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Nouvelle reglementation

Depuis le 1ler janvier 2006, Les entreprises agroalimentaires francaises
sont soumises a la nouvelle reglementation européenne, désignee
genéralement sous le nom de « Paquet Hygiene »

Principaux changements :

- L’'entreprise est entierement responsable des produits qu’elle met sur le
marché, vis-a-vis des dangers physiques, chimigues et microbiologiques

- L’entreprise n’a plus seulement une obligation de moyens, mais une
obligation de resultats.

- Pour y parvenir, I'entreprise se repose sur 3 piliers :
. Les guides de bonnes pratiques d’hygiene (GBPH)
. Les plans HACCP (Hazard Analysis Critical Control Point)

. La tracabilité (Plan de rappels, plan de retraits...)



Nouvelle reglementation

Concernant le danger microbiologique, la guestion suivante
Se pose

Pendant combien de temps le risque microbiologique de mon
produit alimentaire est-il acceptable?

Comment déterminer la durée de vie du produit alimenta  ire ?

Risque dépend de la fréequence et de la gravité du danger



Responsabilité industrielle
Loi n93/949 ( 26 Juillet 1993)

— « les produits....doivent, dans des conditions normales
d’'utilisation ou dans d’autres conditions raisonnablement
prévisibles par le professionnel, présenter la securité .... et
ne pas atteindre a la santé des personnes »

Pour déterminer I'évolution des microorganismes dans les aliments,
deux solutions se présentent a I'industriels :

- les expérimentations microbiologiques

. Bonne description du comportement bactérien
. Délai important de réponse
. Colt élevé, donc peu de conditions étudiees

- la microbiologie prévisionnelle



Textes reglementaires
1. AFSSA, Saisine n2003-SA-0362

1.3. Détermination de la duree de vie microbiologique des aliments

La durée de vie microbiologique des aliments est generalement etablie en combinant des
informations de provenances diverses, comme cela est indigué dans l'annexe 2 du projet de
reglement europeen sur les crtéres microbiologiques. Les informations indispensables
concernent les caracténstigues intrinseques (par ex. pH, a,) et exirinséques (par ex.
temperature, almosphéres de conservation) de l'aliment el leur évolution. Ces informations
peuvent étre suffisantes ; si, par exemple, le pH ou 'activité de I'eau de I'aliment ne permel pas
la croissance du micro-organisme pathogene considere, la durée de vie microbiologigque
concernera la salubrite, non l'innocuité de I'aliment.

Des informations compléementaires peuvent provenir de trois sources .
- des tests de vieillissement : l'aliment tel qu'il est produit, est entreposé dans des [...]
- des tests de croissance : ces tests permettent de suivre 'évolution quantitative, au [, ]

- la microbiologie prévisionnelle :




La microbiologie prévisionnelle

la microbiologie prévisionnelle : des equations mathématiques ont été développees
pour permettre de simuler et préevoir le comportement des flores d'altération et
pathogenes, dans les denrées, en fonction de ces difféerentes conditions. Les
parameétres des équations peuvent étre déterminés a partir de tests réalises avec des
aliments (cf. ci-dessus), ou détermings d'aprés des courbes de croissance dans des
milieux liquides, ou, le plus souvent, issus de ces deux sources de données. Des
logiciels sont disponibles pour acceder a des applications de microbiologie
previsionnelle. Des bases de donneées contenant des milliers de courbes de croissance
obtenues dans des aliments contaminés artificiellement ou naturellement ont éte
etablies.




Les dangers microbiologiques




Quelques limites

Flores pathogenes (limites variables selon I'aliment)
Escherichia coli O154H7 (absence)
Salmonella (absence)
Listeria monocytogenes ( d’absence a 100/g selon les denrées)
Staphylococcus aureus (dabsence a 100/g selon les denrées)
Clostridium perfingens ( d’absence a 100/g selon les denrées)
Bacillus cereus < 103%/g

Flores d'altération ( limites variables selon I'aliment)
Germes aérobies mésophiles <104-10°/g
Coliformes totaux <103%/g
Coliformes fécaux

Clostridium sulfito-réducteurs
( limites données dans l'arréte du 21 Décembre 1979)



La Microbiologie Prévisionnelle

Un outil pour

Estimer la Durée de Vie des Aliments (DLC)

Assurer la qualité jusqu’a la consommation



Modélisation de la croissance bactérienne

La modélisation s’effectue en 2 étapes :

1. Modélisation primaire
Consiste a décrire la cinétigue d’évolution de la population de
microorganismes en fonction du temps

2. Modélisation secondaire
Consiste a décrire les parametres du modele primaire en fonction
des principaux facteurs environnementaux

- Tempeérature - pH

- activité de I'eau - conservateurs

Qualités recherchées dans I'élaboration des modeéles :

- Qualité d’'ajustement / indépendance, normalité des
résidus...

- Interprétabilité des parametres

- Robustesse






L a croissance bactérienne

Principe de base de la microbiologie préevisionnelle :

La croissance d’'une population bactérienne est parfaitement reproductible dans
des conditions environnementales similaires

Log du nombre de Microorganismes

temps



Modeles primaires Courbes de croissance

InL:O In—=0
XO




(Frein)

d_X: X 1- X
dt X,

Modéle de

Courbes de croissance
fonctions mécanistiques d’ajustement

X Ce modele ne tient pas compte
X = * de la phase de latence
1+ Xy le't
Xo (Accélérateur)
Baranyi 1993 ax _ (t) X 1- X ats= R :
dt Xy Ko + Re™

In X =1In XO + /nnaxA(t)_ In 1+ exdniaxA(t))_ 1

max

Xo

A(t):umniaxm(exp(- ) +expl- hy)- ex- 11~ h))




Courbes de croissance
fonctions mécanistiques d’ajustement

Ajustement a un modele de croissance:
modéle logistique avec délai et rupture (R0ss0,1996)

In X, , 1 £lag
f(t, =
Q) IN X, - IN 1+ Kinax. 1 @Xd‘ Mhax Xt - lag)) t>lag
Xo
Xmax
_ Hmay
X




Modele secondaire
Croissance

Effet de la température




Impact de la température sur le
taux de croissance U ., :




Arrhenius 1889 décrit les cinétiques Récupération par les
microbiologistes

dy E. ) E,
— = Ky" K =K.eRT m=me RT
dt 0
Schoolfield 1981
, 1 1
_exp -
M= /7}1 opt R Topt T
""X E. 1 1 1
1+exp - +exp -
R T, T R T, T

T,,<T, POUr laquelle p=1/2 p, .,
T'1,> Ty POUr laquelle p=1/2 py ..

E’, énergie de désactivation pour T<T

E”a énergie de désactivation pour T>Topt



Modélisation secondaire

Impact de la température sur le taux de croissance ., :

Valeurs cardinales :
Tmin B Topt B Tmax

Tmin T max

l l l nmax = nopt'gT

Taux de croissance de E. coli en fonction de la température

(T - To) (T - max)

Rosso, 1995 |G, =

T T T - T )T - T, ) - (T - T ) (T + T - 2T))]




Exemple d'ajustement de l'influence de
la température
Listeria monocytogenes




Modele secondaire
Croissance

Autres facteurs: pH , a,, etc...




Zwietering et al. 1992

Introduction d’'un facteur de croissance sans dimension

o) =2

Effets inhibiteurs multiplicatifs

9=9(T)a(pH )g(a,)
n=g.n

Max



Modélisation secondaire

Parametres caractéristiques de la croissance

[ Température : - Minimale (T ;)
- - Optlmale (Topt) > gT
o 0 - Maximale (T, |
q) 3
%% pH: -Minimal (pPH,i) > ng
5 3 - Optimal (pH,,,)
$ g Maximal ( pH ,..,)
= i AW - Minimale (Aw,;) > gw
% = - Optimale (Aw,,,)
o

Inhibiteur : - Concentration minimale inhibitrice (CM[) gﬁ\
\ (acide organique) - Pgrametre de forme (a) H

+ prise en compte de I'aliment : Parametre unique uopt



Facteur pH

nmax:nopt'ng O < %H < 1
g(pH)— (pH- pHmin)(pH- pHmax)

“(pH - pH,, )(pH - pH,.)- (pH - pH,, |



Influence du pH
Listeria monocytogenes




Facteur activite de I'eau ( a,)

nmax:nopt'gaw O < gw <1

(aw- aw_ )(aw- 1)

aw, .. )[(awopt - aw,,, )(aw— aw ) (aw - 1)(aw

opt

opt opt

+aw - 2.aw)J



Influence de l'activité de I'eau
Listeria monocytogenes




Facteur activite de I'eau ( a,)

Les comportements des trois grands groupes
microbiens sont assez tranchés et leur classement
par ordre croissant de tolérance aux basses a,, est
le suivant : bacteries, levures, moisissures.

Plupart des bacteries a,, minimales de croissance :

0,95 :Clostridium perfringens
0.94 :Salmonella

0.93 : Clostridium botulinum
0.91 :Listeria monocytogenes
0,85 :Staphylococcus aureus

Plupart des levures
Plupart des moisissures



Prise en compte de l'effet « matrice »

Deux aliments ayant les mémes caracteéristiques T, p H, a,, AH,
ne vont pas forcement induire le méme développement
microbien.

lJ'max — “’opt 'gT 'ng 'gaw'gAH 'gint

|

Une multitude de facteurs va intervenir sur la croissa nce d'un
microorganisme,

Les facteurs ayant les effets majoritaires sont pris en compte dans
les modeles g

Tous les facteurs qui ne sont pas modeélises sont int égreés dans le
Hopt Caracteristique de la matrice alimentaire



Prise en compte de l'effet « matrice »

Comment déterminer le p ,, de l'aliment ?

@ Nécessite une cinétique de croissance sur cet aliment

Consiste a inoculer un micro-organisme dans l'aliment, puis
déterminer le taux de croissance dans des conditions données

Courbes de référence : Modeles secondaire :

“Opt [ ——

] >
Hinax
gT 'ng 'gaw'gAH 'gint

11— I"lmax

uopt =




Intervalles de conflance

Les intervalles de confiance doivent prendre en compte

- La variabilité biologique (entre les souches d’'une méme espece)
- L'incertitude des modeles

Estimation de
I'incertitude des
parametres par
Bootstrap (souche
par souche) :



Intervalles de confiance

Variabilité du parametre a,,.., entre les souches Listeria monocytogenes :




Intervalles de conflance

Exemple de simulation de croissance de Listeria
monocytogenes
10C - pH6 - aw 0,99

1. Simulation de 1000 p, .,

p’max = p’opt 'gT 'ng 'gaw'gAH 'gint

A partir des vecteurs de parametres
obtenus par Bootstrap

2. Ajout de la variance du
modele



Validation des modeles
Courbes de références Modélisation secondaire:

Umax = f (pH, T, Aw, acide, |, )

" N (-

lag,¢f validation

N



Validation des modeles de croissance

Par Chalenge -Test

Le challenge-test permet de :

-simuler le comportement de bactéries pathogenes ou non
pathogenes (flore d'altération, ferments), de levures,
moisissures, virus ou autres contaminants dans un produit
alimentaire : soit par contamination de la matiere premiere
(challenge test produit), soit apres recontamination des
surfaces, soit par contamination au cours de la fabrication
(challenge test procéedé) ou de la conservation

- valider des modeles de microbiologie prévisionnelle






Simulations de croissance

Croissance de Listeria dans du Saumon




Simulations de croissance

Croissance de Listeria dans du Saumon

Sl >




Simulations de croissance

Croissance de Listeria dans du Saumon

Sl >

+2logenl3j +2logenl2j +2logen8j

+2logen8j +2logen4,5] +2logen8j




Prédiction de Croissance de Listeria

Parametres connus :

Valeurs cardinales (température et pH minimum, optimum et
maximum)

une courbe de reference a 30T (pour estimer le p )
Enregistrement de température de la chaine du froid




Logiciels de Microbiologie Prévisionnelle

Différents logiciels sont disponibles pour accéder a des applications de
microbiologie prévisionnelle:

Sym’prévius, Combase, Food Micro-Model, etc....

Ces logiciels contiennent des bases de données contenant des milliers
de courbes de croissance obtenues dans les aliments contaminés
artificiellement ou naturellement ont été établis

Ces logiciels possedent un module de calcul permettant d’établir des
prévisions de croissance bactériennes dans les aliments par des
simulations Celles-ci utilisent les paramétres des modeles primaires et
secondaires de croissance déterminés pour les différents facteurs
température, pH, aw, etc...pour de tres nombreuses especes
bactériennes

Ces logiciels permettent d’établir les temps pour atteindre les
concentrations bactériennes limites, ou les DLC



Sym’Previus

Base de données comportant 13 000 données
microbiologiques
dont 3700 cinétigues de bactéries pathogenes

Sources de données :

- Bibliographiques (500 publications)
- Industrielles
- Programmes de recherche (ACTIA, AQS...)

Maintenue par 'ADRIA Développement de Quimper

AcCCes sur internet : www.symprevius.org



Sym’Previus

- Logiciel de microbiologie previsionnelle developpé suite a un
projet de recherche national de 4 ans

- Modéles Cardinaux

- Prévisions fiables et extrapolables  dans des conditions autres
qgue celles du plan d’expérience (aliment)

- Calculs proposés
. Croissance . Destruction thermique
. Interfaces entre croissance et non croissance
. Ajustement de modeles

- De nombreux microorganismes disponibles . les parametres
pour 12 especes sont actuellement disponibles, avec plusieurs
souches par especes. Le logiciel s’enrichit continuellement

- Facteurs environnementaux
. TS pH, aw, acides organiques



Sym'Previus Le Module de Calcul
3 logiciels associés

ler logiciel : Le module d’ajustement

Détermination du ,, (effet matrice) a partir d’'une courbe de croissance sur aliment

Acces au module de
imulation pour tester de
Mo IEERERDS oy, (NN S |
— lJOpt nouvelles conditions de
formulation ou de
conservation




Sym’Previus Le Module de Calcul
3 logiciels associes

2e logiciel : Le module de simulation

- Prévoir le comportement d’'une espece sur un aliment, en prenant en compte :

. Trois principaux facteurs environnementaux et leurs interactions
. Simulations en conditions statiques ou dynamiques
. L'effet matrice de I'aliment

. Les parametres de 38 souches de 6 especes bactériennes pathogenes

Hmax = Mopt - AT) . gaw) . g(pH) . g(interaction)

\ /
3 facteurs
environnementaux

\ 4

Prise en compte

) ——Deéterminé grace au module d’ajustement
de I'effet matrice




Sym’Previus Le Module de Calcul
3 logiciels associes

3e logiciel : Le module d’'interface

Calcule des combinaisons de facteurs correspondant aux limites de
croissance

. Tel microorganisme est-il
capable de se developper

dans mon produit? _
Croissance

Non
Croissance




Applications industrielles

Prévoir le taux de présence d’'un micro-organisme a un instant de
la vie d’'un produit (fabrication, conditionnement, distribution,
consommation)

Détermination de la durée de vie d’'un aliment
Accompagner le développement d’'un nouveau produit

Quantifier I'effet des facteurs
(impact d’'une acidification de 0,5 unité de pH?)

Maitriser le développement bactérien par les « bons »
inhibiteurs

Tester différents scénario de conservation ou de formulation

Aider a I'optimisation de la formulation, d’'un procede...

Apporter des arguments aux clients, aux distributeurs



Conclusion

Les outils présentés permettent de prevoir les
développements bactériens dans les aliments avec
des paramétres pour estimer les risques

Cependant ce ne sont que des outils

Seuls les industriels sont responsables des risques
et de l'utilisation de ces outils



