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Charge microbienne apres nettoyage et desinfection de
plusieurs materiaux placés sur le mur d’un atelier de
fabrication fromagere (Mettler, 1995)
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Microflore cultivable isolée a partir de sols apres
nettoyage et desinfection (Mettler and Carpentier, 1998)

Viande Patisserie Lait
Pseudomonas yeasts Pseudomonas
Staphylococcus Corynebacterium Staphylococcus
Enterobacter Leuconostoc
Flavobacterium Pseudomonas
yeasts Acinetobacter
Kluyvera Staphylococcus

Aerococcus

Achromobacter

molds

Conforme aux résultats de Holah et al. (2002) et Bagge- &
Ravn et al. (2003) A
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Pathogenes potentiellement persistants

dans des environnements alimentaires
(ICMSF, 2002)

« Nombreux cas attestés

— Listeria monocytogenes: fromage, charcuterie,
volaille, saumon, creme glacée, etc., ateliers froids

— Salmonella non typhique: produits secs

— Enterobacter sakazakii: produits laitiers
deshydratés (kandhai et al. 2004)

e Des cas ont été décrits

— E. coli O 157:H7 (hachoir a viande de
supermarcheé)

— Bacillus cereus (conduites de lait)

Netc, =3
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Obtention expérimentale d’une
persistance bactérienne

Pseudomonas fluorescens E. coli O157:H7

(Peneau et al. 2007) (Marouani-Gadri et al. en préparation)

Sol en céeramique Tapis convoyeur en
Y SElN> polyuréthane 3,5 cm?

AR 20°C
Une seule charge bacterienne dans de I'exsudat de
viande

N&D journalier: alcalin chloré + aldéhyde-ammonium
guaternaire, demi concentration minimale

recommandeée par le fournisseur, pas d’action -

mecanique ; puis souillure par de I'exsudat de viande Ssla




Plus petite charge bacterienne de I'exsudat de
viande permettant d’obtenir la persistance sur
des eprouvettes de = 4 cm?

Pseudomonas
fluorescens

Charge Jours log Phase de | Persistance
initiale avant 1" | (ufc/cm?) | croissance
|Og (ufclmL N&D avant 1€’
N&D
3 1 <2 EXp. Non




Plus petite charge bacterienne de I'exsudat de
viande permettant d’obtenir la persistance sur
des eprouvettes de = 4 cm?

Charge Jours log Phase de | Persistance
initiale avant 1" | (ufc/cm?) | croissance
|Og (ufc/mL) N&D avant 1€’
N&D
3 1 <2 EXp. non
Pseudomonas
fluorescens
® . 2-3 EXp. OUI




Pseudomonas fluorescens

Valeurs médianes
5,0
45 Abefore C&D ............................................. A ................. A ................................ DImInUtlon par Jour 1 |Og
"| Aafter C&D A A sauf le premier jour
I e S, R A M.
TS Y W W W Y Sirau S
5 30 oo e — f‘ ..................................... f ......................... Augmentation par jour :

1,37 log calculé apres les
deux premiers jours

Latence en I'absence de choc
chimique: 1,5 jour

Time (days)

Apres les deux premiers jours :
plus de latence
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Plus petite charge bacterienne de I'exsudat de
viande permettant d’obtenir la persistance sur
des eprouvettes de = 4 cm?

Charge Jours log Phase de | Persistance
initiale avant 1" | (ufc/cm?) | croissance
|Og (ufc/mL) N&D avant 1€’
N&D
3 1 <2 EXp. non
Pseudomonas
fluorescens
5 L 2-3 EXp. Oul
38 L S EXp. non

E. coli
O157:H7




Plus petite charge bacterienne de I'exsudat de
viande permettant d’obtenir la persistance sur
des eprouvettes de = 4 cm?

Charge Jours log Phase de | Persistance
initiale avant 1" | (ufc/cm?) | croissance
|Og (ufclmL N&D avant 1€’
N&D
3 1 <2 EXp. non
Pseudomonas
fluorescens
5 1 2-3 EXp. OUl
3 L S EXp. non
E. coli
Q1>8hit 8 3 7 Stat. OU|




_n Patl!oqenComBat ,

E. coli O157:H7 for safe food

8
7
£ 6 N Biofilms de 1 jour
> Z au début de
O . A I'essai :
95 4 Pas de
1 persistance
U ‘—L|—|‘_A_A T T A& A T T T
0O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
days
[0)
T 9
L0 8
- — GJ 7
Eo |tq] % A aa
1 © S5 A A Biofilms de 3
L 4 : A N A ‘A jours au début de
23 A A A I'essai :
=7 A A Persistance
0 > T T A h IA T T T T T T
0 1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
days (4
¢ 1 E; "-7= )

i Food Quality and Safet afssa

AGENCE FRANCAISE
DE SECURITE SANITAIRE

DES ALIMENTS



PatHoqenComBat ,

E. coll O157:H7 for safe food
Pas de
croissance Croissance
1 N\
04 ™
4 ¢
D [l
c 84 ¢ - t
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Total cells: gPCR Viable cells: EMA-gPCR



Plus petite charge bacterienne de I'exsudat de
viande permettant d’obtenir la persistance sur
des eprouvettes de = 4 cm?

Charge Jours log Phase de Persistance
initiale avant 1" | (ufc/cm?) | croissance
log (ufc/mL) N&D avant 1"
N&D
3 1 <2 EXp. non
Pseudomonas
fluorescens 1 - oUl
Population du . @ {2
biofilm en fin de
croissance 8 1 S} EXp. non
107 ufc/cm?
E. COll
0157:H7 g 3 @ Stat. NON
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- PatﬁoqenComBat ,

B for safe food
Devenir de E. coli O157:H7 en biofilm bi-microbien

soumis a N&D repeétés : comptage apres N&D
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La vraie vie : surfaces neuves dans un  SIMPFRi
meuble frigorifigue de vente charcuterie

Feu1|le de PVC Inox

Surface échantillonnée : 320 cm? Surface échantil lonnee 480 cm? !1
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Listeria monocytogenes
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Qu’est-ce qu’une souche persistante ?

 |solement repeté au méme endroit (Borucki
et al. 2003)

* |solee 5 fois ou plus pendant plus de 3 mois
(Lundeén et al. 2003)

« Trouvee de facon récurrente pendant au
moins 1 an, a la fois sur I'équipement et
dans le produit fini (Autio et al. 2003)
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11 ateliers (poisson, laiterie, viande, volaille)
Par pulsotypage : 17 persistantes , 38 transitoires
Combinaison de PFGE et AFLP : 48 génotypes

Génotype Etat Atelier viande et
volaille
GT 11 2 transitoires C,G
GT 4 2 transitoires G,H
GT 26 3 persistantes D,E,F
1 transitoire B
AN 1 persistante H
1 transitoire A
.22 1 persistante H
7

Autres génotypes: une souche seulement par génotype 5.2

AGENCE FRANCAISE
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Pourquol certains clones persistent dans les
ateliers alimentaires ?

 Différence intrinseque entre souches
persistantes et transitoires ?
— Adhésion ?
— Formation de biofilm?
— Sensibilité aux desinfectants ?
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Adhésion accrue ou formation de biofilm?
De viellles hypotheses et beaucoup de travaux publiés

Mais
pourquoi ¢c



Croissance de
biofiims en BHI

23 Kalmokoff ef a/. (2001) ol St AR
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.
Biofilm cultivé sur bouillon chimiqguement défini 202 (MCDB)
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Adhésion plus forte ou formation de biofilm
par des souches persistantes ?

* NS -Djorjevik ef al. (2001) 5 transitoires non
significativement différentes de 5 persistantes

« S -Borucki ef al. (2003): persistante » non-persistante
P=0.03) (15 non-persistantes, 11 persistantes)

* NS - production de biofilm similaire par les souches
transitoires et persistantes (Harvey ef al. 2007)

NS - Assére ef al. (non publié): les 3 persistantes
testees avaient une population de biofilm élevée mais
guelques souches transitoires aussi (3 milieux de
culture testes)
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Formation de biofilm évaluée avec du violet cristal
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Sensibilité aux désinfectants

» Pas de différence significative entre
souches persistantes et transitoires

— Par la methode en suspension (Earnshaw et
Lawrence,1998 ; Holah et al., 2002; Megaw and Lawrence, 1995)

— Par une methode sur porte-germes

» Cellules sechées sur une surface (Kastbjerg and Gram,
communication personnelle)

» Biofilms de 1 a 10 jours (Asséré et al., résultats non publiés)
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.
Adaptation au désinfectant?

Comparaison de 2 souches persistantes
avec 2 souches transitoires en culture
pure planctonigue (Lundén et al. 2003) -

— Résistance Initiale : CMI des souches transitoires
« CMI des souches persistantes (de 1,3 a 4 fois
superieure)

— Une augmentation progressive de la concentration

entraine une adaptation, toutes les souches
atteignent la méme CMI
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Pourquol certains clones persistent dans des
ateliers alimentaires ?

 Difference intrinseque er  souches
persistantes et trans” &S ?
— Adhésion ? V\0$
— Formation~  .ofilm?

— Sensit’  aux désinfectants ?
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Facteurs associés a la
contamination des surfaces par

L. monocytogenes dans les ateliers
volaille ou porc (Chasseignaux et al.
2002).

Souillure organique

pH neutre a alcalin
HR élevee (> 70%)
T basse (<10 C)
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Incidence de L.m. dans les zones en aval du
traitement thermique de 41 ateliers de viande

examinés aux Etats-Unis pendant ’lannée 1987
(revu by Gravani, 1999)

Zone Echantillons positifs(%)
Sols 37%
Caniveaux 37%
Ustensiles de nettoyage 24%

Zones de nettoyage 24%

Surfaces en contact avec les aliments 20%

Condensats
Murs et plafonds
Air comprimé

7%
5%
4%
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Facteurs associés a la Impact sur
contamination des surfaces par
L. monocytogenes dans les ateliers |'adhésion

volaille ou porc (Chasseignaux et al. aux
2002). surfaces
Soulllure organique e

pH neutre a alcalin -
HR élevee (> 70%) -
T basse (<10 C) -

L e lait écreme et les protéines du lait réduisent 'adhésion a I'inox (Barnes et al. 1999; Helke
et al. 1993)

*Optimum a pH bas (Smoot and Pierson, 1998; Duffy and Sheridan, 1997) ?
*Optimum a 18°C, compare a 4 et 30°C (Norwood and Gilmour, 2001) 5F<25
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Facteurs associés a la Impact sur
contamination des surfaces par

L. monocytogenes dans les 'adhésion la
ateliers volaille ou porc aux croissance
(Chasseignaux et al. 2002). surfaces

Soulllure organique /- +

pPH neutre a alcalin : +

HR élevee (> 70%) - 5

T basse (<10 C) - +

= Favorise la croissance
de L. m. en culture mixte

avec des especes
psychrotrophes rED’

atssa




Les surfaces inegales en resine ou en
plastigue sont plus frequemment
contaminées que les surfaces lisses en
INOX (Chasseignaux et al. 2002).
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Coupe d’un sol a base de polyuréethane




Sol a base de polyuréthane apres 8 semaines dans
un atelier de viande, apres N&D

TR 5.4 . Si Iéé bactéries

peuvent se

Lo

o

=4 multiplier, elles se

rtir d’ici

he e

&
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PVC de tapis convoyeur

o~ [: Photo No.=44 1Hm
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I EEE—————————
Conclusion 1 : Listeria monocytogenes

e Les differences entres souches
persistantes et non-persistantes ne sont
pas claires

* Le potentiel de croissance a basse
temperature et I’existence de zones
de rétention sont probablement les
meilleures explications de la
persistance
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Conclusion 2 : explications possibles de la

présence de souches persistantes apres N&D

« Entrée accidentelle

— « Accidentelle »

* En raison d’'une charge « élevée », notion dépendant de
I'espece bactérienne (« basse » pour P. fluorescens,
« elevee » pour E. coli O157:H7)

« Et/ou parce gue les bactéries atteignent une zone de rétention
— Un N&D ne suffit pas a « éliminer » les bactéries
— Puis deux possibilites:

 Les bactéries sont incapables de se multiplier et seront
eliminées apres les N&D suivants = survie transitoire

» Les bactéries peuvent se multiplier = persistance

« Entree permanente d’une souche avec une matiére
premiere ou un ingredient et non eliminée par N&D e
=1
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Conclusion 3 : pour les exploitants

 L’installation d’'une microflore persistante est
Inévitable

* Que faire ?
— Limiter I'entréee des micro-organismes indésirables par la

maitrise des matieres premieres et de I'eau
(Pseudomonas), etc.

— Surveliller convenablement I'environnement
— Ralentir la croissance : T°, nutriments, séchage

— Améliorer I'élimination de la contamination : conception
hygiénique, augmentation de la fréquence des N&D, au
moins de facon provisoire pour resoudre une crise L. m

— Quand une souche de L. m. ne peut étre éliminée
(probablement la regle !), controler les zones de P
réetention =

afssa
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