B Alerte épidémique et investigation

Finvestigation d’'une épidémie a pour premiére
finalité de la maitriser dans les meilleurs délais et
d’éviter sa récurrence ultérieure. Les épidémies

sont aussi des opportunités uniques pour mieux
connaitre leurs facteurs de survenue et contribuer
ainsi a la connaissance. Le facteur déterminant du suc-
ces de cette stratégie tient a leur détection précoce,
leur investigation et la mise en oeuvre rapide de
mesures de controle argumentées par l'analyse du
phénomeéne. La détection d'épidémie via le signale-
ment réactif d’'événements inhabituels par les acteurs
de santé est une approche largement recommandée
internationalement. Le signalement réglementaire des
infections nosocomiales en France en est une illustra-
tion et l'article de ce BEH thématique qui décrit une
épidémie néonatale d’infection a E. sakazakii disper-
sée sur le territoire national n"aurait probablement pas
été détectée, investiguée et controlée aussi rapide-
ment sans ce signalement. La mise en commun rapide
d’'information sur les laits consommeés par les cas a
permis d’orienter immédiatement les mesures a
prendre. Une investigation microbiologique approfon-
die des laits incriminés, faisant appel a des méthodes
spécialisées couplées au typage moléculaire
des souches d’E. sakazakii isolées chez les patients et
dans les laits, associée aux résultats de I'enquéte envi-
ronnementale a apporté secondairement les éléments

de rationalité scientifique des mesures prises, et per-
mis de documenter de maniere irréfutable la contami-
nation a bas niveau et hétérogéne de ce lait pour
nouveau-né, comme la source d’'épidémie.

Quand une maladie infectieuse est asymptomatique
dans une proportion importante de cas, la maitrise
de sa transmission en est rendue plus difficile du fait
de la transmission occulte a partir des cas asympto-
matiques. C’est en particulier le cas de I'hépatite A
chez I'enfant dont la transmission et la diffusion de
personne a personne est tres efficace. Ainsi dans I'in-
vestigation des épidémies communautaires par ce
virus, la question de I'importance des formes asymp-
tomatiques et de leur contribution a la diffusion dans
la communauté est un élément critique. Des tests
salivaires qui permettent de détecter les cas asymp-
tomatiques avec une sensibilité et spécificité raison-
nable ont été développés dans cette perspective et
sont d'utilisation trés aisée sur le terrain. Il était donc
opportun de tester leur utilité en situation de terrain
pour, a I'avenir, mieux définir leur intérét. C’'est ce que
montre I'article sur l'investigation de I'épidémie d’hé-
patite A en Auvergne de ce numéro du BEH. L'utilisa-
tion des tests salivaires sur le terrain a été simple et
trés bien acceptée par la population touchée par I'épi-
démie et a permis d’identifier 25 % de cas supplé-
mentaires par rapport a I'approche classique. B
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CONTEXTE ET ALERTE

Enterobacter sakazakii est une bactérie opportuniste responsa-
ble d’'infections graves, surtout chez les nouveau-nés prématu-
rés ou hypotrophes : entérocolites nécrosantes, septicémies ou
meéningites. Ces infections trés rares (une cinquantaine de cas
rapportés au monde) ont une létalité élevée (environ 20 %) [1,2].
Début décembre 2004, l'Institut de veille sanitaire (InVS)
recevait a une semaine d’intervalle de deux hépitaux différents
deux signalements d’infections nosocomiales (IN) sévéres a
Enterobacter sakazakii survenus entre le 25 octobre 2004 et le
7 décembre 2004 chez des nouveau-nés prématurés ou
hypotrophes. Le premier concernait un déces par méningite
dans un hopital de I'Allier (hépital A) et le second un décés par
méningite, une bactériémie et une colonisation digestive dans
un hoépital du Val d’Oise (hopital B).

La survenue rapprochée dans deux hopitaux distants d’infec-
tions trés rares suggérait une source commune a distribution
large. Une investigation nationale était mise en ceuvre pour
identifier et controler rapidement la source.

Plusieurs investigations antérieures de cas groupés en
néonatalogie ont montré le lien entre infections a Enterobacter
sakazakii et consommation de préparations en poudre pour
nourrissons [1,2] ; elles sont fréquemment contaminées a faible
concentration [3]. L'enquéte initiale a donc ciblé d’emblée le
régime nutritionnel des nouveau-nés. L'enfant de I'hdpital A et
deux des trois enfants de I'hdpital B avaient consommé des laits

reconstitués a partir d'une méme préparation en poudre
indiguée en cas d’intolérance aux protéines du lait de vache ou
de troubles digestifs séveres (préparation P) ; trois lots étaient
utilisés dans ces hopitaux lors de la survenue des cas.

Sur ces éléments et en raison de la gravité des infections, une
alerte nationale était lancée et les retraits et rappels de ces lots
étaient mis en ceuvre par le producteur le 10 décembre 2004, en
lien avec les autorités sanitaires. Les investigations ultérieures
décrites ici visaient a mesurer I'ampleur de I'épisode, confirmer
son origine, le documenter pour contribuer a I'analyse de risque,
et mettre en ceuvre d'éventuelles mesures complémentaires.

METHODES
Investigation épidémiologique

Les cas ont été recensés via les services de maternité, de
néonatologie ou de pédiatrie, les Centres de coordination de la
lutte contre les infections nosocomiales (CClin) et les Directions
départementales des affaires sanitaires et sociales (Ddass), qui
devaient informer I'InVS de tout nouveau-né hospitalisé, chez
lequel était isolé Enterobacter sakazakii depuis le 1° janvier
2004. Les cas étaient classés en :

- infection invasive : isolement d’un site stérile ;

- infection non invasive : isolement d'un site non stérile avec
tableau infectieux dans les 24 heures précédant le prélevement
(exemple : conjonctivite purulente) ;

10

BEH n° 2-3/2006




Tableau 1

Caractéristiques des cas recensés et consommation de préparation P. Infections et colonisations a Enterobacter sakazakii, France, octobre a décembre 2004

N° Patient Cas Préparation P

Sexe Terme Poids Type Date Consommé Date introduction Lot S401026 Lot S401420 Lot S401719 Lot $402077

SA kg

A1 F 36 1,995 Méningite (décés a J10) Jé Oui Jo + +
B1 M 35 1,980 Méningite (décés a J19) J8 Oui Jo +
C1 M 30 1,420 Conjonctivite J26 Oui J10 +
D1 F 37 3,250 Colite hémorragique J26 Oui J21/J24? + +
B2l F 32 1,520 Colonisation J32 Oui J20 +
E1 M 28 1,370 Colonisation J20 Oui nd + + + +
E2 F 26 1,100 Colonisation J4s Oui nd + + + +
E3 F 28 0,900 Colonisation J36 Oui nd + + + +
E4 F 32 1,400 Colonisation J26 Oui J15 + + + +
SA = semaines d’aménorrhée + = lot consommé par le patient
1ot S401026 2 Jot S401719 3 souche non conservée

Les dates sont exprimées par rapport a la naissance (infections : date des premiers signes ; colonisations : date d’isolement)

- colonisation : isolement d'un site non stérile sans tableau
infectieux dans les 24 heures précédant le prélevement.

Pour chaque cas ont été décrits les caractéristiques des patients,
I"histoire clinique de I'infection et les régimes alimentaires (type
d’allaitement et mode d’administration).

L'enquéte alimentaire a recherché les types et numéros de lots
des préparations consommeées a partir des dossiers médicaux
et infirmiers. En I'absence de tragabilité individuelle, ces numé-
ros de lots ont été retrouvés dans les registres de la pharmacie
ou du fabricant.

Les pays européens ont été informés du retrait en cours via le
réseau Early Warning and Response System (EWRS), en leur
demandant de notifier tout cas similaire.

Visites des hopitaux

Les conditions de préparation, de conservation et d’adminis-
tration des biberons dans les hodpitaux concernés ont été
documentées lors de visites (entretiens avec le personnel,
vérification des protocoles existants ou observations des
pratiques) ou par courrier (pour un hopital).

Investigation microbiologique

Enterobacter sakazakii a été recherché sur des prélévements
environnementaux réalisés sur la chaine de préparation et
conservation des biberons dans trois hopitaux.

Des échantillons de la préparation P issus de boites de 7 lots
différents saisies dans les hopitaux ou chez le fabricant ont été
analysés par quatre laboratoires. A I'Institut Pasteur de Lille,
trois méthodes ont été menées en parallele sur 2 prises d’essai
de 100 g : deux par culture (projet ISO Enterobacter sakazakii
2004 et norme Iso 21528-1) et une par PCR (Bax® system) ; le
niveau de contamination de deux lots a été estimé par analyses
dans des prises de 100, 50, 25, 10 et 1 g. Les laboratoires de la
Direction générale de la concurrence de la consommation et de
la répression des fraudes (DGCCRF) et ceux de I’Agence
francaise de sécurité sanitaire des produits de santé (Afssaps)
ont appliqué respectivement la méthode ESSB/ESIA (AES®) et
celle de la pharmacopée européenne sur des prises de 50 g.
L'identification des souches de Enterobacter sakazakii a été
confirmée par séquencage du géne rpoB et leur comparaison
réalisée par ribotypie et électrophorese en champ pulsé (ECP).

RESULTATS

Investigation épidémiologique

cloacae et non sakazackii.

L'enquéte alimentaire a montré que les 9 cas avaient consommé
du lait reconstitué avec la préparation P, introduit des la
naissance pour les deux cas les plus séveres (tableau 1). Ces
enfants étaient nourris au biberon sauf le cas B1 nourri en
alternance au biberon et par nutrition entérale a débit alterné.
Quatre lots consommeés par les cas avaient été fabriqués entre
avril et juillet 2004 et distribués exclusivement en France et en
Algérie.

Visites des hopitaux

Dans un hopital, les pratiques de préparation des laits n’étaient
pas conformes aux recommandations existantes [4, 5] et ne
respectaient notamment pas les principes de marche en avant
(séparation des secteurs et cheminement des denrées, du
matériel et du personnel pour respecter les principes
d’hygiéne). Tous les hopitaux sauf un, mentionnaient des
durées de stockage prolongées (jusqu’a 24 heures) et tous sauf
un, conservaient les biberons dans des réfrigérateurs non
professionnels, ne garantissant pas une température < 4 °C et
sans tragabilité.

Investigation microbiologique

Neuf souches conservées pour 8 cas ont été confirmées
Enterobacter sakazakii. Tous les préléevements environne-
mentaux hospitaliers étaient négatifs.

L'analyse des échantillons de la préparation P a montré une
contamination par Enterobacter sakazakii de 4 lots fabriqués sur
la période d’avril a septembre 2004 ; toutes les souches isolées
ont été confirmées Enterobacter sakazakii. Tous les cas étaient
susceptibles d’avoir consommé au moins un des lots positifs.
La contamination était variable (de 0 a 32 % des échantillons)

Figure 1

Distribution dans le temps et par hopital des cas, infections et colonisations
a Enterobacter sakazakii, France, octobre a décembre 2004

6 - Infection invasive D Colonisation

5 l:l Infection non invasive Hopital A Alerte
Quatre infections a Enterobacter sakazakii (dont 2 invasives Z 4
ayant entrainé le décés) sont survenues entre octobre et PR I
décembre 2004 dans quatre hdépitaux de quatre départements : &3 | E
Allier (hopital A), Val-d'Oise (hopital B), llle-et-Vilaine (hépital C) 2 A E|E
et Rhone-Alpes (hépital D)1. Cing colonisations digestives ont 4
été diagnostiquées sur des coprocultures systématiques : une a 1 B C|B|D]|E
I"hépital B, et 4 dans un cinquieme hopital du Val-de-Marne ' T T T T ' !
(hopital E) (figure 1). Tous les cas sauf un (cas D1) sont survenus 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53
chez des nouveau-nés prématurés ou hypotrophes (tableau 1). & L & 3}%
Aucun cas n'a été signalé dans d'autres pays européens. oc‘,\o@“ 4.z,@gv ‘f\& RN
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1 La bactériémie signalée par I'hépital B a été exclue : il s’agissait d’une infection a E.
Numéro de semaine
1
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Tableau 2

Résultats des recherches de Enterobacter sakazakii dans les échantillons de préparation P, par lot. Infections et colonisations a Enterobacter sakazakii,

France, octobre a décembre 2004

N° de lot Date de Nombre de boites positives pour E. sakazakii /| nombre
production de boites testées, par laboratoire et taille d’échantillon

IP Lille Afssaps DGCCRF LDA Allier Total

100 g 50g 50g 10g
S$303690 2003 0/0 0/5 0/0 0/0 0/5
$401026 02/04/04 12%/28 0/0 5/25 0/0 17%/53
$401420 07/05/04 0/31 0/5 0/30 1*1 1%/67
S401719 04/06/04 0/41 0/5 0/30 0/1 0/77
$402077 02/07/04 12/32 0/5 3/30 0/0 15/67
$402632 01/09/04 0/0 0/5 3/60 0/0 3/65
$403458 09/11/04 0/0 0/5 0/60 0/0 0/65
Total 24/132 0/30 11/235 1/2 36/399

* dont 1 boite entamée prélevée dans un des hopitaux. En grisé, les lots consommés pa

d’un lot a I'autre (tableau 2) ; les lots S401026 et S402077 étaient
les plus fréquemment contaminés et pourraient expliquer 8 des
9 cas recensés. Leur contamination était faible (entre 1 et
10 UFC pour 100 g) et d'une grande hétérogénéité au sein d'un
méme lot.

Les 9 souches cliniques et 21 (58 %) des 36 souches isolées des
échantillons de la préparation P n’étaient pas différentiables en
ECP : cing souches isolées du lot S401026, 12 du lot S402077,
1 dulot S401420 et 3 du lot S402632 ; trois autres profils étaient
retrouvés chez des souches isolées des lots S401026 ou
S402077 (figure 2). Les résultats de I'ECP étaient cohérents avec
ceux de la ribotypie, la premiére méthode étant toutefois plus
discriminante (données non présentées).

Figure 2

r les cas.

Comparaison par électrophorése en champ pulsé apres digestion par Spel
des 8 souches cliniques, des 3 souches « poudre » et de 3 souches de
référence. Infections et colonisations a E. sakazakii, France, octobre a
décembre 2004
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1:A1-LCR 8: E4 - Colonisation digestive
2:B1-LCR 9: Préparation P - Lot S401026
3: C1 - Conjonctivite 10 : Préparation P - Lot S402077
4: D1 - Colite hémorragique 11: Préparation P - Lot S401420
5:E1 - Colonisation digestive 12 : Souche CIP 103183

6: E2 - Colonisation digestive 13 : Souche CIP 103581

7 : E3 - Colonisation digestive 14 : Souche CIP 104952

MESURES DE CONTROLE

Les mesures de contrble suivantes ont été prises par les auto-
rités sanitaires en lien avec le producteur : retrait volontaire et
rappel des lots de préparation P S401420, S401719 et S402077
le 10/12/04 ; retrait volontaire et rappel de tous les lots de prépa-
ration P distribués en France, dont le lot S401026, le 17/12/04.
Ces mesures ont été complétées par la diffusion aupres des
établissements de santé frangais hébergeant des services de
pédiatrie, maternité ou néonatologie d'une note d’information
incluant des recommandations pour la préparation des bibe-
rons et pour le signalement immeédiat de tout nouveau cas
d’infection a Enterobacter sakazakii.

Ultérieurement, un retrait de tous les lots de préparation P en
poudre distribués dans le monde a été décidé par le producteur
en accord avec les autorités sanitaires de chaque pays. Un arrét
de l'unité de production hollandaise a complété ces mesures.

DISCUSSION

Il s’agit du premier épisode documenté en France de cas
groupés d'infections a Enterobacter sakazakii associé a la
consommation d’une préparation en poudre pour nourrissons.
Sa reconnaissance précoce est a mettre a I’actif du signalement
des IN et de son appropriation par les équipes hospitaliéres.
Toute IN rare et grave doit étre signalée sans délai; la
centralisation des données a I'InVS permet, comme ici, de relier
entre eux des cas apparemment sporadiques.

Le retrait immédiat du produit suspecté a probablement évité
d’autres cas. L'hypothese I'ayant motivé était basée sur |I'ana-
lyse de la littérature [1-3] et une enquéte simple décrivant les
caractéristiques des patients et leur régime alimentaire. Une
analyse microbiologique des lots de préparation P consommés
réalisée dans un laboratoire spécialisé et le typage moléculaire
des souches isolées ont permis d'apporter les éléments de
preuve complémentaires a I'orientation donnée par I’'épidémio-
logie descriptive.

Réalisée suite a une alerte, cette enquéte a permis de documenter
la contamination par Enterobacter sakazakii d'une préparation en
poudre pour nourrissons, fréquente et a faible concentration, et
d’affirmer son lien avec la survenue d’infections chez des nouveau-
nés. Le terrain des patients a joué un réle important dans leur
survenue, facilitée aussi probablement par des conditions de
préparation et conservation des laits reconstitués non optimales
dans certains cas. Une réflexion sur les normes imposées aux
fabricants est en cours au niveau européen et international [6,7]. En
France, des recommandations d’hygiene pour la préparation et la
conservation des biberons ont été élaborées depuis cet épisode
par un groupe de travail de I'Afssa [8]: elles permettront aux
établissements de santé d'évaluer leurs pratiques et de mieux
prévenir ces infections.
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INTRODUCTION

En novembre 2004, 6 cas d’hépatite A survenus en deux semaines
(5 éleves d’'une école maternelle et primaire et un parent) ont été
signalés a la Direction départementale des affaires sanitaires et
sociales (Ddass) du Puy-de-Déme. La distribution des cas dans le
temps était en faveur d’'une exposition ponctuelle a une source
d'infection commune. Trés rapidement, des informations sur la
maladie et sa prévention étaient données aux familles et des
mesures d’hygiene mises en place dans I'école.

Une investigation épidémiologique et environnementale a été
conduite afin de décrire I'épidémie, de préciser les modes de
transmission, d’identifier la source et adapter les mesures de
controle. De plus, afin de documenter la transmission virale
dans I'école et les familles, des tests salivaires ont été réalisés.
C’est la premiére fois que cette méthode est utilisée en France
pour investiguer une épidémie d'hépatite A en collectivité et y
documenter la transmission du virus.

METHODES

Un cas a été défini comme toute personne fréquentant |'école
ou appartenant au foyer d’'un enfant fréquentant cette école,
chez laquelle et depuis le 16" octobre 2004 :

- des anticorps IgM anti-VHA ont été mis en évidence dans le
sérum ou la salive (cas certain) ;

ou

- ayant développé un ictére et ayant un lien épidémiologique
avec un cas certain (cas probable).

Les cas ont été recherchés auprés des laboratoires d’analyse de
biologie médicale et d’'un laboratoire hospitalier (signalement
des sérologies IgM anti-VHA positives depuis le 1° octobre 2004
et pendant 4 mois) et des médecins des cabinets de la zone
géographique de résidence des cas. Pour identifier des formes
non-symptomatiques d’hépatite A, nous avons complété la
recherche des cas par un dépistage salivaire des anticorps anti-
VHA aupres des éléves, le personnel de I'école ainsi que leurs
familles proches (personnes vivant sous le méme toit).

La recherche d’anticorps anti-VHA dans la salive permet de
détecter des infections récentes (présence d’lgM spécifiques)

ou anciennes (présence d’anticorps totaux spécifiques sans
IgM). A la différence des tests sériques, les tests salivaires
ont une spécificité de 100 %, mais leur sensibilité peut varier
entre 80-100 % [1] et la durée de détection des IgM dans la
salive excede rarement 2 mois [2,3]. La concordance entre les
tests salivaires et sériques est supérieure a 88 % [1,4,5]. C'est
une technique simple et non invasive comparée aux tests
sérologiques et donc trés utile pour I'investigation de cas groupés
dans des collectivités scolaires [2,3]. Les salives ont été recueil-
lies grace au dispositif « Salivette » (Sarstedt, Mercey le Grand,
France). La recherche des anticorps spécifiques a été réalisée
par le Centre national de référence (CNR) pour les virus des
hépatites a transmission entérique par adaptation des kits
commerciaux DiaSorin (Salluggia, ltalie). La détection des IgM
anti-VHA a été réalisée par ELISA immunocapture et celle des
anticorps totaux anti-VHA par une technique ELISA basée sur la
compétition [5]. Le calcul du seuil de positivité a été modifié
pour augmenter la sensibilité vis-a-vis des anticorps salivaires
en utilisant la moyenne des densités optiques de 3 témoins
négatifs plus 3 déviations standard. Le protocole d’étude a regu
un avis favorable du Comité consultatif de protection des
personnes dans la recherche biomédicale.

Le dépistage salivaire a été réalisé aupres des éleves, du
personnel de I'école ainsi que de leurs familles proches a
deux reprises, le 2 décembre (1°" passage) et 8 semaines aprés
(2¢me passage). Un questionnaire sur les symptémes/signes
cliniques, antécédent d’hépatite et expositions a risque a partir
du 1°" octobre 2004 leur a été proposé : scolarisation et lieu,
fréquentation de centre de loisirs, creche..., contact avec une
école ou collectivité d’enfants pour les adultes, contact avec un
cas, voyage, consommation des fruits de mer, fréquentation
d'une piscine, type d’eau de boisson, participation aux
activités/événements pour les enfants, fréquentation de la
cantine scolaire et aliments consommés.

Nous avons procédé a une analyse de cohorte rétrospective
incluant les personnes fréquentant I'école (enfants et person-
nel) ce qui a permis de calculer les risques relatifs (RR) et leur
intervalles de confiance & 95 % (IC & 95 %) pour les expositions
a risque d’hépatite A.
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