dataset broilers
was at the third place with a much lower number of attributed cases. Namely, an increase of
171% is observed with the passive data (1 359 cases vs 501 cases). Second, cattle which is
the less important source by far when considering the active dataset (36 cases) becomes the
third source when using the passive dataset, with a quite high number of associated cases

(1 170 cases).

When examining the impact of the data characteristics on the attribution results obtained
with a simple model, it appeared that using prevalences or proportions had no major impact
on the attribution results, as did the inclusion of additional sources. The important increase
in the number of cases associated to broilers and cattle when using passive surveillance data
is probably linked to the observed serotypes. Both sources present namely differences in the
types repartition for the common sources. And as the representativeness is not assured for
the passive data on food source contamination, interpreting results based on active

surveillance data seems more convenient.
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3.3 Attribution results using Bayesian model

The bayesian model is applied separately with the active and passive datasets. Results
presented correspond to runs of 100 000 iterations of the Gibbs sampler with a thin of 25.
Convergence diagnostics were satisfactory (Cowles and Carlin 1996; Brooks and Gelman
1998; Brooks and Roberts 1998b). From these runs, parameters estimates (posterior means,
posterior variances and posterior 95% credibility intervals (95% CI) were computed from the

last 50 000 iterations.

The expected numbers of cases per type and the observed numbers of cases, or the
deterministically reallocated numbers of cases for Enteritidis and Typhimurium subtypes, are
compared. They show a good adequacy for both datasets (Figure 4).

The total expected number of cases is, as expected, higher with the passive surveillance, 7
122 (95% CI: 6 719-7 528) compared to 5 746 (95% CI: 5307 — 6 172) with the active
surveillance dataset. For the active surveillance, the expected number of cases is in
agreement with the 5938 attributable cases, however, for the passive surveillance, it is

slightly overestimated in regard to the 6 527 attributable cases.

For the 5 main sources, the numbers of expected cases per source are not significantly
different when using the passive dataset, except for broilers (figure 5). It is lower for layers
(2 328 vs 3 060), turkeys (336 vs 714) and pigs (1 039 vs 1 477) and higher for cattle (133
vs 69). For broilers, the number of cases is significantly higher with the passive dataset (1
410 vs 427) which was also observed with the simple model. This is probably linked to the
higher frequency in this source of Typhimurium and Enteritidis subtypes in the passive
dataset (27.4% globally) than in the active dataset (5.1% of the strains). Moreover, unlike
when using the simple model, the number of cases attributed to cattle isnt significantly
different for both datasets. This confirms the interest of the bayesian modelling and the

relevance of introducing source and type dependant parameters. Actually, the source
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dependant parameter relative to cattle is significantly smaller for the passive dataset
(0.0039, 95% CI: 6.6E-5 — 0.018 vs 13.5, 95% CI: 0.025 — 83.6 for the active dataset),
whereas, for the other common food-sources the posterior means are not significantly

different (Table 2).

Except for cattle, the source dependant factors are not significantly different between the
two datasets for the main sources. Even if not significantly, the best vehicle among those
four sources for Salmonella is turkey meat, which also has the widest 95% CI. The other
sources are very close. No firm conclusion can be drawn for cattle, which source dependant
factor is the highest for the active dataset and the smallest for the passive dataset, with very
wide 95% CI. Finally, in the passive dataset, the highest source dependant factors are
relative to ducks (1.37) and other poultry (1.06), the difference with the other sources being
significant. The better vehicle for Salmonella thus appears to be birds, which are also
especially linked to Enteritidis, the most frequent serotype among the attributable human

cases.

Concerning the type-dependant parameters, the posterior means obtained with the passive
dataset are systematically lower than the ones obtained with the active dataset, except for
Stourbridge, mostly significantly. Another global feature is that the 95% CI are less wide for
Enteritidis and Typhimurium subtypes with the passive dataset. When considering the 10
highest type dependant parameters for each dataset (table 3), 6 types are common: SE1,
SE-multiS, Stourbridge, Havana, Oranienburg and Napoli, but only the parameter relative to
Stourbridge has the same value in both dataset, which is a fixed value in the active dataset
(5.40) and an estimated value in the passive dataset (5.41 95% CI: 2.42 — 10.72). For
Napoli, if the values are different, the rank is the same in both cases: 10. It can also be
observed that 3 highly ranked parameters in the active dataset (corresponding to

Heidelberg, ST2 and SE2) are low ranked in the passive dataset, respectively 26", 33" and
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19" rank, instead of 1%, 3" and 8" rank. For what concerns the passive dataset, 4 types in
this top ten are not observed in the active dataset, all the parameters relative to the other
types, are all also in the top ten in the active dataset. At last, when considering Enteritidis
and Typhimurium relative parameters, it can be seen that all Enteritidis subtypes but one,
are in the top ten for each dataset, which underlines the infectious capacity of this serotype,
and the only Typhimurium subtype appearing here is ST2 in the active dataset, which

gathers multi-resistant strains resistant to nalidixic acid.

To summarize the results, with the active surveillance dataset, the major source of infection
is layers (eggs) to which 53.3% of the expected cases are attributed (95% CI: 46.0-60.0),
followed by pigs, to which 25.7% (95% CI: 20.7-31.1) of the cases are attributed. The third
place is taken by broilers and turkeys which results are not significantly different,
respectively 7.4% and 12.4% (95% CI: 5.6-9.5 and 6.9-19.2). Cattle appears to be a minor
source, which comprised only 1.2% of the cases (95% CI: 0.2-1.7). The cases which origin
remains unknown are as numerous as the expected number of cases attributed to layers.
Using the passive dataset leads to comparable results concerning layers, pigs, turkeys and
cattle, though for broilers, the number of attributed cases is significantly higher (1 410, 95%
CI 1 026-1 821), so that this source is comparable to pigs (1 039, 95% CI: 785-1 310) in
importance. The ranking of the sources so would be layers as the most important source of
infection, broilers and pigs as second importance sources, all the other sources (turkeys,
cattle and the four additional) following, without distinction as the expected numbers of
attributed cases are near from each other and the 95% CI quite wide. As for the results
obtained with the active dataset, the cases of unknown origin are as numerous as the
number of cases attributed to layers.

Concerning a and q parameters, it is difficult to draw any firm conclusion on the comparative
infectious capacities of the different serotypes as well as on the relative capacity of the

sources to vehicle the pathogen. Namely, when some parameters are higher than the others,
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their 95% CI are wide. Moreover, the results even in term of ranking diverge between both
datasets. Though, it can be extrapolated from the few convergent results, that birds appear
to be a good vehicle for Sa/lmonella and that Enteritidis has a high capacity of infection,
whichever the subtype is, as do some serotypes such as Stourbridge, Havana, Oranienburg

and Napoli.

4 Discussion

The application of the microbial subtyping approach as conceived by Hald et a/ requires
intensive monitoring data on human cases and all relevant food-sources, moreover the
contamination of sources should be measured in prevalence and discriminatory typing
methods, beyond serotyping, should be applied (Hald, Vose et al. 2004). Producing
representative prevalence data at the farm and at the abattoir levels is essential. It
necessitates to actively monitor the main food-sources, which is costly and not always
developed for this early point of the food-chain (Batz, Doyle et al. 2005; Kirk, McKay et al.
2008; Sofos 2008). Thus, passively acquired surveillance data can be the only available
alternative, even if their representativeness is not assured. In France, thanks to the
European regulatory frame and to long lasting lab-based surveillance systems, all the
required data were available and the typing methods were harmonized for all datasets, as a
consequence of the ongoing cooperations for outbreaks investigations. Moreover, we
disposed for the sources both of representative prevalence data and of passive surveillance
data, which allowed us assessing the relative advantages of using such data in the bayesian

attribution approach in terms of results quality and of potential sources coverage.
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A large scope collaboration, which is a key point for such projects (Batz, Doyle et al. 2005;
ICMSF 2006), allowed centralizing all the required data, which were fragmented between
several actors. This led to the build an active and a passive dataset. The heterogeneity in the
repartition of the types among the sources was met, as did the necessary number of specific
types for the parameterization of the model. Though, we had to deal with some
insufficiencies in the data retrieved. The human database is produced by a lab-based
surveillance network, thus neither exhaustive, nor definitely representative. Moreover, the
information on travel was not always accurate. Though, as it relies on a stable and
nationwide network of public and private laboratories, which representativeness is estimated
as good, it constitutes a reasonable basis for an attribution work. Another problem is the lack
of time consistency of the actively acquired food-source data with the human cases. This
raises concern about a potential bias on the results obtained with the active dataset.
Though, this will be solved for the coming years, as the main sources (layers, broilers,
turkeys and pigs) will be regularly monitored as required by the European Zoonosis Directive
which is actually enforced (David, Danan et al. submitted). Finally, the subtyping of human
Enteritidis and Typhimurium strains concerned only 3% of the cases, the other cases being
reallocated in the model, which led to wide credibility intervals for the type-dependant
parameters and contributed to the uncertainty on the attribution results. Moreover, assuming
similar distribution of cases subtyped and not subtyped seems in these conditions
questionable. Testing more human strains for antimicrobial resistance would certainly
enhance the predictions of the model. We thus disposed of a complete dataset, based on
harmonized typing methodologies, but, because of some imperfections, and especially of the
absence of any data on the imported products and a lack of time consistency of the active
data, the attribution results presented, if valuable to study the methodological points
(passive vs active data), have to be taken with caution regarding their representativeness

and should be enhanced in future studies.
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The main point studied was the comparison of the results obtained with passive and active
data regarding the source contamination in the model. First of all, the image in term of types
distribution given by the both surveillance systems for the common sources were
significantly different. Moreover, the data characteristics were different in term of
contamination indicator and of number of included sources. Using the simple model, these
characteristics had little impact on the attribution results when considered singly, but when
comparing the results obtained for the differences altogether, they were quite different
(especially for broilers and cattle). The bayesian model, on the contrary, seems to be robust
to this heterogeneity, as the results are in accordance for both datasets, except for broilers.
Thus, passive data appear to be a potential complement for active datasets. Namely, the
active and systematic surveillance of food sources is costly and thus can only encompass a
limited number of sources. Including additional sources through the passive surveillance has
several advantages. As one of the assumptions of the model is that all the attributable cases
are linked to the included sources, including as many potential sources as possible allows
avoiding misattributions. Moreover, as the contamination of the sources at the farm level
evolves according to public health interventions, enforcement of regulations and changes in
hygiene practices (Rostagno, Hurd et al. 2005; Denagamage, O'Connor et al. 2007), and as
the exposition of the population to the sources also changes (Combris 1997; Allard 2002;
Desenclos, Vaillant et al. 2002) the model can help detecting the emergence as public health
concerns, of sources not institutionally monitored but which should be. Finally, it is cost-
effective, which is an important point in public health tools design (Havelaar, Braunig et al.
2007). Thus, when applied with both active and passive data, the model could be a useful
tool to contribute to the adjustment of the institutional active surveillance, besides its
potential role for the conception and the evaluation of public health interventions.

If only passive surveillance data are available for the sources contamination, reasonably
valuable results are obtained. Of course in this case, conclusions will have to be made with

caution, taking the quality of the data into account.
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The results obtained on the relative importance of the sources, when considering the active
dataset complemented by the passive dataset for the 4 additional sources, are in accordance
with the Danish results (Hald, Vose et al. 2004; Havelaar, Braunig et al. 2007): layers being
the most important source, followed by pigs and broilers, turkeys, ducks and cattle which are
not significantly different. Broilers is the only source for which the expected number of cases
is significantly different between both datasets. This could be due to the higher frequency of
Typhimurium and Enteritidis among the strains in the passive dataset, the source-dependant
factor being similar between both datasets. Such a difference in the results obtained for
Salmonella with active and passive data especially for broilers (compared to pigs) has been
recently exposed in a different area (antimicrobial resistance) (Mather, Haydon et al. 2009).
Thus, it would be interesting to explore the reasons of this difference, specific to broilers.

For each configuration, the number of cases with unknown origin was as high as the number
of expected cases attributed to the main source, i.e. layers. The major part of these
“unknown” cases belonged to Enteritidis and Typhimurium “other” categories, corresponding
to subtypes not observed in the considered animal sources. An explanation for this could be
either a bias due to the small proportion of strains subtyped among the human cases or a
detection problem of rare types in the sources. Though, in this last case, the proportion of
unknown cases should be much lower with the passive dataset, as the passive surveillance
allowed gathering more strains for each common animal species and to include more sources
and thus potentially better detect rare types. Another probable reason for this high
frequency of cases with unknown reservoir, is to be found in the potential sources not
considered in this analysis. We namely only considered the foodborne transmission, thereby
excluding sources such as pets, and exotic pets which are known sources of human
Salmonellosis (Woodward, Khakhria et al. 1997; Bellido Blasco, Gonzalez Cano et al. 1998;
Mermin, Hutwagner et al. 2004; De Jong, Andersson et al. 2005; Finley, Reid-Smith et al.
2006; Marcus, Varma et al. 2007) or even man to man transmission (Todd, Greig et al.

2008). Moreover among the potential food sources, we focused on some animal food-
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sources, which are certainly the most frequent sources of human Salmonellosis but not the
only ones. Plants (Brandl 2006; Elviss, Little et al. 2009) and other non animal products
(Kirk, McKay et al. 2008) have been implicated as a source for Salmonellosis. At last,
imported products, though representing from 15% (for eggs) to 60% (Lamb) of the national
consumption according to the food-animals products, could not be taken into account in this
analysis but also are potential sources for these unknown cases.

Direct comparison between the source dependant factors for the two datasets was difficult.
Indeed, the contamination indicator is prevalence in one case and proportion in the other
case and as a consequence, the source dependant parameter doesnt measure exactly the
same thing, which is also true for the type dependant factor. Actually, the type dependant
factors were almost systematically different when using one or the other dataset, even when
the ranking was coherent. The estimated source dependant factors though, were in good
agreement between both datasets, except for cattle. Moreover, the 95% CI were mostly too
wide to obtain significant differences.

Hald et al underlined that these factors were only multiplication factors allowing arriving at
the most probable solution (Hald, Vose et al. 2004). This was actually the case in our study,
especially when considering cattle, for which the attribution results diverged using the simple
model, but were in accordance when introducing the a and q parameters. Though, it was
difficult to draw any firm conclusion on the obtained posterior distributions, especially for the
type dependant parameter. Actually, those parameters are conceived as black boxes, they
allow taking into account differences between types and between sources, which is of
primarily importance (Blaser and Newman 1982; D'Aoust 1989; Sarwari, Magder et al. 2001;
Coleman, Marks et al. 2004; Bollaerts, Aerts et al. 2008; Jones, Ingram et al. 2008), but their
nature is not defined. It thus would be interesting to give a definition to these parameters,
which would allow to use exogenous information, such as dose-response relationship,
infective dose, pathogenicity (Bollaerts, Aerts et al. 2008; Jones, Ingram et al. 2008),..., to

validate informative prior distributions.
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Conclusion

We here addressed the problem of the data quality, taking advantage of the existence in
France of an active and a passive surveillance system for what concerns the contamination
of the sources. Our results indicate that it is possible to obtain reasonably reliable attribution
estimates when using passively acquired data and even that those data can be an interesting
and cost-effective complement to the active and representative prevalence data. Though,
the results for the additional sources will remain indicative and conclusions should be drawn
on the ranking rather than on the absolute number of cases. Moreover, the sources and type
dependant parameters can hardly be interpreted, given the differences between both
datasets results. For France, the improvement of the approach should be obtained by an
improvement of the human and animal datasets, for example by a better collection of data
about travel history of the human cases, the sub-typing a larger subset of Enteritidis and
Typhimurium human strains and the collection of data about prevalence of salmonella in
main imported animal sources. These recommendations applied to further studies would lead
to a decrease of uncertainty around estimates. The Bayesian tool could also be improved by
a research work about the nature and dimension of the type and source parameters which
are of primarily importance in the approach. Finally, the parallel use of active and passive

data could contribute to a risk-based orientation of the active surveillance policy.
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Figure 1: type distribution in the human cases and the sources according to active and passive surveillance



Active surveillance

Passive surveillance

Tvoe Source Prevalence Number Tvpe Source Proportion Number
yp (%) of cases P (%) of cases
Heidelberg Broilers 0.02 30 Blockley Broilers 0.08 29
Ohio Broilers 0.07 12 SE3 Layers 1.30 308
SE2 Layers 0.20 92* SE2 Layers 4.05 92*
Oranienburg Layers 0.09 31 Oranienburg Layers 0.16 31
Havana Layers 0.04 16 Havana Layers 0.16 16
Bareilly Layers 2.95 8 Manhattan Pigs 7.51 81
ST2 Pigs 0.09 154* Corvallis Pigs 0.94 24
Goldcoast Pigs 0.09 9 Goldcoast Pigs 0.94 9
Stourbridge Pigs 0.09 42 S 4,12:-:- Other poultry 0.14 4
Bovismorbificans Pigs 0.09 40 Aberdeen Other poultry 0.14 2
S 48:z4,223:- Pigs 0.18 24 Poona Sea products 2.50 21
Brandenburg Pigs 0.34 71 Weltevreden  Sea products 25.0 9
Muenster Turkeys 0.38 7 Essen Turkeys 0.13 2
Aijobo Turkeys 0.04 2 Sandiego Ducks 0.06 8
S 61:k:1,5,7 Sheep 57.7 1
Table 1: Characteristics of the specific types
* 1 reallocated number of cases
Active dataset Passive dataset
Mean 95CI mean 95ClI

Layers 0.094 0.070 0.12 0.097 0.070 0.13

Broilers 0.092 0.066 0.12 0.090 0.059 0.13

Turkeys 0.32 0.14 0.59 0.11 0.02 0.31

Pigs 0.054 0.046 0.062 0.055 0.045 0.065

Cattle 13.5 0.025 83.64 0.0039 6.57E-05 0.018

Sheep - - - 0.54 0.056 1.62

Sea products - - - 0.076 0.050 0.11

Ducks - - - 1.37 0.59 2.51

Other poultry - - - 1.06 0.38 2.16

Table 2 : Posterior means and 95% CI of the source-dependant parameters
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Number of attributed cases

Active dataset

Passive dataset

mean 95CI Ranking mean 95CI Ranking
Heidelberg 19.24 - - 1 26
ST2 14.01 0.65 36.75 3 33
Bovismorbificans 5.14 - - 6 13
SE2 4.26 0.17 12.82 8 19
SE1 14.16 845 21.67 2 2.88 1.61 4.56 5
SE-multiS 8.18 6.17 10.56 4 0.73 0.55 0.94 9
Stourbridge 5.40 - - 5 5.41 242 10.72 1
Havana 4.41 - - 7 1.09 - - 8
Oranienburg 3.89 - - 9 2.1 - - 6
Napoli 3.23 1.65 5.80 10 0.56 0.26 0.98 10
Blockley NO 4.07 - - 2
Dublin NO 3.19 0.77 6.26 3
SE3 NO 3.03 1.45 5.41 4
Sandiego NO 1.37 - - 7

Table 3: Top 10 of the estimated type dependant parameters for each dataset
NO: not observed in the dataset
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Figure 2: Impact of the indicator on the attribution results, simple model, active dataset
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Figure 4: Plot of the observed and expected cases for the individual types for the active and the passive
surveillance

For Enteritidis and Typhimurium subtypes, the deterministically reallocated numbers of cases are used in place of
the observed numbers of cases
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Discussion et conclusion générales

Résumé des résultats

Nos objectifs pour ces travaux étaient
- d'évaluer la possibilité de créer, a partir des données de surveillance disponibles en
France, une base de données autorisant I'usage de la démarche d‘attribution par
typage microbiologique ;
- puis dévaluer la robustesse du modéle et son adaptabilité a des données d'une

qualité différente de celles pour lesquelles il avait été mis au point.

Grace a un systéme de surveillance intégré basé sur une longue expérience et développé
dans le cadre réglementaire européen, l'ensemble des données nécessaires a pu étre
centralisé. Cependant, celles-ci n’étaient pas directement utilisables dans le cadre d’une
démarche d'attribution et ont nécessité un travail d'adaptation important, notamment en ce
qui concerne le sous-typage. Ce travail a été rendu possible par I'implication de I'ensemble
des acteurs concernés. Ainsi, un jeu de données suffisant pour appliquer la méthode de
facon efficace a été constitué. Cependant, ses limites et particulierement la non prise en
compte de certaines sources potentielles, rendent l'interprétation des résultats produits
hasardeuse.

Il a ensuite été montré que le modéle est particulierement sensible a linformation
informative choisie pour les priors. Déterminer les parametres sur lesquels cette information
informative doit porter (types spécifiques a une source) ainsi que les valeurs associées, en
fonction des données a permis d’obtenir des résultats plus cohérents que 'option originale
basée sur des choix arbitraires. Cette solution permet ainsi d’adapter le modéle a tout jeu de
données, a condition que celui-ci contienne un nombre suffisant de types spécifiques.

Enfin, le jeu de données francais nous a permis d‘aborder le probleme de l'impact de la
qualité des données. Nous disposions en effet, pour ce qui concerne la contamination des
sources, a la fois de données de surveillance active telles que préconisées par les
développeurs du modele, et de données de surveillance passive, considérées comme moins
bien adaptées a ce type de démarche. Les données de surveillance passive ont permis

d’obtenir des résultats d‘attribution cohérents avec ceux obtenus avec les données
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recommandées (surveillance active) tout en permettant d‘inclure un plus grand nombre de
sources, malgré une différence significative pour une filiére. Enfin, ces travaux ont révélé
I'intérét d’'une utilisation du modéle en paralléle sur les deux types de données. Ceci permet
potentiellement de détecter des sources d'importance non surveillées activement et ainsi

éventuellement d’orienter la surveillance active.

Les données : limites et opportunités

Le sous-typage des souches de Typhimurium et d’Enteritidis a été un point clé de ces
travaux. Pour des raisons pragmatiques, la méthode choisie a été I'antibiotypie. Facile a
mettre en ceuvre, elle s'est révélée suffisamment discriminante et adaptée a une utilisation
en attribution par typage microbiologique. Cependant, l'instabilité de certains traits de
résistance (liés a des genes situés sur des éléments génétiques mobiles) peut altérer la
robustesse de cette méthode. De plus, si le modele est utilisé pour attribuer les cas en
fonction de la résistance aux antibiotiques des souches, I'antibiotypie ne pourra pas étre
utilisée pour le sous-typage. Pour des raisons de contraintes logistiques également, le
nombre de souches humaines d’Enteritidis et de Typhimurium sous-typées était réduit
(moins de 4% des cas de ces sérotypes). Le faible nombre de souches testées en
électrophorése en champ pulsé associé au faible pouvoir discriminant de cette méthode pour
Enteritidis (quand elle est appliquée selon le protocole PulseNet avec une seule enzyme de
restriction (Zheng, Keys et al. 2007)) explique probablement I'échec de I'utilisation de cette
méthode de sous-typage pour lutilisation en attribution. De plus, le faible nombre de
souches humaines testées en antibiotypie crée de l'incertitude dans le modéle. En effet, il
suppose la mise en place d'une étape de réallocation permettant d’extrapoler la distribution
de sous-types observée parmi les souches testées a I'ensemble des cas d’Enteritidis et de
Typhimurium. L'incertitude sur le nombre de cas réalloués utilisé dans le modele sera
d’autant plus grande que le nombre de souches testées est faible.

La méthode de sous-typage est donc un point clé pour une utilisation optimale du modéle.
Dans cette optique, une réflexion commune des laboratoires responsables du typage des
souches (Centre National de Référence et Laboratoire National de Référence des
salmonelles) permettrait d’envisager I'adoption d'une méthode typage adaptée (discriminante
pour Enteritidis et Typhimurium), standardisée, et dont le colt serait suffisamment réduit
pour étre utilisée en routine. La méthode de typage génotypique et automatisable,

récemment brevetée par le Centre National de Référence des salmonelles, pourrait étre une
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bonne candidate. Cette méthode (méthode CRISPR _Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats_), est basée sur le séquencage de deux loci de type CRISPR dans le
génome de Sa/monella et met en jeu I'utilisation d’une puce a ADN.

Lors de l'introduction de nouvelles sources dans le modeéle, les cas attribués a celles-ci sont
en partie des cas précédemment attribués aux sources initialement incluses dans le modéle
et en partie des cas nouvellement attribués, qui étaient précédemment de source inconnue.
Ainsi, augmenter le nombre de sources dans le modéle permet d'éviter les biais (cas
attribués a tort), d'augmenter le nombre global de cas attribués et concomitamment de
diminuer la proportion (trés forte pour les données francaises) de cas d’origine inconnue. Le
systeme de surveillance passive permet de répondre a cet enjeu. Il comprend en effet des
données concernant un grand nombre de sources : différents animaux de rentes, animaux
de compagnie et produits d’origine végétale. Cependant, pour ce qui concerne les denrées
d’origine importée, il n‘existe pas a I'heure actuelle de données suffisantes (sous-type
notamment) dans cette base de données ni dans aucune autre a notre connaissance. Dans
I'optique d'utiliser les résultats du modéle pour mettre en place des interventions en élevage,
il est nécessaire de pouvoir distinguer la part réelle de cas liée aux productions nationales de
celle liée aux produits importés. Dans le cadre de la Food Law, la Direction Générale de
I’Alimentation contréle les denrées importées issues de volailles. Les données ainsi
collectées, pourraient étre utilisées, sous condition de sous-typer les souches prélevées.
L'idéal serait de pouvoir étendre ces contrOles a d’autres filieres. D'autre part, il est probable
qu'il existe dans la base de données passive du Réseau Salmonella des données concernant
des produits importés. Inclure l'origine des échantillons (produit national ou importé) dans

les fiches de recueil permettrait d’utiliser ces informations.

Enfin, la base de données INCA, utilisée pour extraire les données de consommation permet
d’avoir accés non seulement aux quantités réellement consommées, mais également aux
fréquences de consommation, le tout par classe d’age. L'utilisation de la fréquence de
consommation au lieu des quantités consommeées, permettrait ainsi d’étre plus en accord
avec I'hypothese d’exposition poissonienne de la population. Elle permettrait de plus, de tenir
compte du fait que, les portions standards étant différentes d'un aliment a l'autre, le lien
entre quantités consommeées et fréquence d’exposition au danger n‘est pas de type linéaire.
D’autre part, il apparait dans les résultats de I'enquéte INCA, que I'exposition des enfants est
différente de celle des adultes. Comme le taux d'infection est également différent entre ces
deux populations, il serait sans doute pertinent de les considérer séparément dans le

modele.
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Le modeéle : limites, adaptabilité

Différentes hypotheses sont nécessaires a la mise place du modele. Tout d‘abord, celui-ci
s'applique aux cas domestiques, considérant que les cas ayant récemment voyagé ont été
infectés a I'étranger. Dans notre jeu de données, I'item concernant le voyage était rarement
renseigné. D’autre part, seuls les cas sporadiques sont inclus, ainsi qu’un cas par foyer. Ce
parti pris peut étre discuté. D’'une part, comme le soulignent Greig et Ravel (2009), I'ampleur
d’un foyer épidémique tient autant au mode de production et au mode de consommation de
I'aliment incriminé qu’a I'aliment en lui-méme, ce qui justifie de ne les compter que pour un
cas. De plus, Hald et a/ soulignent le risque de surestimer I'impact des aliments a l'origine de
TIAC. D'autre part, inclure I'ensemble des cas sans distinction sporadique/cas groupés,
pourrait permettre de « nourrir » le facteur source dépendant supposé mesurer la capacité
de la source a véhiculer les salmonelles, a conditions que les cas de TIAC en question soient
correctement attribués. La majorité des TIAC étant liée a Enteritidis et Typhimurium, cette
deuxieme option doit donc s'accompagner d'un sous-typage efficace et généralisé. Enfin, il
est vraisemblable que, justement en raison de l'absence de données de sous-typage
concernant les TIAC, seule une petite partie de celles-ci aient été détectées dans la base de
données du CNR. Les cas humains considérés contiennent donc a I'’évidence déja une part de
cas groupés. Enfin, il est supposé dans le modele que I'ensemble des cas inclus sont liés aux
sources considérées, ce qui semble peu réaliste au vu de la redistribution des cas, observée

lors de l'inclusion de nouvelles sources dans le modéle.

Les données incluses dans le modele doivent répondre a différents critéres de qualité et pré-
requis. Pour ce qui concerne la contamination des sources, les concepteurs du modeéle
recommandent d’utiliser des données de prévalence et insistent sur leur représentativité. Les
travaux présentés au chapitre V, montrent que des proportions utilisées en remplacement
des prévalences donnent des résultats satisfaisants. De méme, I'utilisation de données
passives dont la représentativité n'est pas assurée a donné des résultats cohérents avec
ceux obtenus a partir de données conformes aux exigences exprimées ci-dessus. Ces
exigences qualitatives concernant les données sont donc a nuancer. Hald et a/ insistent par
ailleurs sur la nécessité d'appliquer une méthode de sous-typage efficace, ce qui est
effectivement indispensable (Cf § précédent). Enfin, le pré-requis d'une distribution

hétérogene des types parmi les sources est incontournable et doit étre vérifié.

De par sa structure, le modéele proposé par Hald et a/ nécessite I'introduction d’information a

priori informative, ce qui, dans un cadre bayésien, est inadapté. Cependant, cette
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information informative est indispensable en raison de la surparamétrisation du modele.
Dans ce cadre, baser le choix des parameétres a fixer (parmi les paramétres spécifiques aux
sources et les paramétres spécifiques aux types) et des valeurs correspondantes, sur les
données permet de limiter I'impact de l'information sur le modéle. En revanche, cela conduit
a une surexploitation de l'information contenue dans les données. Une meilleure solution
serait de disposer de mesures répétées ou de définir les parameétres source et type
dépendants afin de pouvoir les « nourrir » a partir d'information exogene (données d’analyse
quantitative de risque, pathogénicité, virulence, ...).

Notre proposition de paramétrisation porte sur les paramétres type dépendants. Les
parameétres fixés correspondent aux types spécifiques qui sont définis, en fonction des
observations, comme des types microbiologiques présents dans une seule filiére. Cette
définition dépend de plusieurs éléments : typage utilisé, prévalence du type considéré, taille
de I'échantillon testé (limite de détection), fitness des souches, nombre de sources
considérées. Ainsi, dans les deux jeux de données dont nous disposions, peu de sérotypes
spécifiques étaient communs. La notion de type spécifique serait a explorer plus avant. On
pourrait notamment considérer la possibilité de définir les types spécifiques de facon plus
universelle a partir de données épidémiologiques plus larges et de connaissances biologiques
sur I'écologie des sérotypes (le sérotype S 61:k:1,5,7, par exemple, est également fortement
associé au mouton en Norvege (Alvseike and Skjerve 2002)), tout en tenant compte des
limites de I'exercice, liées a I'évolution rapide de la distribution des sérotypes et a l'origine
des souches (aliments contaminés distribués a grande échelle par exemple). Enfin, cette
paramétrisation rajoute un pré-requis au modeéle, elle ne pourra étre utilisée que si

suffisamment de types spécifiques sont présents dans le jeu de données.

L'équipe de Tine Hald a récemment présenté, dans le cadre du groupe de travail européen,
une approche d‘attribution intégrant la notion de temps. L'intégration d’une troisieme
dimension (en plus du type et de la source) rend la structure du modele plus complexe (la
question de la sensibilité du modele n‘a toutefois pas été discutée). En revanche, cela
permet de disposer de mesures répétées. Les conclusions qui seront tirées de ces travaux

seront donc a considérer avec intérét.

Ainsi, nous avons mis en lumiere la sensibilité attendue du modeéle a l'information a priori
informative ainsi que les qualités des données indispensables (méthode de sous-typage
efficace) ou supportant un écart (prévalence, représentativité) pour une utilisation dans le
modele. Il serait cependant nécessaire daller plus loin : analyse des conditions limites

d'utilisation, analyse de sensibilité globale a partir de données simulées, définition des
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facteurs source et type dépendants. Pour répondre a ces objectifs, un post-doctorat a d’ores
et déja été sollicité dans le prolongement de ces travaux de thése a I'AFSSA dans I'équipe du
Pole d'Appui Scientifique a I'Evaluation des Risques (Maisons-Alfort).

Intérét de la méthode d’attribution par typage microbiologique

Les résultats d'attribution obtenus (chapitre V) sont similaires en terme d’ordre d'importance
des sources a ceux obtenus au Danemark (chapitre III). Pour les résultats obtenus avec les
données de surveillance active, ils refletent finalement, pour les fili€res majoritairement
consommeées en France, les données de prévalence globale par source. Il serait intéressant
d’étudier les résultats obtenus pour une filiere a forte prévalence mais faible consommation.
De plus, la forte proportion de cas de source inconnue interpelle. L'amélioration du sous-
typage d’une part, et l'inclusion de sources non prises en compte dans le modéle d’autre part
devraient permettre de limiter le nombre de cas non attribuables. Enfin, I'outil d‘attribution
permet, en |'absence de données de prévalence, de hiérarchiser I'importance des sources

surveillées de fagon passive.

Au-dela des résultats obtenus avec le jeu de données francais, avec les défauts que celui-ci
comporte, la démarche d‘attribution est une approche de premiére importance. Il s'agit de la
premiére approche intégrative verticale et horizontale qui permet d'intégrer les données
concernant les cas, les sources, le niveau d’exposition (consommation) et ce globalement
pour plusieurs sources. L'approche d’attribution par typage microbiologique en particulier
permet de faire le lien entre la contamination de différents types d’élevages et leur impact
respectif sur la santé humaine. Elle offre donc I'opportunité de pouvoir évaluer limpact
d'interventions qui concernent parfois plusieurs filieres en méme temps, ou plus simplement
de déterminer l'impact propre d’une intervention sur I'évolution des infections humaines,
dans un contexte ou la contribution relative des différentes sources évolue tres
probablement dans le temps. Cette démarche a pu étre appliquée en France grace au
systeme de surveillance intégré dont la partie concernant le secteur agro-vétérinaire est bien
développé, contrairement a des pays comme les Etats-Unis. Si les conditions d'utilisation ne
sont pas encore optimales (absence de données sur les denrées importées par exemple), la
dynamique des collaborations qui se sont construites autour de ce projet, devrait permettre
de progresser. De plus, ce projet a permis de mettre en lumiére la complémentarité entre les

systemes de surveillance active et passive pour ce qui concerne la contamination des
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sources, et l'utilisation potentielle des données passives dans le modéle pour piloter la
surveillance active, en détectant les filiecres émergentes en terme d'impact sur les cas

humains.

Dans l'optique d’une utilisation du modéle en routine, pour évaluer I'impact d'interventions
par exemple, il serait nécessaire de collecter les données de surveillance active de facon plus
réguliere (annuelle si possible), ce qui devrait bientot étre le cas suite a I'implémentation de
la directive zoonoses. De plus, I'évolution annuelle de I'ordre d'importance des sérotypes et
des profils de résistance, rendra nécessaire de redéfinir a chaque fois les sérotypes a inclure
dans le modéle ainsi que les sous-types d’Enteritidis et Typhimurium. Si la comparabilité des
résultats d'une année a l'autre sera a discuter, les régles d'inclusion des sérotypes et la
méthode statistique de formation des clusters de profils d'antibiorésistance, ont été pensées
pour étre répétables. L'utilisation de ce type d’approche est actuellement a I'étude au niveau
européen. Les données de surveillance obligatoire des filiéres ainsi que celles concernant les
cas humains sont en effet centralisées au niveau de 'EFSA (European Food Safety Agency)
et de 'ECDC (European Center for Disease Control) et une réflexion est menée sur les
approches d’attribution. Il est donc d’autant plus essentiel pour la France d’avoir un regard

critique sur ces méthodes et ce qui peut en étre attendu.

Une perspective majeure de |I'approche, est son utilisation pour attribuer les cas en fonction
de leur résistance aux antibiotiques. L'importance de la problématique antibiorésistance en
santé publique n‘est plus a démontrer, et I'impact de I'utilisation des antibiotiques en élevage
sur la santé humaine est au centre de nombreux travaux. Le modéle d’attribution par typage
microbiologique, qui a déja été utilisé dans ce sens (Hald, Lo Fo Wong et al. 2007), devrait
permettre de faire le lien entre les modes d'utilisation des antibiotiques, parfois trés

différents d’une filiere animale a I'autre, et les cas humains rapportés.

Enfin, différentes approches d‘attribution existent qui permettent de considérer des points
d’attribution autres que le réservoir et ainsi d’ouvrir des perspectives pour l'identification
d’autres types d'intervention. La méthode d'évaluation comparative de l|'exposition, par
exemple, permet de considérer différentes voies de contamination comme le contact avec les
animaux de compagnie, les contaminations alimentaires ou encore les eaux de baignades, ce
qui peut étre précieux pour établir les cibles de potentielles campagnes d’éducation de la
population. A notre connaissance, aucune de ces méthodes n’a été appliquée en France a ce
jour. Il serait pourtant intéressant de pouvoir comparer les résultats d‘attribution obtenus ici

avec différentes méthodes et ainsi de valoriser les riches données de surveillance francgaises.
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Conclusion

Ce travail de these a permis d'identifier les limites du modele concernant la démarche
proposée et les données pouvant étre utilisées. Les atouts actuels du dispositif national de
surveillance ont été mis en avant et des améliorations méthodologiques ainsi que des
perspectives de développement ont été proposées tant dans le domaine de la surveillance
épidémiologique des salmonelloses humaines et des salmonelles chez les productions
animales que dans I'évaluation du risque. L'amélioration continue de cette démarche
suppose un dialogue permanent entre les évaluateurs et les gestionnaires du risque pour une
utilisation optimale en santé publique, pour le ciblage des études de surveillance active et
I'amélioration des données de surveillance passive d'une part, comme pour le ciblage des

interventions et la mesure de leurs effets sur le moyen terme d’autre part.
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L’inférence bayésienne

1 Pourquoi le raisonnement bayésien

Rien n'est jamais vraiment objectif. Dans le mode de raisonnement scientifique
« classique », la formulation d’'une hypothése se fait selon les convictions et connaissances
antérieures du scientifique, de méme pour le choix des conditions initiales ou limites, de la
limite de significativité ou encore des points extrémes a exclure. De plus, les opinions des
scientifiques influencent leurs conclusions. Ainsi face a un méme phénoméne objectif,
différents scientifiques tireront des conclusions différentes a partir de données pourtant
identiques.

La subjectivité n’est donc pas un obstacle ou une erreur mais une composante inhérente aux
statistiques et a la méthodologie scientifique. Elle est méme essentielle et incontournable
pour la création de nouvelles connaissances. Cependant, la traiter a la Iégére (lui donner trop
de place ou ne pas la traiter) peut étre source d'erreur, d’ou la nécessité d’'une approche
scientifique formalisée de la subjectivité. La méthode bayésienne permet ainsi d'intégrer
formellement la subjectivité jusqu’ici sous-jacente aux raisonnements scientifiques. Elle
integre de plus scientifiquement le phénomene d‘apprentissage, qui se caractérise
classiguement par rejet d’hypothese, formulation d’'une nouvelle hypothése et modification
de I'expérimentation pour tester la nouvelle hypothése.

Enfin, quant a l'intérét d'intégrer la part de subjectivité que constituent la culture scientifique
et les connaissances acquises : Bernouilli dans ARS conjectandi

« Pour une composition donnée de lair et pour des masses, positions, directions et vitesse
des vents donnés, pour une composition en vapeur et des nuages donnés, et connaissant les
lois de la mécanique qui gouvernent toutes ces interactions, le temps de demain ne sera pas
différent de ce qu’il devrait en fait étre. [...] Et si nous considérons cet événement comme un
événement aléatoire, c'est que nos connaissances des lois gouvernant la succession des
événements climatigues, mais aussi de la mécanique et des mathématiques, sont
insuffisantes pour calculer et prédire le phénomene (alors que nous sommes capables de
prédire les éclipses connaissant les principes absolus de Ilastronomie). Ce qui reléeve du

hasard dépend donc finalement du niveau de nos connaissances. »
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2 Principe

Mise a jour bayésienne de la connaissance : on apprend en modifiant ce que I'on savait déja,

a partir de ce que l'on observe.

L'inférence bayésienne est un calcul a posteriori combinant savoir a priori et information
apportée par les données. Elle est portée par le principe de pari sur les valeurs inconnues du
paramétre, le conditionnement se faisant par rapport aux données ou apprentissage

statistique. L’estimation se fait par répartition de probabilités.

Mise a jour Bayesienne de la connaissance

Modéle de fonctionnement

Prior [Y16]
Connaissance a priori Connaissance apre
. . sance apres
(Expertise) £L mise & jour
F Formule de Bayes Y o
[6] ; BT g
H
Grande | \ La préci
) ; - , A Precision
IMPrecision . [9 :| [ I 9] |I II sur les
E} [9 Y :| S I Ij f \ inconnues du
f [9] [I & ]d & je= phénoméne
é) [ s "améliore
|I '.
_ E— >0

Données Experim.

Y={Y.Y, .Y}

In Modélisation markovienne pour I’évaluation et la gestion des risques, Eric Parent, 2004

Figure 1 : Principe de la modélisation bayésienne

2.1 Prior : partie subjective

Le prior correspond au degré de croyance qu‘a I'analyste avant d’observer la moindre donnée
en relation avec le probleme.

Il est a noter que dans les cas ou aucune donnée n'est disponible (manque de temps,
expérimentation trop coliteuse, ...), le prior sera utilisé seul pour l'inférence et la prise de

décisions. D’ou I'importance d'une formulation soigneuse. Enfin, l'influence du prior sur la
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probabilité postérieure est relativisée par la taille de I'échantillon de données. Plus le nombre

de données sera grand, moins le prior pésera sur la probabilité postérieure et inversement.

2.2 Observations : partie objective

Elles sont intégrées au modéle par une fonction de vraisemblance qui résume l'information
objective. Le terme de vraisemblance semble avoir été utilisé pour la premiere fois par Fisher
en 1921 ; il entendait par la une conviction rationnelle sur une quantité inconnue. La
fonction de vraisemblance n’est pas une probabilité et n‘obéit pas aux lois de la probabilité.
Elle correspond a la fonction de densité jointe d'un ensemble d’observations, vue comme une

fonction du paramétre inconnu 6.
L&;Y,sees ¥ins) = F (Y5 ¥, 1 O) pour tout 6.

Elle est définie de facon unique a une constante multiplicative prés, constante qui ne joue

aucun role dans le calcul du maximum de vraisemblance. Fisher utilisait cette notion comme

mesure de la plausibilité d'un 6, grace au ratio de plausibilité : L(0)/L(0) , ou ¢ correspond

au maximum de vraisemblance.

Dans le raisonnement bayésien, la fonction de densité postérieure ne dépend des données

qu‘au travers de la fonction de vraisemblance.

CL(6: Y, Ya)9(0)
[cL@:y,....y)a@)de’

h@’y,,....y,) =

Ainsi, définir correctement la vraisemblance est fondamental en raisonnement bayésien,
mais celle-ci ne pourra étre approchée précisément que dans le cadre d’échantillons
importants, elle sera source (comme le prior) d'incertitudes dans le cas de petits échantillons

ou d’échantillons moyens.

2.3 Inférence statistique

Celle-ci repose sur le théoréme de Bayes qui est une simple assertion de probabilités

conditionnelles.

Soit Al,... Ak un ensemble d'événements mutuellement exclusifs et exhaustifs, dont Aj est

d’un intérét particulier, ainsi que I'événement B,
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Ple/APIA

> P{B/APIA}

i=1 , pour P(B) # 0.

PiA /B]=

P{Ai} : prior, probabilité personnelle de I'événement Aj, degré de croyance.

PJA /B . . . \ . .
{ j }: probabilite posterieure, degré de croyance apres avoir les résultats de

I'événement B.

Autrement dit, ce théoréme fournit un moyen de mettre a jour le degré de croyance d'un
événement Aj au vu des nouvelles informations B portant sur Aj. C'est une loi intégrant la

notion d'apprentissage par I'expérience.

2.4 Probabilité postérieure

Elle résulte de I'application du théoreme. La probabilité postérieure pourra servir de prior
pour une expérimentation ultérieure, dans la logique d'apprentissage qui sous-tend le

bayésien. Elle exprime l'incertitude sur l'inconnue © aprés observations des données.
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Synthese du protocole des études communautaires
de référence
Reglement européen (EC) 2160/2003

1 Plan d’échantillonnage et prélevements

1.1 Poules pondeuses

L'étude poules pondeuses concernait les élevages de pondeuses d'ceufs de consommation
comprenant au moins 1 000 poules pondeuses commercialisant tout ou partie de leur
production via un centre d’emballage. Elle a été menée du 1°" octobre 2004 au 30 septembre
2005 et a porté sur 518 exploitations désignées par un tirage au sort stratifié sur la taille
d’élevage dans la base de données 2003 des exploitations francaises de pondeuses
constituée sur déclaration des DDSV (Note de service N2004-8227). Cette taille minimale
d’échantillon a été déterminée pour I'estimation au risque de 5% d’une prévalence a priori de
20% avec une précision absolue de 3%. Les exploitations initialement tirées au sort ont pu
étre remplacées en cas de non-conformité aux critéres d'inclusion. Un troupeau est étudié
par exploitation au cours des 9 semaines qui précedent la fin de vie économique prévue de
ce troupeau et apres 60 semaines d'age. Un questionnaire est rempli avec I'éleveur et
7 prélevements sont réalisés par les agents des services vétérinaires, leur nature dépend du

mode d'élevage (Cf table 1).

Prélévements

Mode d'elevage Matieres fecales Poussieres

Cape 5 prelevements de fientes 2 echantilons de poussieres
préleves du tapis de collecte des preleves au pied des cages ou
fientes, du racloir cu de la fosss, S0US 23 cages.
suvant le type daménagement
du bétiment

Sol 5 prelevements de fientes 1 echantilon de poussieres

Plein air préleves a l'aide de 5 paires de prélevess du collecteur d'osufs.
pedichiffonneties ol ds

1  échantilon de poussiéres
prelevéss en differents points du
batiment.

stériboties.

Table 1 : Nature des prélévements selon le mode d’élevage pour I'étude communautaire de référence concernant les
poules pondeuses (Note de service N2004-8241)
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1.2 Poulet de chair

L'étude poulets de chair concernait les exploitations d’'une capacité supérieure a 5 000
poulets de chair. Elle a été menée du 1*" octobre 2005 au 30 septembre 2006 et a porté sur
371 exploitations désignées par un tirage au sort stratifié sur la taille d'élevage dans la base
de données 2003 des exploitations francaises de poulets de chair constituée sur déclaration
des DDSV. Comme pour I'étude dinde (figure 1), les exploitations initialement tirées au sort
ont pu étre remplacées en cas de non-conformité aux criteres d‘inclusion. Un troupeau est
étudié par exploitation au cours de la semaine précédent le dernier abattage du troupeau.
Un questionnaire est rempli avec I'éleveur et 5 prélevements sont réalisés par les agents des

services vétérinaires (Cf table 2).

Prelévements

Mode d'élevage Matiéres fécales

Sol 5 prelevements de fientes, recusilis 4

Plein air 'aide de S paires de steriboftes
humidifiées 4 lintérieur du bLatiment
d'élevage.

Table 2 : Nature des prélévements pour I'étude communautaire de référence
concernant les poulets de chair (Note de service N2005-8240)

1.3 Dinde

L'étude dinde concernait les exploitations de production d'une capacité supérieure ou égale a
500 dindes de chair présentes. Elle a été menée du 1*" octobre 2005 au 30 septembre 2006
et a porté sur 374 exploitations désignées par un tirage au sort stratifié sur la taille d’élevage
dans la base de données SIGAL. Cette taille minimale d’échantillon a été déterminée pour
I'estimation au risque de 5% d’une prévalence a priori de 50% avec une précision absolue de
5% (figure 1). Les exploitations initialement tirées au sort ont pu étre remplacées en cas de
non-conformité aux critéres d'inclusion. Un troupeau est étudié par exploitation dans la
semaine précédant son abattage. Un questionnaire est rempli avec Iéleveur et

5 préléevements sont réalisés par les agents des services (Cf table 3).

Mode d'élevage Prélévements = matiéres fécales

sol ou plein-air pour chague froupeau @ prélévements de matiéres fécales recusillies & I'aide
de 5 paires de sterisocks humidifiees, 4 lintérieur du batiment d'élevage.

Table 3 : Nature des prélevements selon le mode d’élevage pour I'étude communautaire de référence concernant les
dindes (Note de service N2006-8255)
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1.4 Porcs

L'étude porc concernait les porcs charcutiers de 50 a 170 kg engraissés et abattus en France
dans les 21 établissements abattant 80% de la production nationale. Elle a été menée du
1% octobre 2006 au 30 septembre 2007 et a porté sur 1 176 carcasses désignées par un
tirage au sort simple stratifié par mois et par abattoir participant, proportionnel aux capacités
d'abattage des abattoirs. Cette taille minimale d'échantillon a été déterminée pour
I'estimation au risque de 5% d’une prévalence a priori de 50% avec une précision absolue de
5%, en incluant un échantillon supplémentaire de 10%. Pour un jour ouvré, un numéro de
lot et un numéro d'ordre de la carcasse au sein du lot sont déterminés par tirage aléatoire

simple. Les prélévements a réaliser sur les carcasses sont les suivants (Cf table 4).

Hombre de carcasses

Type d*échantillon Détail des prélévements

a prélever
Pour chague carcasse sslectionnés - au mons 4 ganglions lymphatiques |Eaw distaux
Ganalions vmohatiques et tous les ganglions iléo-ceecaux seront prélevés, afin que I'échantilon collecté
%-és;eng?ipueﬂq = 1176 représente une masse d'su meoins 25 g de tissu lymphatique sans gras ni fizsus
ques conionctifs. (compléter i nécessaire en prélevant une partie de la chaine lymphatique
Jejunale distale).

Echantillen mugculaire Pour chague carcasss sélectionnés ; prélever assez de muscles (environ 15-20 g selon
desting & I'obtention de 1176 a consistance) sur le cou ou le diaghragme afin d'en oblenir une guantits de jus de

jus de viande viands suffisante pour en congeler et en stocker une parte,

Pour chague carcases sélectionnss | aprés 'éviscération mais avant le refroidissement,
une z2ule éponge est frottés sur les 4 sites suivants
- membre postérieur, partie médiale ;
474 - abdomen, pariie latérale ;
- région dorsale médiane ;
- joue.

Prélévements de surface
de carcasses

Les mémes carcasses font systématiquement l'objet d'un prélévement damygdales.

Table 4 : Nature des prélevements concernant la recherche de salmonelles pour I'étude communautaire de référence
concernant les porcs (Note de service N2006-8293)

Les prélevements sont envoyés pour analyse bactériologiques au LNR-Salmonella de
Ploufragan. Les échantillons musculaires sont destinés a une recherche sérologique, que

nous n’utiliserons pas ici.

2 Traitement des échantillons

Pour les poules pondeuses, poulets de chair et dindes, les prélevements sont envoyés pour
analyse bactériologiques au LNR-Salmonella de Ploufragan. Une souche est isolée par
prélevement aprés enrichissement (protocole dérivé de la norme ISO 6579 (2002)) et
sérotypée. Un élevage est considéré comme positif si I'un au moins des échantillons est
positif.

Pour les porcs, une souche est isolée par prélevement de type ganglions lymphatiques

mésentériques ou surface de carcasses aprés enrichissement et analysée de la méme facon
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que précédemment. Le traitement des données se fait de fagcon indépendante pour les deux
types d'échantillons, une carcasse est considérée positive si une salmonelle est isolée dans

I"échantillon.

3 Exemple de plan d’échantillonnage : étude communautaire de

référence dindes
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Population cible  |Troupeaux frangais de production de dindes (de plus de 500 animaux)

500 a 5000 animaux Plus de 5000 animaux

Liste SIGAL* des exploitations | susceptibles d’héberger des dindes

Population source

[500 ; 5000] [5000 ; oo [

Tirage au sort
aléatoire stratifié des
exploitations

Prévalence attendue : 50%
Précision absolue : 5%

Echantillon préliminaire

n,=116 n,=258

Tirage au sort d’un
trimestre d’enquéte pour
chaque exploitation

n,=116 | T, n,=258 | T,

Pas de dinde ou _ Pas de dinde ou
hors criteres A hors critéres
l Vérification auprés des l
exploitants par la DDSV
Exploitation =~ — »  Exploitation
suivante dans suivante dans
SIGAL SIGAL
' '

Echantillon définitif , ) ) g
n,=116 | T, n,=258 [T,

* SIGAL = Base de données informatique de la DGAL concernant
les exploitations francaises

Figure 1 : Plan d’échantillonnage pour I'étude communautaire de référence en élevage de production de dindes
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Protocole du plan national de surveillance de
I’antibiorésistance de certaines bactéries sentinelles et
zoonotiques chez les bovins

1 Plan d’échantillonnage et prélevements

Ce plan porte sur les carcasses issues de 3 filieres : veaux de boucherie, jeunes bovins et
réforme d‘allaitantes. Il a été mené pour 2005 de septembre a décembre dans
3 départements parmi les plus gros producteurs pour chaque filiere : Ille-et-Vilaine,
Dordogne et Pyrénées-Atlantiques pour les veaux, Maine-et-Loire, Sadne-et-Loire et Moselle
pour les jeunes bovins et Allier, Tarn et Haute-Vienne pour les réformes allaitantes. Ce plan
a porté sur 334 carcasses réparties également entre les filieres. Les prélevements sont
effectués en abattoir en fonction de la quantité produite sur chaque site et la répartition
entre les départements est réalisée en vue d'obtenir un échantillonnage globalement
représentatif de la production frangaise. Un animal est testé au plus par exploitation et les
lots a prélever sont choisis de facon aléatoire. 35g de féces sont prélevés dans le rectum par
les agents de la DDSV.

2 Traitement des échantillons

Les prélevements sont envoyés pour analyse bactériologiques au laboratoire de I'’AFSSA de
Lyon. Les salmonelles sont recherchées sur enrichissement, puis sérotypées et antibiotypées

par CMI (Concentration maximale inhibitrice).
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Données de surveillance animale active
Prévalences et répartitions par sérotype selon les
filieres

Prévalence Répartition
spp 30,82% 100,00%
Typhimurium 6,89% 19,13%
Infantis 5,49% 6,96%
Anatum 5,25% 6,09%
Enteritidis 4,09% 17,39%
Braenderup 3,13% 5,22%
Bareilly 2,95% 0,87%
Mbandaka 2,81% 6,96%
Tennessee 2,37% 5,22%
Livingstone 1,98% 4,35%
Montevideo 1,92% 2,61%
Agona 0,98% 3,48%
Virchow 0,86% 2,61%
Coeln 0,73% 0,87%
Llandoff 0,72% 1,74%
Yobura 0,36% 0,87%
S11,3,19:227:- 0,29% 0,87%
Schwarzengrund 0,29% 0,87%
Senftenberg 0,27% 0,87%
Jerusalem 0,15% 2,61%
Reading 0,15% 0,87%
Lexington 0,15% 0,87%
Gloucester 0,11% 0,87%
Oranienburg 0,09% 0,87%
Hadar 0,08% 0,87%
Holcomb 0,07% 0,87%
Szentes 0,07% 0,87%
S 14,5:i:- 0,06% 0,87%
Havana 0,04% 0,87%
S116:d:- 0,04% 0,87%
S16,7:d:- 0,03% 0,87%
SI16,7:z:1,5 0,02% 0,87%
Table 1 : Prévalence et répartition globales et par sérotype pour les poules pondeuses (données DGAL, 2004-
2005)
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Prévalence  Répartition
spp 8,23% 100%
Hadar 1,55% 8,82%
Virchow 1,53% 8,82%
Montevideo 1,31% 8,82%
Mbandaka 0,88% 5,88%
Newport 0,49% 2,94%
Schwarzengrund 0,49% 2,94%
Kedougou 0,45% 2,94%
Enteritidis 0,37% 5,88%
Indiana 0,34% 5,88%
Paratyphib 0,33% 2,94%
Anatum 0,21% 8,82%
Braenderup 0,14% 2,94%
Livingstone 0,07% 2,94%
Infantis 0,07% 2,94%
Senftenberg 0,07% 2,94%
Lexington 0,07% 2,94%
Typhimurium 0,07% 2,94%
Ohio 0,07% 2,94%
libkz 0,07% 2,94%
Napoli 0,07% 2,94%
Lii 0,07% 2,94%
Heidelberg 0,02% 2,94%
Veneziana 0,02% 2,94%

Table 2 : Prévalence et répartition globales et par sérotype pour les poulets de chair (données DGAL, 2005-2006)

Prévalence Répartition

spp 13,78% 100,00%
Derby 3,55% 25,00%
Typhimurium 2,63% 15,38%
Mbandaka 1,58% 9,62%
Agona 0,82% 5,77%
Newport 0,77% 3,85%
Hadar 0,76% 5,77%
Indiana 0,75% 577%
Bredeney 0,72% 3,85%
Enteritidis 0,71% 11,54%
Saintpaul 0,63% 3,85%
Napoli 0,42% 1,92%
Muenster 0,38% 1,92%
Remo 0,17% 1,92%
Coeln 0,11% 1,92%
Aijobo 0,04% 1,92%

Table 3 : Prévalence et répartition globales et par sérotype pour les dindes (données DGAL, 2006-2007)
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Prévalence Répartition
spp 18,18% 100,00%
Typhimurium 7,55% 41,51%
Derby 6,52% 35,85%
Agona 0,43% 2,36%
Infantis 0,43% 2,36%
Brandenburg 0,34% 1,89%
Schwarzengrund 0,34% 1,89%
Bredeney 0,26% 1,42%
S14,12:-:1,2 0,26% 1,42%
Anatum 0,17% 0,94%
Enteritidis 0,17% 0,94%
Kedougou 0,17% 0,94%
Newport 0,17% 0,94%
Bovismorbificans 0,09% 0,47%
Bradford 0,09% 0,47%
Coeln 0,09% 0,47%
Goldcoast 0,09% 0,47%
Hadar 0,09% 0,47%
Indiana 0,09% 0,47%
Lercap 0,09% 0,47%
Mbandaka 0,09% 0,47%
Montevideo 0,09% 0,47%
S 111 48:24,223:- 0,09% 0,47%
S llla 48:z4,223:- 0,09% 0,47%
S IV 40:z4,z23:- 0,09% 0,47%
Saint Paul 0,09% 0,47%
Stourbridge 0,09% 0,47%
Tennessee 0,09% 0,47%
Veneziana 0,09% 0,47%

Table 4 : Prévalence et répartition globales et par sérotype pour les porcs (données DGAL, 2006-2007)

Prévalence Répartition
spp 2,4% 100,0%
Mbandaka 1,5% 62,5%
rough 0,3% 12,5%
Salamae 0,3% 12,5%
Indiana 0,3% 12,5%

Table 5 : Prévalence et répartition globales et par sérotype pour les porcs (données DGAL, 2006-2007)
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Données de surveillance animale passive
Répartitions par sérotype selon les filieres

Sérotype Pondeuse Dinde d':e,zoéjl'::r Bovin Porc Ovin c'j:,e:cl):l::; Canard Vﬁlg;’ﬁjs
Enteritidis 27,2% 2,8% 17,8% 2,8% 0 3,8% 0 1,5% 2,2%
Senftenberg 19,8% 14,7% 13,0% 0 0 0 0 1,3% 2,8%
Typhimurium 12,6% 15,5% 9,7% 22,5% 23,5% 6,7% 15,0% 23,6% 38,5%
Montevideo 3,7% 1,0% 2,4% 14,1% 0,5% 0 7,5% 7,0% 2,9%
Mbandaka 3,1% 0,5% 0,9% 1,4% 0,9% 0 0 0,1% 1,0%
Indiana 2,3% 9,5% 10,4% 0 0,5% 0 2,5% 23,1% 31,0%
Infantis 1,5% 1,0% 3,9% 2,8% 6,6% 0 5,0% 4,9% 0,6%
Virchow 1,5% 0,3% 5,9% 0 0 0 2,5% 0,1% 0,1%
Anatum 1,0% 0,5% 1,3% 2,8% 0 0 5,0% 0,8% 0,6%
Hadar 0,8% 8,2% 5,5% 0 1,4% 0 0 1,7% 2,5%
Agona 0,8% 8,3% 2,6% 1,4% 2,3% 0 0 0,3% 1,1%
Derby 0,6% 9,0% 2,2% 19,7% 16,4% 3,8% 5,0% 0,1% 1,9%
Coeln 0,5% 2,4% 0,2% 1,4% 0 0 0 0 0,4%
Kottbus 0,3% 3,8% 2,7% 0 0,5% 0 0 23,2% 1,8%
Bredeney 0,3% 6,9% 1,0% 0 0,9% 0 0 0,1% 2,5%
Napoli 0,2% 3,8% 0,2% 0 0 0 0 0,7% 0,6%
Brandenburg 0,2% 0,9% 0,2% 4,2% 2,8% 0 0 0 0
Dublin 0,2% 0 0 2,8% 0 0 0 0 0
Kentucky 0,2% 0 0,5% 7,0% 0 0 0 0 0,3%
Oranienburg 0,2% 0 0 0 0 0 0 0 0
Heidelberg 0,2% 0,6% 3,0% 0 0 0 0 0 0,3%
Muenster 0,2% 0,8% 0,1% 0 0 0 2,5% 0 0
Newport 0 1,6% 0,6% 0 0 1,9% 0 0,3% 2,8%
Manhattan 0 0 0 0 7,5% 0 0 0 0
Stourbridge 0 0 0 0 0 0 0 0 0,1%
Bovismorbificans 0 0,5% 0 0 0,9% 0 0 0 0
Blockley 0 0 0,1% 0 0 0 0 0 0
Poona 0 0 0 0 0 0 2,5% 0 0
Weltevreden 0 0 0 0 0 0 25,0% 0 0
Sandiego 0 0 0 0 0 0 0 0,1% 0
S61:k:1,5,7 0 0 0 0 0 57,7% 0 0 0
Autres 22,9% 7,5% 15,8% 16,9% 35,2% 26,0% 27,5% 11,0% 6,1%
Effectif total 371 651 924 53 163 93 34 2330 428

Table 1 : Répartition des souches par sérotype et par filiere en surveillance passive
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Annexe 6
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Méthode de classification des souches

L’ACM (analyse en correspondances multiples) est une analyse multidimensionnelle (Lebart,
Morineau et al. 2000) permettant de décrire des données nominales (qualitatives ou
quantitatives en classes) dont on ne connait pas la structure. Elle permet de représenter les
individus dans un espace facile a appréhender, c'est-a-dire en 2 ou 3 dimensions, en
minimisant la perte d'information. Ceci se fait en déterminant un petit nombre de variables
(quantitatives) qui sont une combinaison linéaire des variables initiales et qui ont la propriété
de traduire la plus grande dispersion des individus et donc I'hétérogénéité des données. Sur
un graphique d’ACM, les individus les plus éloignés du centre sont les plus originaux et la
distance entre deux individus sera d‘autant plus importante qu'ils ont des modalités
différentes pour de nombreuses variables et que ces modalités sont rares. Chacun des
individus (ici les souches) est caractérisé par des coordonnées quantitatives continues dans
le nouvel espace constitué des axes (ou variables) défini(e)s a partir des données initiales.

On utilise alors une classification de type mixte, qui correspond a I'utilisation conjointe de la
méthode d‘agrégation autour de centres mobiles et de la classification ascendante
hiérarchique, en utilisant le critére de Ward. Dans une premiere étape, les souches subissent
un partitionnement par l'algorithme des centres mobiles (constitution de nombreuses classes
homogenes) puis les classes formées sont agrégées selon la méthode de classification
ascendante hiérarchique, sur le critére de Ward (minimisation de la variabilité intra-classe et
maximisation de la variabilité inter-classes). Cette méthode conduit a constituer un
dendrogramme de partitions possibles a partir de k groupes initiaux. Enfin, les partitions
correspondant aux coupures initialement choisies sont optimisées, a nouveau par
I'algorithme des centres mobiles. Cette derniére technique est la suivante : on choisit d’abord
un nombre n de classes et on choisit aléatoirement n individus qui seront les noyaux initiaux
de classes. Puis, chaque individu est affecté au noyau le plus proche (en distance
euclidienne). On obtient ainsi n classes provisoires. Les n noyaux initiaux sont alors
remplacés par le barycentre des n classes provisoires et on recommence I'opération selon un
processus itératif d'affectation des individus a la classe la plus proche jusqu’a ce que les
classes soient stables ou que la variabilité intra-classe cesse de décroitre de fagon sensible.
Ceci nous permet d’obtenir plusieurs propositions de classification avec un nombre de
clusters variable. Les critéres que nous avons utilisés pour choisir la partition optimale ont
été proposés par Berge (Berge, Atwill et al. 2003). La variabilité décrite par les clusters

augmente avec le nombre de clusters, il s'agit donc ici d'optimiser le niveau de variabilité
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décrit sans créer trop de clusters. Si au sein d’un cluster au moins, la réponse est non
uniforme a plus de deux classes d‘antibiotiques, on choisit une partition avec un nombre de
clusters plus important. En revanche, si les effectifs dans au moins un cluster sont inférieurs
a 2% de l'effectif total, on choisit une partition avec un plus petit nombre de clusters. Enfin,
concernant la signification des clusters, nous avons essentiellement considéré la présence
simultanée de souches humaines et animales, afin d’éviter de dissocier souches humaines et
animales, les autres criteres étant satisfaits par ailleurs. Cette méthode doit permettre
d’obtenir une classification minimisant le nombre de clusters a faible effectif, parcimonieuse
en nombre de clusters et minimisant la variabilité intra-cluster, et ainsi réduire les biais

potentiels de classification.

1. Lebart, L., A. Morineau, and M. Piron, Statistique exploratoire multidimensionnelle.
3iéme édition ed. 2000, Paris: Dunod. 439.

2. Berge, A.C.B., E.R. Atwill, and W.M. Sischo, Assessing antibiotic resistance in fecal
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Attribution des cas de salmonelloses humaines aux différentes filieres de production
animale en France
Adaptabilité et robustesse du modéle bayésien d’attribution par typage microbiologique

Résumé

Les salmonelles sont la premiéere cause bactérienne d'infections d'origine alimentaire en France. Ces
pathogénes zoonotiques sont présents dans de nombreuses sources animales et font I'objet d'une
lutte des I'élevage. Ainsi, identifier la contribution relative des différentes sources aux cas humains est
essentiel pour mettre en place une politique de lutte efficace. L'outil bayésien d'attribution par typage
microbiologique qui permet de déterminer le nombre de cas liés a chaque source est pour cela
particulierement adapté. Le principe du modéle consiste a comparer la distribution de types
microbiologiques (sérotypes et sous-types), parmi les cas humains et dans les sources animales, en
pondérant par les quantités des sources consommées et en tenant compte des spécificités des
sources et des types. Les objectifs des travaux de these étaient d'identifier et collecter les données
nécessaires pour appliquer un tel modele et d'évaluer sa robustesse et I'impact de la qualité des
données sur les résultats. Le systéme de surveillance francais des salmonelles a pour cela été décrit et
analysé, et une base de données suffisante pour appliquer le modeéle a été constituée. L'application du
modele dans divers pays européens a montré les limites de I'approche. Comme attendu, le modéle est
trés sensible a l'information a priori informative que sa structure surparamétrée rend nécessaire. Nous
avons proposé une paramétrisation plus adaptée basée sur les données. L’application du modele a des
données de surveillance passive (proportions) et actives (prévalences) a alors montré la robustesse du
modele. Ainsi, mettre en place une démarche d'attribution est possible en France. Les limites
méthodologiques sont a explorer plus avant, mais les perspectives d'utilisation, notamment pour
attribuer les cas en fonction de la résistance aux antibiotiques, justifient les efforts requis.

Mots-clés : Attribution, Salmonella, santé publiqgue, modélisation bayésienne, risque alimentaire,
épidémiologie, zoonoses

Abstract

Salmonella are the first bacterial cause of food-borne infections in France. These zoonotic pathogens
occur in a variety of animal sources and are the aim of interventions from the farm level on.
Identification of the relative contribution of the different sources to human cases is essential to
implement an efficient policy to fight these infections. The bayesian microbial subtyping attribution
approach allows determining the number of cases related to a particular source, and is thus
particularly appropriate to this aim. The principle of this model consists in comparing the distribution
of microbiological types (serotypes or subtypes) in human cases and in animal sources, weighted by
the amount of sources consumed and taking into account the specificity of both the sources and the
serotypes. The objectives of the thesis work were to identify and collect the data that are necessary to
run such a model and to assess its robustness and the impact of the quality of the data on the results.
The French surveillance system for Salmonella was thus described and analysed and a database
sufficient to allow using the model was built. The application of the model in different European
Member States showed the limits of the approach. As expected, the model proves to be very sensitive
to the prior informative information that its overparameterized structure requires. We proposed a
more appropriate parameterization based on the data. The use of the model on surveillance data of
both passive (proportions) and active (prevalence) nature then demonstrated the robustness of this
model. Thus, the source attribution approach could be implemented in France. The methodological
limits are to be further explored but the perspectives of use, particularly to attribute the cases
according to antibiotic resistance, justify mustering the necessary means.

Keywords: source attribution, Sa/monella, public health, Bayesian modeling, foodborne risk,
epidemiology, zoonoses
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