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Transfert bactérien via la surface
de travall vers les produits alimentaires
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Contaminations croisées

= transfert direct ou indirect de bactéries/virus d’'un produit contaminé vers un
produit non contaminé

Produit contaminé en contact avec
un produit non contaminé

Direct

Contaminants Indirect
Mains

Equipements
Surfaces de travail
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Contaminations croisées

Peuvent concerner :
- tous les stades de production jusqu’au consommateur

The Food Production Chain

- Micro-organismes d’altération > pertes économiques

- Micro-organismes pathogenes » sécurité sanitaire
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Voies de transmission

- Par voie aéroportée (aérosols)

- D’une surface a l'aliment de type liquide

Ex: Tanks, pipelines....

- D’une surface a I'aliment par contact

Ex: planches a découper, couteaux...
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Croyance populaire aux USA : « 5 seconds rule »

- Emission de TV « MythBusters » en 2005

- Plusieurs articles scientifiques

En fait, dépend de nombreux facteurs...
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Contents lists available at ScienceDirect = S}
Food Microbiology

Food Microbiology

journal homepage: www.elsevier.com/locate/fm

Effect of inoculum size, bacterial species, type of surfaces and contact @Cnmmm
time to the transfer of foodborne pathogens from inoculated to
non-inoculated beef fillets via food processing surfaces

E. Gkana ¢, N. Chorianopoulos ®, A. Grounta °, K. Koutsoumanis ¢, G.-]J.E. Nychas =~

6 Filets de boeuf successifs
non contaminés

Filet de boeuf artificiellement
contaminé

- 3 Niveaux de contamination (de 103 a 107 UFC/cm?)
- 3 Bactéries (L. monocytogenes, S. Typhimurium, E. coli)

- 3 Matériaux (Acier Inoxydable, Polyethylene, Bois)

anses :)

- Differents temps de contact (1 a 15 min)



Conclusions de I'étude

> Transfert observé sur le 6¢™e filet quelles que soient les conditions

» Réduction de 2 log entre le filet inoculé et le 1" non inoculé quel que soit le
niveau de contamination initial

» Taux de transfert différent selon les pathogenes
L. monocytogenes > E. coli > S. Typhimurium

» Taux de transfert different selon le type de surface
Plus de transfert avec le bois que les autres surfaces

» Temps de contact n’influe pas sur le transfert
— —— A11SES :_)
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Longer Contact Times Increase Cross-Contamination of Enterobacter
aerogenes from Surfaces to Food

Robyn C. Miranda, "' Donald W. Schaffner

Rutgers, The State University of New Jersey, New Brunswick, New Jersey, USA

Inoculum 107 ufc/surface N

- 4 Types de surface : Bois, Acier Inoxydable, Carrelage, Tapis

- 4 Types d’Aliment : Pastéque, pain, Pain beurré, Bonbon gélifié

- Différents temps de contact (1 a 300 s)
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Résultats de I'étude
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Conclusions de I'étude

» Temps de contact, nature de I'aliment, nature de la surface ont tous un effet
significatif sur le transfert

» Taux de transfert différent selon les aliments
& Jj- ] 8

» Le temps de contact influence le transfert
+ de temps de contact = + transfert

> Le taux d’humidité de I'aliment influence fortement le transfert
+ d’humidité = + de transfert

» La topographie de I'aliment et de la surface influencent le transfert
+ d’asperités (rugosités) = - de transfert

..... — — — O[S €S :_)



Pour résumer : Facteurs influencant le transfert

Le transfert est lié a I'attachement des bactéries aux surfaces

La capacité de transfert dépend de différents facteurs de 2 types :

Intrinséques Environnementaux
. Nature physico-chimique des
Espece [ Surface receveuse ] surfaces (hydrophobicité,
4 topographie)

Exopolysaccharides / Biofilms § A A
[ j P .Il Pression

Structures extracellulaires [“_]
(adhésines) Surface donneuse Humidité

Temps de contact

» Plusieurs facteurs entrent en jeu en méme temps (effets combinés)
» Des conclusions difféerentes selon les études (protocoles différents)
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agence nationale de sécurité sanitaire ‘ :

alimentation, environnement, travail

Campylobacter et contaminations croisées
dans les cuisines

M.Guyard?, O. Tresse?, E. Houard?, F. Jugiau?, C. Courtillont,, M.J. Laisney?!, M.
Chemaly?

LAnses - UHQPAP: Unité Hygiéne et Qualité des Produits Avicoles et Porcins

_____ o 2 Oniris, INRA — UMR 1014 SECALIM sriimec



Campylobacteriosis

Salmonellosis

Yersiniosis

STEC infections

Listeriosis

0 fever

Tularaemia

Zoonoses

Echinococcosis
Brucellosis

West Nile fever

TB caused by M. bovis
Trichinellosis

Congenital toxoplasmosis

Rabies

EFSA and ECDC,

Campylobactériose = 1 zoonose en Europe

(N =246,158)

(N =91,662)

(N =6,823)
(N =6,073)

| (N =2480)

» 246 158 cas rapportés en 2017
(N = 928) 1¢re depuis 2005
(N =321)

(N =827)

(N =378

(N =212)'

(N = 185)

(N = 168)

I (nN=s0p?

(N=1)

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75

Notification rate per 100,000 population®

0 5 10 15



Par an

Cas rapportes 4 608
sous-estimation 528 780
Van Cauteren

et al., 2015

Co0t humain et économique tres élevé
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- Causeée par Campylobacter . Principalement par les especes 4
thermophiles C. jejuni and C. coli /
Faible dose infectieuse : > 500 UFC

- Symptdémes apparaissent sous 2 a 10 jours et durent 2 a 5 jours
malaises, maux de téte, forte fievre (40° C),
douleurs musculaires et/ou articulaires
douleur abdominale, diarrhée profuse, aqueuse ou muqueuse

- Récupératio )léte (excrétion 2a5

semaines)

)'"

- Complications possibles :
e Syndrome de Guillain-Barreé (0.1%)
e Bactériemie (1%)
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Réservoir volaille = 50 — 80 % des cas

_ _ (EFSA, 2011)
Viande de volaille = 20 — 30 % des cas

- Consommation de viande de volaille mal
cuite

- Contaminations croisées dans les cuisines
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Elevages

e

Abattoirs

Distribution

Situation en France

i

|
Conso

Prevalence : 77%
Dénombrement : 8 log,, UFC/g

Préevalence : 88%
Dénombrement : 2,4 log,, UFC/g

Prévalence : 76%
Dénombrement : 1,7 log,, UFC/g

Transfert ??

mmateurs
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Cuisses naturellement
contaminées

Obijectifs de I'étude

Planche de découpe

Transfert Jambon de volaille

* Quel est le % de transfert sur le produit final?

* Quel type d’isolat de Campylobacter le consommateur est-il susceptible de
rencontrer ?

Guyard-Nicodeme M., Tresse O., Houard E., Jugiau F., Courtillon C., El Manaa K, Laisney M.-J., M. Chemaly. 2013. Characterization of
Campylobacter spp. Transferred from naturally contaminated chicken legs to cooked chicken slices via a domestic cutting board. International
Journal of Food Microbiology. 164: 7-14
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Méthodes

2 carrés

houlet \&d\couper de”25 cm?

nature‘@ Hi&ontamlnees r—\ r\

Surle jambon

de 2? cm? de peau de Dépot sur un morceau de planche

Sur la peau

Transfert

Détection par enrichissement et dénombrement
selon les parties 1 et 2 de la norme NF EN ISO 10272

L Isolats collectes R -C_)

—




} Isolats sans transfert l

v

Caracterisation génetique (PCR et RFLP-PFGE)

~Isolats apres transfert

v

V4

Adhésion aux surfaces
Inertes
(BioFilm Ring Test ®)

W

| Adhésion et invasion de cellules
humaines Caco-2
(test de protection a la
gentamicine)
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http://www.biofilmcontrol.com/

Résultats des essais de transfert

= =

» 94 essais de transfert =» 45 échantillons contaminés par Campylobacter

13 transferts / 45 =» Transfert de Campylobacter dans 28,9 % des cas

B sans transfert
B Transfert

Niveau de contamination de la
peau (Log UFC /25 cm?)

1 11 21 31 41 Numeéro d’échantillon
45 échantillons positifs en Campylobacter

> Le transfert a lieu méme quand les cuisses de poulet sont faiblement contaminées
(<10 cfu/g)

» Le transfert n'est pas systéematiguement observé avec des cuisses fortement

contqmlnees anses :_)




Caractérisation geneétigue : PFGE-RFLP

Principe de la technique : Macrorestriction suivie d’une ECP

1
Lyse des cellules
pour libérer I'ADN M
> 2
Utilisation d'enzymes

de restriction
pour fragmenter 'ADN

Macrorestriction d’ADN de

Campylobacter avec I’enzyme Smal

o
‘.——\ \ —

A

3
Analyse de la taille des fragments
par électrophorése en champs pulsés

Xb4
Xb4
Xb2
Xb5
Xb11l
Xbl1l

\ \ i
Analyse informatique des profils e -

Xb1l
Xb3
Xb12
Xb6
Xb9

§82PZTLPLELTETLLTLETETEE®
$532:5:53535:53535353353553



Caractérisation genethue des isolats

94 essais, 13 transferts = isolats collectés a chaque étape

13 isolats apres transfert

r\ o C. jejuni + C. coli
\@\ //_\ . . 9 pulsotypes

-

° Isolats de méme pulsotype
\ 26 isolats sans transfert J sont capables de transférer

—) Isolats de méme pulsotype

- . - + . . yd
C. jejuni + C. coli sont incapables de transférer 1

l 18 pulsotypes Isolats de méme pulsotype sont

capables ou incapables de
transférer

> C. jejuni et C. coli sont capables de transférer

> La capacite de transfert n’est pas corrélée aux génotypes
..... — ———— —— 31155 :_)



Adhésion aux surfaces inertes

Principe du BioFilm Ring Test®

>~

o\ o

" i incubation

\ \ L
Microplaque MIXc:
96 puits Bacteries + billes . @

BFC Raader aimantation 8FC R

fond du puits Pas d'adhésion
almant spot

.o@. lo

fond du puits Adhésion

Pas de spot
aimant

Calcul du ABFI = BFI o, — BFI

+ ABFI est élevé + il y a adhésion

isolat
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http://www.biofilmcontrol.com/

Adhésion aux surfaces inertes

11 : :
~10 2 L
@ 9F 2
2 8 | -
c
o 7+ .
= Ii
L 6
e
@ 5r s
© 4 -
()]
S °r i
m 2 7
1_ —]
0 | |
Sans Transfert
transfert _
n=18 n=9

> Pas de difference statistique entre les isolats avec ou sans transfert (p =
0,86)

> Capacité d’adhésion moyenne ou forte aux surfaces inertes

..... - — — 315 ES Q



Virulence in ViItro

Principe du test adhésion/invasion sur cellules Caco-2

=~ | == — Bactéries
Incubation
[ [ } suspension [ } }‘— Cellules Caco-2
bactérienne + cellules
Lavages Lavages
Lyse ﬂtrlton Gentaricine
= =T ,!-I!n ~~~~~~~~~~~
.’ (=] (= : [55] [55] (= (=]
:: : Lav ge{ I }
Lyse triton
denom@ements y~~
——C— =
— o L )
@ dénombre@ents
, | —
[ Adhérentes ] =)
+ Invasives @

Hanel et al., 2004, Coote et al., 2007 : ’)
t' Invasives [S€S "




Adhésion aux cellules intestinales humaines

10 +

o
o)
o)
a

% Adhésion

0.01 -

Sans
transfert

Transfert C.coli C.jejuni

> Les isolats ont la capacité d’adhérer aux cellules intestinales humaines

» L'adhésion des isolats sans transfert est plus importante que celle des isolats
avec transfert

> L’adhésion des isolats de C. jejuni est plus importante que celle des isolats
de C. coli
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> Les isolats ont la capacité d’envahir les cellules humaines

Invasion des cellules humaines intestinales

% Invasion

10 —+

p<0.05

p<0.05

0.01 ¢

0.001 -

Sans
transfert Transfert

C. coli C. jejuni

> Les isolats sans transfert sont plus invasifs que les isolats avec transfert

> Les isolats de C. jejuni sont plus invasifs que ceux de C. coli
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Conclusions

% des cas
> Le transfert peut avoir lieu méme a partir de viande faiblement contaminée

> C. jejuni et C. coli sont capables de transférer
> |l existe une grande variabilité géenétique dans les isolats capables de transférer

> Les isolats de volailles présentent une capacité d’adhésion aux surfaces inertes

» Tous les isolats testés presentent la capacité d’adhérer et d’envahir les cellules
Intestinales humaines

Importance des contaminations croisées dans les cuisines des
consommateurs

Nouvelles données pour les études de facteurs de risques
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Tous les membres de I’'Unité
HQPAP

+ UMR 1014 SECALIM = ONIRIS, INRA.

...... S — QNS ES :_)



Merci de votre attention et...

Evitez les contaminations croisées !!
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