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Intérét de la microbiologie prévisionnelle
dans Pappréciation de 1'exposition alimentaire
a Listeria monocytogenes.

Significance of predictive microbiology for the
assessment of the exposure of food to
Listeria monocytogenes

Par Jean-Christophe AUGUSTIN®
(communication présentée le 24 avril 2003)

_RESUME

L'appréciation des risques microbiologiques permet d'évaluer les risques liés a la présence de micro-
organismes pathogénes dans les aliments. Cette évaluation repose en grande partie sur une appré-
ciation de I'exposition aux micro-organismes qui nécessite le recueil d'une quantité importante d'in-
formations sur la nature de I'aliment, sur son circuit de distribution, sur ses modes de consommation
ainsi que sur le micro-organisme et son comportement dans I'aliment. Cette étude théorique sur
Listeria monocytogenes illustre la méthode d'appréciation de I'exposition et présente son intérét
pour I'évaluation objective de I'impact de certaines options de maitrise.
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_SUMMARY

The connection between equine uveitis and leptospirosis can be established using various tech-
niques: isolation of the organism ; detection of agglutinative antibodies (micro-agglutination test
or MAT) provided antibody levels are very high or rising very fast ; detection of antibodies direc-
ted against leptospiral proteins other than lipopolysaccharides (Dot-Blot) ; and finally by genic
amplification (Polymerase Chain Reaction). The results obtained with these various methods are
discussed here.
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e INTRODUCTION

L'accord sur les mesures sanitaires et phytosanitaires
signé¢ dans le cadre de 1'Organisation Mondiale du
Commerce prévoit que ces mesures de protection soient
justifiées par le pays les mettant en place, sur la base d'une
appréciation des risques liés a la présence d'agents dange-
reux dans les aliments. Cette appréciation fait partie du
processus d'analyse des risques qui comporte en outre deux
autres composantes (fig. 1) : la gestion des risques qui
consiste, sur la base de leur appréciation, a pondérer des
choix politiques et a sélectionner les options appropriées
de leur maitrise, et la communication a leur propos, qui
permet un échange d'informations et d'opinions entre les
évaluateurs, les gestionnaires et les autres parties intéres-
sées comme par exemple, les consommateurs.

La méthode d'appréciation des risques microbiolo-
giques a fait l'objet d'une norme adoptée par la
Commission du Codex Alimentarius (CCFH, 1999). La
tache de 1'évaluateur consiste donc a apprécier le risque et
a évaluer I'impact d'options de gestion sur celui-ci. Il doit
pour cela identifier les micro-organismes qui peuvent étre
présents dans un aliment et qui sont susceptibles de provo-
quer des effets néfastes pour la santé du consommateur
(fig. 1) ; il doit aussi apprécier I'exposition a ces dangers
en évaluant de fagon qualitative et/ou quantitative leur pro-
babilité d'ingestion. En croisant cette appréciation de 1'ex-
position avec 'appréciation des effets qui établit la relation
entre le degré d'exposition aux dangers et les effets qui en
résultent pour la santé, il est en mesure d'estimer les
risques, c'est-a-dire d'estimer qualitativement et/ou quanti-
tativement, en incluant les incertitudes, la probabilité¢ de
survenue et la gravité des effets néfastes liés a la présence
d'un micro-organisme pathogene dans un aliment.

Lappréciation des risques repose donc en grande partie
sur l'appréciation de I'exposition aux dangers, qui constitue
une étape clé du processus d'analyse des risques, car de sa
pertinence dépend la validité des résultats obtenus et sur-
tout des options de maitrise mises en ceuvre avec les consé-
quences sanitaires et socio-économiques que celles-ci peu-
vent avoir.

L'objectif de cette étude est d'illustrer la démarche d'ap-
préciation de I'exposition et de montrer tout l'intérét que
peut avoir la microbiologie prévisionnelle, outil qui permet
de prévoir le comportement d'un micro-organisme dans un
aliment. Pour cela, nous prendrons comme exemple théo-
rique le cas d'un aliment transformé, solide, consommé en
I'état et pouvant étre contaminé par Listeria monocytoge-
nes. Apres avoir apprécié I'exposition du consommateur au
pathogene dans des conditions normales de fabrication et
de commercialisation, nous verrons l'impact que peuvent
avoir certaines options de maitrise. Il est important de pré-
ciser que cet article est purement didactique et qu’une
appréciation de ’exposition lié a la consommation d’un
aliment réel imposerait une validation des différentes
hypotheses explicites et implicites faites dans 1’étude.
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(fig.1)

® MODELE D'APPRECIATION DE L'EXPOSITION

La figure 2 présente le diagramme relatif au modele
d’appréciation de I’exposition considéré dans 1’étude.

(fig. 2)

Contamination initiale des portions
ingérées par le consommateur

La contamination initiale de l'aliment a la production
peut étre estimée a partir d'enquétes destinées a connaitre
la prévalence de la contamination par L. monocytogenes ou
a partir des résultats d'autocontrdle du fabricant. La pro-
portion p d'unités de 25 g contenant L. monocytogenes
permet d'estimer la concentration ¢ de ce micro-organisme
par g d'aliment en supposant que sa distribution dans 1'ali-
ment est totalement aléatoire. L'application de la loi de
Poisson donne la relation : ¢ =—(1/25) - 1n (1 — p). On peut
ainsi estimer le nombre initial de cellules de L. monocyto-
genes présentes dans une portion alimentaire de m g,
puisque ce nombre suit une distribution de Poisson d'espé-
rance m - c.

L'incertitude sur la proportion p sera prise en compte
en utilisant une valeur issue d'une distribution Beta
(Tableau I) de paramétres n-p+ letn—n-p+ 1 (VOSE,
2000, p. 71) plutdt que directement la valeur p observée
dont la précision dépend du nombre total n d'analyses
effectuées.

De méme, pour prendre en compte la variabilité du
comportement des consommateurs, la masse de la portion
ingérée m (g) sera issue dune distribution BetaPERT
modifiée (VOSE, 2000, p. 277).

Comportement de L. monocytogenes dans
I'aliment pendant son stockage chez le producteur,
le distributeur et le consommateur

La contamination en L. monocytogenes va augmenter
pendant les phases de stockage chez le producteur, le dis-
tributeur et chez le consommateur. Les modeles de micro-
biologie prévisionnelle permettent d'évaluer la croissance
du pathogene.

Pour décrire 1'évolution de la concentration microbi-
enne avec le temps, nous avons utilisé le mod¢le logistique
avec délai (ROSSO et al., 1996) :

X; ,S1t <lag
xmax

x(t) = .
1+(ﬂ—l)-exp<—um (1 - lag))

i

,sit>lag
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M, (X) -

ou x(t) est la concentration bactérienne (germes-g') a
l'instant #(h) de 1'étape de stockage considérée, x, la concen-

tration au début de I'étape de stockage (r = 0 ), x,,. la
concentration bactérienne maximale (fixée ici a 5 x 10°
germes-g"), lag le temps de latence (h) et u,,,, le taux de
croissance maximal (h') pendant 1'étape de stockage.
Pour décrire 1'effet des caractéristiques du produit (pH
et activité de l'eau) et de la température de stockage sur le

taux de croissance, nous avons utilisé le modéle cardinal
avec interactions (AUGUSTIN et CARLIER, 2000) :

Hes = Hape - (CML(T)- M (pH)- CM, ()’
avece

0 i X = Xy,
X - X)X - X,,)"

gt = X[ Kot = X)X = X) = Koy = Xn) (=D X + X,y -0 X)]
0

W51 Xy, < X < Xy

opt

siX2X
et
You =¥ ’ Zw=2Z 1"
)(mm =Xnt_(Xut_Xxnmn)' 1- B - W
? ? ani_YmDm Zupi_ann

ou X, Y, Z représentent la température, le pH ou l'acti-
vit¢ de l'eau, u,, est le taux de croissance optimal (h")

lorsque la température 7' (°C) est égale a 7, le pH égal a
PH,, et l'activité de I'eau aw égale a aw,,. X, est 1a valeur

minimale de croissance, X

opt 12 valeur optimale de crois-

sance, X la valeur maximale de croissance. est X, la

max

valeur minimale absolue lorsque les autres facteurs sont a
leur optimum.

Pour décrire 1'effet de 1'histoire thermique sur le temps
de latence lag, a I'étape de stockage i, nous avons utilis¢ le
modele suivant (AUGUSTIN et al., 2000) :

1
lag; = ; : max(“i-l “(lag, ti—l);O)

i

ou y; est le taux de croissance maximal a I'étape i, u, ,
lag. , respectivement le taux de croissance maximal et le
temps de latence a I'étape de stockage précédente i-1, 7, la
durée de cette étape. Le produit initial y, - lag, est égal a
une constante K, qui dépend de I'état physiologique du
micro-organisme contaminant le produit.

La croissance de L. monocytogenes pendant les phases
de stockage dépend donc de parameétres biologiques spéci-

ALLOpl’ KO’ T, T, T,

min opt> max?

fiques du micro-organisme :

PH:m\ ’pH

opt>

pH_ ., aw!

max? min >

aw,, et aw,,,. et de parametres

spécifiques de l'aliment : pH et aw, et de son circuit de dis-
tribution : températures et durées de stockage.

Pour 1'application du modele d'exposition, nous avons
fixé T, o PH,o PH,

opt> ~ m opt> max?

aw,,, et aw,. A respectivement

opt
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37°C, 45,5°C, 7,1, 9,6, 0,997 et 1. Par contre, pour les aut-
res paramétres, nous avons pris en compte l'incertitude sur
leur estimation et également la variabilité dont ils font I'ob-
jet au travers de distributions de type BetaPERT modifiées
(DELIGNETTE-MULLER et ROSSO, 2000) précisées
dans le tableau I.

(tableau I)

Simulations et réponses étudiées

Des simulations numériques ont été réalisées par tira-
ges aléatoires de Monte Carlo de valeurs indépendantes
dans les distributions des variables d'entrée. 50 000 itéra-
tions ont été réalisées avec le logiciel Matlab 5.2 (The
MathWorks Inc., Natick, MA, USA). A chaque itération
correspond un quadruplet de variables de sortie : nombre
initial de cellules dans une portion, nombre de cellules
apres le stockage chez le producteur, nombre de cellules
apres le stockage chez le distributeur et enfin nombre de
cellules ingérées par le consommateur.

© RESULTATS DE L'APPRECIATION DE L'EXPOSITION

La figure 3 présente les résultats obtenus par simula-
tion pour les variables de sortie. On observe que la conta-
mination initiale des portions ingérées par le consomma-
teur est nulle dans 81 % des cas, et que dans les 19 % de
cas restant elle est comprise entre 1 et 4 cellules. Cette
contamination initiale trés faible est due a I'hypothése de
contamination aléatoire par L. monocytogenes qui n'est
certainement pas représentative de l'ensemble des scéna-
rios de contamination rencontrés dans les industries agro-
alimentaires. Par exemple, lors de contamination par
contact avec des surfaces souillées, la contamination peut
d'emblée étre massive. Il serait donc préférable de modifier
le modele d'appréciation en associant a la probabilité que
les portions soient contaminées une distribution indépen-
dante de niveaux de contamination. Cette approche, bien
que préférable, reste cependant tres difficile a mettre en
ceuvre du fait de I'absence de données expérimentales jus-
tifiant cette distribution de contamination initiale.

La contamination des portions apres la phase de stoc-
kage chez le fabricant est toujours inférieure a 20 cellules.
Bien que les conditions choisies dans cet exemple ne soient
pas forcément représentatives des situations rencontrées
sur le terrain, on peut tout de méme souligner que ce résul-
tat de moins de 20 cellules dans des portions de 30 a 70 g
est cohérent avec les résultats d'analyses d'autocontrdle des
industriels puisque, lorsqu'ils observent la présence de
L. monocytogenes dans 25 g de produit, la contamination
est généralement inférieure a 10 germes par g.

Le niveau de contamination important des portions apres
la phase de stockage chez le distributeur est di a la durée de
stockage prolongée (10 a 16 jours) et a la température rela-
tivement élevée (+3°C a +7°C). 1l est intéressant de noter
que 0,23 % des portions dépassent le seuil de 100 L. mono-
cytogenes par g qui représente la tolérance généralement
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admise aujourd'hui pour des produits a la distribution.

Au moment de la consommation, le niveau de conta-
mination est encore augmenté mais de fagon relativement
restreinte du fait d'une durée de stockage chez le consom-
mateur courte (moins de 5 jours dans 50 % des cas). Le
pourcentage de portions contenant plus de 100 L. monocy-
togenes par g est cependant significativement augmenté
puisqu'il est, cette fois-ci, de 1,49 %.

(fig. 3)

® |IMPACT D'OPTIONS DE MAITRISE SUR
L'EXPOSITION A L. MONOCYTOGENES

Diminution de la durée de vie du produit

L'étude initiale était censée représenter une situation
dans laquelle la durée de vie du produit était de 40 jours
puisque les durées maximales de stockage chez le produc-
teur, le distributeur et chez le consommateur étaient
respectivement de 10, 16 et 14 jours. Une diminution de la
durée de vie a 30 jours a été obtenue en modifiant les
temps de stockage chez le producteur et chez le distribu-
teur avec des valeurs respectivement comprises entre 2 et 6
jours et 4 et 10 jours. Le résultat des nouvelles simulations
est présenté sur la figure 4, on observe une diminution
notable du niveau de contamination des portions ingérées.
Le pourcentage de portions contenant plus de 100
L. monocytogenes par g est dans ce cas de 0,56 %. En plus
de ce seuil de 100 cellules par g et sans entrer dans une
appréciation des effets pour laquelle de nombreux modeles
de relation dose-effet ont été proposés, nous nous sommes
fixés un seuil de 10° L. monocytogenes ingérées afin d'ap-
précier I'impact des mesures de gestion sur un niveau de
contamination plus dangereux pour le consommateur. Le
pourcentage de portions dépassant ce seuil dans 1'¢tude
initiale était de 0,37 % et il passe a 0,10 % lorsque la durée
de vie est réduite a 30 jours

Mise en place d'un contréle
libératoire par le fabricant

La mise en place d'un contrdle libératoire systématique
des lots par le fabricant avec un plan d'échantillonnage
n=25, c=0 a pour effet de diminuer considérablement le
pourcentage de portions contaminées qui passe de 19,0 %
a 11,2 % (fig. 4). Par contre 1'effet sur le pourcentage de
portions contenant plus de 100 L. monocytogenes par g est
plus modeste puisque celui-ci est encore de 0,92 %. L'effet
sur le pourcentage de portions contenant plus de 10°
L. monocytogenes est encore plus limité puisque celui-ci
passe de 0,37 % pour la situation initiale, a seulement
0,23 % lors de la mise en place du controle libératoire

Amélioration de la maitrise des
paramétres de fabrication
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Une meilleure maitrise des parameétres de fabrication
des produits par le fabricant peut se traduire, par exemple,
par des valeurs de pH comprises entre 5,7 et 5,9 au lieu de
5,7 et 6,1 initialement et par une activité de 1'eau comprise
entre 0,95 et 0,96 au lieu de 0,95 et 0,97. Cette améliora-
tion de la maitrise technologique se traduit également par
une forte diminution de 1'exposition a L. monocytogenes
(fig. 4) puisque la croissance du pathogéne est ralentie
pendant les phases de stockage. Le pourcentage de por-
tions contenant plus de 100 L. monocytogenes par g passe
alors a 0,08 % et le pourcentage de portions contenant plus
de 10° L. monocytogenes passe lui a 0,006 %.

Information du consommateur

Les campagnes d'information des consommateurs, en
particulier sur les températures de garde des aliments dans
les réfrigérateurs ménagers, font également partie de la
panoplie des mesures de gestion pouvant étre mise en
ceuvre pour réduire les risques liés a la présence de micro-
organismes dangereux dans les aliments. Pour évaluer 1'im-
pact de telles campagnes, la distribution initiale des tem-
pératures chez le consommateur qui était encadrée par la
valeur minimale de +3°C et la valeur maximale de +13°C
avec une valeur médiane a +6,2°C a été remplacée par une
distribution encadrée par +3°C et +10°C mais avec une
médiane a +4,6°C. L'effet de cette mesure est présenté sur
la figure 4. Le pourcentage de portions contenant plus de
100 L. monocytogenes par g reste ¢élevé puisqu’il diminue
seulement a 1,01 % ; par contre ’effet est plus marqué sur
le pourcentage de portions contenant plus de 106 L. mono-
cytogenes qui lui passe a 0,17 % au lieu de 0,37 %.
Limpact limité de cette mesure s'explique par le fait que
les durées de stockage chez le consommateur sont faibles
et que I'essentiel de la croissance de Listeria se fait, dans
notre exemple, chez le distributeur.

(fig. 4)

e CONCLUSION

Avant de conclure sur cette étude, il est important de
rappeler que les résultats obtenus dans de telles études sont
spécifiques de l'aliment considéré, de son circuit de distri-
bution et de son mode de consommation et qu'une extra-
polation a d'autres situations serait tout a fait inappropriée.
Cet exemple purement fictif nous a néanmoins permis de
présenter la démarche d'appréciation de l'exposition ali-
mentaire a un danger microbien. Outre le fait qu'elle per-
mette d'apprécier cette exposition, elle permet surtout d'é-
valuer I'impact de mesures de gestion des risques et de les
comparer sur une base objective car quantitative. Comme
nous avons pu le voir, cette démarche permet de justifier
les mesures de gestion des risques mise en place par les
états et est également tout a fait utilisable par des indus-
triels désireux d'évaluer l'efficacité des mesures de mai-
trise des dangers mises en place dans le cadre de leur sys-
téeme HACCP. Cette méthode se heurte aujourd'hui encore
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a certaines limites liées aux hypothéses éventuellement
simplificatrices émises faute d'informations fiables sur
certains phénoménes comme, par exemples, le niveau de
contamination initial des aliments, l'impact des chocs
stressants sur les capacités de croissance des micro-orga-
nismes ou bien encore l'importance du niveau de contami-

COMMUNICATIONS

nation initial sur le devenir des micro-organismes. Bien
que ces limites remettent en question la fiabilité des
niveaux d'exposition obtenus, on peut cependant estimer
que l'effet relatif des mesures de gestion est quant a lui fia-
ble et cela justifie pleinement la mise en ceuvre de telles
études.
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tableau 1. Variables d’entrée du modeéle d’appréciation de [’exposition.

cons

Variable Définition Type de distribution Référence
p proportion d’unités de 25 g contaminées Beta (301, 2701) arbitraire
m masse de la portion ingérée (g) BetaPERT (30, 50, 70) arbitraire
f e température minimale absolue de croissance (°C) Discréte, 24 valeurs comprises Augustin et
entre —7,4°C et -0,5°C Carlier,
2000
PHZ. pH minimal absolu de croissance Discrete, 4 valeurs comprises Augustin et
entre 4,13 et 4,60 Carlier,
2000
awy, aw minimale absolue de croissance Discrete, 8 valeurs comprises Augustin et
entre 0,900 et 0,945 Carlier,
2000
Ink, constante représentative de 1’état physiologique BetaPERT (0,279, 0,761, 1,243)  Augustin et
initial de L. monocytogenes Carlier,
2000
1/Mop¢ taux de croissance optimal (h-0,5) BetaPERT (0,894, 1,056, 1,213)  Augustin et
Carlier,
2000
pH pH de I’aliment BetaPERT (5,7, 5,9, 6,1) arbitraire
aw aw de I’aliment BetaPERT (0,95, 0,96, 0,97) arbitraire
T oa température de stockage chez le producteur (°C)  BetaPERT (2, 3, 4) arbitraire
Lorod durée de stockage chez le producteur (jours) BetaPERT (6, 8, 10) arbitraire
Ty température de stockage chez le distributeur (°C) BetaPERT (3, 5, 7) arbitraire
i durée de stockage chez le distributeur (jours) BetaPERT (10, 13, 16) arbitraire
" ons température de stockage chez le consommateur (°C) BetaPERT (3,6, 6,2, 13) arbitraire
t durée de conservation chez le consommateur (jours) BetaPERT (1, 5,1, 14) arbitraire

* parametres des distributions BetaPERT(a, b, ¢) : a est la valeur minimale, b est la valeur la plus probable, ¢ est la valeur maximale.
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