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Introduction

Le contexte social actuel des pays développés est particulierement sensible aux
problémes sanitaires comme le montre I'ampleur des crises de I'ESB (Encéphalopathie
Spongiforme Bovine), de la listériose, des dioxines, de la mélamine et enfin de la grippe.
Or les maladies infectieuses d’origine alimentaire (ou Toxi-Infections Alimentaires, TIA)
sont responsables des crises sanitaires les plus fréquentes dans les pays développés. Les
denrées d’origine animale y sont souvent montrées du doigt, en particulier les viandes.
De fait, en France de 1996 a 2005, parmi les 73% de TIA déclarées pour lesquelles les
aliments incriminés ont été identifiés, les viandes dites de boucherie (bovines, porcines
notamment) sont responsables de 18,2% de ces TIA, ce qui les place en deuxiéme
position derriére les ceufs et les ovoproduits. La contamination en surface de ces viandes
par des dangers bactériens présents dans le contenu digestif des animaux en est souvent
la cause principale.

Parmi ces dangers bactériens dont le réservoir digestif animal est trés développé,
Campylobacter thermotolérant est aujourd’hui a l'origine de la zoonose bactérienne
alimentaire la plus fréquente en Europe. Les modalités de la contamination, c'est-a-dire
du transfert et du statut de contamination des viandes vis-a-vis de cette bactérie sont
connues et I'étape de la chaine de production pour laquelle le risque de contamination est
le plus élevé est identifiée : il s’agit des opérations unitaires conduisant a I’éviscération
abdominale des animaux lors de l'abattage. La présence de Campylobacter sur des
carcasses peut donc étre considérée comme un témoin d’une contamination d’origine
digestive.

Des mesures préventives comme l'inspection des viandes a l'abattoir et les Bonnes
Pratiques d’Hygiéne permettent de maitriser la contamination des viandes. Néanmoins
lorsque celle-ci n’a pu étre empéchée, des mesures correctives sont appliquées. Ces
mesures s’‘organisent autour de deux principes de base : le retrait de la consommation
humaine de toute ou partie de la viande contaminée, le retrait aprés un parage en est
I'exemple ; la « décontamination » des denrées par différents traitements. En Europe, les
traitements de « décontamination » de nature chimique sont interdits. Des traitements
mécaniques tels que le parage et le douchage a I'eau a température ambiante sont en
revanche observés. Or peu de données sont disponibles sur les effets et les facteurs de
variation de ces méthodes correctives simples que sont le parage et le douchage sur le
comportement des dangers bactériens, notamment Campylobacter thermotolérant, en
surface des carcasses (mobilité, dispersion, pénétration). Il semble pourtant que ce
comportement puisse varier en fonction de nombreux paramétres dont la nature de la
matrice carnée.

Dans ce contexte, I'apport de nouvelles données scientifiques sur le comportement
des bactéries ainsi déposées en surface des carcasses et les conséquences d’un rincage a
I’eau de la surface contaminée nécessite une premiére approche expérimentale. Notre
étude a donc eu pour objectifs :

- a partir d’'une étude bibliographique de définir la notion de contamination d’origine
digestive des viandes, les mesures préventives et correctives de cette
contamination. Ces thémes seront abordés dans la premiére partie de ce
manuscrit ol nous aborderons également des éléments du contexte socio-
économiques.

- d’élaborer un modele expérimental d’évaluation de la pénétration en profondeur
de la matrice carnée par Campylobacter et des conséquences d’un ringage a l'eau
d’'une surface contaminée. Ces travaux expérimentaux seront développés en
seconde partie de ce manuscrit ou aprés une présentation du matériel et des
méthodes, les résultats seront présentés et discutés
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Elaboration d’un modéle expérimental d’étude de la contamination d’origine digestive en surface des viandes

1 Campylobacter thermotolérant, un agent de zoonoses
alimentaires liees a la consommation de viande

Les zoonoses (du grec zbéon, étre vivant et nosos, maladie) sont des maladies,
infections (bactéries, virus, prions) ou infestations (parasites protozoaires ou
métazoaires) provoquée par des agents transmissibles qui ne sont pas inféodés a un seul
hote et qui peuvent provoquer une infection ou une infestation (avec ou sans signes
clinigues) chez au moins deux espéces de vertébrés dont I'’Homme (OMS, 1999). Les
animaux jouent un réle majeur dans l'origine de ces zoonoses soit comme vecteur, soit
comme réservoir d'agents pathogénes pour I'Homme.

Certains de ces agents zoonotiques constituent une véritable préoccupation de
santé publique, a cause de leur agressivité et/ou de leur capacité de diffusion. Une
trentaine d’especes bactériennes et a peu prés autant de familles de virus font ainsi
I'objet d’une surveillance attentive. En dehors de ces pathogénes majeurs, il faut bien
garder a l'esprit que sur les 1415 agents pathogénes recensés chez I'Homme, 61 % sont
d’origine animale (32). Ces chiffres donnent une idée de l'ampleur de la « pression
zoonotique » qui s’exerce potentiellement sur ’Homme. Au sein de la grande diversité
des agents zoonotiques, seuls certains agents présentent véritablement un risque élevé.

L'importance des zoonoses est aussi économique : lorsqu’elles touchent les filiéres
de productions animales, notamment la filiere viande, elles ont un impact sur la
consommation et les échanges. Etant donnée leur diversité et leur nombre, les agents
zoonotiques n’ont pas tous le méme impact et I'importance de chacun doit étre pondérée
par, leur prévalence (nombre de cas sur la population a risque), la gravité de la maladie
chez I'Homme, le risque d’amplification par contagion interhumaine, la nature et la
grandeur des populations-cibles, I’'extension géographique, le co(it de la prévention, de la
surveillance épidémiologique et de I'impact sociétal (notamment application du principe
de précaution)...

La transmission des agents zoonotiques s’effectue selon des modalités
nombreuses et variées : contact direct, aérosols, contacts avec des arthropodes
vecteurs, consommation de Denrées alimentaires d’Origine Animales (DOA)
contaminées... Les zoonoses contractées par voie alimentaire, c'est-a-dire induite par la
consommation d’aliments d’origine animale contaminés par un danger dont I'animal était
la source, occupent une place particuliere. En effet, ces dangers sont souvent associés a
un portage inapparent et sont donc indécelables sur I'animal vivant c'est-a-dire ante
mortem. La sécurité microbiologique et chimique des aliments (résidus et contaminants)
compte donc parmi les toutes premiéres préoccupations actuelles des consommateurs
des pays développés, et ce depuis les grandes crises alimentaires qui ont marqué les
vingt derniéres années (poulet a la dioxine 1999, Encéphalopathie Spongiforme Bovine
1986-2000). Elles font I’'objet de mesures de surveillance de plus en plus développées.
Les viandes contaminées occupent une place particulierement importante en Europe dans
la transmission de ces zoonoses, comme nous allons le montrer.

1.1 Importance de l'implication des viandes contaminées dans les
zoonoses d’origine alimentaire

1.1.1 Origine alimentaire des zoonoses majeures en Europe

La sécurité alimentaire est au premier plan des préoccupations de santé publique
européennes. Ces derniéres années, avec la création du Paquet Hygiéne, la communauté
européenne a mis en place un cadre réglementaire pour tenter de palier aux déficits dont
souffrait la législation concernant nos chaines de productions alimentaires. Elle a
également renforcé la surveillance des agents zoonotiques principaux avec la directive
2003/99/EC, demandant a chaque état membre de rechercher, recenser et de notifier la
fréquence des zoonoses alimentaires, notamment vis-a-vis de certains dangers précis.
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Ainsi le rapport de I’Autorité Européenne de Sécurité des Aliments (European Food Safety
Authority ou EFSA) paru en janvier 2009 sur les tendances, les sources et les agents de
zoonoses, montre que les cing premiéres zoonoses en taux d’incidence (figure 1) en
Europe sont d’origine alimentaire. Il s’agit respectivement, par ordre décroissant de
fréguence, de la campylobactériose, de la salmonellose, de la yersiniose, de l'infection a
E. coli verotoxinogéne (VTEC) et de la listériose, toutes liées a un agent pathogéne
bactérien (43). Parmi ces cing premiers agents bactériens zoonotiques, Campylobacter
est a l'origine du plus grand nombre de cas : 200 507 cas confirmés, soit 45 cas pour
100 000 habitants dans I'UE, constituée alors de 27 Etats Membres en 2007 (43).

Figure 1 : Nombre de cas confirmés et prévalence en nombre de cas par an pour 100 000 habitants des
zoonoses rapportées en 2007 dans I'UE constituée alors de 27 Etats membres (43)

Depuis trois années, les Campylobacter thermotolérants sont les premiers agents
bactériens en Europe responsables de gastroentérites humaines (EFSA, 2007). Le
nombre de cas rapportés est passé de 175 561 en 2006 a 200 507 en 2007. Dans les
pays développés (USA, Canada..), Campylobacter est I'un des principaux agents
bactériens responsables de diarrhée et d’entérite d’origine alimentaire chez I'Homme
(74). La campylobactériose serait responsable de 5 a 14 % des cas de diarrhées dans le
monde (9). Les campylobactérioses sont des maladies dont l'importance n‘a été
découverte que récemment car les campylobactéries sont difficiles a cultiver et donc a
mettre en évidence. Au fur et a mesure du perfectionnement des méthodes de culture et
d’isolement, le nombre de cas recensés a augmenté, dépassant rapidement le nombre de
cas liés aux salmonelles.

De facon générale, les maladies infectieuses d’origine alimentaire se manifestent
le plus souvent par une symptomatologie digestive mais également par des syndromes
séveres et parfois mortels tels que la méningo-encéphalite a Listeria monocytogenes ou
le syndrome hémolytique et urémique (SHU) consécutif a lingestion d’E. coli
vérotoxinogénes (155). L'importance de ces zoonoses alimentaires ne tient donc pas
uniquement au nombre de cas rapportés. La gravité des symptémes chez I'Homme et le
niveau d’exposition au risque doivent étre pris en compte. Pour classer ces zoonoses
alimentaires, Fosse réalise une hiérarchisation des risques (57). Sa méthode repose sur
I'attribution d’une note de risque aux dangers, qui prend en considération des indicateurs
quantitatifs de gravité des maladies alimentaires et I'évaluation de l'incidence des cas
clinigues humains spécifiguement attribuables a la consommation d’'un aliment donné.
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Ainsi, pour la viande bovine, Salmonella enterica a la note de risque la plus élevée,
devant les VTEC. Pour les viandes porcines, Yersinia enterocolitica apparait comme le
danger dont la note de risque est la plus élevée, devant Salmonella enterica. Pour les
deux viandes, les Campylobacter spp. thermotolérants occupent le troisieme rang (58).

Le réservoir naturel de ces bactéries Salmonella, Campylobacter, E.coli
vérotoxinogéne, et Yersinia, est le tube digestif des mammiferes ou des oiseaux. Listeria
monocytogenes a aussi un réservoir digestif mais est plus ubiquiste : il existe notamment
un réservoir tellurique. La voie d’entrée de ces bactéries chez I’'Homme est digestive. Le
mode de transmission de ces zoonoses est oral (mains sales) et surtout alimentaire. Les
aliments incriminés dans la contamination humaine par ces agents zoonotiques sont
essentiellement des Denrées d’Origine Animale et en particulier les viandes, puisque
I'animal est réservoir.

1.1.2 Les aliments incriminés dans les zoonoses sont des
viandes contaminées

Dans le domaine alimentaire, la contamination se définit comme le transfert direct
ou indirect d’'un contaminant provenant d’un réservoir vers un aliment (EUFIC, Conseil
Européen de l'Information sur I’Alimentation). Ce contaminant peut étre un agent
physique, chimique ou biologique ajouté de facon non intentionnelle au produit (a la
différence d'un résidu, par exemple un médicament vétérinaire) et pouvant
compromettre la sécurité et/ou la salubrité du produit. Un contaminant est donc un
danger au sens évoqué dans le reglement européen 178/2002, c'est-a-dire « un agent
biologique, chimique ou physique présent dans les denrées alimentaires ou les aliments
pour animaux, ou un état de ces denrées alimentaires ou aliments pour animaux,
pouvant avoir un effet néfaste sur la santé ».

Les aliments contaminés mis en cause dans la plupart des cas déclarés de
zoonoses alimentaires sont les produits d’origine animale et plus précisément les produits
carnés. En effet, selon le rapport de I'EFSA de 2009, pour les quatre premiéres zoonoses
en Europe (hors listériose attribuée a la consommation de lait cru), les fréguences les
plus élevées de détection des agents zoonotiques sur les denrées alimentaires
concernent les viandes, et en particulier les viandes dites « fraiches » (Tableau 1). Nous
entendons ici par viande la définition donnée par les arrétés ministériels du 17 mars
1992 et du 8 juin 1996, c'est-a-dire « toutes parties comestibles des volailles ou animaux
de boucherie » définis respectivement par « les oiseaux appartenant aux espéces poule,
dinde, pintade, canard et oie » et « les mammiféres appartenant aux espéces bovine,
porcine, ovine et caprin, ainsi que celles provenant des solipédes domestiques
(chevaux) ». Les viandes dites « fraiches » n‘ont subit « aucun traitement de
conservation autre que la réfrigération, la congélation ou la surgélation » selon le
réeglement 853/2004. On vy inclut «les viandes conditionnées sous vide ou sous
atmosphére controlée ».

Tableau I : Denrées analysées pour la recherche des principaux agents de zoonoses alimentaires ayant le taux
de positivité le plus élevé (d’aprés le rapport de I’'EFSA, 2009)

Nature de I'échantillon ayant Agent zoonotiaue détecté % positivité des
le % de positivité le plus élevé 9 9 échantillons testés
Campylobacter spp 26 %
Viande fraiche de poulet thermotolérants
Salmonella sp. 5,50 %
Viande fraiche de porc Yersinia sp. 2,00 %
Viande bovine fraiche VTEC 0,30 %

Notons que tous les aliments n’ont pas été analysés dans le cadre de cette
enquéte européenne (EFSA 2009), mais seulement les aliments qui ont été identifiés
comme présentant un risque élevé. Or les denrées carnées sont des aliments a haut
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risque, du fait de la possibilité d’un transfert entre le tube digestif des animaux abattus
et la carcasse et ses abats.

1.2  Campylobacter thermotolérants : des bactéries d’origine
digestive

1.2.1 Caractéristiques biologiques

Campylobacter est un bacille fin (de 0,2 a 0,5 microns de diamétre sur 8 microns
de long), de coloration Gram négative, spiralé en S ou de forme hélicoidale (Figure 2) et
mobile grace a un unique flagelle de 20 nm de diamétre (150). Il est asporulé, et parfois
capsulé. Lors des phases tardives de la courbe de croissance, ces bactéries prennent une
forme plus arrondie, dite « coccoide ».

Il se caractérise une trés grande mobilité (aspect caractéristique en « vol de
moucherons » lors de |'observation a I’état frais). Celle-ci lui permet de se déplacer dans
le mucus intestinal. Le pH optimal de croissance est de 6,5 a 7,5 mais il résiste aux sels
biliaires. Toutes les espéces du genre sont mésophiles et peuvent se développer a 37°C,
mais on distingue les campylobacters dits thermotolérants des campylobacters non
thermotolérants. Les campylobacters d’intérét en santé publique sont les
thermotolérants : leur température optimale de croissance est de 42 °C. IIs sont
microaérophiles : ils nécessitent une faible teneur (3 a 15%) en O, pour leur croissance.
Remarquons que C. fetus, non thermotolérant, est aussi pathogéne pour I'homme mais
son tropisme n’est pas digestif. Les campylobacters sont peu pathogenes pour I'animal
excepté C. fetus dont la pathogénéicité s’exprime surtout par des avortements chez les
bovins et ovins. Les performances des animaux porteurs ne sont pas modifiées (148).
L'hitorique de sa découverte et ses caractéristiques biochimiques et culturales sont
détaillées en annexe 1.

Figure 2 : Campylobacter spp. en microscopie optique (SECALIM)

Parmi les nombreuses espéces de Campylobacter thermotolérants (Annexe C),
guatre sont incriminées le plus fréguemment dans les campylobactérioses humaines :
C. jejuni, C. coli, C. lari et C. upsaliensis (75). Elles appartiennent toutes aux
campylobacters dits thermotolérants. D’aprés les isolements réalisés a partir des cas de
campylobacterioses rapportés dans I'UE en 2007, C jejuni représente 44,3% des isolats,
C. coli représente 2,7% des isolats. D’autres especes, comme C. lari (0,3 %) et
C. upsaliensis, représentent au total 6,9% des isolats. 46% des isolats ne sont pas typés
ou sont non typables. (43). En France, en 2007, sur les prélevements réalisés sur des
cas humains, Campylobacter jejuni (78,1% des souches caractérisables) est la souche la
plus fréguente, suivie par C. coli (16,6%) et Campylobacter fetus (4,0 %). La proportion
de C. coli isolés en France est plus élevée que dans d’autres pays européens (3% des
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espeéces déclarées au systéme européen de surveillance pour les gastroentérites). Une
recrudescence des cas est remarquable en période estivale et est surtout marquée pour
C. jejuni. (InVS, 2007).

1.2.2 Epidémiologie et symptomes chez ’'Homme

Chez 'homme, la période d’incubation de la campylobactériose varie de un a trois
jours. Des douleurs abdominales surviennent dans un contexte fébrile, suivies de
diarrhée avec parfois du sang dans les selles et des vomissements. Le plus souvent, tout
rentre dans l'ordre aprés quelques jours sans traitement si ce n’est une réhydratation
chez les nourrissons. La symptomatologie est moins marquée que pour les infections a
Salmonella et a Shigella (hyperthermie moins élevée) (110). Cette entérite peut se
compliquer de bactériémie et de localisations secondaires (arthrites, pancréatites...), ainsi
que d’un syndrome post-infectieux, tel que le syndrome de Guillain-Barré. Ce syndrome
appelé aussi polyradiculonévrite aigué correspond a une atteinte des nerfs périphériques
(démyélinisation) de nature inflammatoire et probablement d’origine auto-immune, qui
conduit a une paralysie progressive plus ou moins réversible.

L'infection chez I'Homme est souvent de forme sporadique mais Campylobacter
peut aussi étre a l'origine de TIAC (Toxi-Infection Alimentaire Collective) (125, 133).
L'infection de I'homme se réalise souvent par contamination croisée lors de la préparation
de viande mises en contact avec d’autres aliments qui ne nécessitent pas ou peu de
cuisson (2, 109). Le lait, I'eau de riviere ou les eaux municipales traitées de facon
inadéquate peuvent aussi provoquer des infections humaines (31). L'étude sur les
facteurs de risque de survenue des infections a campylobacters en France a mis en
évidence une association avec la consommation de boeuf peu cuit, une hygiéne
insuffisante des mains lors de la préparation en cuisine et un voyage a l’étranger
(Campylobacter est en effet rapporté comme une cause de la diarrhée des voyageurs

(47)).

En France, I'InVS (Institut de Veille Sanitaire) rapportait au total pour I'année
2007, 3058 cas confirmés de campylobactériose digestive (soit 4,8 cas confirmés pour
100 000 habitants) contre 2675 en 2006 (soit 4,3 cas confirmés pour 100 000 habitants)
(48, 88).

Notons qu'il s’agit du nombre de cas rapportés, et non du nombre de cas réels. Le
nombre de cas rapportés est une sous-estimation du nombre de cas réels puisque les
symptomes chez I'homme sont souvent ceux d’une gastroentérite banale, et que la
recherche coprologique n’‘est pas systématiquement réalisée. En effet, elle reste a
I'initiative du microbiologiste sauf si elle est spécifiquement prescrite par le médecin
contrairement aux Salmonelles et aux Shigelles recherchées systématiquement dans les
coprocultures. La recherche de Campylobacter est plus lourde et plus colteuse sans qu’il
y ait une majoration forfaitaire de la coproculture (61).

1.3 La contamination des viandes lors des différentes étapes de la
chaine alimentaire : modalités du transfert et devenir des bactéries,
notamment Campylobacter

1.3.1 Propositions de définitions

Dans le domaine de la sécurité et qualité des aliments, dans l'usage courant le
mot « contamination » peut avoir deux sens. Il peut étre employé pour décrire i) |'état de
la denrée du fait de la présence d'un danger ou d’une flore d’altération, ou ii)
I'introduction du danger au sein de la denrée.

Nous proposons de décrire la « contamination » au sens d’un transfert d’un
danger a l'aliment (denrée) en tant que contamination primaire ou contamination
secondaire.
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— La contamination primaire peut étre considérée comme le transfert du danger
depuis son réservoir vers la denrée. C'est le cas par exemple, lorsqu’une partie du
contenu digestif (réservoir) éclabousse la carcasse lors d’'une mauvaise maitrise de
I’éviscération. On peut alors décrire la contamination primaire par la nature du
réservoir, par exemple : la contamination primaire d’origine digestive quand le
réservoir est le tube digestif.

— La(les) contamination(s) secondaire(s) peut étre considérée comme le transfert
du danger depuis une « source » secondaire vers la denrée. Par exemple, le
matériel comme la planche a découper, le couteau, peut agir comme « source »
intermédiaire ou secondaire. D’'une maniére générale, le matériel n'est pas au
sens strict un réservoir du danger mais il s’agit plutét d’un milieu de « dépot » par
lequel transite I'agent contaminant.

Nous retiendrons pour décrire la « contamination » dans son sens de I'état de la
denrée du fait de la présence du danger, les deux éléments du statut de contamination
(56) c’est a dire la fréquence (prévalence) de détection du danger dans la denrée, et le
niveau de contamination c’est a dire la quantité de bactéries présentes (si techniqguement
possible).

Les réservoirs majeurs des dangers bactériens les plus fréquents en Europe
correspondent, chez I'animal, au contenu du tube digestif et a la peau (22, 137). La
présence de ces dangers qu’elle soit cutanée ou digestive est la plupart du temps
asymptomatique. Remarquons que la peau peut aussi constituer un réservoir secondaire
si elle est souillée par des feces (28, 82). D’autres réservoirs moins fréquents ou avec un
niveau de présence du danger plus faible peuvent étre le contenu d’abces, ou le contenu
de la mamelle. L’homme peut constituer un réservoir de certains dangers bactériens
alimentaires, par les agents commensaux qu’il héberge, notamment Staphylococcus
aureus sur la peau et dans l'oropharynx.

Le réservoir de Campylobacter est le contenu digestif des animaux
homéothermes. Pour cette bactérie, il n’existe pas de réservoir hydro-tellurique connu et
aucun portage asymptomatique chez I'Homme n’a été identifié. Chez I'animal, le portage
de Campylobacter est asymptomatique (sauf pour Campylobacter fetus a |'origine
d’avortements). Chez le porc, en 2004, lors d'une campagne de prélévements de
contenus rectaux de 250 porcs a lI'abattoir menée en France, 100% des échantillons se
sont révélés positifs pour C. coli (100). Le portage atteignait pour cette étude en
moyenne 4,6 log (UFC/g) de feces (entre 1,3 et 6,3 log (UFC/g)). Aux Etats-Unis, une
étude réalisée sur les contenus rectaux de truies, de porcelets et de cochettes met en
évidence un portage respectivement égal a 100%, 80% et 76% (168). En 2007, en
France, lors d’'une étude sur les facteurs de risques pour Campylobacter en élevage de
poulets de chair, sur 73 élevages, 71,2% des bandes se sont révélées positives pour
Campylobacter (77). Une étude américaine réalisée sur des contenus caecaux de poulets
montre une prévalence de 63% avec un portage moyen de 6,8 log (UFC/g) de matiere
fécale (119). Les études faites par Skirrow (1982) et Prescott et Munroe (1984) ont
montré la présence de Campylobacter jejuni dans les caecal de 100% des 600 dindes
examinées (132, 142). La bactérie C. jejuni a été isolée au Danemark dans 23% des
féces de vaches adultes (15 vaches testées dans 24 élevages différents) avec un portage
moyen de 2,1 log (UFC/g) de matiére fécale (122). Elle a également été isolée dans les
féces de nombreux mammiféres et oiseaux sauvages (118). En conclusion, qu'il s'agisse
de mammiféeres ou de volailles, le portage est trés fréquent. Néanmoins, le portage est
plus important, en quantité, chez le porc et la volaille.

Les contaminations primaires par Campylobacter sont trés importantes en
fréquence et en nombre, comme en témoigne la fréquence de détection sur carcasses de
volailles (broilers), de bovins (cattle) et de porcs (pigs) (Figure 3). Parmi les quatre
especes de Campylobacter thermotolérants, les espéces les plus fréquemment isolées sur
les viandes sont C. coli et C. jejuni. Pour les viandes de volailles, en France, les
prévalences, sont de 86,5% sur les échantillons testés (EFSA, 2007). Cette
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contamination élevée est le reflet d’'une prévalence élevée chez I'animal vivant mais aussi
de la technique d’abattage (cadences rapides, petites carcasses ...). La présence de peau
sur de nombreux produits de volailles est aussi responsable de cette prévalence (29). Les
contaminations au cours de |’éviscération sont en partie a l'origine de la souillure des
carcasses de volailles commercialisées (EFSA, 2004). Le niveau de contamination des
carcasses de volailles varie entre 3 et 5 log (UFC/cm?) (10, 12, 134, 146).

Notons que les contaminations croisées sont possibles qu’elles sont souvent
incriminées dans les TIAC a Campylobacter (2, 73, 81, 109, 136). Par exemple, une
contamination croisée peut se réaliser en cuisine par un transfert volailles/crudités.

Figure 3 : Distribution par espéces des isolats de Campylobacter positifs issus de viandes de porcs, de bovins et
de volailles (43)

Pour les viandes de porc, Fosse et ses collaborateurs montrent que sur 228 pools
de carcasses de porcs, 34,6% d’entres eux présentent un prélévement de gorge et/ou de
bavette contaminé par Campylobacter (contre 100% de prévalence sur les contenus
rectaux en élevage) (56). Le portage concerne majoritairement C. coli. La prévalence est
donc élevée chez les porcs vivants mais la technique d’abattage chez les porcs permet
une relative maitrise du nombre de carcasses contaminées (127). Le niveau de
contamination des carcasses varie entre -0,4 et 2,5 log UFC/cm? avec une moyenne de
0,5 log (UFC/g) (51, 100).

Les données disponibles sur les bovins font état d’une faible contamination des
viandes (138). En effet, le taux de positivité des échantillons de viande en Europe varient
entre 0,9 et 0,3% entre 2002 et 2006 (EFSA, 2007). Trés peu de données sont en
revanche disponibles quant au niveau de contamination de ces viandes. Une étude de
I'USDA (United States Department of Agriculture) révele une contamination des
carcasses atteignant en moyenne 0,1 UFC/cm?.

1.3.1 Modalités de la contamination des carcasses

La contamination d’une viande peut avoir lieu aux différentes étapes de la chaine
alimentaire : dans I'élevage, lors de |'abattage, lors de la préparation des carcasses, ou
bien dans nos cuisines. L'hygiéne des viandes, c'est-a-dire « I’ensemble des mesures
nécessaires pour assurer la sécurité et la salubrité des viandes a toutes les étapes de la
chalne alimentaire » (AFNOR NF V01-002), concerne donc l’ensemble de la filiére, de
I’éleveur au consommateur. En matiére de sécurité alimentaire, le respect des bonnes
pratiques d’hygiéne dés la production primaire, se révéle essentiel du fait que les
animaux peuvent étre des porteurs sains de dangers (22, 137). Toutefois, c’est lors de
I'abattage que la probabilité de contamination est la plus élevée (95). L'abattage est
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I’étape de la chaine de production des viandes et des produits carnés qui transforme un
animal de production vivant déclaré manifestement propre a la consommation humaine
en une carcasse (ou deux demi-carcasses chez les porcs et les bovins) et ses abats.
Cette étape est extrémement délicate. Il s’agit en effet de séparer la carcasse de deux
éléments fortement contaminés que sont les phanéres non comestibles d’une part (cuir
chez les bovins, soies chez les porcs et plumes chez les volailles), et le tractus digestif de
I'autre. Cela nécessite la manipulation de ces réservoirs de contamination. Ces opérations
favorisent le dépot plus ou moins direct de germes sur les masses musculaires
nouvellement mises a nues (22).

Volailles Porcs Gros bovins, ovins, équins
| Réception | | Reception | | Reception |
v v v
| Ammenée - Etourdissement | | Ammenée - Etourdissement | | Ammenée - Etourdissement |

! ¥
| Saignée | | Saignée | | Saignée |

n v

Plumaison | | Epilage Préparation
l de la dépouile

| Démédullation |

v

| Fente | | Fente |
v V

| Pesée, Classemant | | Pesée, Classemant | | Pesée, Classemant |
y { V

| Ressuage | | Ressuage | | Ressuage |

“|transfert plutdt digestif
transfert plutdt cutané

Figure 4 : Diagramme simplifié des opérations a risque élevé de contamination primaire pour I'abattage des
porcs, des volailles et des gros bovins (hors opérations de contréles : bien-étre animal, tragabilité, inspection
sanitaire).

Selon les espéces, le process présente des opérations unitaires différentes avec des
risques de transfert plus ou moins élevé. Ainsi les principales étapes a risque vis-a-vis
d’une contamination primaire sont (Figure 4) (82) :

— Chez les bovins : la découpe de la mamelle, la ligature de l'‘cesophage, la
dépouille, le détourage et I'ensachage du rectum, I'habillage, I'émoussage, et
I’éviscération

- Chez les porcins : I'’échaudage, I'épilage, et I'éviscération

— Chez les volailles : I'’échaudage, la plumaison, et I’éviscération.
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Des contaminations secondaires peuvent aussi se réaliser via le matériel, le
personnel, l'eau, l'air, les nuisibles. Nous retrouvons ici les « reégles des 5 M »: Main-
d’ceuvre, Matériel, Méthode, Milieu, Matiére, devant étre contrélées.

Ainsi par exemple, si une erreur d’éviscération est réalisée et contamine la face
externe d’une carcasse, celle-ci peut a son tour contaminer une autre carcasse avec qui
elle serait en contact lors de la phase d’attente pour la fente.

Le risque de contamination a l'abattoir est connu de longue date et c’est pour
maitriser ce risque qu’‘ont été instaurées les Bonnes Pratiques d'Hygiene (28, 82, 137).
Néanmoins, ce risque a été peu quantifié. Les travaux de Fosse et ses collaborateurs
apportent dans ce domaine et pour la filiere porcine, grace au portage trés élevé de
Campylobacter dans le tube digestif des porcs destinés a étre abattus (100% des 130
pools de 5 contenus digestifs de porcs obtenus sur les 36 lots suivis), une quantification
du taux global (primaire et secondaire) de transfert des dangers a réservoir digestif lors
des opérations d’abattage de porcs charcutiers (3 abattoirs testés) (51). Ce taux de
transfert calculé est de 89% pour Campylobacter (sur les 36 lots déclarés positifs sur
féeces a l'entrée en abattoir, 32 sont retrouvés positifs sur carcasses). Leurs résultats
montrent également des différences entre les abattoirs attribuables a des niveaux de
maitrise de I'hygiéne différents mais aussi la possibilité d’'une maitrise de ce transfert
puisque quatre lots, positifs a I’entrée en abattoir, sont négatifs sur carcasses. Pour les
autres dangers spécifiques de |'espéce porcine, les taux de transfert calculés sont
inférieurs a celui de Campylobacter (64% pour Clostridium et 45% pour Salmonella
enterica).

Ces résultats confirment donc la probabilité élevée de contaminer les carcasses
lorsqu’un lot d’animaux porteurs de dangers bactériens est abattu, plus particulierement
pour des dangers a réservoir digestif. Nous devons maintenant nous demander quel est
le devenir de ces bactéries présentes en surface de la viande ?

2 Devenir des bactéries en surface des carcasses

Le devenir des bactéries en surface des viandes peut étre étudié du point de vue
de I'état de la bactérie : mort, survie, développement et multiplication, mais aussi du
point de vue de I'ampleur de la contamination de la denrée : adhésion, pénétration, ou
dispersion des bactéries sur la matrice carnée. Ces notions sont essentielles dans la
mesure ou elles conditionnent le statut de dangerosité de la denrée. Alors que beaucoup
d’essais s'intéressent a la survie de ces bactéries en surface, seules quelques études
concernent |’évolution de la denrée en rapport avec le comportement microscopique des
bactéries.

2.1 Comportement des bactéries sur matrices carnées et
conséquences sur |'état de contamination de la denrée

Dans les conditions normales, les muscles des animaux ne contiennent pas de
microorganismes (64, 135). C’est seulement dans le cas de maladies infectieuses avec
septicémie, qu’ils peuvent en héberger (salmonelloses aiglies) (26cité par , 137). La
viande est malgré tout une denrée particulierement sensible au niveau microbiologique,
car, quelle que soit I'espéce animale considérée, elle constitue un milieu favorable a la
multiplication et a la survie des micro-organismes.

Les modalités de la croissance et de la survie sur viande sont vraisemblablement
différentes de celles recensées sur milieu nutritif dans la base de données utilisée par le
Pathogen Modelling Program, un logiciel de microbiologie prévisionnelle utilisé en
industrie alimentaire pour estimer le comportement de certaines bactéries en fonction de
la variation de facteurs intrinséques et extrinséques (17, 151). D’autres facteurs de
variations rentrent en effet en jeu sur ces matrices complexes et les caractéristiques de
développement des bactéries y sont spécifiques. Il n'y a par exemple pas nécessairement
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de phase de latence sur matrice viande (151). Par ailleurs, les études sur matrices
carnées, sont délicates en raison de la dénaturation rapide de ces produits a température
ambiante. Celles dont nous disposons caractérisent la croissance sur matrice carnée de
facon partielle, et dans la plupart des cas, il s’agit d'études de survie a basse
température.

E.coli, Salmonella, Yersinia enterocolitica et Campylobacter sont mis en évidence
non seulement a l'abattoir mais aussi dans des étapes ultérieures de la chaine de
transformation voir dans les produits finaux, ce qui souligne la capacité de ces bactéries
a survivre sur les matrices carnées. Des études in vitro montrent que les dangers E.coli
vérotoxinogéne, Yersinia enterocolititca, Salmonella et Listeria monocytogenes lorsqu’ils
contaminent la viande, peuvent survivre et se multiplier en surface, et ce, parfois méme,
a basse température (72, 99, 123, 151, 165). Une étude montre par exemple que E coli
vérotoxinogéne (0157 : H7) survit a 5 °C sur viande de beeuf et s’y multiplie entre 6 et
45°C (151). Contrairement a ces quatre bactéries, Campylobacter survit sur la viande de
-20 °C a 42 °C mais ne s’y multiplie pas en présence d’air ambiant (69, 85, 116, 145,
167). La capacité de ces bactéries a se multiplier sur la viande qui conditionne la
population bactérienne présente in fine dans la denrée carnée, doit é&tre mise en relation
avec leur dose infectante : elle est faible pour E. coli vérotoxinogéne (inférieure a 100
bactéries), un peu plus élevée pour Campylobacter (quelques centaines) et encore plus
élevée pour Salmonella (10° a 10%) (21).

La croissance et la survie de ces bactéries sur viande peuvent étre influencées par
de nombreux parameétres. Certains sont classiquement étudiés sur milieu nutritif tels que
la température, la nature de I'atmosphére, la disponibilité en eau, le pH du milieu.
D’autres sont spécifiques de la matrice viande utilisée, comme la composition
biochimique (teneur en matiére grasse par exemple) qui varie selon l'animal et le
muscle, la découpe/le hachage de la viande, la nature de la surface de contact, le niveau
de contamination par la flore mésophile totale (13, 102). Le hachage peut favoriser par
exemple la croissance des bactéries, par la libération des nutriments et de I'eau suite a la
rupture des membranes cellulaires qu’il entraine (13). Lorsque le niveau de
contamination par la flore mésophile totale est élevé, la multiplication des bactéries
inoculées sur viande peut étre ralentie (126, 163).

Si ces bactéries d’origine digestive survivent en surface des carcasses, leur
comportement microscopique comme la persistance, la mobilité, I'adhésion, la
pénétration, influence le devenir de la denrée du point de vue de la contamination. Trés
peu de données sont disponibles quant aux facteurs de variations du comportement
microscopique des bactéries en surface des carcasses. Quelques rares études concernent
I'adhésion a la surface du muscle. Certaines études, utilisant des cultures cellulaires,
évaluent les modalités d’adhésion aux entérocytes, qui font partie des cellules cibles (7,
63, 86). D'autres essais étudient l'adhésion de ces dangers a des surfaces inertes
(biofilm dans le cas de Listeria), ce qui conditionne les contaminations secondaires (35,
112, 149). Campylobacter (10° UFC/cm?) survit pendant 4 h dans des conditions
d’humidité faible sur un plan de travail en inox, plusieurs semaines dans une éponge et le
taux de transfert sur les denrées varie de 70 a 100% (94, 108).

En revanche, la pénétration des bactéries en profondeur du muscle a été plus
étudiée. Malgré tout, ces études restent peu nombreuses, assez anciennes et parfois
contradictoires. Si Elmossalami et ses collaborateurs montrent que certaines bactéries
mésophiles peuvent pénétrer au sein d’une viande (46), Thomas montre pour sa part
gu’aucune bactérie mésophile ne peut étre détectée sous une profondeur de 2 cm dans
de la viande stockée a température ambiante pendant deux jours (152). Gill et Penney
élaborent un modele pour évaluer la pénétration des bactéries dans la viande (67). IIs
montrent que des bactéries protéolytiques mobiles ou non mobiles pénétrent sur 2 cm
d’épaisseur en moins de 36 h a 30°C. Par contre, les bactéries non protéolytiques ne
semblent pas pénétrer aprés 7 jours a 30°C. Ils montrent aussi que la pénétration au
sein du tissu musculaire résulte de la destruction ou de l'altération par protéolyse de la
barriére conjonctive qui relie les fibres musculaires entre elles. Remarquons que
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Salmonella, E. coli, Campylobacter, Yersinia et Listeria ne sont pas des bactéries
protéolytiques (49).

La dispersion, autre phénomeéne qui peut intervenir aprés que des bactéries aient
été déposées sur une surface, sera étudiée lorsque nous envisagerons les différentes
méthodes de décontamination.

D’aprés des essais rapportés dans la littérature, nous avons retenu trois
principaux paramétres qui conditionnent la survie, le développement et/ou la
multiplication des bactéries d’origine digestive lorsqu’elles sont déposées sur la carcasse
et qui seraient donc susceptibles d’influencer le comportement des bactéries sur la
viande. Il s’agit de la nature de la surface de dép6t, de la température ambiante et de
celle de la matrice, et du temps de contact.

Les facteurs de variations du devenir des bactéries sur matrice carnée sont trés
nombreux. Il sont constitués de facteurs de variation physiques classiquement étudiés
sur milieu nutritif (pH, température, atmosphére) in vitro mais aussi de facteurs
spécifiques liés a la complexité de la matrices carnée.

2.2 Quelques facteurs de variations du devenir des bactéries
sur matrice carnée

2.2.1 La nature de la surface de contact

e Les structures histologiques

Lorsqu’elles sont déposées en surface de la carcasse, les bactéries d’origine
digestive peuvent entrer en contact avec différentes structures histologiques selon
I’endroit de la carcasse oU le contenu digestif est projeté : du tissu musculaire
squelettique, du tissu conjonctivo-adipeux, de la peau pour les carcasses en peau (porcs,
volailles) ou du tissu conjonctif tel que les séreuses comme le péritoine, lorsque la
contamination s’effectue en face interne de la carcasse. Selon la nature de la surface de
contact, le comportement des bactéries peut étre différent.

Le muscle
Le muscle (viande) est constitué de différents éléments : des fibres musculaires,
du tissu conjonctif, des vaisseaux sanguins.

Faisceau de
myofibrillas

Epimysium Endomysium

Sarcolemme

Fibre
musculaire

Myonuclei

Figure 5 : Schéma histologique d’une coupe transversale d'un muscle strié squelettique, d’aprés(153).
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La cellule musculaire ou myocyte en est I'unité de base. Elle est entourée d’un
tissu conjonctif lache endomysium, dans lequel circulent les ramifications nerveuses
capillaires et lymphatiques. Ces cellules sont regroupées en faisceaux, eux meémes
entourés par un autre conjonctif lache, le périmysium. Plusieurs faisceaux sont regroupés
dans une derniére gaine de tissu conjonctif, I’épimysium. L'épimysium est lié au fascia,
tissu conjonctif dense entourant tout le muscle (Figure 5). Par conséquent, les bactéries
qui se trouveront en contact avec le muscle, seront potentiellement sur des surfaces
histologiques différentes.

Le péritoine : un tissu conjonctif

Le péritoine est constitué d’une seule rangée de cellules mésothéliales aplaties,
pourvues de microvillosités et de vésicules de pinocytose. Ces cellules sont disposées sur
un socle de tissu conjonctivo-élastique et cellulo-graisseux (Figure 6). Le tissu sous-
séreux est riche en vaisseaux sanguins et en terminaisons nerveuses surtout dans le
feuillet pariétal. Les vaisseaux sanguins sont assez profonds et clairsemés, les vaisseaux
lymphatiques sont nombreux et de grande taille.

Figure 6 : Schéma histologique en coupe du péritoine d’'un mammifére, d'aprés (30).
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La peau
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Figure 7 'Schéma Histologique de la peau d'un mamn’ﬁfére, d’aprés (40).

La peau est un organe composé de trois tissus (Figure 7) : I'épiderme, le derme et
I’'hnypoderme. L'épiderme est un épithélium pavimenteux, stratifié, kératinisé composé de
kératinocytes dérivés d’'une couche basale unique. Le derme est un tissu conjonctif lache
contenant des vaisseaux sanguins, lymphatiques, des nerfs et des formations
épidermiques : les follicules pileux, les glandes sébacées et sudoripares chez les
Mammiféres et les follicules plumeux chez les Oiseaux. L'hypoderme est un tissu
conjonctif lache contenant des adipocytes (pannicule adipeux chez les animaux a forte
masse graisseuse).

Notons que Campylobacter a une capacité de survie particuliere sur la peau de
poulet : il s'accumule dans les follicules plumeux qui constituent un environnement
favorable par sa disponibilité en eau et sa faible teneur en 0, (29).

e La composition biochimique du muscle

La composition varie bien slr suivant les animaux et, chez un méme animal, d’un
muscle a l'autre. Il est toutefois possible de retenir un ordre de grandeur pour les
proportions des différents constituants (42) :

— Eau 75-80%

—  Protéines 15-20%

— Substances azotées non protéiques 1%
— Lipides 3%

- Glycogéne 1%

— Sels minéraux 1%.

Selon le métabolisme des bactéries, ce milieu sera plus ou moins favorable a leur
croissance.
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2.2.2 La température

Les données concernant l'influence de la température sur le comportement des
bactéries sur matrice carnée, évaluent surtout la survie et/ou la multiplication a basse
température en raison des applications pratiques au niveau de la chaine du froid.
Campylobacter ne se multiplie pas mais survit tres bien a 4°C, ainsi qu’a -3°C, et méme
a -20°C sur peau et muscle de poulet (14, 36). La population de Campylobacter jejuni
NCTC 11168 est réduite au dixiéme en 11,5 jours a 4°C sur viande de porc et en 5,4 jour
a 4°C sur couenne a l'air ambiant (84). C. jejuni peut survivre pendant plusieurs
semaines a 4°C sur peaux et viandes de poulets (14) ou dans les réserves naturelles
d’eau (34). A l'inverse, la cuisson (60°C a cceur) les inactive (147). La particularité de
cette bactérie est donc sa capacité de survie dans le milieu extérieur, en dépit de ses
exigences de croissance.

Peu d’études concernent la multiplication sur matrice carnée pour des
températures plus élevées en raison de l'altération rapide des produits dans ces
conditions (72). Contrairement a Campylobacter, E. coli ou Salmonella peuvent se
multiplier & 25°C. Les températures optimales pour la croissance des bactéries sont
principalement étudiées sur milieu nutritif (Tableau 2) et donc, en théorie, non
transposables sur viande. IIs indiguent cependant un intervalle de température
approximatif pour lequel la bactérie peut se multiplier et, nous devons donc en tenir
compte.

Tableau II : Température optimale de croissance et gamme de croissance (17, 18)

Température en °C Minimum Optimum Maximum
Escherichia coli 7-8 35-40 44-46
Campylobacter jejuni 32 42-43 45
Salomnella ssp 5 35-43 46
Yersinia enterocolitica -1,3 25-37 42
Listeria monocytogenes -0,4 37 45

A I'abattoir, toutes les bactéries citées se multiplient bien a température ambiante
(entre 10 et 25°C) a l'exception de Campylobacter. Campylobacter survit mais ne se
multiplie pas pour des températures inférieures a 25°C.

2.2.3 Le temps de contact

Le délai de transit (entre amenée et ressuage) de la carcasse sur la chaine
d’abattage est inférieur a deux heures, durée trés compatible avec la survie (96). Les
Campylobacter survivent sur les carcasses le long de la chaine d’abattage.

Le devenir des bactéries pathogénes provenant d’une contamination digestive en
surface d’une carcasse conditionne la dangerosité de la denrée. Ce devenir est influencé
par des facteurs extrinséques et intrinseques a la denrée. La maitrise des facteurs
extrinseques, tels que le taux d’humidité, la température ambiante... ne permet pas de
garantir un niveau élevé de sécurité du consommateur, étant donné la capacité
particuliere de survie de ces bactéries sur les matrices carnées. Pour diminuer le risque,
mais aussi pour répondre a la réglementation, tous les professionnels de la filiere doivent
mettre en place des outils permettant la maitrise, le controle et I'amélioration de la
qualité microbiologique de leurs produits.
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3. Maitrise de la contamination d’origine digestive des
carcasses a |'abattoir

3.1 Prévention et/ou décontamination: un débat socio-
économique actuel

Le cadre législatif concernant I'hygieéne des aliments a évolué ces derniéres
années en Europe et en France. Il est composé de textes qui réglementent, de facon
générale, les différents process de l'industrie alimentaire afin de garantir la sécurité des
denrées. Certains concernent spécifiquement I'hygiéne de l'abattage des animaux de
production. Ces régles précisent notamment la conduite a tenir en cas de contamination
sur la chaine, et les exigences en matiére de « décontamination ». Si les moyens de
maitrise de la contamination préconisés en Europe sont principalement préventifs, des
mesures correctives de « décontamination » se sont développées outre-Atlantique.

Ces mesures correctives s’‘organisent autour d'un principe dit de
« décontamination » des denrées par différents traitements visant a limiter, inactiver,
détruire les bactéries présentes ou empécher leur multiplication. Ces pratiques de
décontamination, non encore mises en ceuvre sur les viandes fraiches en Europe, mais
utilisées couramment en Amérique du Nord, alimentent un intense débat entre les
consommateurs, les experts scientifiques et les politiques. En effet, ces méthodes sont
présentées comme garantes d’une sécurité microbiologique accrue du consommateur, et
sont donc, a ce titre trés séduisantes. Mais leur utilisation rompt d’une part avec la
politique francaise et européenne de prévention « de la ferme a la fourchette » et
souléve des interrogations quant aux risques chimiques de ces procédés (résidus,
acquisition de résistances chez les bactéries).

Lorsqu’en 2006, la Commission Européenne présente un projet de Réglement
autorisant |'utilisation des substances antimicrobiennes pour la décontamination des
carcasses de volailles, le débat s’intensifie (ce projet s’appuie sur le réglement 853/2004
donnant la possibilité de recourir a d’autres substances que I'eau potable pour éliminer la
contamination de surface des aliments). C'est dans ce contexte que parurent deux avis
de I'’Agence Francaise de la Sécurité Sanitaire des Aliments (avis du 20 mars 2007
concernant le projet de Reglement européen de 2006 relatif a la décontamination des
carcasses de volailles par utilisation de quatre substances chimiques et I'avis du 19 juin
2007 sur les méthodes alternatives a la décontamination chimique des carcasses)
soulignant les avantages économiques et les effets microbiologiques de tels procédés
mais mettant en garde sur la diminution de la vigilance en amont qui serait la
conséquence possible de leur généralisation (1). L'efficacité microbiologique est réelle
quand le travail en amont est réalisé soigneusement mais la durabilité économique de
tels procédés est discutable : méme si leur utilisation permet de diminuer les saisies, leur
mise en place et leur utilisation a un colt certain (temps passé, maintenance, produits
colteux).

L'’AFSSA a par ailleurs soulevé certaines questions quant a la possibilité
d’induction de mécanismes d’adaptation permettant aux pathogénes de résister a ces
stress chimiques (1). Méme si pour les substances concernées, les mécanismes
d’adaptation semblent peu spécifiques, il a été démontré que |'utilisation de désinfectants
peut permettre une survie plus importante de bactéries naturellement résistantes. Par
conséquent, devant le manque de données, des précautions doivent étre prises.

Par ailleurs, ces mesures correctives de « décontamination » des viandes restent
particulierement mal pergues par le consommateur et les politiques comme en témoigne
« |'affaire des volailles chlorées » (59). Ainsi en mai 2008, la Commission européenne a
proposé la levée de linterdiction (datant de 1997) de l'importation des volailles
américaines traitées au chlore, et d‘autoriser parallelement [utilisation de tels
traitements en Europe (59). L'AESA (Autorité Européenne de Sécurité des Aliments) a en
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effet rendu, en décembre 2005, un avis concluant a I'absence de risque toxicologique lié
a l'utilisation de ces produits chimiques (dioxyde de chlore, chlorure de sodium acidifié,
phosphate trisodique ou encore acides peroxydés) (44, 45). Mais les experts vétérinaires
de 26 Etats membres sur 27 ainsi que les eurodéputés ont exprimé fermement leur refus
de lever cette interdiction au vu de l'impact sur la confiance des consommateurs dans les
filieres viandes, déja fragile et au vu des risques professionnels (115).

Ces faits d’actualité montrent a quel point la contamination bactérienne d’origine
digestive des viandes et les techniques de décontamination constituent une
problématique en Europe. L’'hostilité de I'opinion publique vis-a-vis de I'utilisation de ces
traitements décontaminants s’explique en partie par la politique préventive menée
jusqu’alors par I'Europe en matiére de sécurité alimentaire. Depuis une vingtaine
d’années, la Commission Européenne, a en effet travaillé a la mise en place d’un cadre
réglementaire préventif commun aux Etats membres afin de garantir la sécurité des
denrées a tous les niveaux de la chaine de production, forgeant ainsi une certaine idée
de la sécurité alimentaire en Europe.

3.2 Bases du contexte réglementaire francais et européen régissant
I’'hnygiéne des viandes et leur contamination a I'abattoir

En France, les grandes orientations réglementaires sur I'hygiéne des viandes ont
été fixées dans le Code Rural et le Code de la Consommation. Avec le développement
communautaire des échanges et du commerce dans les années 1990, naissent des
exigences en matiére d’hygieéne des denrées échangées. De nombreuses lois et normes
viennent alors préciser les dispositions auxquelles doivent satisfaire les viandes fraiches
mises sur le marché. C’est I'arrété ministériel du 17 mars 1992, relatif aux conditions que
doivent remplir les abattoirs d’animaux de boucherie pour la production et la mise sur le
marché de viandes fraiches, qui précise des mesures générales d’hygiéne a respecter en
abattoir. Cet arrété a été modifié a plusieurs reprises dans un souci d’adaptabilité a la
Iégislation européenne. Ce sont les exigences communautaires qui ont entrainé la
création ou la modification en droit frangais de textes relatifs a I’hygiéne des denrées.

Le réglement 178/2002 du 28 janvier 2002 ou « Food Law » établit en effet les
principes généraux et les prescriptions générales de la Iégislation alimentaire applicables
en |'état par les Etats membres. Il institue I’Autorité Européenne de Sécurité des
Aliments (AESA) et fixe les procédures relatives a la sécurité alimentaire, notamment
I'analyse, I'évaluation et la gestion du risque, la communication sur les risques ainsi que
le principe de précaution. Ce texte fondateur est a la base d’une refonte en profondeur
des exigences réglementaires en matieére d’hygiéne des denrées alimentaires et des
aliments pour animaux et met en avant une politique de prévention. Il est complété de
sept autres textes qui constituent ce que I'on appelle communément le Paquet Hygiéne
(reglements 183/2005, 852/2004, 853/2004,.882/204, 854/2004 et directives 2002/99
et 2004/41) (Figure 8).
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Architecture du Paquet Hygiéne

Food Law = Réglement 178/2002
en vigueur depuis le 1° janwvier 2005

Regles Régles générales Régles spécifiques
spécifiques d'hygiéne d'hygiéne
Alimentation denrées alimentaires denrées d'origine animale
animale {y compris détaillants) (hors commerces de détails)
Professionnels Reglement R&glement Ré&glement
= 183/2005 852/2004 853/2004
exploitants
Services Réglement Réglement
de BB2/2004 854/2004
contrile "contrdles officiels”

Le paquet hygiéne comprend également deux directives : directive 2002/99

: police sanitaire

directive 2004/41 : directive d'abrogation
[] paquet hygiéne sensu stricto

Figure 8 : Architecture réglementaire du Paquet Hygiéne.

La création du paquet hygiéne a plusieurs objectifs :

- fusionner, harmoniser et simplifier la législation communautaire sur la sécurité
des aliments et fixer les objectifs a atteindre en la matiére

- mettre en place une politique unique claire et transparente pour I'ensemble des
opérateurs du secteur alimentaire depuis la production primaire jusqu'a la
distribution des produits au consommateur final

- responsabiliser I'ensemble des maillons de la chaine alimentaire en matiére
d’hygiéne afin d’améliorer les systémes de sécurité des aliments actuellement en
vigueur.

Trois réglements rassemblent les préconisations et exigences réglementaires. Il s'agit :

- du réglement 852/2004 qui établit les régles d’hygieéne générales applicables a
toutes les denrées alimentaires pour |'ensemble des exploitants du secteur
alimentaire : controle des températures, respect de la chaine du froid,
prélevements d’échantillons, analyse des dangers et maitrise des points critiques
(Hazard Analysis Critical Control Point ou HACCP), Guide des Bonnes Pratiques
d’'Hygiéne (GBPH), enregistrement des établissements et conditions a
I'importation et a I’'exportation.

- du réglement 853/2004 qui fixe les régles d’hygiéne pour les denrées d’origine
animale. Les activités d’abattage doivent faire I’objet d’'une agrémentation et d'un
enregistrement. Les carcasses doivent présenter un marquage de salubrité et une
identification liée aux documents accompagnant [l'animal (tracabilité,
responsabilité et hygiéne). Enfin, il précise l'obligation pour les abattoirs de
prendre des dispositions spécifiques d’hygiéne par la mise en place de I'HACCP.

- du réglement 854/2004 qui décrit les régles de controle par les services officiels
des établissements d’abattage et des denrées produites.

Nous allons insister sur les deux derniers puisqu’ils concernent plus précisément le

domaine qui nous intéresse ici : la contamination des viandes a |'abattoir et sa maitrise.

Le réglement 853/2004 met en place un cadre préventif, définit les exigences en
matiére d’hygiéne des viandes, et précise les mesures générales qui doivent étre
obligatoirement mises en ceuvre pour diminuer le risque de contamination. Le réglement

854/2004 définit comme impropre a la consommation, « toute

viande présentant une

contamination fécale, par souillure ou autre. ». Ce qui implique, du fait du réglement
178/2002 (chapitre 2, section 4, article 14, alinéa 1: « Aucune denrée alimentaire n’est
mise sur le marché si elle est dangereuse », c'est-a-dire si « elle est préjudiciable a la
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santé ou impropre a la consommation humaine »), que toute carcasse contaminée doit
faire I'objet d’'un retrait partiel ou total. Cependant, le réglement 853/2004 (annexe III,
chapitre 4, alinéa 10) reconnait la possibilité d’actions correctives de la contamination :
« les carcasses doivent étre exemptes de toute contamination fécale visible. Toute
contamination visible doit étre éliminée sans tarder par le parage ou tout autre procédé
ayant un effet équivalent. ». Ce réglement laisse donc une certaine liberté quant au
moyen utilisé, mais met néanmoins en avant une correction de la contamination par le
parage, c'est-a-dire par découpe et élimination d’une partie de la carcasse. Néanmoins, il
ne précise pas les opérations ayant un effet équivalent au parage. Pourtant, il apparait,
selon le réglement 854/2004 (annexe I, section 3, chapitre V, alinéa 1) que l'usage de
substances chimiques décontaminantes pour les viandes est illégal et que seul le parage
est explicitement autorisé (réglement No 853/2004). En effet, il est précisé que « les
viandes doivent étre déclarées impropres a la consommation si elles [...] ont été traitées
illégalement au moyen de substances décontaminantes » et qu’elles doivent étre retirées
de la chaine.

La Iégislation européenne reste donc ambigué sur certains points concernant les
actions correctives autorisées des viandes contaminées. Le reglement 853/2004 (point 2
article 3) précise que «les exploitants du secteur alimentaire n’utilisent aucune
substance autre que l'eau potable, [...] pour éliminer la contamination de surface des
produits d’origine animale, sauf si l'utilisation de cette substance a été approuvée
conformément a la procédure visée a l'article 12, paragraphe 2 ». Dans ce texte, la
législation européenne envisage d’une part la possibilité d’'une décontamination de
surface des produits, ce qui parait contradictoire avec le précédent reglement. Il autorise,
d’autre part, l'utilisation d’eau potable mais ne précise pas sous quelle forme (vapeur,
chauffée, gel..) et donc laisse une certaine liberté quant a son utilisation. Or, nous
verrons que plusieurs procédés de décontamination utilisent uniquement de I'eau
soumise a des conditions physiques particuliéres. Par ailleurs, la référence a l'article 12
(qui est en fait une référence aux articles 5 et 7 du réglement 1999/468/CE sur les
modalités de I'exercice des compétences d’exécution conférées a la Commission) laisse la
liberté a la Commission de soumettre de nouveau projets autorisant l'utilisation d’autres
substances. La Commission se réserve donc le droit d’autoriser d’autres méthodes de
décontamination des surfaces et rien de réglementaire ne semble interdire les méthodes
de décontamination a base d’eau.

Ainsi, l'utilisation de douchettes a |’abattoir, visant a asperger d’eau potable a
température ambiante une surface plus ou moins grande de la carcasse et/ou du
matériel, est fréquemment rapportée (communication personnelle des Services
Vétérinaires et observations en abattoir). Elle est interdite en vertu de l'article 16 de
I'arrété ministériel du 17 mars 1992 corrigé par celui du 18 janvier 2008 qui précise
qu’ « il est interdit ...de nettoyer ces viandes a l'aide d’un linge ou d’autres matériaux » ,
« le douchage de la carcasse est utilisé immédiatement apres la fente pour éliminer les
esquilles osseuses et les caillots de sang. Toutes précautions doivent étre prises pour
éviter des éclaboussures des carcasses par de l’eau souillée. Le douchage final des
carcasses aprés inspection est autorisé s'il est effectué en cabine, ainsi que le douchage
des carcasses de porcs apres brllage. L'utilisation des douchettes a d’autres fins est
interdite, a I'exception du nettoyage du tablier dans les conditions prévues au cinquiéme
alinéa de larticle 6. » . Aucune donnée évaluant ce procédé n’est disponible et son
utilisation illégale souléve des interrogations parmi les Services Vétérinaires : quelles
peuvent étre les conséquences de son utilisation suite a une erreur d’éviscération,
notamment en matiére de dispersion de la contamination ?

La réglementation européenne met en place les principes de base régissant
I’hnygiéne en abattoir, et, de ce fait, ceux concernant la contamination des viandes. Si elle
permet l'utilisation de méthodes correctives, elle spécifie avant tout que la contamination
doit étre évitée par la mise en place d’un plan de prévention adapté.
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3.3 Maitrise de la contamination d’origine digestive des viandes par
une approche préventive et des pratiques raisonnées

Dans le cadre du Paquet Hygiéne, les abattoirs sont donc soumis a des régles
d’hygiéne générale qui ont pour objectif d’assurer la sécurité et la salubrité des viandes
produites. Le Paquet Hygiéne met I'accent sur des pratiques raisonnées et des dangers
maitrisés tout au long de la chaine de production alimentaire. Pour lutter contre les
dangers, il recommande et impose les actions préventives plutét que des actions
correctives. Nous nous proposons d’en aborder certains aspects dans ce paragraphe.

3.3.1 Guides des Bonnes Pratiques d’'Hygiéne (GBPH), plan
Hazard Analysis Critical Control Point (HACCP) et Plan
de Maitrise Sanitaire(PMS).

La création des GBPH a été encouragée par le réglement 852/2004. IIs sont
rédigés par les professionnels d’un secteur agro-alimentaire puis validés par les pouvoirs
publics, et ensuite publiés au Journal Officiel. La plupart des guides pour |'abattage et la
découpe sont encore en cours de validation et ne sont donc pas publiés. Ils peuvent
néanmoins servir de référence temporaire s’ils ont été validés par l'administration. Ils
décrivent le process de fabrication d'une denrée et proposent des mesures non
spécifiques a un danger permettant de garantir I'Hygiéne (sécurité et salubrité) des
aliments. Ils comportent des opérations dont les conséquences sur le produit fini ne sont
pas mesurables. En ce qui concerne l'abattage, il précise les mesures d’hygiéne non
spécifiques a un danger mais diminuant le risque général de contamination. Par exemple,
il mentionne I’hygiéne et le suivi médical du personnel, la séparation du secteur propre et
du secteur souillé, les modalités du nettoyage et de la désinfection, le plan de lutte
contre les nuisibles... (3). Remarquons que cette démarche commence dés |'élevage ou
les bonnes pratiques tentent de diminuer la prévalence de certains pathogénes
(réglement 2160/2003 dépistage des Salmonelles pour volailles et porcs).

Ces guides s’appuient, pour leur construction, sur lidentification générale des
causes de la contamination en abattoir, a partir de la méthode classiquement utilisée en
hygiéne des aliments, la méthode des 5 M (Matériel, Méthode, Main d’ceuvre, Milieu,
Matiere). Ces causes sont aujourd’hui, comme nous l'avons vu en partie 1.3.1 et sur la
Figure 4, assez bien décrites pour les opérations unitaires du procédé présentant le plus
de risque pour le transfert des dangers (Figure 4). Les grandes notions abordées dans le
GBPH, pour les abattoirs de bovins sont précisées en Annexe B. Pour les principales
étapes a risques de contamination digestive (éviscération et ligatures), nous avons donné
un exemple de Bonne Pratique d’Hygiene associée (BPH) (Tableaux III). Les BPH liées
aux étapes a risque de contamination cutanée sont détaillées en annexe B.

Les BPH sont des pré-requis indispensables dont le respect scrupuleux conditionne
I’efficacité du plan HACCP. Dans ces guides, la base du plan HACCP est mise en place, les
étapes a risque pour certains dangers et les moyens visant a diminuer le risque sont
précisées (3, 78).

Tableaux III : Causes spécifiques d’apparition du danger et mesures de maitrise, pour des étapes propices a
une contamination primaire.

Ligature de l'cesophage

Origine Causes Mesures préventives
Méthode | - Ecoulement du contenu - Précaution gestuelle
stomacal suite a une| - Opérateur expérimenté
mauvaise ligature de| - Effectuer une ligature correcte
Main I'herbiére ou en — Ne pas couper l'cesophage
coupant I'cesophage
d’ceuvre P phag
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Détourage et ligature (ou ensachage du rectum)

Origine Causes Mesures préventives
Méthodes | - Mauvaise ligature Opérateur expérimenté
- Viande touchée par la Précaution gestuelle : découpage circulaire
lame utilisée pour minimal
Main dégager le regtum
d’ceuvre | — Rectum coupe

Parfente abd

ominale

Origine Causes Mesures préventives
- Présence d'un abceés Avertir le service d’'inspection
Matiéres ou de lésions Parage autour de I'abcés ou de la lésion et
premiéres évacuation rapide du morceau atteint
Arrét de la préparation si la Iésion est trop
étendue
Méthodes | - Incision accidentelle Précaution gestuelle
des visceres Opérateur expérimenté
Ouverture de l'abdomen de haut en bas,
Main manche a lintérieur, pointe du couteau
d’ceuvre vers le bas .
Utiliser un couteau a boule
Eviscération
Origine Causes Mesure préventives
N — Présence d’abcés, de Arrét de la préparation
Matiere lésions importantes, Avertir le service d’inspection
premiere étendues ou
purulentes
— Perforation des Précaution gestuelle
intestins Opérateur expérimenté
Pratiquer |’éviscération abdominale en une
seule étape : ne pas séparer boyaux et
Méthode estonjac dans la carcasse, mais les éliminer
en méme temps
— Perforation du Ne pas couper l'cesophage, I’éliminer avec
rumen sa ligature en le pingant pour éviter tout
Main risque d’écoulement
d’ceuvre - Essaimage bactérien La durée entre I’étourdissement et
|’éviscération ne doit pas excéder 45
minutes

Echelonner les départs en pause pour qu'il
ne reste sur la chaine aucun animal non
éviscéré

Pour chaque étape a risque ou qui nécessite une attention particuliére, il existe
une recommandation du GBPH ou un point de contréle du HACCP.

La méthode HACCP (Hazard Analysis Critical Control Points ; Analyse des dangers
- Points critiques pour leur maitrise) fut élaborée a la fin des années soixante par
Pillsbury, une entreprise américaine fournissant a la NASA (National Aeronautics and

Space Admi

nistration)

l'alimentation des cosmonautes.

Il s’agit d'un systéme qui

identifie, évalue et maitrise les dangers significatifs au regard de la sécurité des aliments
(NF V01-002). Il est abordé dans la directive 93/43 et dans le reglement 852/2004

(article 5).
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Cette méthode obligatoire est basée sur sept principes (Annexe B) définis par le
Codex Alimentarius dont l'analyse des dangers et la détermination des points critiques
pour leur maitrise (33). La mise en ceuvre a l’abattoir, en respectant ces sept principes
se décompose en douze étapes successives groupables en quatre phases (Tableau 1V) :

Tableau IV : Les 12 étapes de la mise en ceuvre de ’'HACCP en abattoir.

1. Constituer une équipe HACCP
Description des 2. Décrire le produit
paramétres de la 3. Identifier l'utilisation attendue
production 4. Construire un diagramme de fabrication
5. Vérifier sur place le diagramme de fabrication
6. Lister tous les dangers potentiels
Analyse des dangers et .
) e Effectuer une analyse des risques et des causes
indentification des . . , .
oints critiques Déterminer les mesures preventives
P 9 7. Déterminer les CCP (Critical Control Point)
8. Etablir les limites critiques pour chaque CCP
Surveillance des CCP et 9. Etablir un systéme de surveillance pour chaque CCP
actions correctives 10. Etablir des actions correctives pour les déviations qui
peuvent survenir
P . 11. Etablir des procédures de vérification
Vérification du systeme - 3 ; -
12. Etablir un systeme d’enregistrement et de
HACCP .
documentation

Contrairement aux GBPH qui sont communes a un type de production, chaque
plan HACCP est hautement spécifique de l'atelier dans lequel il est réalisé. Il sera donc
différent d’un abattoir a un autre (27). Les dangers considérés sont principalement les
bactéries pathogénes qui peuvent contaminer la viande. Ces dangers peuvent résulter
d’'une contamination primaire provenant du tractus intestinal ou de la peau des animaux
ou d’'une contamination secondaire via le matériel ou le personnel. Pour les identifier a
chaque étape de la production, nous pouvons utiliser la régle des 5 M. Des exemples de
causes d’apparition de dangers ont été abordés dans le paragraphe sur les GBPH.

Les CCP ou points de maitrise essentiels sont les étapes qu’il est indispensable de
controler pour assurer la sécurité du produit fini. On détermine pour ces étapes des
limites critiques (valeurs numériques ou critéres opérationnels), séparant I'acceptable de
I'inacceptable et des actions correctives. Leur surveillance est continue.

Par exemple, I'éviscération abdominale est une étape d’abattage pour laquelle
toute erreur de manipulation entraine une contamination immédiate et importante de la
carcasse : c’est un CCP (111). Les limites critiques pour cette étape sont souvent des
critéres opérationnels (aspects visuels : projection de contenu digestif). L'opérateur sur
la chaine surveille de facon continue la qualité de son travail et alerte, en cas de
dépassement des limites critiques.

Les actions correctives sont de deux types (Tableau V) :
— Immédiates : identification de la cause et traitement des carcasses souillées
- Différées : formation du personnel au poste, hygiéne,...
Tableau V : limites critiques et actions correctives du CCP éviscération abdominale (d'aprés 111)

Causes Limites critiques Actions correctives

— Perforation des — Carcasse souillée - Parage, (Douchage*)
intestins ou du - Consigne éventuelle
Formation complémentaire ou

rumen B o .
changement de poste si nécessaire
— Essaimage - Délai entre la saignée — Avertir le service d'inspection
bactérien et I’éviscération - Sanction disciplinaire

- Réparation de la chaine d’abattage
si nécessaire

— Consigne et saisie éventuelle des
carcasses concernée

inférieur a 45 minutes
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*normalement interdit en France

Pour chaque étape a risque lors de |'abattage, il existe une BPH ou un CCP. La
mise en place de ces mesures préventives en abattoir est obligatoire et coordonnées par
la création a I’échelle de I'entreprise d’un plan de maitrise sanitaire.

La mise en place d'un Plan de Maitrise Sanitaire est obligatoire pour les
établissements dont I'activité est soumise a un agrément, donc a fortiori les abattoirs. Il
s’agit d’'un ensemble de documents demandés par les services vétérinaires décrivant les
mesures prises par |’établissement pour assurer I'hygiéne et la sécurité sanitaire de ses
productions vis-a-vis des dangers biologiques, physiques et chimiques. Il comprend : les
GBPH, le plan HACCP, la gestion des produits non-conformes (procédure de retrait
rappel), et la mise en place d’un systéme de tracabilité.

3.3.2 Les criteres microbiologiques

Les critéres microbiologiques « définissent I'acceptabilité d’'un produit, d’un lot de
denrées alimentaires ou d’un procédé, sur |'absence, la présence ou le nombre de
microorganismes, et/ou de la quantité de leurs toxines/métabolites, par unités de masse,
volume, surface ou lot ». Le reglement 2073/2005 rattaché au réglement 854/2004,
introduit ces critéres comme une partie intégrante du plan HACCP et des autres mesures
de contrble de I’'Hygiéne. Il précise que « Les critéres microbiologiques peuvent servir
pour la validation et les vérifications des procédures fondées sur les principes HACCP et
des autres mesures de contrble de I'hygiéne ». Ces critéres sont définis, si et seulement
si, il n'y a pas d’autres outils disponibles pour maitriser le danger et quand cela améliore
le niveau de protection du consommateur. En effet, le réeglement précise bien que « La
sécurité des denrées alimentaires est principalement assurée par une approche
préventive telle que la mise en ceuvre de Bonnes Pratiques d’Hygiéne et de fabrication et
I'application des principes HACCP ». Ces critéres définissent un niveau d’ « acceptabilité
des procédés » et « de sécurité microbiologique fixant une limite au-dela de laquelle on
doit considérer qu’une denrée est contaminée de maniére inacceptable par les micro-
organismes pour lesquels les critéres sont établis ». Un critére est défini pour un produit
donné, un microorganisme donné, et caractérisé par un plan d’échantillonnage, une
méthode d’analyse, des limites, un stade d’application et une conduite a tenir.

Ces critéres sont établis par le réglement 2073/2005 (annexe I) mais une certaine
latitude est laissée aux exploitants pour mettre en place I'échantillonnage. On distingue
les critéres d’hygiéne du procédé, indicateur de la qualité hygiénique du process,
applicable a des denrées qui ne sont pas mises sur le marché et correspondant a une
valeur de contamination et les critéres de sécurité des denrées, qui concerne la sécurité
d’un produit prét a étre mis sur le marché. Concernant les carcasses, on utilisera des
critéres d’hygiéne (Tableau VI) et concernant la viande hachée par exemple, ce sont les
critéres de sécurité qui seront retenus (annexe B).

Tableau VI : Criteres d’hygiéne des procédés pour les viandes et produits a base de viande, d’aprés le
réglement 2073/2005.

Categorie de Bovins Porcins Volailles
carcasses
Efllécgr;)orgamsmes Minimum Maximum | Minimum Maximum | Minimum Maximum
Nombre de colonies 3,5 5,0 4,0 5,0 ) )
aérobies
Enterobacteriaceae 1,5 2,5 2,0 3,0 - -
Absence dans 25g
Salmonella Absence Absence d'un , echantillon
groupé de peau du
cou
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Pour les bovins et les porcins, les flores surveillées sont les bactéries aérobies, les
Enterobacteriaceae et les Salmonelles. Les contréles sont alors réalisés apres I'habillage
et avant le ressuage. Pour les volailles, sont uniquement contrélées les Salmonelles aprés
le ressuage. Le choix de ces flores en tant qu’indicateur de la contamination digestive
(dite aussi « fécale ») est discutable. En effet, les Salmonelles, si elles sont bien d’origine
digestive, ont une prévalence chez I'animal égale a 31% chez le porc (51), 3% chez les
bovins (106), 9% des troupeaux de poulets de chair en France (1). Leur portage chez
I'animal est donc relativement faible. Par ailleurs, il existe un portage possible chez
I'Homme et elles survivent parfois trés longtemps dans |'environnement (21). Par
conséquent, leur présence sur une carcasse ne prouvera pas forcément une
contamination d’origine digestive, et leur absence ne peut en aucun cas exclure une
contamination digestive. Les Enterobacteriaceae constituent I'une des plus importantes
familles de bactéries : elle regroupe de nombreux genres, pathogénes (E. coli,
Salmonella, Shigella, Yersinia) ou non (Proteus, Serratia). Ces bactéries sont trés
ubiquitaires pour l'identification d’'une contamination d’origine striccemement digestive.

3.3.3 L'inspection sanitaire des viandes

La détection sur carcasses des dangers peut s’appuyer sur des examens
microbiologiques, mais une détection/suspicion indirecte de leur présence a l'aide
d’indicateurs lésionnels macroscopiques est une étape nécessaire et complémentaire. De
ce fait, l'inspection sanitaire vétérinaire des viandes constitue la base historique de la
réglementation relative a I'hygiene des produits carnés. Elle reléeve d’un service d’Etat
d’hygiéne alimentaire institué par la loi du 8 juillet 1965 et inscrit aux articles L.231-1 a
L.231-6 du Code Rural. Il s’agit d'un examen macroscopique visuel parfois suivis
d’examens complémentaires, de palpations et d’incisions des carcasses et des abats
destinés a vérifier la salubrité des viandes. Trois issues sont possibles : la saisie, totale
ou partielle, si la piéce inspectée est non-conforme, la consigne, en attente de résultats
permettant de classer la carcasse et enfin le retour sur la chaine si la piece est désignée
conforme. L'inspection est un point important de maitrise de la contamination d’origine
digestive, puisqu’elle peut permettre de détecter une souillure digestive visible
macroscopiquement. Par contre, si la souillure est peu étendue ou si elle a été corrigée
par un ringage a la douchette, et est alors invisible macroscopiquement, l'inspection
vétérinaire ne décelera pas cette contamination. Les indicateurs macroscopiques ont
donc une limite certaine quant a la détection des contaminations digestive et plus
généralement a la détection de la présence de dangers. Fosse et ses collaborateurs
montrent d‘ailleurs que la corrélation entre les saisies sanitaires (basée sur des
indicateurs macroscopiques) et la prévalence de cinqg dangers sur carcasses de porcs
(Campylobacter spp., Salmonella enterica, Staphyloccus aureus, Clostridium perfringens)
est faible (53). Il est donc indispensable d'y associer d’autres indicateurs.

La question qui se pose est de savoir si ces démarches préventives permettent de
maintenir un niveau élevé de protection des consommateurs ou si elles doivent étre
associées a des actions correctives. Nous allons maintenant envisager une synthése des
résultats des essais scientifiques de décontamination et de considérer I'importance de
leur utilisation.

3.4 Maitrise de la contamination d’origine digestive des viandes par
des traitements de « décontamination »

Dans les années 1990, de nombreux essais ont été menés sur des méthodes
correctives de la contamination bactérienne. Les procédés de décontamination des
viandes sont, rappelons le, interdits a ce jour dans I'UE. Aux Etats-Unis, ils sont au
contraire utilisés en routine. En effet, depuis 1996, I'USDA-FSIS (United States
Department of Agriculture - Food Safety and Inspection Service) reconnait méme
officiellement qu’une étape de décontamination doit faire partie du process d’abattage
(154). De nombreux essais scientifiques sont conduits dans le but d’évaluer de nouvelles
méthodes de décontamination. Il en existe deux grand types : celles visant a diminuer la
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contamination du cuir ou de la peau et celles visant a diminuer la contamination de la
carcasse. Ces interventions différent, bien slr, selon l'espece, puisque certaines sont
abattues avec peau et d’autres sans. Bien que le cuir puisse étre un intermédiaire dans le
transfert des bactéries du tube digestif vers les masses musculaires, nous ne détaillerons
pas ici ses méthodes de décontamination. En effet, notre problématique cible plus
particulierement la contamination directe des masses musculaires par du contenu
digestif.

Les méthodes de décontamination de la carcasse se divisent en trois grandes
catégories :

— mécaniques : elles visent a Oter le contaminant de la carcasse soit par une
exérése de la partie souillée, le parage, soit par une action décapante, comme lors
de lI'application d'eau sous pression sur la carcasse.

— chimiques : elles consistent en I'utilisation de composés chimiques qui ont une
action antibactérienne propre.

— physiques : elles sont surtout thermiques chaudes et elles associent souvent un
procédé mécanique de pulvérisation d’eau sous plus ou moins haute pression.

Les méthodes physiques s’inspirent des traitements thermiques chauds de
conservation visant a un effet proche de la « pasteurisation »
- soit par mise en contact des bactéries avec de I'eau chaude (> 57°C et jusqu'a
95° suivant les études) : ce sont les méthodes d'immersion, de douchage, ringage
a l'eau chaude
— soit par projection de vapeur d'eau chaude

Un traitement doit étre décrit en termes de paramétres d’action (pression,
température) et de temps d’action.

Dans la plupart des essais, les effets de la méthode de décontamination sont
évalués gréace a la flore mésophile totale ou a des bactéries d’altération (responsables de
modification des propriétés organoleptiques du produit, elles ne sont pas pathogénes).
Ceci donne une indication des effets potentiels sur la flore pathogéne, mais ne constitue
en aucun cas une validation de la méthode pour cette derniére. Certaines études
s’attachent cependant a évaluer l'effet des traitements décontaminants sur une flore
pathogéne inoculée. Selon le cadre de l'étude in vitro ou in situ, les populations
bactériennes suivies varient, le suivi de flores pathogénes inoculées étant délicat in situ.

3.4.1 Procédés mécaniques

Le parage (découpe d’une partie de la carcasse) est la seule mesure qui répond
clairement a la réglementation européenne en matiére de correction des contaminations.
Dans les abattoirs francais, il est surtout utilisé lors de I'inspection post mortem par les
techniciens des Services Vétérinaires. Il est peu utilisé outre-Atlantique, ou s'il I’est, c’est
accompagné d'un autre procédé de décontamination. Trés peu d’études sont disponibles
sur l'efficacité du parage. Seules des études comparatives du parage combiné a d’autres
traitements de décontamination peuvent étre rapportées (23, 71). Comparé aux
méthodes chimiques ou physiques, le parage est présenté comme pouvant étre a
I'origine d’une dissémination de la contamination. Pour étre efficace, le parage doit bien
sGir étre réalisé de fagon large avec un couteau propre (c'est-a-dire en respectant les
BPH).

Le parage présente par ailleurs deux inconvénients a sa mise en ceuvre en routine
par les industriels :

— la difficulté technique de réalisation : il n‘existe pas vraiment de cadre technique
connu. Aucune étude ne précise quelle doit en étre I'épaisseur ou I'étendue
optimale. Le parage en face interne de la carcasse est trés délicat en raison de la
proximité avec des structures osseuses.
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— La perte économique qu'il entraine : le retrait d’'une partie de la carcasse est a
I'origine d’une perte de poids, ce qui est économiquement défavorable pour les
exploitants.

Interdit en France, le rincage ou douchage, d'une partie de la carcasse ou de la
carcasse entiére, utilisant de l'eau a température ambiante, est un autre procédé
mécanique. Son utilisation est tolérée en fin de chaine, avant le ressuage : sous couvert
d’accélérer les transferts thermiques, il limite surtout les pertes d’eau de la carcasse
(diminution de poids). Aucune étude n’évalue l'efficacité de l'arrosage d’eau a basse
pression (2 a 3 bars) et a température ambiante sur la diminution de la charge
bactérienne. Quelques rares références traitent de I'utilisation d’eau froide sous pression.
Kelly et ses collaborateurs montrent que |'aspersion d’eau a 10°C, a 5,6 bars et 7,7 bars
entraine une diminution respective de la flore totale de 0,4 et 0,5 log sur des carcasses
d’agneaux (87). Ils montrent que lors de l'utilisation d’eau a 3,5 bars, l'effet n’est pas
significatif. Une autre étude montre que de l'aspersion d’eau a 35°C a une pression de 17
a 27 bars sur des carcasses de bovins conduit a une diminution de la flore totale, des
Salmonelles ou d’E. coli inoculés de 2 log (23). L'eau froide semble présenter une
efficacité mécanique réelle sur I'adhésion des bactéries si elle est utilisée a forte pression.
Néanmoins, ces études n’évaluent pas la dispersion des bactéries faisant suite a
I'utilisation d’un tel traitement. Cette question se pose puisque les bactéries ne sont pas
éliminées mais uniquement détachées de leur support.

3.4.2 Procédés physiques

Ces procédés physiques utilisent de I'eau chauffée a différentes températures et
pressions, et combinent a la fois un effet physique et un effet mécanique.

3.4.2.1 Immersion, pulvérisation ou rincage a I'’eau chaude

L'USDA-FSIS reconnait [l'utilisation de I'eau chaude (>57°C) pour la
décontamination des carcasses en 1996 (154). Selon les essais, ce traitement présente
des effets variables sur la flore bactérienne, selon le délai d’adhésion des bactéries, la
nature plus ou moins grasse du muscle, et d’autres facteurs relatifs aux microorganismes
étudiés. La pulvérisation d’eau chaude présente a la fois un effet mécanique sur les
bactéries (détachement) et physique (température). Pour les deux autres méthodes
d’utilisation (ringage et immersion), la température est le principal mode d’action.

Nous avons synthétisé les résultats de quelques études sur cette technique de
décontamination (Tableau VII).
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Tableau VII : Tableau de synthése d’essais expérimentaux évaluant |'efficacité microbiologique du traitement a I’eau chaude de carcasses ou de parties de carcasses

Diminution observée

Tech_mgue Espéce Piece N Da,te Modalités Flore étudiée t P bar T (log ufc/cm? sauf [153]
utilisée Ref. S °C
log ufc/q)
Pulvérisation d’eau | Agneaux | Carcasse NR 1981 | Flore présente | Flore mésophile 3,5 0,5
chaude Face externe (87) | avant/aprés totale a NR 56 |37 0,5
traitement 30 7,7 0,7
3,5
7.7 65 0,7
3,5 | 80 1,1
Pulvérisation d’eau | Gros Carcasse NR 1993 | Flore présente | Flore mésophile Avant douchage final :
chaude bovins Face externe (5) avant/apres totale a NR 1,3
i 10| NR |95 . —
traitement Apres douchage final :
0,8
Pulvérisation d’eau | Gros Tissu adipeux | 9 1995 | Flore présente | E. coli ATCC11370 12 16,89 |66 1,3
chaude bovins de poitrine (71) | avant/aprés Flore mésophile 1,5
traitement totale a 37°C 12 16,89 | 74 1,1
0,98
12 | 20,68 | 74 2,2
1,92
Pulvérisation d’eau | Bovins Carcasses 30 1997 | Flore présente | Salmonella
chaude 12,5 cm 3 sites (23) | avant/aprés typhimurium 4.2
i / . ,
Face externe traitement (inoculée) 4,0
E. “coll O157:H7 1 5 | 4 65 | o5 4,0
(inoculée) 39
Coliformes totaux '
Coliformes
thermotolérants
Immersion  dans | Agneaux | Carcasse 26 1999 | Traités/Témoins Flore mésophile
de l'eau 2 sites (pool) | 8T (80) totale a 30°C 8 2,3 90 1,09
Face externe
Aspersion d’eau Porcs Carcasse 800 | 1995 | Traités/ Flore mésophile | 49 NR 80 1,8
4 sites (pool) | 100T | (65) | Témoins totale a 25°C
Face externe 40| NR 185 2,6
20| NR |90 2,7

N : nombre d’échantillons ; Réf. : référence bibliographique ; t : temps de traitement en s ; P : pression de l'eau utilisée en bar; T : température de

l'eau
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Tableau VII (Suite)

Technique Date p T Diminution observée (log
e, Espéce Piece N X Modalités Flore étudiée |t (s) ufc/cm? sauf [153] log
utilisée Réf. (bar) | (°C) ufc/q)
Immersion dans | Poulet Peau 60 2002 Traités/Témoins | Flore mésophile 75 Non significative
de l'eau Cuisse 10T (166) totale a 37°C 10 - 80 1,09
85 1,25
'Ca.mp'ylobac,ter 75 Non significative
Jejuni- (present) | 44 ; 80 Non significative
et Entero- 85 Non significative
bacteriaceae
Campylobacter 75 0,92
inoculé 10 80 0,84
85 1,08
Immersion dans | Poulets | Peau 2002 Traités/Témoins | Flore mésophile | 20 75 Non significative
I’eau chaude Cuisse (166) totale a 37°C 80 1,37
85 1,37
Entero- 20 - 75 Non significative
bacteriaceae 80 0,84
85 0,98
Campylobacter 20 - 75 Non significative
jejuni (présent) 80 0,97
85 1,25
Immersion dans | Poulets | Bréchets | 15 2000 Traités/ E. coli 080 2 - 90 Non significative
de l'eau chaude g\égz 5T (70) Témoins (inoculée) 60 - 60 Non significative

N : nombre d’échantillons ; Réf. : référence bibliographique ; t : temps de traitement en s ; P : pression de I’eau utilisée en bar ; T : température

de l'eau
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Pour les carcasses de bovins, beaucoup d’études ont été réalisées sur la flore
mésophile totale et montre une diminution de celle-ci de 1 & 3 log/cm?. Les résultats des
études réalisées sur flore pathogéne ont en revanche des résultats trés variables.

Pour les volailles, I'efficacité de la décontamination dépend de la flore étudiée. Il
faut remarquer qu’une immersion dans de I'eau a plus de 75 °C, méme sur une durée de
10s ou 20 s, donne un aspect « cuit » a la carcasse et entraine une dépréciation
organoleptique du produit (166). Or une immersion dans de I'eau a moins de 75 °C n'a
aucun effet significatif sur les flores bactériennes. Ce traitement a I’eau chaude ne peut
donc pas combiner une réduction significative de la flore et la préservation des qualités
commerciales du produit. Des résultats concordants ont été obtenus dans d’autres études
(11, 70). Goksoy et ses collaborateurs sélectionnent dans leur étude des couples
temps/température pour l'immersion de bréchets recouverts de peau de sorte que
I'aspect visuel soit préservé. Aucun de ces couples temps/température ne conduit a une
réduction significative de la flore inoculée d’E. coli. D'un point de vue commercial, cette
technique ne peut étre adoptée par les entreprises étant donné la dénaturation
provoquée du produit et I'impact potentiel sur le comportement du consommateur.

Méme si son efficacité bactériologique a été démontrée sur la flore totale,
I'utilisation d’un tel traitement est peu fréquente en pratique du fait des défauts
organoleptiques qu’il entraine et ce quelle que soit I'espece (76).

3.4.2.2 Utilisation de la vapeur

La vapeur d’eau peut étre utilisée a plus ou moins haute pression. Son utilisation
comme moyen de décontamination est autorisé officiellement depuis 1996 aux Etats-Unis
(154). La vapeur d’eau est pulvérisée sur les carcasses a la fin de la chaine d’‘abattage.
Le mécanisme d’action de la vapeur d’eau sur la flore bactérienne est a la fois mécanique
(lessivage) et physique (hausse de température) (15). Ses avantages par rapport a l’'eau
sous forme liquide sont I'efficacité du transfert de chaleur, une faible quantité de résidus,
et un effet mécanique accentué. La plupart du temps ce traitement a la vapeur est
précédé par une aspiration de |'eau et suivi d'une aspersion d’eau froide pour prévenir la
cuisson de la viande (124).

Nous avons synthétisé les résultats de quelques études portant sur cette
technique :
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Tableau VIII : Tableau de synthése d’essais expérimentaux évaluant I'efficacité microbiologique du traitement a la vapeur de carcasses ou de parties de carcasses

. Piéce L ,
Tech_mgue Espéces Sites de N Da,te Modalités Flore étudiée t P OT Diminution ObS‘Er"ee
utilisée i Ref. s bar C (log ufc/cm?)
prélevement
Pulvérisation de | Gros Carcasses 200 | 1998 Traités/ Flore meésophile Entre 0.4 et 1.3
vapeur d’eau bovins Face externe (124) | Témoins totale a 35°C 6.5 NR 822 ! !
5 sites . ! ! Pour les carcasses
E. coli L .
positives : 0,5
Pulvérisation de | Agneaux | Carcasses 26 | 2000 Traités/ Flore mésophile
vapeur d’eau Face externe | 8T | (80) Témoins totale a 30°C 8 5 NR 1,06
2 sites (pool)
Pulvérisation de | Poulets Carcasses 20 | 2002 Traités/ Flore meésophile
, . A s =90
vapeur d'eau 1 site 10T | (166) | Temoins totale a 37 C' 12 NR 90 Non significative
(Peau de Enterobacteriaceae
cuisse) Campylobacter
Pulvérisation de | Poulets Carcasses 20 2002 Traités/ Flore mésophile 0,75
vapeur d’eau 1 site 10T | (166) | Témoins totale a 37°C 0,69
(Peau de Enterobacteriaceae 24 NR 90 1,3
cuisse) Campylobacter
thermotolérants
Pulvérisation de | Poulets Blancs 30 2000 Flore E. coli 080 6 90- 0,55a1,5
vapeur d'eau recouvert de (79) présente 8 5 100 1,2a1,9
peaux avant/apres 10 1,2a1,8
2 sites traitement | Flore meésophile 90-
totale & 37°C 1015 1 100 1,65
Pulvérisation de | Poulets Demi- 20 | 2000 Traités/ Flore meésophile 0,1 NR 138 0,8
vapeur d’eau carcasses 20T | (93) Témoins totale a 37°C 0,2 NR 144 Non significative
Pulvérisation de | Poulets Morceaux de | 9 1996 Traités/ Coliformes totaux 0,4
vapeur d'eau blancs (117) | Témoins E. coli 0,4
- — 18*
Listeria innocua (non 129
N . 52ms
pathogéne mais 3

thermorésistante)

N : nombre d’échantillons ; Réf. : référence bibliographique ; t : temps de traitement en s ; P : pression de I’eau utilisée en bar ; T : température

de l'eau
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Pour les carcasses de volailles, une exposition de 24 s a une vapeur a 90°C
(surpression) est nécessaire pour observer une diminution des campylobacters
thermotolérants. D’autres études aboutissent a des résultats similaires en matiere de
réduction de flore bactérienne mais font état d’une différence entre I'efficacité du
traitement a 'extérieur et a l'intérieur de la carcasse. La cavité interne de la carcasse est
moins bien décontaminée. Par ailleurs, ces traitements provoquent une altération de la
peau : décoloration, crevasses, apparition d’'une pigmentation jaune, aspect « desséché »
(80, 166).

Concernant les effets du traitement sur la couleur de la viande, ces études
montrent qu’un traitement a la vapeur de plus de 15 s entraine l'apparition d’une
coloration grise sur la carcasse, mais aprés un ressuage de 24 h, la couleur redevient
acceptable. Cette méthode est utilisée dans de nombreux abattoirs de bovins aux Etats-
Unis.

3.4.2.3 Utilisation de la vapeur suivie d’une aspiration de I'eau
ou « steam vacuum »

Il s’agit d’'une variante de l'utilisation de la vapeur décrite par Dorsa (41). La
pulvérisation de vapeur sur la carcasse est suivie par une aspiration, ce qui présente un
double effet sur la flore : l'inactivation et le détachement. Par ailleurs, cette méthode
évite des contaminations secondaires par un ruissellement de |'eau le long de la carcasse
(91). L'USDA-FSIS l'a approuvée comme équivalent du parage pour enlever une
contamination digestive. Les réductions de flore obtenues avec un tel systeme varient de
1,1 & 2,3 log cfu/cm? pour la flore mésophile totale et de 1,2 a 2,2 log pour les
coliformes totaux (90). Dorsa et ses collaborateurs rapportent une diminution de 3 a 4
log pour la flore mésophile totale, les coliformes totaux et les E. coli.

Cet outil est utilisé surtout pour la décontamination en fin de chaine, avant le
ressuage. Certains essais ont tenté d’étudier son utilisation pour traiter une
contamination localisée, mais aucun résultat concluant n'a été obtenu pour les
Salmonelles.

L'introduction de ces procédés sur la chaine d’abattage implique une maintenance
importante : vérification de la température et de la pression de |I’'eau, de la couverture de
la carcasse, et du temps de pulvérisation.

3.4.3 Procédés chimiques

Les procédés chimiques utilisent principalement des acides organiques, mais aussi
une grande variété d’autres composés.

Booth (1985) montre que lintroduction d’‘acide dans le milieu ol vivent les
bactéries induit une immédiate baisse du pH intracellulaire (16, 140). Dans le milieu
extérieur, a pH acide, I'acide organique se dissocie, il y libération de protons. A la faveur
de l'augmentation du gradient de protons transmembranaire (force proton-motrice), les
protons libérés traversent la membrane bactérienne via des transporteurs. L'acidification
cytoplasmique induit une perturbation du métabolisme cellulaire et peut conduire alors a
I'inactivation voir la mort de la bactérie. Leur utilisation classique consiste en un ringage
complet de la carcasse. De nombreuses études ont montré que l'efficacité de ces acides
est optimisée lorsqu'ils sont appliqués aprés I’'habillage externe, quand la carcasse est
encore chaude ou bien lorsque la solution d’acide est réchauffée (25, 144). L'USDA-FSIS
a reconnu officiellement l'utilisation d’acides organiques comme lI‘acide lactique, l'acide
citrique et I'acide acétique (a des concentrations de 1,5 a 2,5%) comme traitement de
décontamination (76). Des essais ont aussi été effectués avec le Cetyl-pyridium chloride
(CPC), donnant de trés fortes réductions de la flore pathogéne notamment par
application sur le cuir, mais la teneur en résidus n’est pas compatible avec la
consommation des viandes ainsi traitées. Le chlorite de sodium (ASC) ou le trisodium
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phosphate (TSP) sont deux autres sels d'acides inorganiques couramment utilisés aux
Etats-Unis pour décontaminer les carcasses.

L'utilisation de la lactoferrine par pulvérisation a aussi été envisagée (121). Cette
glycoprotéine sécrétée par certaines cellules épithéliales dont les cellules de la glande
mammaire en lactation et par les cellules de la lignée granulocytaire, a la particularité de
piéger le fer, nécessaire a la croissance et au développement de nombreuses bactéries.
Elle posséde de ce fait une activité bactériostatique. Extraite du lait écrémé ou de
lactosérum, cette protéine aurait montré un role inhibiteur de I'adhésion, de la croissance
bactérienne et de la synthése d’endotoxine pour plusieurs bactéries pathogénes et
d’altération en surface des carcasses. Cette technique coliteuse a été adoptée par
I'USDA-FSIS et est actuellement testée aux Etats-Unis.

Nous avons analysé plus en détail sept essais réalisés sur les produits suivants : la
carcasse ou le quartier de bovin, la carcasse d’agneau, et la cuisse de poulet (tableau
IX). Les bactéries étudiées sont pour la majorité de ces essais, la flore aérobie mésophile
a 30°C (quatre essais), les coliformes totaux ou E. coli (quatre essais), et enfin E. coli
0157:H7 pour les viandes bovines (deux essais). Sur la flore aérobie mésophile, les
réductions observées varient de 0,33 & 3,3 log UFC/cm?, en fonction de la nature de
I'acide, de la modalité de |'application et de la viande (pour les cuisses de poulets les
réductions observées étant les plus faibles) (8) Les délais de mesures avant et apreés
traitement sont plus long avec ces techniques (jusqu’a plusieurs jours) puisqu'ils
continuent d’agir en surface (39). Il apparait en revanche un risque d’acquisition de
résistance des bactéries. En effet, une souche d’E. coli O0157:H7 résistante a l'acidité a pu
étre mise en évidence (139).

51



Elaboration d’un modéle expérimental d’étude de la contamination d’origine digestive en surface des viandes

Tableau IX : Tableau de synthése de sept essais expérimentaux évaluant |'efficacité des traitements chimiques de carcasses ou de parties de carcasses

Espéce Date t P T Diminution observée
Technique utilisée P Piece N . Modalités Flore étudiée °C 2
s Ref. bar (log ufc/cm
Pulvérisation d’acide | Bovins | Carcasses aprés | 40 | 2001 | Traités/ Flore mésophile totale 30333
lactique a 4% ressuage (25) | Témoins a 20°C ! !
: 35s NR 55 T <
3 sites E. coli Non détectables apres
Face externe i traitement
Pulvérisation d’un | Bovins | Quartier et | NR | 2002 | Traités/ E coli 0157 :H7
surfactant suivi d’acide morceaux de (20) | Témoins 38 3
lactique a 2% découpe 3j NR 46 3,1
recouverts de
graisse
Lavage a I'eau | Bovins | Carcasses 30 1997 | Flore Salmonella 4.9
additionnée d’acide 3 sites (23) | présente typhimurium !
lactique a 2% Face externe avant et | (inoculée) 4.6
aprés E. coli 0157 : H7 !
. . . 11s 2,7 55
traitement | (inoculée)
. 4,5
Coliformes totaux 4.6
Flore mésophile totale !
a 35°C
Pulvérisation de chlorite | Bovins | Carcasses 4 1999 | Flore E coli 0157 : H7
de sodium associé a de 5 sites (24) | présente Salmonella 3,9
I'acide phosporigue Face externe avant et | typhimurium 10s 6.9 22 a3
Pulvérisation d’acide apres inoculés ! 25
citrique associé a du traitement 4,6
chlorite de sodium
Pulvérisation d’eau | Bovins | Quartiers avant 96 1974 | Avant et | Flore mésophile totale 42 12,8 2,7
chlorée a 200ppm 1 site (92) | 45min a 35°C ! 51,7 3,8
R 30s
apres 246 12,8 3,6
traitement ! 51,7 3,9
Pulvérisation d’eau | Ovins Carcasses 26 1981 | Traités/ Flore mésophile totale 37 0,93
chlorée a 450 ug/mL Face externe 8T | (87) | Témoins a 30°C 30s 1,23
. 3,5
2 sites (pool) 120s 80 1,28
2,06
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Tableau IX : suite

Bain de | Poulets | Cuisses 66 2006 | Traités/ Flore mésophile totale 1.74
Trisodiumphosphate a Prélevement de la | 11T | (38) | non traités | a 30°C !
12% peau Coliformes totaux 0,93
Bain de chlorite de Flore mésophile totale 1.97
sodium 1200ppm a 30°C 72h 18°C !
Coliformes totaux 1,40
Bain de peroxyacide Flore mésophile totale 033
(Inspexx®) a 30°C !
Coliformes totaux 0,28
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3.4.2 Traitements combinés ou « hurdle technology »

Ces traitements combinent des méthodes physiques et chimiques. Il existe un
effet synergique des différents procédés (23). Par exemple, l'utilisation conjointe de
vapeur d’eau et d’acide lactique, permet d’associer une action mécanique sur lI'adhésion
des bactéries et une action désinfectante (130, 131). Les gains de réduction bactérienne
sont assez importants 3 & 4 log/cm? en moyenne. La diminution de la flore d’altération
rallonge la durée de vie du produit, ce qui est un atout économique non négligeable de
ces technologies. Un bilan de I'ensemble de ces techniques est présenté en annexe B.

En résumé, nous constatons un manque de données sur l'effet de I'ensemble de
ces traitements sur la flore pathogéne. La plupart des études portent sur des flores
bactériennes ne constituant pas des dangers pour le consommateur (flore mésophile
totale, flore d’altération, Listeria innocua) et/ou n’étant pas le résultat d’une
contamination primaire d’origine digestive (Listeria monocytogenes dont le réservoir
majeur est l'environnement). D’autres études portent sur des flores pathogénes
inoculées, mais les conditions appliquées (temps de contact, population initiale...) ne
correspondent pas a celles de la chaine d’abattage. De plus, ces traitements contribuent
a la détérioration organoleptique du produit.
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Pour résumer cette étude bibliographique,

Les crises alimentaires font partie des crises sanitaires les plus
fréquentes dans les pays développés. Les aliments incriminés sont, pour la
majorité des cas, des viandes contaminées, notamment par des dangers
bactériens. Or, I’abattage est une étape a risque pour la contamination primaire
des viandes, puisque lors du process d’abattage sont manipulés deux réservoirs
naturels de ces dangers : la peau d’une part, et le tube digestif des animaux
d’autre part. Les espéces dites de boucherie et notamment les bovins et les
porcins ont des procédés d’abattage peu différents quant aux opérations
unitaires d’éviscération abdominale, opérations dont il a été montré qu’elles
étaient a haut risque vis-a-vis du transfert potentiel des dangers bactériens a
réservoir digestif.

Parmi les dangers bactériens a réservoir digestif animal, Campylobacter
thermotolérant, a Il'origine de la zoonose bactérienne alimentaire la plus
fréquente en Europe, apparait comme un témoin d’intérét général pour étudier
la contamination primaire d’origine digestive des carcasses. En effet, son
réservoir est développé (nombreux animaux et espéces porteurs, niveaux de
présence du danger élevés) et spécifique (pas de portage humain, résistance
relative faible de la bactérie hors de son réservoir naturel, le tube digestif).

Pas ou tres peu de données sont disponibles en général sur le
comportement des bactéries en surface des carcasses (mobilité, dispersion,
pénétration). Or ce comportement semble varier en fonction de nombreux
paramétres dont la nature de la matrice carnée (masse musculaire recouverte
ou non d’une aponévrose, couenne, ...). Comme nous l’avons vu par ailleurs, les
actions correctives d’une contamination d’origine digestive des carcasses,
souvent apparentées aux méthodes dites de décontamination, ne sont le plus
souvent abordées que sous I’angle de leurs effets sur la flore totale, et non pas,
ou trés insuffisamment, sous celui des effets sur les dangers bactériens. Enfin,
deux pratiques sont fréquemment observées en abattoir, le parage d’une part et
l'utilisation de Ila douchette d’autre part, pour corriger visuellement les
souillures d’origine digestive des carcasses. Or ces pratiques ne sont pas
évaluées quant a leurs effets au plan microbiologique, notamment pour la
gestion des dangers bactériens tels que Campylobacter.
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Introduction

Par notre étude expérimentale, nous nous sommes attachée a rechercher dans
guelles proportions les bactéries, et plus particulierement Campylobacter, ayant fait
I'objet d’'un transfert entre le tube digestif des animaux et la surface des carcasses lors
de l'opération de |'éviscération abdominale, sont susceptibles de « diffuser » dans ou sur
les matrices carnées contaminées, dans le délai moyen existant sur la chaine d’abattage
entre la contamination et son éventuelle correction. Cette question s’est insérée dans un
programme de recherche de I'UMR INRA (Institut National de la Recherche Agronomique)
- ENVN (Ecole Nationale Vétérinaire de Nantes) — ENITIAA (Ecole Nationale d’Ingénieurs
des Techniques des Industries Agricoles et Alimentaires) 1014 SECALIM (SEcurité des
ALIments et Microbiologie), sous la direction de Catherine Magras (Pr) et Michel Laroche
(CR INRA).

Les grandes questions envisagées sont :

— dans quelle mesure les bactéries déposées en surface sont-elles retenues et/ou
migrent-elles en profondeur ? S'il y a pénétration, quelle profondeur peut étre
atteinte par les bactéries dans le délai moyen pratiqué avant une action
corrective ?

- quelles sont les conséquences d’un ringage a l'eau de la surface contaminée de la
carcasse : les bactéries sont-elles lessivées? Augmente-t-on la surface
contaminée par dispersion de la flore bactérienne ?

Une premiére réponse a ces questions nécessite une approche expérimentale avec
Iinoculation d’'une quantité connue, la plus standardisé possible, de la bactérie témoin
sur les viandes et d’un placebo sur les viandes témoins négatifs. Or, a ce jour, il ne peut
étre envisagé d’'innoculer un agent zoonotique sur la chaine d’abattage tant du point de
vue sanitaire que du point de vue économique. Travailler in vitro sur la construction d’un
ou plusieurs modeéles nous permet en revanche de réaliser un grand nombre d’essais,
tout en essayant, par le choix des paramétres du modéle, d’approximer au mieux les
conditions correspondant a la chaine d’abattage. Ma participation a la construction de
ce(s) modeéle(s) s’est faite sur la période de mars a septembre 2009, correspondant a
mon stage de thése pour I'option de quatrieme année, « Médecine des animaux d’élevage
et qualité des aliments ».

Nous avons envisagé deux modeles différents de la contamination d’origine
digestive des viandes en utilisant comme témoin Campylobacter thermotolérant. Un
premier modéle étudie la pénétration en profondeur des bactéries et le second, les
conséquences d’un lavage a I'eau, représentatif d’'un douchage apres souillure.

Ces modéles ont été développés sur trois types de matrices : i) la viande, masse
musculaire, recouverte d’'un tissu conjonctif, ii) la viande, masse musculaire non
recouverte d'un conjonctif et enfin, iii) la couenne considérée réglementairement comme
une viande.
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1. Matériels et méthodes

1.1 Parameétres de base des deux modeles expérimentaux,

D'importants essais préparatoires a la conception de notre modele ont été
nécessaires. Les résultats obtenus lors de ces essais, que nous ne détaillerons pas, nous
impose d’envisager deux modéles expérimentaux distincts, au lieu d'un seul envisagé
initialement. Voulant étudier la contamination d’origine digestive des carcasses sous deux
angles, d'une part celui de la migration en profondeur des bactéries et d’autre part celui
de leur dispersion consécutive au ringage a l'eau, il nous a été techniqguement nécessaire
de concevoir deux modéles distincts, que nous intitulons :

- le modeéle « Pénétration »
- le modeéle « Dispersion ».

Le danger Campylobacter, bactérie témoin retenue pour les raisons
précédemment évoquées est inoculé a la surface des viandes testées. Or, la forte
diversité des souches de Campylobacter observée sur les viandes quelle que soit I'espéce
et les récents résultats de I'UMR 1014 sur les capacités d’adhésion de Campylobacter aux
surfaces inertes (149) ameéne a prendre en considération un éventuel effet espéce et
souche bactérienne sur les capacités de Campylobacter a persister en surface des
viandes contaminées. Nous avons testé deux souches des deux principales espéces
Campylobacter jejuni et Campylobacter coli.

Nous avons choisi de travailler sur « viande » non stérilisée, afin de ne pas risquer
de modifier les caractéristiques physico-chimiques de la matrice. De ce fait, il existe une
flore mésophile totale présente sur les viandes testées avant leur inoculation avec
Campylobacter. Nous avons par conséquent évalué le comportement de cette flore
mésophile en paralléle de celui de Campylobacter.

Le comportement des bactéries est étudié sur trois « viandes » dont la nature
histologique est différente, et que I'on nomme « matrices » dans la suite de cet exposé.
Selon les modalités de la contamination lors de l'incident d’éviscération, les bactéries
peuvent étre en effet déposées (98) sur la face interne ou la face externe de la carcasse.
Ceci peut les amener au contact de la peau (face externe), de tissu conjonctif comme le
feuillet viscéral du péritoine (face interne) ou de masses musculaires plus ou moins
recouvertes d‘un tissu conjonctivo-adipeux. Il donc été intéressant d’évaluer les
éventuels effets liés a la nature de cette matrice.

Nos modeles ont été appliqués a ce jour aux viandes de boucherie des espéces
porcine et bovine.

1.1.1 Choix des souches de Campylobacter

1.1.1.1 Choix des espéces bactériennes
Nous avons choisi de restreindre notre étude aux deux espéces du danger
Campylobacter qui sont :
— mises en cause dans la plupart des cas humains (importance en santé publique)
- mises en évidence fréquemment sur les viandes ou les carcasses

D’aprés les données bibliographique, notre choix se porte sur :

— L'espéce Campylobacter jejuni, responsable de la majorité des cas humains et
isolée surtout a partir de viandes de volailles ou de bovins.

- L'espéce Campylobacter coli : deuxiéme espéce rapportée dans les cas humains,
isolée sur les viandes de porcs et en moindre proportions sur les viandes bovines
et de volailles.
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Nous vérifions que les deux espéces choisies sont mises en évidence de fagon
naturelle sur les matrices carnées utilisées dans le protocole et décrites plus loin (bovin
et porc).

1.1.1.2 Choix des souches bactériennes

Deux souches pour chaque espéce sont utilisées pour les expérimentations, une
souche de référence et une souche sauvage.

Les deux souches de référence retenues sont :

— Pour Campylobacter jejuni, la souche NCTC 11168 isolée chez I'homme dans les
féces par Skirrow en 1977 et conservée par le Laboratoire central Public de Santé
Anglais au sein de la Collection Nationale des Types Cellulaires (NCTC). Elle f(t la
premiére souche dont le génome a été entiérement séquencé.

— Pour Campylobacter coli, la souche CIP 7081 isolée par A. Florent en Belgique en
1970 a partir de feces de porc et conservée au sein de la collection de I'Institut
Pasteur.

Les souches sauvages choisies sont :

— Pour Campylobacter coli, la souche V055 isolée en 2003 sur carcasse de porc au
niveau de la gorge en abattoir (98)

- Pour Campylobacter jejuni, la souche 31049, un Campylobacter jejuni isolée a partir
de féces de cochons au cours des travaux de Fosse sur la prévalence de
Campylobacter en élevage porcin (55).

Au total quatre souches ont été utilisées, une souche de collection et une souche
sauvage pour chacune des deux espéces C. coli et C .jejuni, nommées respectivement
C1, C2 et 11, J2.

1.1.2 Choix des matrices

Nous souhaitons respecter la prévalence naturelle sur les viandes des
campylobacters précédemment choisis, C. jejuni se trouvant surtout sur viande de
poulets et de bovin et C. coli surtout sur viande de porc. Mais ces spécificités ne sont pas
exclusives, on peut aussi trouver C. coli sur les viandes bovines ou sur les viandes de
poulet et C. jejuni sur les viandes de porc.

Beaucoup de données concernent les viandes de volailles. Le douchage et le
parage, que nous souhaitions étudier avec nos deux modeéles, ne sont pas des méthodes
utilisées en abattoir de volailles, mais plutdét pour les abattoirs de Mammiféres. Le
manque de données concernant la viande de porc et de bovin, ainsi que la forte demande
quant aux actions correctives pouvant étre envisagées dans les abattoirs de ces espéces,
oriente notre choix vers ces deux espéces. Nous tenons aussi compte des possibilités
d’approvisionnement et du co(t (besoins ponctuels de morceaux particuliers en guantité
importante). Ces différents éléments, nous ont conduits a retenir trois matrices aux
surfaces distinctes :

— Viande bovine non recouverte par une séreuse (surface « naturelle » du muscle,
autrement dit non tranchée, avec un perimysium et un épimysium intact)

— Viande bovine recouverte d’une séreuse (le péritoine)
— Couenne de porc : épithélium malpighien.

1.1.2.1 Matrice viande bovine

La viande bovine a été prélevée a I'ENVN sur des bovins euthanasiés ou morts au
maximum dans les 12h précédentes. Les carcasses de bovins, datant de la veille au soir,
sont conservées deés leur mort a 4°C, non éviscérées et non saignées. Ces deux
différences par rapport a une technique d’abattage classique, ne modifient pas les
propriétés biologiques, biochimiques et histologiques du tissu musculaire. En effet, les
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tissus d’une carcasse d’agneau non éviscérée et conservée a 20 °C pendant moins de
24 h ne subissent pas un envahissement bactérien majeur (68). Par ailleurs, les travaux
scientifiques concernant les conséquences de la saignée sur la qualité du produit final
concernent essentiellement le muscle de poisson. Par exemple dans le cas de chair de
carpe (Cyprinus carpio) (97), la saignée ne modifie pas les caractéristiques d’hydratation
et de résistance mécanique des filets, mais ses conséquences sont par contre fort
logiqguement marquées sur les caractéristiques de couleur. Nous pouvons donc penser
que nos échantillons ne sont pas affectés dans leur structure histologique et biochimique
par rapport a une viande issue d’un animal ayant été saigné.

Le muscle prélevé est le muscle droit de I'abdomen (Rectus abdominis), en raison
de sa faible épaisseur et de la présence de péritoine adhérent sur une de ses faces. Le
prélevement est réalisé le plus souvent aprés éviscération.

Partie prélevée

Figure 9 : Muscles de la face ventrale du thorax et de I'abdomen du beceuf, d’apres(6).

Membre pelvien ——» Rectis abdominis

A

A

Rumen

Péritoine

v

Figure 10 : Muscle droit de I'abdomen d’un bovin avant prélevement
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Ce muscle est anatomiquement intéressant car il présente deux faces distinctes :
une face musculaire et une face recouverte par une séreuse, le péritoine. Le péritoine
une membrane mince et transparente qui tapisse la cavité splanchnique et les viscéres
qui y sont contenus. Histologiquement, il est constitué sur la face interne d’un
mésothélium d’aspect endothélial recouvrant une mince strate de tissu conjonctif
(Lamina propria serosa), qui est doublée d’'une couche conjonctive plus épaisse, la sous-
sereuse.

A raison d'une autopsie en moyenne par semaine, l'approvisionnement en viande
était discontinu. Il a donc été nécessaire de stocker cette viande pour la continuité des
expériences.

Figure 11 : Muscle droit de I'abdomen d’un bovin stocké sous vide

La découpe des échantillons « viande bovine » nécessite un stockage préalable
d’au moins 48 h a 72 h afin de s’affranchir des effets de la Rigor mortis sur la taille et la
forme des échantillons. Ce stockage est réalisé sous vide dés la récupération et est
couplé a une réfrigération a 4°C, car le froid associé a la mise sous vide permet de
ralentir la croissance bactérienne et donc de conserver les viandes pendant un temps
relativement long (156).

Selon le jour d’approvisionnement, les viandes sont conservées sous vide entre 5
et 10 jours. Nous tenons compte de I'influence possible de ce délai de conservation sur la
flore mésophile totale présente lors de I'ensemencement par Campylobacter.

1.1.2.2 Matrice Couenne de porc

L'approvisionnement en couenne de porc se fait dans le commerce local. Pour étre
dans des conditions comparables, la couenne est aussi conservée au froid (4°C) sous
vide pour une durée maximale de 7 jours.

Nous pouvons donc évaluer I'influence de la nature de la surface de contact sur la
dispersion ou la pénétration des bactéries.

Pour résumer, nous disposons donc au total de trois surfaces d’étude différentes :
— Viande bovine recouverte d'une séreuse dite « Viande avec Séreuse »
— Viande bovine non recouverte d’une séreuse dite « Viande sans séreuse »
— Couenne de porc (coté « peau ») dite « Couenne »

1.2 Fabrication des modeles

1.2.1 Découpe des matrices carnées

Quelle que soit la matrice, nous travaillons sur des morceaux carrés de 5 cm de
cOté découpés a l'aide d’un gabarit, d’épaisseur variable (Tableau X) et déposés dans des
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boites de Pétri (Figure 12). Les échantillons sont préparés sous hotte, a [|'aide
d'instruments stériles baignés dans l‘alcool entre deux opérations (scalpel, pinces,
gabarit).

Figure 12 : Tllustration de la découpe des deux matrices étudiées : couenne et muscle droit de I'abdomen.

Tableau X : Epaisseurs approximatives des matrices utilisées

Matrices Couenne Viande sans séreuse | Viande avec séreuse

Epaisseur moyenne (mm) 3 8 8

Pour le muscle, les opérations de découpe différent selon la surface que |'on
souhaite étudier (présence ou non d'une séreuse). Nous découpons le muscle Rectus
abdominis de fagon a ce que la surface de contact avec les bactéries (face supérieure du
morceau de 5 cm par 5 cm) soit une surface non issue d'une découpe. Autrement dit,
pour nos échantillons « viande sans séreuse », nous Otons le péritoine a l'aide d’un
scalpel, mettant ainsi a nu la surface naturelle du muscle, c'est-a-dire les faisceaux de
fibres musculaires recouverts de périmysium ou d’épimysium. Pour nos échantillons «
viande avec séreuse » nous laissons le péritoine en place.

1.2.2 Modele « Pénétration » ou « non inclus »

Ce modele doit permettre de détecter et de quantifier la pénétration éventuelle
des bactéries depuis la surface contaminée vers la profondeur de la matrice. Pour cela,
nous devons pouvoir évaluer la présence ou I'absence de bactéries et les quantifier dans
des couches de matrices superposées.

Pour les matrices « viande », nous avons utilisé des morceaux d’environ un
centimetre d’épaisseur découpés transversalement en deux « tranches » (Figure 13). La
manipulation du carré de matrice aprés ensemencement étant délicate du point de vue
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du risque de contaminations accidentelles, les coupes transversales ont été effectuées
avant I'ensemencement.

Figure 13 : Exemple de la découpe de la couche supérieure et inférieure constituant le modele Pénétration sur
matrice Viande.

Figure 14 : Illustration de la couche supérieure et inférieure constituant le modele Pénétration en matrice
Couenne.

Pour les matrices « couenne », étant donné la faible épaisseur de ces morceaux,
la couche inférieure est constituée par un carré de papier pour chromatographie (porosité
définie) Whatman® 3MM de 5 cm par 5 cm (Figure 14).

Pour la matrice « viande avec séreuse », la couche supérieure considérée est la
séreuse elle-méme et la couche inférieure correspond a la viande sous-jacente.

Pour tous ces modeéles a deux couches, un carré de papier Whatman est déposé
en surface a la fin du temps de contact inoculum-matrice carnée. Il absorbe l'inoculum
restant et permet ainsi de quantifier cette fraction. Il évite également une contamination
par écoulement lors de la séparation ds deux couches superposées pour la quantification
des bactéries.

Dans ce modéle Pénétration, trois compartiments sont donc susceptibles de
contenir des bactéries :

— Papier Whatman absorbant déposé au dessus a la fin du temps de contact dit
« papier absorbant »

— Couche supérieure (séreuse ou muscle ou couenne) dit « Haut »

— Couche inférieure (muscle ou papier) dit « Bas »

63



Elaboration d'un modéle expérimental d'Etude de la contamination d’origine digestive en surface des viandes

1.2.3 Modeéle « Dispersion » ou « inclus »

Le modéle « Dispersion » doit permettre de quantifier la répartition des bactéries
a la suite d’un ringage de la surface de la matrice inoculée. Nous devons donc quantifier
les bactéries présentes autour du carré de matrice. Pour cela, nous utilisons les carrés de
matrice disposés dans une boite de Petri et inclus dans une gélose d’Agar a 2% (Figure
15).

5cm

Figure 15 : Inclusion d'un échantillon de couenne dans de l'agar a 2%.

\

L'’Agar a 2% est préalablement stérilisé, puis fondu a 100 °C et thermostaté a
45 °C avant utilisation. Lors de l'inclusion des carrés de matrice qui ont été stockés dans
I’étuve froide, I'’Agar a 45°C est coulé autour de la viande, qui subit alors un
réchauffement non dénaturant mais susceptible d’influencer le développement de la flore
mésophile. L'’Agar est déposé de telle sorte que la surface de la matrice affleure au
niveau de la gélose de facon a ce que les bactéries ne soient pas retenues artificiellement
par une irrégularité de surface ou un effet de bords. Le volume d’agar déposé est
enregistré pour chaque boite. Aprés inclusion, les boites fermées restent sous la hotte
environ une heure pour permettre la prise en masse lente de l'agar avant d’étre
entreposées a 4 °C jusqu’a leur utilisation.

Le rincage des carrés de matrice dans les boites est réalisé avec de l'eau
physiologique (NaCl 0,9%) afin d’éviter tout effet osmotique sur les bactéries.

Pour ce modele Dispersion, trois compartiments sont suceptibles de contenir des
bactéries :

— Le carré de matrice dit « Matrice »

— L’eau de ringage dit « Ringat »

— La gélose entourant la matrice dit « Agar »

Dans la suite de cet exposé nous appellerons « matrices préparées » les matrices
ainsi traitées. Les « matrices préparées » sont conservées a 4°C jusqu’a utilisation, afin

de limiter le développement bactérien, ce qui correspond a une durée de 24 h ou 48 h
(matrices utilisées le lendemain ou le sur-lendemain de leur préparation).

Nos deux modéles « Pénétration » et « Dispersion » sont constitués de trois
compartiments susceptibles de contenir des bactéries (Tableau XI).

Tableau XI : Nomenclature des trois compartiments étudiés pour les deux modéles.

Modeéle Pénétration

Modéle Dispersion

Compartiment 1 Papier Rincat
Compartiment 2 Haut Matrice
Compartiment 3 Bas Agar
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Ces matrices sont ensemencées avec un inoculum de Campylobacter réalisée a
partir d’'une culture in vitro sur gélose. Aprés inoculation, nous mesurons la quantité des
bactéries, flore mésophile totale et Campylobacter, présentes dans chaque
compartiment, afin de quantifier les phénomeénes de dispersion et de pénétration.

1.2.4 Schéma chronologique général des expérimentations

Nous appelons « expérimentation » un ensemble d’opérations unitaires visant a
guantifier, pour plusieurs échantillons, les populations bactériennes, Campylobacter et
flore totale, dans les différents compartiments. Le détail de ces opérations sera
développé par la suite mais nous souhaitons, en préambule, identifier de facon générale
(Figure 16) ces opérations unitaires et les étapes préalables.

Stockage a 4°C sous vide |

Découpe des matrices |

|Constitution des "matrices préparées"”

Inclusion si nécessaire |

Stockage 3 4°C, Tempérage 3 25°C|

Etapes préparatoires| -
Constitution d'une banque de
cryotubes
Obtention des inocula de Campylobacter __>| Préculture sur gélose |

Préparation des solutions méres :
Ajustement de la DO

B | MNotation des échantillons |——9| 2 modéles, 4 souches, 4 matrices

| Inoculation des échantillons |

‘ Mise 3 I'étuve 3 25°C pendant le temps
de contact défini
Une expérimentation| _ |
‘ Sortie d'étuve et séparation des trois
compartiments

|Stomachage des compartiments séparés|

Dilution et ensemencement pour
L dénombrement

Figure 16 : Schéma chronologique des opérations unitaires mises en ceuvre lors de notre étude expérimentale.

Nous présentons les résultats correspondants a 17 exprimentations effectuées lors de
notre stage.

1.3 Obtention des inocula de Campylobacter

1.3.1 Culture in vitro de Campylobacter pour l'obtention des
inocula

Campylobacter se cultive assez difficilement in vitro : son temps de génération est
long méme en conditions optimales (de I'ordre d’'une heure en milieu BHI), ses conditions
de croissance sont singuliéres et le risque de contaminations est élevé (Annexe C).

Pour notre étude, nous devons obtenir une culture pure, en grande quantité que
I'on peut disperser dans un milieu neutre liquide (eau physiologique NaCl 0,9%) afin d’en
connaitre les caractéristiques turbidimétriques. Voici notre cahier des charges pour
I'obtention de ces cultures :
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— Obtenir une culture pure d’une quantité suffisante de bactéries pour préparer
environ 4 mL de dispersions & 107 UFC/mL.

— Utiliser de préférence un milieu solide pour récupérer facilement les colonies et
réaliser des dispersions bactériennes dans de l'eau physiologique (analyses
spectrométriques connues et aisées)

— Choisir un milieu de culture peu colteux et facile a se procurer, en prévision de la
guantité importante d’expérimentations envisagées

— Obtenir une croissance la plus rapide possible pour respecter les délais de
I'expérimentation et I'exigence de répétabilité (reproductibilité)
— Limiter le risque d’apparition de contaminants.

Malgré une application rigoureuse des conditions de culture spécifiques a
Campylobacter (milieu sélectif Karmali, incubation en jarres étanches sous une
atmosphére microaérophile... voir Annexe C), les contaminations ne sont pas
systématiquement évitées. Il s’agit d'un réel probleme lors de la culture de
Campylobacter. 1l faut donc vérifier I'aspect macroscopique caractéristique et homogéne
des cultures : les colonies de campylobacters peuvent présenter des aspects différents
(50) :

— Généralement rondes, élevées, convexes, de faibles diamétre (1-2 mm), lisses et
brillantes avec un bord régulier

- Mais également étalées, plates, grises, en taches de bougie, quelquefois
granuleuses transparentes avec un bord irrégulier.

Il est nécessaire, également, de vérifier I'aspect microscopique des bactéries.
Aussi, a lissue de chaque culture, nous réalisons une coloration de Gram. Les
campylobacters sont des bactéries a coloration de Gram négative, spiralées ou de forme
hélicoidale. Lors des phases tardives de la courbe de croissance, ces bactéries prennent
une forme dite « coccoide » qui les rend moins aisément identifiables. A |’état frais, elles
sont mobiles grace un flagelle et prennent un aspect caractéristique en « vol de
moucherons ».

Afin de diminuer les risques d’évolution des souches et de contamination, nous
avons constitué une banque de cryotubes (Figure 17) a usage unique pour chacune des
souches. A chaque expérimentation, un cryotube pour une souche était donc utilisé pour
la constitution des inoculas.
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atmosphére microaerophile

repiquage repiquage
[ ] [ ] [ ] [ ] [ ]
24 H 24 H 24 H
cryotube d'origine 42°C 42°C 42°C

contenant la souche gélose
Karmali
concentration
des bactéries
dispersion dans
du BHI glycérole
J [
[} L
[} L
J

J

12 cryotubes
contenant la
souche dans du
BHI glycérolé

EE[E/

banque de cryotubes

Figure 17 : Etapes pour la constitution d‘une banque de cryotubes

Les souches utilisées sont fournies par le laboratoire et sont issues de la
souchothéque de cryotubes conservés a -80 °C de I'UMR 1014. Une partie du contenu du
cryotube d’origine est étalé sur une boite de Pétri contenant une gélose Karmali et incubé
dans une jarre étanche remplie d’'un mélange gazeux microaérophile pendant 24 h (une
boite par souche). Un deuxiéme repiquage, avec toujours une seule boite par souche, a
été réalisé et les souches ont été mises a incuber a nouveau 24 h a 42 °C. Un troisiéme
et dernier repiquage, mis a incubé 24 h a 42 °C, est réalisé sur 3 boites par souche afin
d’obtenir une quantité suffisante de colonies pour produire une douzaine de cryotubes
par souche. Les cryotubes contiennent tous 0,5 mL de dispersion homogene de bactéries
dans du BHI glycérolé a 20%. Ils sont conservés a -80 °C.

1.3.2 Préparation des inocula

1.3.2.1 Préculture
Voici les étapes de préculture mises en ceuvre permettant de remettre en culture
les souches stockées en cryotubes (Figure 18) :

— Sortie et ensemencement sur Karmali du cryotube le lundi (JO), mise en
incubation 24h en jarre

— Repiquage le mardi (J1) matin et incubation 24h

— Repiquage le mercredi matin (J2) et incubation 24h, utilisation des cultures pour
les expérimentations de I'aprés midi

— Utilisation des cultures du jeudi matin (J3) pour les expérimentations de |'aprés
midi
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Lundi Mardi Mercredi Jeudi Vendredi |Sam| Diml Lundi
préparation | préparation
sortie des solutions | des solutions da Legture " dé Legture "
cryotube e e énombrements énombrements

repiguage repiguage repiguage

Experimentations

Incubation | Incubation Incubation
24h 24h 24h

Fi
Cultures de dénombrements
des compartiments

Incubation Incubation
48h 72h

Incubation : a 42°C en atmosphere microaérophile
Figure 18 : Planning hebdomadaire des opérations unitaires constituant deux expérimentations.

1.3.2.2 Quantification des inocula a partir de la préculture :
Utilisation de la Densité Optique

Pour ensemencer nos matrices, nous utilisons des inocula issus de solutions
meres. Une fois les précultures sur milieu solide obtenues, nous réalisons des dispersions
bactériennes en milieu liquide. Nous choisissons d’utiliser I'eau physiologique car ce
milieu non nutritif évite toute croissance bactérienne tout en permettant la survie des
bactéries. De plus, il permet d’utiliser la spectrométrie pour calibrer les solutions méres
(utilisée en routine au laboratoire).

Le spectrométre optigue mesure une Densité Optique (DO). On I|appelle
également absorbance (A). Elle mesure la capacité d’'un milieu a absorber la lumiére qui
le traverse. Elle est caractéristique d’une longueur d’onde (A) donnée. Dans une certaine
gamme de concentration, I'absorbance vérifie la relation de Beer-Lambert, une relation
empirigue reliant I'absorption de la lumiére aux propriétés des milieux qu’elle traverse. Il
s’agit d’une relation de proportionnalité entre la concentration d’une entité chimique en
solution, I'absorbance de celle-ci et la longueur du trajet parcouru par la lumiére dans la
solution.

DO = A = log(Iy/I) = ). C

avec Iy lintensité lumineuse incidente a la longueur d‘onde A, I intensité
lumineuse transmise, €, est le coefficient d’extinction molaire, /la longueur du trajet

optique, C la concentration en substance absorbante.
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Pour une dispersion bactérienne diluée (comme notre solution mére), la turbidité
est assimilée a la DO. Si la loi de Beer-Lambert est vérifiée (proportionnalité DO-
concentration), la mesure de la DO permet de remonter a la concentration des composés
absorbants. Nous utilisons des dispersions bactériennes dans |I'eau physiologique, de DO
donnée, préparées le matin a partir de culture et qui sert pour notre série
d’expérimentations de l'aprés-midi. Leur DO est comprise entre 0,85 et 0,89 pour une
longueur d'onde de 600 nm. Ceci correspond a une concentration bactérienne comprise
entre 6 et 8 log (UFC/mL). En plus de la mesure de DO, un aliquote de chaque solution
mere est dilué et ensemencé sur une gélose Karmali afin d’en vérifier la concentration.

1.3.3 Ensemencement des échantillons : inoculation

Chaque carré de matrice est inoculé avec une seule souche de Campylobacter,
afin de mettre en évidence un éventuel effet de la souche. L'inoculum de 100 pL est
prélevé dans la solution mere homogénéisée au préalable par une agitation au Vortex. Ce
qui correspond a un niveau de contamination compris entre 5 a 7 log UFC/échantillon. La
concentration de la solution mére est toujours vérifiée par dilution, ensemencement et
comptage sur gélose Karmali.

Nous réalisons deux types d’inoculation pouvant mimer les deux situations extrémes de
contamination d’origine digestive a |'abattoir :

-« Contamination localisée » par dép6t du volume 100 pL en 10 gouttes réparties
sur le carré de matrice

— « Contamination étendue » par dép6t du méme volume mais suivi d’'un étalement
de l'inoculum sur la surface de I'échantillon a I'aide d’une 6se

L'inoculation se réalise sous hotte a I’'aide d’'une micropipette a embout jetable.

1.3.3.1 Temps de contact

Nous souhaitons évaluer l'influence du temps de contact entre la matrice et l'inoculum
bactérien. Nous choisissons deux durées de contact pour nos expérimentations :

— Une durée courte, 10 min, pouvant correspondre a une correction « immédiate »
de la contamination si elle était réalisée sur la chalne d’abattage

— Une durée longue, 120 min, pouvant correspondre a une correction différée en fin
de chaine d’'abattage.

1.3.3.2 Température

Une sonde de température accompagne des échantillons aux différentes étapes ou
est placée sous la hotte ou sur la paillasse afin de controler la température.

Les « matrices préparées » sont placées a 25°C deux heures avant la
manipulation afin qu’elles aient atteint cette température lors de I'inoculation. Pendant le
temps de contact, les « matrice préparées » inoculées dites « échantillons » sont
replacés dans |'étuve, sauf pour les échantillons a durée courte. En effet, a I'abattoir la
contamination d’origine digestive peut se produire alors que la température corporelle et
notemment la température de surface est aux alentours de 25°C (100).

Les solutions meéres sont elles aussi conservées a 25°C, afin de se prémunir
contre les effets de la variation de température ambiante (réchauffement lié a I'utilisation
d’un bec Bunsen et des hottes).

1.3.3.3 Témoins

Nous réalisons des témoins non inoculés pour chaque modéle. Les témoins du
modele dispersion sont rincés a I'eau physiologique stérile avant d’étre séparés en trois
compartiments. Les témoins « pénétration » ne subissent pas de traitement particulier
avant séparation.
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Nous avons ainsi quantifié la flore totale et détecté la présence éventuelle de
Campylobacter endogenes sur les matrices carnées non stériles.

1.4 Mode opératoire, notations et chronologie

1.4.1 Notations

La figure 19 précise la codification des échantillons.

Matrice
Couenne

Modele
Dispersion

Produit

Etalé temps
court
CdEC

Quatre
échantillons

Trois compartiments de mesure par échantillon

Figure 19 : Schéma d’organisation des échantillons d’un produit, éxemple de matrice Couenne en modele
Dispersion

Nous appelons « produit » le triplet (modéle, matrice, souche).

Nous souhaitons évaluer :
- L'effet de la nature de la matrice pour les deux modéles :

Modele Couenne Viande sans séreuse | Viande avec séreuse
Pénétration (non inclus) Cp Vp Sp
Dispersion (inclus) Cd vd Sd

I’effet de la souche bactérienne

» les souches C. jejuni : NCTC 11168 dite « J1 » et J049 dite « ]2 »
= |es souches C. coli : CIP 7081 dite « C1 » et V055 dite « C2 »

Campylobacter jejuni Campylobacter coli
Nom NCTC 11168 Jo49 CIP 7081 V055
Code J1 J2 C1 Cc2

Pour différentes conditions de contamination :

— l'effet du mode d’ensemencement ; gouttes dit « G » ou étalement a |'6se dit
« E»

— l'effet du temps de contact des bactéries avec la matrice, temps court 10 min dit
« C » ou temps long 120 min « L »
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Un produit (matrice, souche et type de modéle fixés) est constitué par quatre
échantillons correspondant aux modalités des facteurs de variation étudiés, temps de
contact et mode d’étalement :

1. temps court, étalement « gouttes » dit « GC »
2. temps long, étalement « gouttes », dit « GL »
3. temps court étalement a I'6se, dit « EC »

4. temps long étalement a I'6se dit « EL ».

Par exemple, pour un produit de matrice couenne en modeéle dispersion inoculé
avec la souche J1, les quatre échantillons sont les suivants : CdGC, CdGL, CdEC, CdEL.

1.4.2 Chronologie des opérations unitaires

Un bloc de manipulations (Figure 16) occupe une demi-journée. Il s'agit de l'unité
d’expérimentation. Nous répartissons les échantillons de fagon a réaliser un
ensemencement et une séparation toutes les dix minutes. En quatre heures, nous
ensemencons cing produits, soient vingt échantillons et deux témoins. L’'organisation des
manipulations est telle que toutes les dix minutes, nous réalisons une séparation d’un
échantillon en 3 compartiments (S) et deux inoculations (I). Cette cadence soutenue
permet de traiter un maximum d’échantillons en 4 heures.

Tableau XII : Organisation chronologique de la préparation et du traitement des échantillons : unité
d’expérimentation

Temps
00:00] T | 11]I2
00:10 S1 13 |14
00:20 S3 11112
00:30 S1 I3 |14
00:40 S3 11]12
00:50 S1 13 |14
01:00 S3 1112
01:10 S1 I3 |14
01:20 S3 11112
01:30 S1 13 |14
01:40 S3
01:50 T
02:00 S2
02:10 S4
02:20 S2
02:30 S4
02:40 Un produit S2
02:50 S4
03:00 Un produit S2
03:10 S4
03:20 Un produit S2
03:30 S4
03:40 Un produit
03:50 |
04:00 Un produit

| L]

I : Inoculation ; S : séparation des trois compartiments
1:GC 2:GL 3:EC, 4 :EL
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Une telle organisation nous a permis de traiter au maximum cing produits en un
bloc de manipulations. Il est impossible d’équilibrer chaque expérimentation. Cette limite
technique explique I'hétérogénéité des souches et matrices testées lors de chaque
expérimentation. Par ailleurs, nous devons travailler en fonction de I'approvisionnement
en matrices, qui peut différer selon les semaines. La diversité des matrices et modeles
testées n’a donc pas été la méme selon les semaines.

1.4.3 Détail du mode opératoire d’'une expérimentation

Le mode opératoire que nous avons défini se divise en 7 étapes. Les premiéres
étapes se réalisent sous hotte et a I'aide d’instruments maintenus stériles dans un bain
d’alcool a 70°. Les étapes de dilution se réalisent a proximité d’un bec Bunsen.

1.4.3.1 Etape 1 : Ensemencement des « matrices préparées »,
inoculation des échantillons

Un échantillon est ensemencé avec une seule souche de Campylobacter.
L'ensemencement est réalisé sous hotte. Le volume de 100 pL est prélevé a l'aide d'une
micropipette a embout jetable et déposé en 10 gouttes réparties de fagon homogene sur
la surface de I’échantillon. Pour les échantillons « E », les gouttes sont étalées a l'aide
d’'une 6se jetable (Figure 20).

Figure 20 : Etape 1 - Inoculation des échantillons par 100uL d’une solution mere contenant une souche de
Campylobacter a l'aide d’une micropipette, selon deux modes « gouttes » ou « étalé »

1.4.3.2 Etape 2 : Mise a lI’'étuve a 25°C de I’échantillon pendant
le délai de contact (10 min ou 120 min)

Les échantillons sont maintenus dans une étuve thermorégulée a 25°C pendant le
délai de contact (Figure 21).

Figure 21 : Etuve réglée a 25°C contenant les solutions méres et les échantillons en attente d’ensemencement
et les échantillons ensemencés.
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1.4.3.3 Etape 3 : Sortie d’étuve et séparation des trois
compartiments a dénombrer

Cette étape différe selon le modéle.

Modéle pénétration

- Dépbt du carré de papier Whatman sur la surface de |’échantillon pour
absorber lI'inoculum restant pendant 10 s (Figure 22).

Figure 22 : Dépot du papier en surface de I’échantillon a la fin du temps de contact.

Modéle dispersion

- Ringage de la surface de I’échantillon par 10 mL d’eau physiologique (solution
de NaCl a 0,9%) stérile a température ambiante (Figure 23).

Nous arrosons la surface avec ce volume (a 5 cm de distance) grace a
I'utilisation d’'une pipette munie d’un pipetteur automatique afin de mimer |'utilisation
d’une douchette. Le ringat est récupéré aprés 10 s de contact a l'aide d’une pipette
graduée jetable, et transféré dans un tube stérile.

5cm

Figure 23 : ringage de I’échantillon et récupération du ringat a I'aide d’une pipette jetable

- Etape commune aux deux modéles : Séparation et récupération des trois
compartiments puis disposition dans un sac stomacher en vue de la
quantification des compartiments (Figure 24).
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Figure 24 : séparation du compartiment viande et du compartiment agar et disposition dans un sac stomacher

Pour la matrice Séreuse, la séreuse est séparée du muscle sous-jacent. Pour la
matrice Couenne, nous séparons d’une part la couenne, d’autre part le papier sous
jacent. Pour la matrice Viande, les deux couches de muscle superposées sont séparées.

1.4.3.4 Etape 4 : Stomachage de chaque compartiment

Chaque compartiment ainsi séparé et introduit dans un sac stomacher est
addtionné de 10 mL d’eau physiologique stérile. Les ringats sont utilisés tels quels. Les
compartiments « gélose » sont stomachés avec 20 mL d’eau physiologique stérile afin de
palier a I'absorption d’eau par l'agar. Le stomachage dure 60 secondes. Fosse montre
que le stomachage est une méthode de récupération statistiquement plus efficace que
I’écouvillonnage (52).

Le Stomacher® (Figure 25) est un appareil assurant le mélange et
I’'hnomogénéisation des échantillons disposés dans un sac stérile et étanche a l'aide de
deux pales oscillantes. Nous avons utilisé cet appareil dans le but de transférer les
bactéries présentes dans chaque compartiment dans une solution d’eau physiologique.
En déterminant la concentration de cette solution, nous avons accés a la quantité de
bactéries présentes dans chaque compartiment.

Figure 25 : Stomacher

1.4.3.5 Etape 5 : Dilution et ensemencement au terme du
stomachage

Pour déterminer la quantité de bactéries contenue dans la solution issue du
stomachage de chaque compartiment, nous devons réaliser I'ensemencement d’un
volume de cette solution sur milieu solide ol nous serons capables de dénombrer des
colonies ou UFC (Unité Formant Colonie) aprés incubation. Chaque colonie est issue
d’'une bactérie contenue dans la solution ensemencée sur le milieu et I'on peut ainsi
facilement par calcul obtenir la concentration de la solution ensemencée.

Afin d’en dénombrer le contenu bactérien, la solution issue du stomachage de
chaque compartiment et les ringats sont dilués. Ils étaient trop concentrés pour étre
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ensemencés directement sur le milieu de dénombrement. Les dilutions choisies sont
spécifiques du compartiment et du produit. En effet, lors des pré-manipulations, nous
avons établi une table de dilution pour chaque couple (produit, compartiment). Si la
solution a dénombrer est peu concentrée (couches inférieures surtout), 1mL de solution
est déposé au rateau sur le milieu.

Chaque diluat est utilisé pour ensemencer deux milieux correspondant aux deux
flores bactériennes suivies : une gélose Karmali et une gélose PCA (Plate Count Agar). La
gélose Karmali est un milieu spécifique pour Campylobacter dont nous avons déja parlé.
Le milieu PCA est un milieu solide ordinaire non spécifique adapté au dénombrement de
la flore mésophile totale (composition en annexe C). Pour chaque compartiment, on
évalue ainsi la présence et la quantité de flore mésophile totale et de Campylobacter.

L'’ensemencement des milieux est réalisé a I'aide d’'un ensemenceur spiral Eddyjet
qui distribue 0,1 mL de solution par boite de maniére concentrique et centrifuge. Le
volume distribué par unité de surface par I'automate diminue progressivement puisque la
vitesse linéaire de la seringue augmente. Par conséquent, plus I'on se rapproche des
bords de la boite de Petri, plus les colonies seront dispersées et plus le comptage sera
aisé (Figure 27).

1.4.3.6 Etape 6 : Incubation

Aprés séchage sous une hotte, les boites sont incubées :

e a 42°C pendant 48 h ou 72 h sous atmosphére microaérophile pour les
géloses Karmali

e a 30 °C pendant 20 h pour les géloses PCA.

1.4.3.7 Etape 7 : Détermination du statut du compartiment et
de son niveau de contamination : dénombrement des colonies

Un compartiment est déclaré positif dés lors que sur une des boites ensemencées,
une colonie confirmée de Campylobacter ou de flore mésophile totale a été observée. Un
compartiment est déclaré négatif dés lors qu’aucune colonie confirmée n’est observée.
Son niveau de contamination est alors inférieur au seuil de détection. Pour les
compartiments positifs, le niveau de contamination est quantifié par le dénombrement
des colonies, et exprimé en UFC/mL.

Chaque colonie est issue d’une bactérie contenue dans le volume ensemencé.
Nous calculons ainsi la quantité de bactéries contenues dans le sac stomacher, donc dans
le compartiment correspondant.

Figure 26 : Une boite de gélose Karmali ensemencé Figure 27 : Disque de dénombrement utilisé
a l'automate spirale aprées incubation

Les comptages sont réalisés a |'aide d’un appareil qui incrémente un compteur
lorsque I'on pointe les colonies (Figure 26) avec un feutre sur le couvercle de la boite. Un
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disque (Figure 27) de dénombrement est utilisé lorsqu’il y a plus de 150 colonies sur la
boite car alors le risque d’erreur de comptage est important.

Ce disque est placé au dessus de la boite de Petri. Au moins 30 colonies doivent
étre comptées dans des secteurs opposés pour obtenir directement par calcul la
concentration de la solution déposée sur la boite. Ce disque est congu pour permettre de
dénombrer jusqu’a 10 000 colonies sur la boite. La méme technique est utilisée pour le
dénombrement des inocula.

1.5 Traitement des données obtenues

Les données obtenues sont : le compartiment est négatif ou positif, avec un
niveau de contamination en nombre d'UFC/mL. Ces données sont ensuite transformées
en logarithme d'UFC par compartiment en utilisant le volume d’eau physiologique et/ou
d’agar contenu dans le sac stomacher. La transformation logarithmique est habituelle
pour les résultats bactériologiques qui présentent classiquement une distribution log
normale.

Quantité de bactéries du compartiment(en log/mL)= log(Concentrationgjys*10 41t

Le seuil de détection de cette méthode de dénombrement dépend de la dilution
utilisée (Tableau XIII). Quand aucune colonie n‘est dénombrée sur la boite, la quantité de
bactéries présente est en dega du seuil de détection.

Nous avons :

Seuil de détection (en log/mL)= log (10*107ton)

Tableau XIII : Seuil de détection en log UFC/mL selon le compartiment et le modéle

Modéle Dispersion Témoins Dispersion
Matrice Cd, vd, Sd Cd, vd, Sd
Milieu Karmali PCA Karmali PCA
Rincat 3 3 0
Viande 3 3 0
Agar 2 2 0 2

Tableau XIII : suite

Modele Pénétration Témoins Pénétration
Matrice Cp, Vp, Sp Cp, Vp, Sp
Milieu Karmali PCA Karmali PCA
Papier 3 3 Non considéré Non considéré
Haut 3 3 0 3
Bas 0 Non considéré Non considéré Non considéré

Pour les données quantitatives, nous avons utilisé la représentation en box-plots :
ces représentations univariées d’échantillons de données quantitatives sont parfois
appelées « diagrammes boites a moustaches ». C’est une représentation simple et assez
compléte puisque dans la version proposée par XLSTAT sont affichés le minimum, le ler
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quartile, la médiane, la moyenne, le 3iéme quartile, ainsi que les deux limites (les
extrémités des « moustaches ») au-dela desquelles on peut considérer que les valeurs
sont anormales.

Les limites sont ainsi calculées (Q est le quartile):
— Limite inférieure : Linf = Q1 - 1.5 (Q3 - Q1)
— Limite supérieure : Lsup = Q3 + 1.5 (Q3 - Q1)

Pour le traitement des données, plusieurs traitements statistiques ont été utilisés
grace au logiciel XLStat (Addinsoft ™, Paris) intégré au tableur Excel. Les statistiques
descriptives sont réalisées directement avec le tableur. Nous réalisons également des
tests t de Student de comparaison de moyenne des quantités de bactéries récupérées.

Nous avons étudié l'influence de différents facteurs sur la répartition des bactéries
des deux flores dans les compartiments par une analyse de variance (ANOVA) et des
tests de Fisher (comparaison deux a deux) : temps de contact, mode d’étalement,
souche bactérienne, nature de la matrice. Enfin, une Varcomp est réalisé grace au logiciel
SAS (SAS Institute, Cary, N.C.). Il s’agit d’'une décomposition de la variance selon les
différentes sources de variation.
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2. Résultats

La mise au point de ces modéles a naturellement nécessité des pré-manipulations
importantes. Nous devions déterminer le mode opératoire: la préparation des
échantillons (conservation des viandes, délai d’établissement de la Rigor mortis,
découpe-inclusion...), I'organisation du passage des échantillons en fonction des durées
de manipulation et du délai de contact avec l'inoculum, les dilutions a adopter pour le
dénombrement de chaque compartiment pour les deux flores suivies. Les résultats de ces
pré-manipulations ne seront pas présentés ici.

2.1 Nombre d’échantillons réalisés

Au total, 339 échantillons ont été traités, ce qui correspond a 986 résultats de
dénombrement de compartiment.

2.1.1 Répartition par modéle

Une quarantaine de produits carnés ont été réalisés pour le modéle Pénétration,
une soixantaine pour le modéle Dispersion (Tableau XIV). Lors de chaque bloc
d’expérimentation, nous ne pouvions pas utiliser toutes les souches avec toutes les
matrices possibles, nous tachions alors d’équilibrer le nombre d’échantillon selon les
matrices et les souches. Nous avons par ailleurs choisi de privilégier, en nombre, le
modele dispersion car il fournit une plus grande quantité d’informations. Nous avons
réparti équitablement le nombre de produits entre les quatre souches de Campylobacter
choisies.

Tableaux XIV : Nombre d’échantillons réalisés en fonction du modéle et de la matrice.

Nombre d'échantillons Cd vd Sd
Souche C1 16 14 16
Souche C2 15 16 15
Souche J1 15 16 16
Souche J2 16 16 16
Total 62 62 63
Incidents 2 2 1
Nombre d'échantillons Cp Vp Sp
Souche C1 11 12 7
Souche C2 12 11 8
Souche J1 9 10 7
Souche J2 10 11 7
Total 42 44 29
Incidents 6 4 3

Les échantillons appelés « Incidents » ont fait I'objet d’une erreur de manipulation
enregistrée durant l'expérimentation (écoulement d’inoculum sur le bord du carré de
matrice par exemple). Nous avons donc décidé d’exclure ces échantillons de nos calculs.

Les échantillons ont été répartis sur 8 semaines de manipulations, soit 17
journées. Rappelons que chaque produit, a matrice et souche fixée, est constitué par
quatre échantillons (Tableau XV).

Nous avons réalisé deux ou trois témoins par séance de manipulations. Les
témoins du modeéle Dispersion, au nombre de 22, ont été rincés comme les échantillons.
Les témoins du modele Pénétration, au nombre de 14, n‘ont subi aucun traitement avant
la séparation des compartiments pour les dénombrements. L’'objectif de ces témoins était
d’obtenir des données sentinelles sur les Campylobacter potentiellement présents avant
inoculation et sur la flore totale présente sur les matrices utilisées. Les témoins ont donc

78




Elaboration d'un modéle expérimental d'Etude de la contamination d’origine digestive en surface des viandes

fait I'objet d'un dénombrement, a I'laide des deux milieux précédemment cités, de la flore
totale et des campylobacters, pour lesquel le seuil de détection est augmenté (voir
tableau XIII).

Tableau XV : Nombre d’échantillons selon la matrice et le modéle par mode d‘inoculation et temps de contact

Echantillons GC GL EC EL Témoins
Cd 16 16 15 15 7
vd 16 16 15 15 7
Sd 16 16 16 15 8
Cp 11 12 11 8 7
Vp 12 12 12 8 4
Sp 7 5 8 9 3

2.1.2 Controle de la température

Les variations de température subies par les échantillons sont importantes lors de
la réalisation des opérations préparatoires a I'expérimentation déja présentées figure 16
(inclusion a température ambiante, conservation a 4°C, tempérage a 25°C). Nous avons
controlé les variations de température que pouvait subir un échantillon au cours d’une
expérimentation grace a une sonde.Un exemple de suivi de température est présenté en
Annexe D. Compte tenu des températures élevées enregistrées aux différents postes de
travail, les échantillons sont maintenus a 25°C pendant les expérimentations au sein
d’une étuve thermorégulée (sonde ajustée et vérifiée) afin de ne pas leur faire subir de
trop fortes variations de températures.

2.1.3 Solutions meres

Bien que la densité optique des dispersions utilisées soit bien controlée, les
résultats des dénombrements réalisés montrent des différences importantes entre les
préparations. Les valeurs moyennes pour les quantités inoculées varient entre 5,8 et
6,7 log (UFC/échantillon). La dispersion des résultats est représentée Figure 28 par un
box-plot.
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Figure 28 : Box-plots (minimum, premier quartile, médiane,troisi€me quartile, maximum) représentant la
dispersion des résultats de dénombrement pour les inocula de Campylobacter utilisés en fonction de la souche.

Les résultats pour les inocula obtenus a partir de la souche ]2 sont
significativement (p>0,05) supérieurs a ceux obtenus a partir des souches C1 et C2. Les
variations importantes observées nous conduisent a privilégier les valeurs relatives.
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2.2. Résultats Campylobacter

Nous présentons ici les résultats des dénombrements sur les géloses Karmali par
type de matrice et par compartiment. L’identification macroscopique des colonies a été
confirmée de facon réguliere par une identification microscopique. Le nombre
d’échantillons inférieur au seuil de détection correspond aux compartiments pour lesquels
aucune colonie n’était présente sur la boite de gélose Karmali. Nous envisagerons tout
d'abord les résultats obtenus pour les échantillons témoins.

2.2.1 Echantillons témoins.

Sur les 36 témoins réalisés, seuls deux se sont avérés positifs en Campylobacter.
Il s'agissait de matrices viande bovine prélevées deux semaines successives. Aprés
isolement de 4 colonies sur le premier témoin et de 6 colonies sur le second, nous avons
effectué une PCR (Polymerase Chain Reaction) (voir principe en annexe C) spécifique de
Campylobacter coli et de Campylobacter jejuni. Les isolats sur les témoins ont été
identifiés pour les deux témoins comme appartenant aux deux espéces, Campylobacter
coli et Campylobacter jejuni (Figure 29). Cette association d’espéces sur viande bovine
n'est pas rare (4, 113, 129).

Sens de la migration

* Témoin
C. jejuni
Colonies 11168
isolées sur
le témoin 2 Marqueur

Témoin
C. coli
7081

i

-

Témoin
C. jejuni

Colonies 81176

isolées sur
le témoin 1

Figure 29 : résultats de I’électrophorese en gel des produits de PCR réalisées sur les souches témoins.

Le niveau de contamination de ces deux témoins s’élévait a 40 et 60 colonies
respectivement par échantillon. Cette quantité est négligeable devant la quantité inoculée
pour influencer sur nos résultats.

La caractérisation plus fine par pulsotypage (voir technique en annexe C) de ces
isolats en comparaison avec les souches inoculées a montré que (Figure 30) :

— pour les trois isolats (T1-3, T2-3, T2-4) correspondant a l'espéce C. jejuni
deux clones (T2-3 et T2-4) et une souche T1-3 avec un profil identique a la
souche C. jejuni inoculée dite « 12 »

— pour les sept isolats identifiés comme appartenant a I'espéce C. coli, un
clone (T2-1 et T2-2) et un clone (T1-1, T1-4 et T1-5) avec le méme profil ;
un clone (T1-2 et T1-5) avec un profil. Ces deux profils sont différents des
profils des Campylobacter coli inoculés.
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Figure 30 : Dendrogramme réalisé a partir des résultats de pulsotypage pour les souches isolées sur les
témoins et les souches utilisées pour les inoculations.

2.2.2 Quantité totale de bactéries récupérées

La quantité totale de bactéries récupérées correspond a la somme des quantités
dénombrées dans les trois compartiments. La dispersion des résultats est représentée
Figure 31 par un box-plot et les résultats bruts sont décrits en annexe D. En modéle
Pénétration, la moyenne de la quantité totale de campylobacters récupérés est de 5,90
log (UFC/échantillon) pour la Couenne (minimum : 4,00, maximum : 7,36 écart-type :
1,04), de 5,94 pour la Viande (minimum : 4,00 ; maximum : 6,97 ; écart-type : 0,63) et
de 5,62 pour la Séreuse(minimum : 4,48, maximum : 6,73, écart-type : 0,44). Pour le
modele Dispersion, la moyenne quantité totale de campylobacters récupérés est de
5,86 pour la Couenne (minimum : 4,78 ; maximum : 7,57 écart-type : 0,83), de 6,04
pour la Viande (minimum : 4,37 ; maximum : 7,56 ; écart-type : 0,89) et de 6,08 log
(UFC/échantillon) pour la Séreuse (minimum : 4,85, maximum : 7,30, écart-type :
0,78).
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Figure 31 : Box-plot (minimum, premier quartile, médiane,troisiéme quartile, maximum) représentant la
quantité totale de Campylobacter récupérés selon la nature de la matrice et du modéle.
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Il n'apparait pas, pour chaque modéle, de différence significative (test T de
comparaison de moyenne, p>0,05) entre les résultats obtenus pour la quantité totale de
bactéries récupérées selon la nature de la matrice, le temps de contact, et le mode
d’étalement. Nous devons remarquer que les valeurs sont comparables quelque soit le
modele considéré. Ceci confirme la validité de notre méthode de récupération.

2.2.3 Modéle Pénétration

Les valeurs numériques brutes des dénombrements dans chaque compartiment et
la caractérisation de leur distribution sont présentées en annexe D.

e Quantité de bactéries dénombrées par compartiment

Pour les compartiments supérieurs dits « Papier », correspondant au papier absorbant
déposé en surface (Figure 32) :

— Pour la Couenne, la quantité moyenne de Campylobacters détectés est de 5,67 log
UFC (minimum : 4,00 ; maximum : 7,14 ; écart-type : 1,00)

— Pour la Viande, de 5,74 (minimum : 4,60 ; maximum : 6,76 ; écart-type : 0,59)

— Pour la Séreuse, de 5,49 (minimum : 4,30 ; maximum : 6,72 ; écart-type : 0,48).

Pour les compartiements inférieurs dits « Haut » (Figure 32):
— Pour la Couenne, la quantité moyenne de Campylobacters détectés est de 5,52 log
UFC (minimum : 4,00 ; maximum : 7,20 ; écart-type : 1,00)
— Pour la Viande, de 5,40 (minimum : 4,00 ; maximum : 6,6’ ; écart-type : 0,71)
— Pour la Séreuse, de 4,73 (minimum : 4,00 ; maximum : 5,88 ; écart-type : 0,61).

La quantité de Campylobacter est plus importante dans le compartiment Papier
que dans le compartiment Haut, cette différence est significative pour la Viande et la
Séreuse (p=0,006 et p>0,0001 respectivement).

Pour les compartiments « Bas » (Figure 32), quelle que soit la nature de la
matrice, nous constatons que les résultats de la couche basse sont inférieurs au seuil de
détection. Le seuil de détection pour cette couche est de 10 UFC, ce qui est inférieur a la
dose infectante de Campylobacter (environ 100 UFC). Il n'y a donc pas de contamination
détectable en profondeur sur quelgues millimétres pendant les délais de contact choisis.
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5,00 -

B Papier
Haut
2,00 —— MWBas
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log
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Produit

Figure 32 : Histogramme des moyennes de la quantité de Campylobacter récupérée selon le compartiment et la
matrice en modéle Pénétration.
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2.2.4 Modele Dispersion

Les résultats bruts par matrice et par compartiment sont présentés en annexe D.
e Quantité de bactéries par compartiment
Pour les compartiments dits « Ringat », correspondant a la quantité de bactéries
emmenées par le ringat (Figure 33) :

— Pour la Couenne, la quantité moyenne de Campylobacters détectés est de 5,60 log
UFC (minimum : 4,00 ; maximum : 7,22 ; écart-type : 0,84)

— Pour la Viande, de 5,72 (minimum : 4,00 ; maximum : 7,24 ; écart-type : 0,92)

— Pour la Séreuse, de 5,85 (minimum : 4,00 ; maximum : 7,24 ; écart-type : 0,85).

Pour les compartiements dits « Matrice » (Figure 33):
— Pour la Couenne, la quantité moyenne de Campylobacters détectés est de 5,05 log
UFC (minimum : 4,00 ; maximum : 7,55 ; écart-type : 0,91)
— Pour la Viande, de 5,51 (minimum : 4,00 ; maximum : 7,03 ; écart-type : 0,92)
— Pour la Séreuse, de 5,13 (minimum : 4,00 ; maximum : 6,85 ; écart-type : 0,84).

Pour les compartiements dits « Agar » (Figure 33):
— Pour la Couenne, la quantité moyenne de Campylobacters détectés est de 4,87 log
UFC (minimum : 3,54 ; maximum : 6,55 ; écart-type : 0,91)
— Pour la Viande, de 4,99 (minimum : 3,48 ; maximum : 7,02 ; écart-type : 1,03)
Pour la Séreuse, de 5,01 (minimum : 3,86 ; maximum : 6,49 ; écart-type : 0,83).

La quantité relativement importante de campylobacters retrouvée dans le ringat
montre un effet de lessivage des bactéries (Figure 33).
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5,80
5,60
5,40 -
5,20 -
>,00 - W Ringat
4,80 - Matrice
4,60 - W Agar

4,40 -
4,20 -
4,00 -

Quantité de Campylobacter en log

Cd vd Sd
Produit

Figure 33 : Histogramme des moyennes de la quantité de Campylobacter récupérée selon le compartiment et la
matrice en modéle Dispersion.

Nous avons réalisé un test T pour évaluer la significativité de la différence entre
les moyennes obtenues dans chaque compartiment.
A matrice fixée, nous observons que :

— Pour la Couenne: une différence significative entre la quantité moyenne de
campylobacters du Ringat et celles deux autres compartiments (Agar p<0,0001 et
Viande p=0,003). Les Campylobacters sont donc préférentiellement détectés dans
le Ringat pour cette matrice.
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— Pour la matrice Viande : une différence significative entre la quantité moyenne
déposée sur I’Agar et celles deux autres compartiments (Viande p=0,004 et Ringat
p<0,001). Les Campylobacters sont donc préférentiellement détectés dans la
Viande et dans le Ringat de maniére équivalente.

— Pour la matrice Séreuse, une différence significative entre la quantité moyenne de
bactéries présentes dans le Ringat et celles deux autres compartiments (Agar et
Viande : p<0,0001). Les Campylobacters sont détectés préférentiellement dans le
Ringat.

De fagon générale, les campylobacters sont détectés en plus grande quantité dans
le Ringat. La répartition des bactéries dans le compartiment Matrice dépend de la nature
de la matrice et la proportion de campylobacters dans l|'agar est quantitativement
inférieure aux deux autres compartiments.

2.2.5 Rendements de récupération

Pour calculer des rendements de récupération, il faut calculer la somme des
quantités de campylobacters récupérés dans les trois compartiments d’une part et la
quantité inoculée d’autre part. Le rendement de récupération est égal au rapport de ces
deux quantités.

L'imprécision des mesures microbiologiques et I'amplification de I|'erreur lors de
I'utilisation de grandeurs correspondant a des rapports (addition des incertitudes
relatives) sont a l'origine d’une forte dispersion des résultats de rendement. Nous
observons notamment des rendements ponctuellement supérieurs a un. Nous ne
détaillerons pas la dispersion des résultats. Dans la mesure ou la distribution de ces
résultats est approximativement log-Normale, nous effectuons la moyenne géométrique
de ces rendements (Tableau XVI).

Tableau XVI : Moyennes géométriques du rapport entre la quantité de campylobacters inoculée théorique et la
guantité totale récupérée.

Modéle Produits C \Y S
Pénétration 0,27 0,36 0,34 0,13
Dispersion 0,69 0,55 0,83 0,70

Les rendements obtenus avec ces matrices sont comparables aux résultats de
Fosse (52).

2.3 Résultats flore totale

Si la contamination par Campylobacter est le résultat d'une inoculation controlée,
la flore mésophile présente est le résultat des différentes étapes, plus ou moins
maitrisées, de I'histoire de I'échantillon. Un traitement des résultats identique a celui
réalisé pour le danger Campylobacter parait donc intéressant dans la validation des
modéles.

2.3.1 Echantillons témoins

Les valeurs individuelles de flore mésophile totale des témoins varient entre 2,7 et
8,8 log (UFC/échantillon), probablement du fait de la grande hétérogénéité
d'approvisionnement en matrices carnées et de durée de conservation sous vide. Les
valeurs moyennes des dénombrements de la flore totale pour les témoins varient de 5,7
a 8,5 log (UFC/échantillon) selon les produits (Figure 34). Ils sont peu influencés par la
nature de la matrice (p=0,08). Par contre, l'inclusion a un effet significatif (p=0,013)
particuliecrement marqué. En effet, les témoins inclus présentent un niveau de
contamination par la flore totale supérieur probablement lié au temps d’attente a
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température ambiante et au réchauffement de la matrice lorsque I'agar est coulé chaud
autour du carré de viande.
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6,00
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0,00 . . !
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W Dizpersion
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UFC/échantillon

Flore mésophile totale log
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Figure 34 : Histogramme représentant la moyenne de la quantité de flore totale récupérée sur les trois
compartiments des témoins selon la nature de la matrice et du modéle.

Des études évaluent la population bactérienne mésophile aprés abattage autour
de 3 & 4 log UFC/g pour la viande bovine (62, 83, 104) et autour de 3 log/cm? sur
carcasse de porc(114). Aprés une semaine sous vide, une étude montre que la flore
totale a 25°C atteint 4 log UFC/g de viande bovine, ce qui est égal au niveau de
contamination initial(83). Aprés quinze jours, la flore mésophile atteint 7log/g. Une autre
étude, montre que pour une contamination initiale inférieure au seuil de détection, la
population bactérienne mésophile atteint 1 log/cm? en 7jours, et 2 a 3log/cm? entre 7 et
15 jours. Nos résultats sont donc en moyenne plus élevés que ces données. La découpe,
I'inclusion et la mise a 25°C sont probablement a l'origine d’un réchauffement expliquant
cette augmentation de la population bacterienne.

2.3.2 Quantité totale de bactéries récupérées

La quantité totale de bactéries récupérées correspond a la somme des quantités
dénombrées dans les trois compartiments. Les valeurs moyennes par matrice sont de
8,4 et 8,3 pour la Couenne, de 7,4 et 7,9 pour la Viande, de 7,4 et 7,4 log
(UFC/échantillon) pour la Séreuse respectivement pour les modeéles Pénétration et
Dispersion. La dispersion des résultats est représentée Figure 35 par un box-plot.

Dans le modéle Dispersion et le modeéle Pénétration, la quantité totale de
bactéries récupérées est plus importante sur la matrice Couenne que sur la matrice
Viande (p=0,06 et p<0,0001 respectivement) et que sur la matrice Séreuse (p=0,006 et
p<0,0001 respectivement) (test T deux a deux). Les échantillons de la matrice
« Couenne », qui ont été obtenus auprés du commerce local et manipulés dans un délai
plus important apres abattage apparaissent donc quantitativement plus contaminées.

Toutes matrices confondues, la contamination en flore totale est plus importante
(p=0,01) pour le modele Dispersion (étape de réchauffement lié a l'inclusion dans l'agar).
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Figure 35 : Box-plot (minimum, premier quartile, médiane,troisiéme quartile, maximum) représentant la
quantité de Campylobacter totale récupérés selon la nature de la matrice et du modéle.

2.3.3 Modeéle Pénétration

Les résultats bruts obtenus sont présentés en annexe D.

Pour les compartiments supérieurs dits « Papier », correspondant au papier absorbant
déposé en surface (Figure 36) :
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Figure 36 : Histogramme des moyennes de la quantité de flore mésophile totale récupérée selon le
compartiment et la matrice en modele Pénétration.

— Pour la Couenne, la quantité moyenne de Campylobacters détectés est de 7,84 log
UFC (minimum : 5,97 ; maximum : 8,63 ; écart-type : 0,43)

- Pour la Viande, de 6,70 (minimum : 5,04 ; maximum : 7,92 ; écart-type : 0,72)

— Pour la Séreuse, de 6,59 (minimum : 4,30 ; maximum : 7,58 ; écart-type : 0,95).

Pour les compartiements inférieurs dits « Haut » (Figure 36):
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— Pour la Couenne, la quantité moyenne de Campylobacters détectés est de 7,91 log
UFC (minimum : 4,98 ; maximum : 8,84 ; écart-type : 0,82)

— Pour la Viande, de 7,17 (minimum : 2,67 ; maximum : 8,00 ; écart-type : 0,89)

— Pour la Séreuse, de 7,11 (minimum : 4,13 ; maximum : 8,10 ; écart-type : 0,95).

Il existe (Figure 36) une différence significative entre la quantité moyenne pour la
flore totale récupérée par le papier absorbant et la quantité moyenne pour la flore totale
présente sur la couche supérieure, pour la Séreuse (6,6 et 7,1 log UFC/ech ; p = 0,006)
et la Viande (6,7 et 7,2 log UFC/ech ; p = 0,03). Elle ne I'est pas pour la Couenne (7,8 et
7,9 log UFC/ech ; p = 0,58).

2.3.4 Modele Dispersion

¢ Quantité moyennes de bactéries détectées par compartiment

La moyenne de la quantité de bactéries dans chagque compartiment est présentée
Figure 37 et les résultats numériques bruts sont présentés en annexe D.

Pour les compartiments dits « Ringat », correspondant a la quantité de bactéries
emmenées par le ringat (Figure 37) :

— Pour la Couenne, la quantité moyenne de Campylobacters détectés est de 7,65 log
UFC (minimum : 3,73 ; maximum : 9,18 ; écart-type : 1,03)

— Pour la Viande, de 7,21 (minimum : 5,43 ; maximum : 8,23 ; écart-type : 0,64)

— Pour la Séreuse, de 7,10 (minimum : 3,79 ; maximum : 8,12 ; écart-type : 0,85).

Pour les compartiements dits « Matrice » (Figure 37):
-~ Pour la Couenne, la quantité moyenne de Campylobacters détectés est de 7,77 log
UFC (minimum : 3,81 ; maximum : 9,10 ; écart-type : 0,90)
— Pour la Viande, de 7,63 (minimum : 5,60 ; maximum : 8,52 ; écart-type : 0,57)
— Pour la Séreuse, de 7,46 (minimum : 3,74 ; maximum : 8,30 ; écart-type : 0,79).

Pour les compartiements dits « Agar » (Figure 37):
— Pour la Couenne, la quantité moyenne de Campylobacters détectés est de 7,23 log
UFC (minimum : 4,27 ; maximum : 8,46 ; écart-type : 0,77)
— Pour la Viande, de 6,75 (minimum : 4,62 ; maximum : 7,71 ; écart-type : 0,72)
Pour la Séreuse, de 6,80 (minimum : 4,82 ; maximum : 7,75 ; écart-type : 0,68).
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Figure 37 : Histogramme des moyennes de la quantité de bactéries mésophiles détectées selon le
compartiment et la matrice en modéle Dispersion.
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Nous avons réalisé un test T pour évaluer la significativité de la différence entre
les moyennes obtenues dans chaque compartiment.

A matrice fixée :

— Pour la Couenne, il existe une différence significative entre la quantité moyenne
de flore totale détectée dans I'Agar par rapport a celles des deux autres
compartiments (Ringat : p=0,007 et Matrice : p=0,0002). Les bactéries sont donc
détectées préférentiellement et équitablement dans le compartiment Matrice et
Ringat.

— Pour la Viande et la Séreuse, il existe une différence significative entre les
qguantités moyennes de flore totale entre chaque compartiment. Les bactéries sont
détectées préférentiellement dans la Matrice, puis dans le Ringat et enfin dans
I’Agar.

2.4 Ratios considérés

Nous avons considéré plusieurs variables pour interpréter nos deux modeéles. Ce
sont des variables relatives qui permettent de quantifier la répartition des bactéries dans
les différents compartiments indépendamment de la quantité inoculée. Nous considérons
la quantité totale de bactéries détectées, ce qui permet de comparer les deux flores. En
effet, pour la flore totale, la quantité réelle présente initialement n’était pas connue.

2.4.1 Modéle Pénétration

Nous avons défini trois variables que nous avons calculées pour la flore mésophile totale
et pour Campylobacter :

La variable « absorbé » correspond a la proportion de bactéries retenues par le
papier posé en surface de la matrice a la fin du délai de contact.

Absorbé = Papier / (Papier + Haut + Bas)

La variable « pénétré » correspond a la proportion de bactéries détectées sur la
couche inférieure et donc considérées comme ayant traversé la couche supérieure du
modeéle.

Pénétré = Bas / (Papier + Haut + Bas)

La variable « retenu » correspondant a la proportion de bactéries qui est restée
sur la surface de la matrice, qui n‘a pas été absorbée par le papier, et qui n‘a pas pénétré
en profondeur.

Retenu = Haut / (Papier + Haut + Bas)

Quelles que soient les matrices, la variable Pénétré calculée est inférieure au seuil
de détection, puisqu’aucune bactérie n’est détectée sur les compartiments du bas. La
variable Absorbé est de ce fait égale a (1 - Retenu). Il n‘est donc pas nécessaire de
considérer les variables Absorbé et Pénétré en détail.

2.4.1.1 Résultats Campylobacter

Entre 25 et 40% des campylobacters sont retenus sur la matrice inoculée aprés
I’épongeage par le papier Whatmann (Figure 38). La matrice Séreuse retient moins les
bactéries (0,23), que les matrices Couenne (0,38) et Viande (0,36), cette différence est
faiblement significative (p~0,06). Les valeurs numériques caractérisant la dispersion des
résultats sont détaillées en annexe D.
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Figure 38 : Valeur des variables calculées (Absorbé, Retenu) pour les campylobacters en fonction des matrices

pour le modéle Pénétration.

2.4.1.2 Résultats flore totale

Entre 60 et 75% de la flore totale persiste sur la matrice (Figure 39), avec une
persistance supérieure sur les matrices Viande (0,74) et Séreuse (0,73) que sur la
matrice couenne (0,60), cette différence est significative au seuil de 5 %. Le détail des
résultats est précisé en annexe D.
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Figure 39 : Valeur des variables calculées (Absorbé, Retenu) pour la flore mésophile totale en fonction des

matrices pour le modéle Pénétration.

2.4.2 Modele dispersion

Pour le modeéle dispersion : nous avons considéré trois variables :

La variable « ringé », qui correspond a l