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Résumé 
 

Ce travail de thèse concerne l’étude de l’écologie microbienne d’un atelier de découpe de viande 

bovine, dans le but de mieux comprendre la persistance bactérienne, c’est-à-dire, la présence 

répétée d’un même clone bactérien pendant une longue période malgré l’application bien 

conduite et régulière du nettoyage et de la désinfection (N-D). Des prélèvements par 

« chiffonnages » multiples de surfaces d’équipements ont été réalisés lors de trois campagnes de 

prélèvement espacées les une des autres d’au moins six mois. Les prélèvements ont été réalisés 

sur un tapis convoyeur en polychlorure de vinyle (PVC) et sur des machines éplucheuses
 
en 

acier inoxydable avant et après N-D. Nous avons quantifié les cellules totales (les cellules 

vivantes et les cellules mortes) par PCR quantitative en temps réel (qPCR), les cellules viables 

par EMA-qPCR, et les UFC (provenant de cellules cultivables) par dénombrement après 

incubation à 25°C sur gélose tryptone soja. Les résultats montrent qu’avant N-D, les cellules 

totales (en moyenne 5,6 - exprimé en log10 cellules/cm
2
 - sur PVC et 4,7 sur acier inoxydable) 

sont plus nombreuses que les cellules viables (4,5 sur PVC et 4,4 sur acier inoxydable) 

lesquelles sont plus nombreuses que les UFC (3,8 sur PVC et 2,9 sur acier inoxydable). Le N-D 

entraîne moins d’une réduction décimale (RD) des populations à l’exception des UFC sur acier 

inoxydable qui subissent 1,5 RD en moyenne. Ce dernier chiffre s’explique par des forces 

d’adhésion faibles. L’étude de la diversité des bactéries cultivables montre que sur un total de 51 

genres identifiés, 13 seulement sont retrouvés lors des trois campagnes de prélèvements. Les 

isolats de ces 13 genres représentent 75, 72 et 62% des isolats des campagnes 1, 2 et 3 

respectivement. Parmi ces isolats, les plus fréquents sont  (par ordre décroissant du nombre 

d’isolats) : Pseudomonas, Staphylococcus, Microbacterium, Acinetobacter, Chryseobacterium, 

Psychrobacter et Kocuria. Le génotypage d’isolats de 3 genres majoritaires (Staphylococcus, 

Pseudomonas et Acinetobacter) montre qu’une seule souche, Staphylococcus equorum, est sans 

aucun doute persistante. L’ensemble de ces observations montrent que l’écosystème varie d’une 

campagne à une autre. Ces modifications de la diversité bactérienne reflèteraient les 

modifications de flores des viandes traitées dans l’atelier, qui ont des origines multiples. En 

outre, il apparaît que, contrairement à ce qui est généralement admis, les bactéries à coloration 

de Gram négative cultivables sont plus facilement inactivées par le N-D que les bactéries à 

coloration de Gram positive. L’étude de l’écosystème par PCR-DGGE a permis d’identifier sept 

genres bactériens et montre que les espèces dominantes sont toutes sous forme vivante, 

autrement dit, aucune des espèces dominantes n’a été détectée uniquement sous forme de 

cellules mortes. Sur les sept genres identifiés six sont des Gram - dont majoritairement les 

genres Acinetobacter, Pseudomonas et Psychrobacter. Cette dominance montre que le N-D 

permet une forte perte de cultivabilité des bactéries Gram – mais qu’une grande partie n’est pas 

détachée. La dominance des bactéries Gram – observée par PCR-DGGE masque les 

staphylocoques qui ne sont pas détectés alors qu’ils sont majoritaires parmi la flore cultivable. 

Seul un genre bactérien, Propionibacterium, est identifié par PCR-DGGE uniquement mais il 

n’est trouvé qu’à une seule campagne et uniquement sur l’acier inoxydable avant N-D.  

En conclusion, l’avancée majeure de ce travail est la mise en évidence qu’une proportion 

importante de bactéries survit après les opérations très poussées de N-D mais pour une période 

transitoire.  

 

Mots-clés : Nettoyage-Désinfection, PVC, acier inoxydable, viable non-cultivable, forces 

d’adhésion, persistance, microbiote, diversité. 

 

Adresse du Laboratoire : ANSES, Laboratoire de Sécurité des Aliments, 23 Avenue du 

Général de Gaulle, 94706 Maisons-Alfort Cedex. 

 

 



Abstract 

The aim of this work is to acquire a better knowledge of the microbial ecology of a beef 

processing plant to understand bacterial persistence, e.g the presence of a clone isolated several 

times on several visits in the same processing plant despite regular Cleaning and disinfection 

(C&D) procedures. Successive swabbing were performed on a PVC conveyor belt and skinning 

machines made of stainless steel before and after C&D during three surveys in minimal 6 

month-intervals. Total cells (live and dead cells) were quantified using real-time quantitative 

PCR (qPCR). Viable cells e.g cells with intact membrane, were assessed using Ethidium 

Monoazide combined with qPCR. Culturable cells (CFU) were determined from plate counts on 

Tryptone Soy Agar. Before C&D, total cells (5.6 log cells/cm² and 4.7 log10 cells/cm² on PVC 

and stainless steel respectively) were greater than viable cells (4.5 and 4.4 log10 cells/cm²) and 

CFUs (3.8 and 2.9 log10 CFU/cm²). C&D lead to less than 1 log10 reduction in bacterial 

populations except for CFU counts on stainless steel where a 1.5 log reduction is observed. This 

result is highlighted by the weak attachment strengths observed on stainless steel for CFUs. 

Identification of the culturable microbiota revealed that out of 51 genera identified, 13 were 

found at all the visits. These genera represented 75, 72 and 62% of the total isolates. The most 

frequently identified bacteria were Pseudomonas, Staphylococcus, Microbacterium, 

Acinetobacter, Chryseobacterium, Psychrobacter and Kocuria. Molecular typing of three 

dominant genera (Staphylococcus, Pseudomonas and Acinetobacter) showed that only one 

strain, Staphylococcus equorum, was persistent in the premises. Our results show that the 

microbial ecosystem is different from one survey to another, which reflect the various 

geographical origins of meat products. Contrary to widespread belief, Gram negative strains 

were more easily eliminated by C&D than Gram positive strains. Furthermore, the microbial 

diversity assessed by PCR-DGGE allowed the identification of 7 genera. This molecular 

approach showed that dominant species are all in a viable state: none of these species was solely 

detected in a dead state. Of the 7 genera identified, 6 were Gram negative, Acinetobacter, 

Pseudomonas and Psychrobacter being predominant. This result highlights that C&D induced 

the lost of culturability of Gram negative bacteria although a high proportion was not detached 

from the surface. The predominance of Gram negative microflora, didn’t allow the detection of 

staphylococcal isolates which were numerous in the culturable microflora. One genus, 

Propionibacterium, isolated in one survey on stainless steel before C&D was only identified by 

PCR-DGGE.  

In conclusion, the present study has demonstrated that a large proportion of bacteria can survive 

drastic cleaning and disinfection for a transient period.  

 

Keywords: Cleaning & Disinfection, PVC, stainless steel, viable but non-culturable, attachment 

strengths, persistence, microflora, diversity. 

 

Address of the laboratory : ANSES, Laboratoire de Sécurité des Aliments, 23 Avenue du 

Général de Gaulle, 94706 Maisons-Alfort Cedex.
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Figure 21 : Gabarits utilisés pour les prélèvements par chiffonnages (gabarit blanc de droite) et 
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Figure 24 : Droites de décrochement des cellules totales, viables et UFC après 10 chiffonnages 

successifs réalisés sur une machine éplucheuse Townsend
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en acier inoxydable. 

Figure 25 : A : Carte Whatman FTA
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. La culture bactérienne est déposée au centre des cercles 

imprimés sur la carte qui est mise à sécher. B : Un poinçon de la carte est récupéré à l'aide d'un 

emporte-pièce puis placé dans un tube stérile pour une étape de purification. 
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A : Cassette munie de deux plaques en verre 

B : Cuve a électrophorèse contenant 17 litres de tampon de migration TAE à 1,25X 
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associée à deux valeurs signifie que les moyennes de ces deux valeurs ne sont pas 

significativement différentes (P > 0,05).  

 Figure 28 : Evaluation des forces d’adhésions des cellules totales (qPCR, a), viables (EMA-

qPCR, b) et UFC (c) par le pourcentage de cellules détachées par le premier chiffonnage ainsi que 

la pente k des droites de décrochement multipliée par -1. Plus les valeurs des k sont grandes, 

moins les forces d’adhésions des bactéries sont importantes. Les barres d’erreur représentent les 

écarts-type des valeurs de k : n= 4 pour PVC and n=8 pour l’acier inoxydable. Une même lettre 

associée à deux conditions signifie que les moyennes de ces deux conditions ne sont pas 

significativement différentes (P > 0,05). Les différences significatives observées pour les valeurs 
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l’exception des cellules viables sur acier inoxydable après N-D où les pourcentages moyens du 
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Figure 29 : Charge bactérienne cultivable aéroportée qui se dépose sur les surfaces de l’atelier 

entre deux opérations d’hygiène. Les barres d’erreurs représentent les écarts-types : n = 2 (A) ;  

n = 3 (B) ; n= 2 (C) ; n = 2 (D) ; n = 3 (E). 

Figure 30 : Deux empreintes successives sur un tapis convoyeur en PVC après N-D (zone C, 

campagne 2). A : première empreinte, B : deuxième empreinte réalisée au même endroit que la 

première à 10 secondes d’intervalle. Les boîtes contact ont été incubées à 25°C pendant 6 jours. 

Figure 31 : Six empreintes TSA appliquées sur un tapis convoyeur en PVC après N-D (zone C, 

campagne 2). On constate la présence de deux types de populations bactériennes : une population 

formée de grosses colonies visibles après 6 jours d’incubation à 25°C et une autre population 

formée de petites colonies qui ont poussé après 14 jours d’incubation à 25°C. 

Figure 32 : Répartition du pourcentage d’isolats Gram + et Gram – en fonction des ordres. 

Figure 33 : Pourcentage d’isolats obtenus aux campagnes 1, 2 et 3 pour les genres dont le nombre 

d’isolats est supérieur ou égal à 3 (campagne 1 : 108 isolats ; campagne 2 : 134 isolats ; campagne 

3 : 127 isolats). 

Figure 34 : Pourcentage d’isolats obtenus à chaque campagne pour les genres dont le nombre 

d’isolats est inférieur à 3 (campagne 1 : 108 isolats ; campagne 2 : 134 isolats ; campagne 3 : 127 

isolats). 

Figure 35: Nombre moyen de genres Gram + (A) et Gram – (B) isolés / gabarit (566 cm²) sur 

PVC et acier inoxydable avant et après N-D aux campagnes 2 et 3. Les barres d’erreurs 

représentent les écarts-types. n = 2  pour PVC et n = 4 pour l’acier inoxydable. 
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isolées sur PVC et acier inoxydable (Inox) avant (-) et après (+) N-D aux campagnes de 
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Figure 39 : Dendrogramme de similarité des empreintes génétiques de souches d’Acinetobacter 

isolées sur PVC et acier inoxydable (Inox) avant (-) et après (+) N-D aux campagnes de 

prélèvement 1, 2 et 3 (C1, C2 et C3). P = pattern (type). La souche 09EMPF242 présente deux 
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empreintes génétiques complètement différentes. L’une des deux morphologies (09EMPF 242b) 

est similaire à la souche 09EMPF201, elles ont seulement une bande d’écart. L’autre morphologie 
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isolées sur PVC et acier inoxydable (Inox) avant (-) et après (+) N-D aux campagnes de 
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chromatogramme à signal unique caractérisant une séquence interprétable. 
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L’hygiène des surfaces inertes est une préoccupation constante dans l’industrie agroalimentaire 

(IAA). La contamination microbiologique des surfaces peut être apportée par la matière première, 

l’air, l’eau ou le personnel. L’adhésion des micro-organismes d’altération ou pathogènes sur les 

surfaces induit des effets néfastes à la fois en termes de qualité et de santé publique. Les micro-

organismes d’altération peuvent se retrouver dans les produits et provoquer la dégradation de leurs 

qualités organoleptiques ce qui représente un coût et par conséquence, une perte financière pour 

l’industrie. Par ailleurs, des bactéries pathogènes peuvent être à l’origine de certaines toxi-

infections alimentaires collectives (TIAC) parfois mortelles (Bièche et al., 2012; Bielaszewska et 

al., 2011). Depuis quelques décennies, d’énormes progrès ont été réalisés en matière de sécurité 

hygiénique des aliments. La majorité des sites de fabrication alimentaire sont en effet équipés de 

locaux conformes et des systèmes d’assurance Qualité sont mis en place en s’appuyant notamment 

sur les principes du HACCP (Hazard Analysis Critical Control Point). 

Pour réduire la population microbienne des surfaces à un niveau tel que le risque de contamination 

des produits alimentaires soit acceptable, des procédures de nettoyage-désinfection (N-D) sont 

mises en œuvre dans les ateliers agro-alimentaires. Afin de vérifier la bonne application des 

opérations de N-D, des contrôles réguliers sont réalisés pour connaître et estimer la population 

microbienne résiduelle présente sur les surfaces. Cette procédure est d’ailleurs un outil important 

de la gestion de la qualité et s’inscrit dans une  démarche de maîtrise des points critiques du 

système HACCP. Malgré la mise en place de procédures agressives, le N-D ne permet pas 

l’élimination totale de la flore microbienne des surfaces ouvertes. Certaines bactéries pathogènes 

comme Listeria monocytogenes peuvent persister dans les locaux et équipements industriels 

(Giovannacci et al., 1999; Lawrence et al., 1995). Lors des contrôles microbiologiques des 

surfaces, seule la fraction cultivable est dénombrée par les hygiénistes. Or au sein d’une 

population, se trouvent en proportions variables, des bactéries mortes, des bactéries cultivables, et 

entre ces deux physiologies des bactéries viables non cultivables (VNC). Des travaux ont montré 

que ces bactéries VNC pouvaient être présentes en quantité très importante sur les surfaces 

d’ateliers agro-alimentaires (Alliot, 1999; Mettler et al., 1997; Peneau et al., 2007). Par ailleurs, le 

maintien de la virulence de bactéries pathogènes en état VNC a été démontré dans plusieurs 

études (Baleux et al., 1998; Colwell et al., 1996). L’aptitude des matériaux au nettoyage 

(« nettoyabilité ») et à la désinfection (« désinfectabilité ») constitue un sujet d’intérêt pour 

beaucoup d’industriels. Krysinki et al., (1992) montrent sur des biofilms de Listeria 

monocytogenes que le matériau de tapis convoyeur en polyester/polyuréthane a une contamination 

microbienne après désinfection plus importante que celui en polyester, l’acier inoxydable étant le 

plus facilement désinfectable (il s’agit de matériaux neufs). De plus, le développement récent des 

techniques moléculaires basées sur l’analyse directe de l’acide désoxyribonucléique (ADN) sans 
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culture préalable des micro-organismes a permis une meilleure étude quantitative et qualitative 

des écosystèmes bactériens. La Polymerase Chain Reaction (PCR) en temps réel ou PCR 

quantitative (qPCR) a été largement utilisée pour la détection et la quantification de bactéries 

pathogènes dans des produits alimentaire. Cependant, peu d’études ont appliqué cette technique 

pour déterminer l’efficacité du N-D en évaluant la flore retrouvée sur les surfaces après les 

opérations d’hygiène. Quel est donc l’impact du N-D et du matériau sur l’état physiologique des 

cellules bactériennes ? Quelle est la proportion des cellules vivantes retrouvées après les 

opérations d’hygiène ?  

L’originalité de ce projet repose sur des études appliquées sur terrain afin de mieux connaître la 

réalité industrielle. Nous avons ainsi choisi de travailler sur un tapis convoyeur en Polychlorure de 

vinyle (PVC) et sur des machines éplucheuses Townsend
®
 en acier inoxydable, dans un atelier de 

découpe de viande bovine. Peu de données sont disponibles concernant l’écologie microbienne en 

termes de populations bactériennes « vivantes » et « mortes » retrouvées sur les surfaces. Pour 

cela, nous allons quantifier ces populations bactériennes avant et après les opérations de N-D. 

D’autre part, l’application de conditions stressantes telles les opérations de N-D peut engendrer 

une baisse de la diversité microbienne. Le développement de méthodes moléculaires telles le 

séquençage et la PCR-DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) permet d’identifier les 

communautés bactériennes en s’affranchissant des problèmes lies à la microbiologie 

conventionnelle. Y’aurait-il des genres qui seraient la cible préférentielle des opérations 

d’hygiène? La persistance est-elle un phénomène répandu parmi la flore dominante des ateliers ? 

Pour répondre à ces questions, nous avons étudié qualitativement le microbiote des surfaces 

inertes de l’atelier de découpe en utilisant des méthodes culture-dépendantes et des méthodes 

moléculaires afin d’avoir une approche plus exhaustive des bactéries présentes sur les surfaces. 

Cette thèse s’articule en 3 parties : 

- La première partie est une synthèse bibliographique concernant d’une part la diversité et 

l’état physiologique des bactéries des surfaces ainsi que les procédures de nettoyage-désinfection 

menées dans les IAA et d’autre part, les différentes méthodologies de prélèvement, de 

quantification et d’identification des bactéries de surfaces. 

- L’ensemble des parties expérimentales concernant les différents protocoles utilisés dans ce 

projet sont présentés dans la seconde partie (matériels et méthodes) 

- La troisième partie est consacrée aux résultats et s’articule en trois chapitres : 

 Un premier chapitre porte sur l’évaluation de la charge bactérienne des 

surfaces du tapis convoyeur en PVC et des machines éplucheuses en acier 

inoxydable : nous avons quantifié les cellules totales qui représentent les 

cellules vivantes et les cellules mortes, les cellules viables i.e les cellules 
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dont la membrane/paroi est intègre, et les cellules cultivables capables de 

former des colonies sur milieu Tryptone Soy Agar (TSA). Nous avons aussi 

abordé les forces d’adhésion relatives de ces populations bactériennes sur 

les surfaces de ces deux matériaux avant et après N-D ; 

 Un second chapitre concerne l’étude de l’écosystème bactérien cultivable 

des surfaces inertes de ces deux équipements ; 

 Enfin, un troisième chapitre sur l’étude de l’écosystème bactérien non 

cultivable par une méthode moléculaire qui est la DGGE. 

 

Finalement, une synthèse critique des résultats obtenus et les perspectives proposées pour 

compléter ce travail seront données dans la conclusion générale. 

 

 

 

  



 

20 

 

 

 

 

 

 

 

II- ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 

 

  



 

21 

 

A.  Bactéries des surfaces 

1. Diversité bactérienne dans les écosystèmes de la filière viande 

bovine 

Lors des processus d’abattage et d’éviscération des bovins, des bactéries pathogènes ou non-

pathogènes provenant principalement des fèces, du contenu stomacal ou du cuir des animaux,  

peuvent se retrouver sur les carcasses des viandes (Christieans et al., 2006; Warriner et al., 2002). 

La charge bactérienne présente sur les surfaces d’équipements provient essentiellement du contact 

des matières premières avec la surface mais aussi d’autres sources telles que le personnel, l’eau 

utilisée lors des opérations de nettoyage et de désinfection (N-D) de l’industrie mais aussi 

l’atmosphère et ses particules en suspension (Ellerbroek, 1997).  

Il est connu que les bactéries à l’origine des altérations de la viande appartiennent majoritairement 

au groupe Gram négatif (Garcia-Lopez et al., 1998). On cite à titre d’exemple les genres 

Acinetobacter, Psychrobacter, Moraxella et Pseudomonas. Ce dernier est le genre dominant des 

bactéries isolées dans tous les produits carnés conservés au froid en conditions aérobies (Dainty et 

al., 1992). Pseudomonas est connu pour occuper de nombreuses niches écologiques aérobies. Sa 

capacité à hydrolyser certains peptides issus de la viande en cas d’épuisement du glucose 

expliquerait son avantage écologique par rapport à d’autres espèces (Molin et al., 1986). L’espèce 

P. fragi est celle qui domine largement la flore des viandes après quelques jours de conservation 

(Molin et al., 1982). Cette espèce est incapable de synthétiser les sidérophores qui sont les 

transporteurs de fer indispensables au métabolisme respiratoire. Cette carence est compensée par 

l’utilisation de ce métal présent en grande quantité dans le muscle (Champomier-Vergès et al., 

1996). L’économie d’énergie réalisée sous forme d’Adénosine triphosphate (ATP) non consommé 

pour synthétiser les sidérophores est sans doute un des éléments qui expliquerait pourquoi P. fragi 

est l’espèce dominante dans la viande.  

La viande bovine est aussi dominée par des bactéries Gram positif telles les genres Bacillus, 

Lactobacillus, Corynebacterium, Brochothrix et Staphylococcus (Holzapfel, 1998). Leur présence 

sur les surfaces inertes s’explique par leur forte tolérance aux conditions environnementales des 

ateliers (températures de réfrigération, dessiccation, faible pH). Une des explications quant à la 

présence de la bactérie d’altération Brochothrix thermosphacta dans les produits carnés est la mise 

en évidence de peptidases uniquement produites par cette bactérie au contact d’exsudat de viande 

mais aussi d’une glycérol estérase active dans la viande (Gardner (1982) cité par Labadie (2004)). 

Russo et al. (2006) montrent une réduction de la croissance de B. thermosphacta dans la viande 
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fraîche en présence de bactéries lactiques à 5°C. Les études menées sur la microflore bactérienne 

des ateliers de viande bovine après N-D ont porté principalement sur les populations cultivables 

identifiées par des méthodes biochimiques traditionnelles. Selon Mettler et al. (1998), les 

principaux genres bactériens isolés de matériaux neufs introduits dans un atelier de transformation 

de viande bovine sont Pseudomonas, Staphylococcus, Enterobacter, Flavobacterium et Kluyvera. 

Marouani-Gadri et al. (2009) montrent la prévalence du genre Staphylococcus sur des surfaces 

inertes d’un atelier de viande bovine après nettoyage-désinfection. Schlegelova et al. (2010) 

isolent 8 espèces différentes de Staphylococcus sur des surfaces d’équipements d’un abattoir 

bovin après les opérations d’hygiène. Ces mêmes auteurs montrent la dominance de S. 

saprophyticus qui correspond à 26% du nombre total d’isolats. 

2. Etats physiologiques des bactéries des surfaces  

L’état physiologique des micro-organismes est fortement lié aux facteurs physico-chimiques de 

l’environnement qui peuvent induire des perturbations et créer des lésions membranaires et 

cellulaires. Ainsi, nous pouvons observer au sein des communautés bactériennes en proportions 

variables, des bactéries mortes, des bactéries viables cultivables et entre ces deux états 

physiologiques, des bactéries dites viables non cultivables (VNC). L’état VNC chez les bactéries a 

été mis en évidence pour la première fois par l’équipe de Rita Colwell en 1981 (Byrd et al., 1991) 

au cours de travaux visant à évaluer la qualité des eaux côtières de l’état de Maryland. Ceux-ci 

avaient remarqué des disproportions importantes entre les dénombrements bactériens réalisés par 

culture sur milieu solide et les dénombrements effectués par observation microscopique. 

Actuellement il est admis qu’une cellule ne pouvant être dénombrée sur milieu gélosé classique 

mais possédant une activité physiologique ou métabolique témoin de sa viabilité est considérée 

viable non cultivable (Oliver, 2005).  

Dans les industries agro-alimentaires, les micro-organismes sont soumis à de multiples agressions 

(choc chimique, privation nutritionnelle, stress hydrique, pH, basses températures). Ces différents 

facteurs sont susceptibles d’induire l’entrée en état VNC des cellules. Brightwell et al. (2006) ont 

pu identifier, à partir de prélèvements de surfaces sur un tapis convoyeur en Intralox
®
, des 

Sphingomonas non détectés par des méthodes culture-dépendantes. Peneau et al. (2007) observent 

lors d’une persistance expérimentale d’un P. fluorescens à 10°C, sur des coupons en céramique 

soumis à des encrassements répétés et des opérations d’hygiène quotidiennes douces (pas d’action 

mécanique, dose diminuée de moitié par rapport à celle préconisée dans les industries), qu’il 

existe de fortes différences entre le nombre d’UFC et le nombre de cellules montrant une activité 

respiratoire par la réduction du 5-cyano-2,3-ditolyl tétrazolium (CTC). Les travaux d’Alliot 
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(1999) réalisés dans un atelier fromager ont montré que les UFC représentaient de 0,005% à 

0,04% du nombre total de bactéries évalué par comptage dans une cellule de Thoma. De plus, de 

nombreux pathogènes tels que Salmonella enterica ou Listeria monocytogenes sont susceptibles 

de développer un état VNC. Marouani-Gadri et al. (2010) montrent l’existence d’une proportion 

de VNC, variable au cours de l’expérience, sur des biofilms d’E. coli O157:H7 soumis 

quotidiennement à des opérations de nettoyage-désinfection douces dans des conditions 

environnementales proches de celles présentes dans les ateliers de viande. 

3. Evaluation de la viabilité cellulaire  

La plupart des méthodologies de dénombrement des populations viables sont basées sur 

l’utilisation de fluorochromes caractérisant différentes cibles physiologiques telles la capacité des 

cellules à s’allonger, l’activité respiratoire, l’intégrité membranaire des cellules et l’activité 

estérase. Il est à noter aussi que dans des études visant à comparer différentes méthodologies, le 

résultat n’est pas le même selon la méthode utilisée pour des populations bactériennes soumises à 

un stress (pH, température, action d’un désinfectant) (Roszak et al., 1987; Yu et al., 1994). 

3.1. Les méthodes utilisant la microscopie ou la cytométrie en flux 

La méthode Direct Viable Count (DVC), développée par Kogure et al. (1978), cible les bactéries 

capables de s’allonger. Cette technique consiste à incuber des cellules bactériennes en présence 

d’extrait de levure qui permet aux bactéries de se développer et d’un antibiotique (exemple l’acide 

nalidixique pour les bactéries Gram négatif) empêchant la division bactérienne. Les cellules 

bactériennes ne se divisent pas mais acquièrent une forme allongée détectable par microscopie ou 

cytométrie en flux. La méthode DVC a été utilisée pour mettre en évidence des flores VNC dans 

les eaux potables (Byrd et al., 1991) et dans des biofilms (Trachoo et al., 2002). 

Le dénombrement des populations viables peut être également réalisé grâce à la mise en évidence 

d’une activité respiratoire. Les colorants d’oxydoréduction, qui ciblent les bactéries dont la chaîne 

respiratoire est active, ont la propriété de changer de couleur en fonction de leur état d’oxydation. 

Le CTC est un colorant d’oxydoréduction qui produit un formazan rouge fluorescent quand il est 

réduit. Ce colorant cible l’activité respiratoire des bactéries actives et permet de visualiser les 

cellules par épifluorescence. Des doubles marquages CTC-4',6'-diamidino-2-phénylindole, DAPI 

ont été utilisés pour dénombrer à la fois la population totale et la population viable (Boulos et al., 

1999). 

Une autre méthode mettant en évidence l’intégrité membranaire des cellules viables est le kit 

Live/Dead
®
 BacLight™ Bacterial Viability (Invitrogen, Cergy Pontoise, France). Ce kit comprend 
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2 marqueurs d’acides nucléiques, le Syto-9 et l’iodure de propidium (IP). Ces deux marqueurs 

diffèrent dans leur capacité à pénétrer dans les bactéries. Quand il est utilisé seul, le Syto-9, de 

faible masse moléculaire, peut pénétrer dans toutes les bactéries (mortes et vivantes) et émet une 

fluorescence verte (spectre d’excitation/émission respectivement de 480/500 nm). En revanche, 

l’IP ne peut pénétrer que dans les bactéries dont la membrane est suffisamment endommagée, 

émet une fluorescence rouge (spectre d’excitation/émission respectivement de 490/635 nm) et 

réduit ainsi la fluorescence émise par le Syto-9 quand les deux marqueurs sont présents (Boulos et 

al., 1999). En microscopie à épifluorescence, les bactéries viables dont la membrane est intacte 

apparaissent en vert alors que les bactéries mortes, ayant perdue leur intégrité membranaire, 

apparaissent en rouge (Figure 1). Boulos et al. (1999) comparent cette méthode à celle du 

marquage au CTC pour la mise en évidence de cellules viables dans des eaux de distribution. Ils 

concluent qu’en absence de stress, les évaluations des populations viables sont comparables. Par 

contre après un stress (chloration, changement de température), la population CTC+ est plus faible 

que celle mise en évidence par le kit Live/Dead
 ® 

Baclight™. Selon ces auteurs, les résidus de 

chlore retrouvés dans les eaux de distribution  pourraient influencer l’accumulation des cristaux de 

formazan et par conséquent diminuer la réduction du CTC. Une autre méthode pour évaluer la 

viabilité cellulaire consiste à cibler une activité enzymatique estérase non-spécifique au niveau 

membranaire grâce aux dérivés de la fluoresceïne diacétate (FDA). Les bactéries mortes ne sont 

pas marquées car les composés ne s’accumulent pas du fait de la dégradation de la membrane 

(Ritz et al., 2001). Cependant, l’utilisation des dérivés de FDA pour le marquage de communautés 

microbiennes complexes est peu répandue du fait de la moindre sensibilité des bactéries Gram 

négatif (Alliot, 1999). 

 

 

Figure 1 : Pseudomonas fluorescens marqués avec le kit Live/dead
®
 BacLight™ Bacterial Viability  

(Source : http://www.bucher.ch/en/products/fluxion/bioflux_applications/microbiology.html). 
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3.2. Les méthodes moléculaires  

Parmi les méthodes moléculaires utilisées pour mettre en évidence l’intégrité membranaire des 

cellules, on cite le monoazoture d’éthidium (EMA) (Rudi et al., 2005) et le monoazoture de 

Propidium (PMA) (Nocker et al., 2006). L’EMA et le PMA sont des intercalants de l’ADN qui, 

incorporés à des cellules préalablement à une PCR en temps réel, permettent de quantifier les 

cellules viables. L’EMA et le PMA vont pénétrer uniquement à l’intérieur des cellules dont la 

membrane cytoplasmique est endommagée. Une forte exposition à une source lumineuse permet 

une liaison covalente à l’ADN des cellules mortes. Seul l’ADN appartenant à la population de 

cellules vivantes sera alors amplifié par PCR en temps réel (Figure 2). Martinon et al. (2011) 

utilisent le PMA couplé à la PCR en temps réel pour quantifier des pathogènes viables (E. coli, S. 

aureus et L. monocytogenes) sur des surfaces d’équipements à partir d’une droite standard de 

quantification. Une étude menée par Lee et al. (2009) sur la flore bactérienne du cabillaud a 

montré que l’EMA permettait une meilleure évaluation de la viabilité cellulaire comparé au PMA. 

Agustí et al. (2010) utilisent l’EMA-PCR pour évaluer la viabilité d’Helicobacter pylori dans des 

échantillons environnementaux. Ces auteurs observent une diminution des cellules viables avec un 

passage d’une forme bacille à une forme cocoïde dans des conditions de croissance défavorables. 

Chen et al. (2010) étudient la viabilité de Legionella pneumophilia par EMA-PCR dans les 

réseaux de distribution d’eau chaude. Ils en concluent que cette méthode s’avère particulièrement 

intéressante pour un suivi rapide de la contamination des eaux environnementales, mais aussi des 

eaux chaudes sanitaires et des systèmes de climatisation des tours aéro-réfrigérantes. 

Outre l’intégrité membranaire, la détection du processus de transcription dans les cellules peut-

être effectuée par une reverse transcriptase-PCR (RT-PCR). La demi-vie d’un acide ribonucléique 

messager (ARNm) étant très courte, ils sont considérés comme étant de bons marqueurs de 

viabilité et ont été utilisés dans de nombreuses études (Bleve et al., 2003; Sheridan et al., 1998; 

Yaron et al., 2002). 

 

Figure 2 : Principe d’une PMA-qPCR : le PMA va pénétrer uniquement à l’intérieur des cellules dont la 

membrane cytoplasmique est endommagée. Une forte exposition à une source lumineuse permet une 

liaison covalente à l’ADN des cellules mortes. Seul l’ADN des cellules vivantes sera alors amplifié par 

PCR en temps réel (qPCR) (Nocker et al., 2006). 
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4. Les opérations d’hygiène dans les industries agro-alimentaires 

4.1. Le nettoyage 

En industrie agro-alimentaire, le nettoyage  a pour objectif de détacher d’une surface les 

souillures visibles ou invisibles, formées de molécules organiques, minérales et de particules 

(notamment de micro-organismes) pouvant s’y trouver. Les surfaces ouvertes (sols des ateliers, 

tapis convoyeurs…) sont accessibles aux interventions humaines, notamment par l’application 

d’une action mécanique telle que le brossage, le raclage ou de jets (basse, moyenne ou haute 

pression). Les surfaces fermées, quant à elles, ne sont pas accessibles et doivent subir un 

Nettoyage En Place (N.E.P). Il s’agit d’un système automatique de nettoyage des installations : les 

tuyaux, les vannes, les pompes et cuves sont nettoyés par la circulation d’eau, de détergents et 

éventuellement de désinfectants. L’action mécanique est dans ce cas due aux forces de 

cisaillement engendrées par les liquides en mouvement (Benezech et al., 1999). Le détergent idéal 

devrait présenter les propriétés suivantes (Tableau 1) (Jaudon, 2000; Moreau, 1993) : 

 propriété de mouillage des surfaces et des souillures : les tensioactifs entrent en contact 

avec les souillures et les décollent  

 propriété dissolvante : dispersion des particules dans l’eau en les maintenant en suspension 

 propriété de solubilité : dilution et solubilisation des souillures 

 propriété émulsifiante : élimination de souillures grasses insolubles par la création d’une 

émulsion avec l’eau de la solution de nettoyage 

 propriété de rinçage et de drainage, 

 propriété de non corrosion, 

 propriété de sécurité à la manipulation. 

 

 

Tableau 1 : Contribution à la détergence selon une échelle de 0 (contribution nulle) à 5 (contribution très 

importante) (Mourcel et al., 1998) 
 

Produits Propriétés 

mouillantes et 

pénétrantes 

Dissolution de la 

matière organique 

Propriétés dispersantes et 

émulsionnantes 

Rinçabilité 

Soude caustique 1 5 1 1 

Métasilicate de sodium 3 3 4 3 

Carbonate de sodium 1 2 1 1 

Phosphate tri-sodique 2 2 4 3 

Poly-phosphates 1 1 3 3 
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Aucun détergent ne réunit toutes ces propriétés. Le choix d'un détergent efficace paraît donc 

difficile. Pour s'assurer d'un nettoyage optimal, ce choix doit tenir compte des souillures 

rencontrées dans les industries (Tableau 2).  

 

 

Tableau 2 : Choix du détergent en fonction du type de souillures (Arajo, 2002) 

Type de souillures Détergent 

Souillures organiques fraîches Alcalin moyen, alcalin chloré 

Souillures organiques sèches Alcalin fort 

Souillure minérales Acide 

 

 

Parmi les différents produits employés dans le nettoyage on cite : 

 Les produits alcalins et alcalins chlorés : 

Ces produits sont très actifs sur les souillures organiques notamment par les mécanismes de 

saponification des graisses et la solubilisation des protéines. Les molécules actives les plus 

employées sont la soude caustique, la potasse caustique, les alcanolamines, les carbonates 

alcalins, les silicates alcalins, les phosphates alcalins et les poly-phosphates (Vincent, 1999). 

Cependant, ces molécules n'ont pas toutes les mêmes propriétés (Tableau 1). Les détergents 

alcalins peuvent présenter des effets indésirables notamment une mauvaise rinçabilité et une 

corrosion des surfaces (excepté les silicates qui sont même de bons protecteurs des surfaces). Par 

ailleurs, l'alcalinité favorise la formation de tartre, source de corrosion des matériaux, d’où la 

nécessité de l'ajout d'antitartre. 

 

 Les produits acides : 

Ils servent à éliminer le tartre formé au cours du temps ou suite à des rinçages avec de l'eau dure 

et à passiver certains matériaux comme l'acier inoxydable en régénérant une couche d’oxyde de 

chrome. Les molécules actives les plus utilisées sont l'acide phosphorique, l'acide nitrique, l'acide 

lactique, l'acide sulfamique et l'acide citrique. Les acides minéraux sont fortement corrosifs. Les 

acides organiques (acide citrique) sont à préférer car moins corrosifs et ont un pouvoir anti-tartre 

plus important. 
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 Les produits neutres - Les tensio-actifs ou agents de surfaces : 

Composés organiques à action physique, ils améliorent l’action des produits alcalins et acides 

grâce à leurs propriétés mouillantes, émulsifiantes, dispersantes, moussantes et leur pouvoir de 

pénétration dans les fissures (Vincent, 1999). Il existe quatre types de tensio-actifs : 

- les tensio-actifs anioniques : ce sont de bons mouillants, émulsionnants et 

dispersants. En outre, ils moussent beaucoup, ce qui peut être intéressant pour 

l'application sous forme de mousse. 

- les tensio-actifs cationiques : leur aptitude détergente est moyenne, par contre, en 

raison de leur activité bactéricide, ils sont plutôt employés dans les formules 

désinfectantes. 

- les tensio-actifs non-ioniques : comme les premiers, ce sont de bons détergents. Peu 

moussants, l'application préférentielle est la pulvérisation. 

- les tensio-actifs amphotères : Ils sont à la fois détergents (pôle anionique) et 

bactéricides (pôle cationique). Ces agents peuvent par ailleurs prévenir les dépôts 

minéraux. 

 

 Agents anti-précipitants : 

Ce sont des anti-tartres. Ils ont des performances variables, aussi le choix d'un agent anti-tartre 

plutôt qu'un autre doit être en adéquation avec les caractéristiques du détergent et avec ses 

conditions d'emploi. Il existe deux catégories d’agents anti-précipitant : 

- les séquestrants (exemple : l’acide éthylène diamine tétraacétique, EDTA) : ils 

agissent en se fixant aux ions alcalino-terreux responsables de la dureté de l'eau et aux 

métaux. Cette fixation empêche la précipitation des sels de calcium et de magnésium et 

leurs dépôts sous forme de tartre. Les séquestrants sont très solubles dans les 

formulations liquides de détergents mais leur concentration doit y être élevée car, à 

faible dose, ils ne sont pas de très bons anti-précipitants. 

- les dispersants (exemple : polyacryliques) : ils agissent par dispersion des sels de 

calcium et de magnésium. Ainsi, même si parfois des cristaux insolubles ont pu se 

former, ils ne peuvent plus s'incruster à la surface. Les dispersants ont l'avantage d'être 

efficaces à faible dose, leur association avec des produits fortement alcalins et/ou 

caustiques est intéressante. L'inconvénient est qu'ils sont onéreux. 

- les inhibiteurs de corrosion (exemple : les silicates) : Ils forment un film protecteur 

à la surface du matériau, différant à plus ou moins long terme l'usure de ce dernier. 
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 Les enzymes : 

Les contraintes environnementales liées aux rejets de la filière agro-alimentaire deviennent de 

plus en plus sévères, forçant les industriels à remettre en question leurs méthodes de 

nettoyage. Les enzymes sont des protéines naturelles produites par toutes les cellules vivantes.  

Elles agissent en tant que biocatalyseurs et peuvent permettre des réactions très spécifiques 

dans des conditions douces (pH voisin de la neutralité, température comprise entre 0 et 40°C, 

pression voisine de la pression atmosphérique). En agroalimentaire, les protéases et les lipases 

sont les plus utilisées. Les premières agissent seulement sur les souillures protéiques (œufs, 

sang) alors que les secondes dégradent les huiles et les graisses (Vincent, 1999). Une étude 

comparative d’un détergent enzymatique et d’un alcalin chloré sur des supports colonisés par 

une suspension d’E. coli (10
8
 UFC/mL) a montré qu’aucun germe ne subsistait sur la plaque 

après traitement par le détergent enzymatique alors que des cellules persistaient sur la plaque 

traitée avec l’alcalin chloré. En effet, les composés responsables de la formation du biofilm 

notamment les glycoprotéines sont facilement hydrolysées par les enzymes (Haroux, 1999). 

Une étude menée par Lequette et al. (2010) a abordé l’efficacité de détachement de biofilms 

par des enzymes protéolytiques et des polysaccharidases. Il en ressort que les sérines protéases 

favorisent un meilleur détachement des biofilms de Bacillus que les polysaccharidases alors 

que l’inverse est observé pour des biofilms de P. fluorescens. Ces auteurs soulignent 

l’efficacité du nettoyage enzymatique combiné à des agents surfactants, chélateurs et 

dispersants comme alternative au nettoyage chimique.  

En conclusion, le nettoyage par voie enzymatique est une réponse utile pour la réalisation des 

opérations d’hygiène en remplacement des détergents alcalins ou alcalins chlorés. Bien que 

les détergents enzymatiques aient du mal à s’imposer en milieu industriel, cependant, cette 

technologie permet d’obtenir une hygiène à la fois plus respectueuse pour l’environnement, 

les systèmes d’épuration biologique, et plus douce pour le matériel, les locaux et l’homme. 

4.2. La désinfection 

La directive communautaire n° 98/8/CE met en place un régime d’autorisation de mise sur le 

marché des produits biocides, famille à laquelle appartiennent les désinfectants, sur le territoire 

européen. Seuls les produits dont l’efficacité est prouvée et qui ne présentent pas de risques 

inacceptables pour l’homme, pour les animaux, et pour l’environnement pourront être vendus à 

l’avenir. Les mesures visent notamment à prévenir les effets cancérogènes et toxiques à long 

terme. Dans un premier temps, ce sont les substances actives qui sont concernées. On entend par 

substance active toute substance, micro-organismes, virus ou champignon, exerçant une action 
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générale ou spécifique sur ou contre les organismes nuisibles. La procédure d'évaluation des 

substances actives se fait au niveau communautaire et conduit à l'inscription ou non de ces 

substances actives sur des annexes de la Directive 98/8/CE dites "listes positives". Dans un second 

temps, seuls les produits biocides contenant des substances actives inscrites sur ces « listes 

positives » pourront obtenir une autorisation de mise sur le marché au niveau national.  

La désinfection a pour objectif de détruire ou d’inactiver tous germes encore présents sur une  

surface inerte à la suite d’une étape de nettoyage. L’intérêt de l’étape de nettoyage est 

d’augmenter l’efficacité des produits désinfectants qui peuvent être partiellement neutralisés par la 

matière organique. Les critères d’un désinfectant idéal sont les suivants (Jaudon, 2000) : 

- large spectre d’activité,  

- utilisable à faible concentration, 

- action durable, 

- sans danger pour l’utilisateur, 

- ne laisse aucun résidu. 

Les principaux produits de désinfection utilisables en industries agro-alimentaires sont : 

 Les halogènes 

- les composés chlorés: le plus connu est l'hypochlorite de sodium (eau de javel), 

mais il en existe d'autres (chloramines, acides chlorocyanuriques, …). Les générateurs 

d’acide hypochloreux sont de très bons bactéricides et virucides. Ces composés sont 

efficaces sur les spores mais leur activité fongicide est peu marquée (Criquelion et al., 

1999). Par contre, ils sont très instables à la chaleur et à la lumière et leur efficacité 

diminue en présence de matières organiques. Ils sont corrosifs et les émanations 

gazeuses sont dangereuses pour les muqueuses respiratoires de l'opérateur. 

- les produits iodés : Ils sont très actifs à faible dose et exhibent un large spectre 

d’activité (bactéricide, virucide, fongicide et sporicide) et une faible toxicité. Leur 

emploi est préconisé en milieu acide (pH 3-5) en combinaison avec de l’eau froide 

(température < 40°C). Les produits iodés ont une utilisation limitée dans les industries. 

Ils sont instables à la chaleur, se rincent difficilement et laissent des traces de 

coloration jaunâtre sur les surfaces. 

 

 Les oxydes et peroxydes : 

Ce sont des molécules oxydantes dont la plus fréquente en désinfection est l'acide peracétique 

qui possède un large spectre d’action à faible concentration. Il agit sur les micro-organismes 

en modifiant la perméabilité de la membrane cellulaire. La vapeur de l'acide peracétique est 
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caractérisée par sa faible stabilité avec une demi-vie d’environ 20 minutes, donc peu de risque 

de bioaccumulation. Ce composé est de plus en plus utilisé en entreprises car il est compatible 

avec beaucoup de matériaux (acier inoxydable, Polychlorure de vinyle PVC, polyéthylène) et 

a l’avantage d’être peu toxique. 

 

 Les ammoniums quaternaires :  

Stables et non-corrosifs, ce sont des molécules amphiphiles qui agissent comme détergents 

cationiques. Ils sont largement utilisés pour la désinfection des surfaces ouvertes, notamment 

lorsque ces dernières ne sont pas adaptés aux désinfectants oxydants. Leur aptitude à mousser 

les rend intéressants pour leur application sur les surfaces. Les ammoniums quaternaires 

présentent cependant plusieurs désavantages : ils sont bactéricides mais leur activité virucide 

et sporicide est faible voire nulle. Pour compenser ce manque, leur association synergique 

avec des aldéhydes et/ou des phénols est souvent pratiquée. Les souillures protéiques ainsi que 

la dureté de l’eau réduisent fortement l’efficacité de ces composés.  

 

 Les aldéhydes (formaldéhydes et glutaraldéhydes) : 

Ils provoquent une dénaturation des acides nucléiques et des protéines des micro-organismes. 

Leur activité diminue en présence d’une solution alcaline. Le formaldéhyde n’est actuellement 

plus utilisé dans les industries car il est suspecté cancérigène. Le glutaraldéhyde présente un 

spectre d'activité large. En industries, il est utilisé en association avec des ammoniums 

quaternaires.  

4.3. Les opérations d’hygiène dans les industries  

Le nettoyage et la désinfection des locaux sont réalisés quotidiennement, à la fin de la journée de 

travail. Ils peuvent être effectués par un personnel de l’industrie ou sous-traités à une société 

extérieure. Les principales étapes du nettoyage-désinfection sont :  

- Le pré-nettoyage : cette étape consiste à éliminer les gros résidus le plus souvent par un 

raclage ou par un prélavage à l’eau sous moyenne pression. Cette phase de pré-nettoyage 

est importante car elle permet d’éliminer les souillures faiblement accrochées aux surfaces 

et de concentrer l’action ultérieure du détergent de la phase de nettoyage sur les souillures 

résiduelles difficiles à enlever. 

- Le nettoyage : consiste à appliquer un détergent basique ou enzymatique afin d’éliminer 

les souillures organiques présentes sur les surfaces qui n’ont pas pu être éliminées lors du 
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pré-nettoyage. Un détergent acide n’est appliqué que lorsqu’il s’agit d’éliminer les 

souillures minérales. 

- Un rinçage intermédiaire : il consiste en un entraînement par l’eau des liquides résultants 

du nettoyage ce qui permet d’éliminer les souillures résiduelles qui ont été décollées du 

support par le détergent. La propreté est visuelle.  

- La désinfection : l’application du produit désinfectant s’effectue le plus souvent par 

pulvérisation sur les surfaces ouvertes. Les produits sont laissés en contact en fonction des 

indications du fabricant (20 à 30 minutes en général). 

- Un rinçage final : il s’effectue à l’eau potable. L’arrêté du 27 octobre 1975 précise qu’un 

rinçage final est obligatoire après l’utilisation d’un produit désinfectant sur les surfaces en 

contact avec les aliments. 

- Le séchage : tout doit être mis en œuvre pour favoriser le séchage des surfaces. 

L’élimination de l’eau en excès est réalisée par écoulement grâce aux pentes des 

équipements et des sols. Le séchage des surfaces peut aussi être effectué grâce à un 

déshumidificateur destiné à réduire le taux d'humidité de l’air. 

Le nettoyage complet en 6 étapes présente l’inconvénient d’être long et coûteux. Pour des 

opérations d’hygiène plus rapides, il est possible de combiner les phases de nettoyage / 

désinfection. Cette opération permet un gain de temps considérable en matière de temps, d’énergie 

et de main-d’œuvre. Ce procédé est cependant moins efficace pour de nombreux désinfectants qui 

voient leur efficacité diminuer en présence de matières organiques, et n’est applicable que dans le 

cas où le degré de souillure se trouve à un niveau relativement bas (réfrigérateurs de produits 

emballés par exemple). Ce procédé est aussi appliqué en fromagerie où on cherche à maintenir 

une flore technologique sur les surfaces mais aussi en restauration collective où la nature du 

produit alimentaire mis en œuvre a une durée de vie commerciale courte.  

4.4. Efficacité des procédures d’hygiène 

L’efficacité du nettoyage dépend de quatre facteurs principaux : 

- La température de l’eau de nettoyage : le nettoyage à l’eau chaude est plus efficace. En 

effet, l’eau à température élevée accélère les réactions chimiques qui se produisent entre 

les produits de nettoyage et les souillures et favorise donc le décrochement de ces derniers. 

Par contre, une température trop élevée présente de nombreux inconvénients, en particulier 

la coagulation des souillures protéiques difficiles à enlever, ainsi que la formation de buées 

et de brouillard.  
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- L’action mécanique : elle peut être obtenue par brossage, grattage ou par jet d’eau sous 

pression. Dans l’industrie de viande, le nettoyage à la pression permet d’obtenir une action 

mécanique intéressante pour enlever les souillures (Figure 3A). Par contre, il produit une 

quantité d’aérosol importante. Une étude menée par Frencia (1998) sur des prélèvements 

d’air effectués dans un « frigo » d’abattoir a montré que la contamination de l’air est 

multipliée par 10 à 100 lorsqu’il y a formation d’aérosol pendant le nettoyage. La quantité 

d’aérosol formé est maximale lorsque l’angle entre le jet et le support est de 45°C (Figure 

4) : C’est cette inclinaison qui procure le maximum d’efficacité pour détacher les 

souillures (Figure 3B). 

- Le temps d’action de la solution détergente : Il est particulièrement important dans le cas 

du nettoyage à la mousse qui permet un temps de contact plus long sur les surfaces non 

horizontales. Le temps d’action est précisé sur la fiche technique de chaque produit. 

Généralement, il est de l’ordre de 20 à 30 minutes. 

- Le choix des détergents : Il repose sur la compréhension du mécanisme de détergence qui 

met en œuvre des actions physico-chimiques diverses (Cf. § 4.1 p 226). 

 

     

        

Figure 3 : Effet du jet sous pression (A) et de l’inclinaison du jet (B) sur l’efficacité de nettoyage 

(Frencia, 1998).  

Efficacité =  x 100 

La quantité de souillures mesurée avec la méthode des colorants fluorescents mise au point par 

l’ADIV est le nombre de pixels fluorescents avant et après nettoyage calculé à partir d’un logiciel 

d’analyse d’images. 

 

 

 

A 

B 
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Figure 4 : Influence de l’inclinaison du jet sur la quantité d’aérosol formé durant les opérations 

d’hygiène (Frencia, 1998). 

 

5.  «Résistance» des bactéries aux produits d’hygiène 

La « résistance » est un terme fréquemment employé dont la définition fait l’objet de nombreuses 

discussions, en fonction des domaines d’études impliqués. Selon Cerf et al. (2010), une souche 

bactérienne est « résistante » à un désinfectant, si la relation temps-concentration nécessaire pour 

obtenir un certain nombre de réductions décimales est plus importante que celle évaluée dans une 

population de référence par la même méthode. Ces mêmes auteurs emploient le terme 

« tolérance » pour désigner la capacité d’un micro-organisme à croître à des concentrations 

normalement inhibitrices du désinfectant. L’étude des micro-organismes adhérents sur les surfaces 

a mis en évidence qu’une proportion de ces cellules présentaient une meilleure résistance aux 

agents antimicrobiens que les cellules en suspension (Carpentier, 2009). Bourion et Cerf (1996) 

ont montré que la résistance aux désinfectants différait de façon importante selon la nature de la 

surface, la concentration du désinfectant, la structure et l’âge du biofilm. Par ailleurs, des souches 

de Pseudomonas aeruginosa sont devenues « tolérantes » aux ammoniums quaternaires après 

expositions répétées à des concentrations croissantes du produit (Jones et al., 1989; Langsrud et 

al., 1997).  

Une étude menée par Jacquet et al. (1994) montre que Listeria monoctogenes n’était guère plus 

résistante que d’autres espèces bactériennes à des concentrations bactéricides de désinfectant. Par 

ailleurs, des Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) élevées ont été observées sur des 

souches de Listeria monocytogenes de sérogroupe 1/2 d’origine alimentaire (4 souches) et 

environnementale (3 souches) (Mereghetti et al., 2000). Cependant, il n’est guère évoqué si cette 

«tolérance» est acquise après exposition des souches aux concentrations préconisées par le 

fabricant. Selon Lelieveld et al. (2003), la « tolérance » peut être liée à une mauvaise utilisation en 
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pratique du désinfectant, c’est-à-dire un non respect par l’utilisateur des conditions d’utilisation 

(concentration, température, pH, temps de contact…). Ceci a été observé chez des souches de 

Salmonelles qui sont devenues tolérantes au chlore utilisé à des concentrations inappropriées pour 

la désinfection de légumineuses (Mokgatla et al., 2002; Zhuang et al., 1995). 

 

 

 

B.  Méthodes appliquées à l’étude des bactéries des surfaces 

1. Prélèvement des bactéries sur les surfaces 

Les prélèvements de surface sont indispensables pour permettre aux industriels de contrôler la 

contamination des équipements et des locaux afin de valider les opérations d’hygiène appliquées 

pour l’élimination des bactéries. De nombreuses méthodes d’évaluation de la contamination 

microbienne sont décrites et sont comparées comme par exemple l’écouvillonnage/chiffonnage, 

les empreintes par gélose ainsi que les ultrasons. 

1.1. Méthodes de prélèvement sur terrain  

1.1.1. Frottis  

a- Ecouvillon 

Le frottis est réalisé au moyen d’un écouvillon en coton ou en alginate stérilisé préalablement 

humidifié avec du neutralisant, de l’eau physiologique, de l’eau peptonnée ou une solution de 

Ringer 1/4. Pour l’énumération des micro-organismes détachés, un milieu gélosé peut être 

ensemencé directement par l’écouvillon mais les résultats obtenus par cette technique ne sont pas 

toujours fiables (Moore et al., 2002). Une autre méthode consiste à placer l’écouvillon dans un 

volume approprié de diluant qui est agité, ce qui va permettre de désagréger au moins 

partiellement les microcolonies si elles sont présentes (Gilbert, 1970) mais aussi de faire des 

dilutions si nécessaire. Une étude menée par Moore et al. (2001) a montré que sur des surfaces 

humides, l’écouvillon en coton permettait une meilleure récupération des bactéries comparé à 

l’écouvillon en alginate. En effet, le coton est principalement composé de cellulose, capable 

d’absorber une plus grande quantité de liquide résiduel sur les surfaces. 
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b- Chiffonnage 

Pour des surfaces supérieures à 100 cm², l’emploi d’une chiffonnette ou d’une éponge contenue 

dans un sachet stérile et scellé est préconisé. Du neutralisant peut être ajouté dans la chiffonnette 

pour éviter un effet inhibiteur du désinfectant qui peut éventuellement être encore présent sur les 

surfaces. Après échantillonnage de la surface à analyser, du diluant est ajouté au sachet qui est 

traité dans un homogénéisateur péristaltique. Des boîtes de milieux de culture sont ensuite 

ensemencées avec la suspension mère et ses dilutions puis incubées pendant la durée et à la 

température appropriées.  

Une étude comparative menée par Deberghes et al. (1995) a montré que 79% des dénombrements 

obtenus à partir des prélèvements à l’éponge étaient supérieurs à ceux obtenus à partir de 

prélèvements à l’écouvillon. En effet, l’éponge ou la chiffonnette, en raison de leur bonne 

préhension et leur grande capacité d’absorption, sont efficaces pour l’échantillonnage des grandes 

surfaces, l’écouvillon restant irremplaçable pour les prélèvements effectués dans des recoins ou à 

l’intérieur d’appareils. Cette technique est difficile à standardiser car on ne contrôle ni la force 

appliquée pour le frottement ni l’angle entre la surface contaminée et l’écouvillon (Gonzales, 

1995). 

1.1.2. Empreintes par application d’une gélose  

Les empreintes des surfaces sont effectuées par application d’une gélose sur la surface. Une 

gélose nutritive est coulée dan une boîte de type RODAC
® 

ou ATL
®
. Le volume coulé doit être 

légèrement supérieur à celui de la boîte de façon à obtenir un ménisque bombé permettant le 

contact de la gélose avec la surface à analyser. Cependant, cette méthode présente plusieurs 

inconvénients : 

- Le nombre réel de micro-organismes est sous-estimé 

- Le nombre de colonies obtenues sur la boîte doit être inférieur à 200 

- Les empreintes par gélose ne peuvent pas s’appliquer sur des surfaces non planes. 

 

D’après la norme NF ISO 18593 , les empreintes gélosées nécessitent un temps de contact de 10 

secondes avec la surface à analyser et une pression telle que celle exercée par une masse de 500 g 

(Anonyme, 2004). Gonzales (1995) a montré une meilleure récupération des micro-organismes 

avec un temps de contact d’une minute. Actuellement, des applicateurs pour boîte contact de type 

ATL
® 

conformes à la norme NF ISO 14698-1 (Anonyme, 1999) en vigueur sur les prélèvements 

de surface en agroalimentaire permettent de standardiser les prélèvements microbiologiques. Le 

principe consiste à clipser une boîte contact sur l’applicateur et à appliquer le milieu gélosé sur la 
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surface à contrôler. Une pression est exercée sur le dessus de l’applicateur provoquant le 

clignotement d’un LED lumineux pendant 10 secondes. A son extinction, l’applicateur est retiré et 

le couvercle remis immédiatement sur la boîte. Les géloses sont ensuite incubées à la température 

optimale des bactéries recherchées puis les colonies dénombrées.   

Les empreintes de surfaces peuvent aussi s’effectuer par application d’une lame gélosée ou de 

Pétrifilms
®
. Les lames gélosées consistent en un support rectangulaire dont les deux faces sont 

recouvertes d’une gélose nutritive choisie en fonction du type de micro-organisme à dénombrer. 

Les Pétrifilms
®
 sont constitués de deux membranes entre lesquelles se trouve un film rigide 

quadrillé qui sert de support à un milieu gélifié approprié. Le film supérieur des Pétrifilms
®

 est 

appliqué sur les surfaces contaminées en évitant tout contact du film inférieur avec cette même 

surface. Les Pétrifilms
®

 sont ensuite incubés et les micro-organismes se développent entre les 

deux films. 

1.2. Méthodes de prélèvement au laboratoire : cas des ultrasons 

Les ultrasons sont des ondes mécaniques de pression ayant une fréquence supérieure à la plage de 

fréquences audibles par l’homme. Quand elles se propagent dans un milieu liquide à travers une 

alternance de compression-dépression, des microbulles se forment : c’est ce qu’on appelle la 

cavitation (Boistier-Marquis et al., 1999). Le traitement par les ultrasons consiste à immerger des 

échantillons de surfaces contaminées dans des flacons remplis de solution (comme par exemple de 

l’eau peptonnée). Ces flacons sont mis dans des bains de sonication qui fonctionnent à une haute 

fréquence (18-55KHz) (Jeng et al., 1990). Une étude menée par  Oulahal et al. (2000) sur des 

coupons en acier inoxydable a montré que le détachement d’un biofilm traité par une sonotrode à 

40 KHz (200W) pendant 10 secondes était quatre fois plus important que le détachement obtenu 

par écouvillonnage. De plus, il a été montré un effet bénéfique des ultrasons couplés à des 

composés enzymatiques et des agents chélateurs sur le détachement de biofilms d’E. coli et de S. 

aureus (Oulahal et al., 2006). Masurovsky et al. (1960) ont testé les ultrasons sur divers matériaux 

utilisés au contact du lait, souillés avec des suspensions de Staphylococcus aureus. Leur 

conclusion est que l’efficacité des ultrasons dépend de la concentration en germes, de l’état des 

surfaces et de la durée d’action des ultrasons. Puleo et al. (1967) ont testé l’efficacité des ultrasons 

sur des surfaces d’acier et de verre naturellement et/ou artificiellement contaminées par des spores 

de Bacillus subtilis. Leurs résultats montrent que l’exposition de ces échantillons à l’énergie des 

ultrasons dans de bonnes conditions (surfaces contaminées trempées dans un fluide de rinçage 

froid et placées au fond du bain à ultrason, face contaminée vers la source d’énergie) est une 

bonne méthode pour détacher les bactéries des surfaces ou des écouvillons par comparaison à une 
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agitation mécanique. Asséré et al. (2008) montrent un effet létal des ultrasons sur des biofilms de 

Pseudomonas fluorescens et de Leuconostoc mesenteroïdes à 28 KHz (150W) pendant 10 

minutes. En revanche, un traitement de 4 minutes avec le même équipement apparaît comme le 

meilleur traitement pour détacher les bactéries sans les tuer. 

2. Quantification bactérienne 

2.1. Par culture 

En 1881, Koch fut le premier à décrire l’utilisation de pommes de terre bouillies comme milieu de 

culture solide. A cette époque, c'était la gélatine (protéine issue des os et du cartilage) qui était 

utilisée pour gélifier les milieux de culture. Cependant, beaucoup de bactéries étaient capables de 

dégrader la gélatine par leurs enzymes protéolytiques ce qui rendait la lecture des milieux 

impossible. C'est alors que les recherches se sont tournées vers des agents gélifiants biologiques 

comme l’agar qui n’est pas dégradé par les bactéries. Actuellement, il existe une grande variété de 

milieux de culture en rapport avec la diversité des exigences nutritives des micro-organismes à 

identifier. A titre d’exemple, le milieu Chapman est un milieu sélectif utilisé surtout en 

microbiologie médicale, permettant la croissance des germes halophiles tels Staphylococcus et 

Micrococcus (Cotte et al., 2006). La gélose au cétrimide permet l'isolement des Pseudomonas 

(Brown et al., 1965) et favorise aussi la production de pigments par P. aeruginosa. La gélose 

Sabouraud constitue un milieu classique pour la culture, l'isolement et l'identification des levures 

et des moisissures saprophytes ou pathogènes. La gélose Tryptone Soya Agar TSA, est un milieu 

non sélectif permettant la culture des bactéries peu exigeantes.  

2.2. Sans culture : PCR en temps réel 

2.2.1. Nature exponentielle de la réaction PCR 

La PCR est par définition une réaction en chaîne au cours de laquelle les produits formés servent 

de matrice au cycle suivant. A chaque cycle, la quantité d’ADN double. De façon théorique, en 

partant de deux brins d’ADN initiaux on obtient 4 segments d’ADN à la fin du premier cycle, 8 à 

la fin du second cycle, et ainsi jusqu'à 2
n 

 après n cycles. La quantité de produits de PCR à chaque 

cycle suit la relation mathématique : 
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N=N0 x (2) 
n    

[1] 

où N est le nombre de molécules amplifiées en fin de réaction, N0 le nombre initial de molécules 

et n le nombre de cycles d’amplification.  

La cinétique d’une réaction de PCR se décompose en 3 phases (Figure 5) : 

- La phase d’initiation 

- La phase exponentielle de synthèse, observable quand une quantité suffisante de produits 

de PCR a été accumulée pendant la phase d’initiation 

- La phase plateau, lorsque les constituants de la PCR (en particulier la Taq polymérase) 

deviennent limitants 

 

 

Figure 5 : Suivi en temps réel d’une réaction de PCR qui permet de montrer que la cinétique 

d’amplification met en jeu 3 étapes (Tse et al., 2003). 

 

 

Le principe de la PCR en temps réel ou PCR quantitative (qPCR) repose sur le suivi cycle par 

cycle de la réaction d’amplification enzymatique au moyen d’une molécule reporter fluorescente 

capable d’émettre dans des conditions bien définies un rayonnement fluorescent dont l’intensité 

sera directement mesurée à un moment donné au cours de chaque cycle PCR. L’intensité de la 

fluorescence émise par la molécule reporter augmente à chaque cycle PCR. Par ce suivi, il est 

alors possible de tracer une courbe caractérisant les différentes phases de la cinétique PCR et de 

mesurer la quantité de produit d’amplification généré en un point de la phase exponentielle 

(Figure 6). C’est uniquement au cours de cette phase qu’il sera possible d’extrapoler la quantité de 

matrice cible initialement présente avant amplification. La figure 6 montre différentes cinétiques 

d’amplification pour des PCR en temps réel réalisées à partir de 3 quantités différentes. Ce qui est 

utilisé pour caractériser chaque PCR ce n’est ni l’allure de la phase exponentielle ni la hauteur de 

la phase plateau, mais la longueur de la phase d’initiation. Cette façon de caractériser chaque PCR 
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a conduit à calculer exactement le nombre de cycles correspondants à une phase exponentielle 

détectable. Ce point de départ de la phase exponentielle est appelé cycle seuil ou Ct (threshold 

cycle) qui correspond au nombre de cycles PCR nécessaires pour obtenir un signal fluorescent 

significativement plus élevé que le bruit de fond. Nous remarquons dans la figure 6 que les Ct 

pour chacune des trois PCR sont différents. D’une façon générale, nous pouvons dire que les Ct 

sont plus grands quand les quantités d’ADN sont plus petites : la valeur du Ct se trouve être 

inversement proportionnelle au logarithme du nombre (N0) de molécules d’acides nucléiques 

initialement présentes. La détermination des Ct d’une série d’amplification d’ADN de quantités 

connues (N0) permet de tracer la courbe Ct = f (Log N0) (Heid et al., 1996) (Figure 6). 

 

 

 

Figure 6 : Variation des cycles seuil (Ct) en fonction de la quantité initiale d’ADN (N0) présente dans le 

tube PCR. Les démarrages plus ou moins tardifs de la phase exponentielle représentée par les différentes 

valeurs de Ct sont directement fonction de la quantité initiale N0. La courbe rouge représente 

l’amplification d’un produit 10 fois plus abondant que la courbe noire et 100 fois plus que la courbe bleue. 
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Figure 7 : Droite de quantification réalisée avec des dilutions au 10
ème

 en série à partir d’un ADN standard 

•. L’intégration des Ct des échantillons inconnus • dans la droite de standardisation permet de déterminer le 

N0 initial. 

2.2.2. Efficacité d’amplification 

Au niveau expérimental, la quantité de produit formé dépend d’un facteur qui est l’efficacité 

d’amplification (E) définie comme étant la proportion moyenne des molécules d’ADN cible se 

dupliquant à chaque cycle d’amplification. L’efficacité d’amplification est comprise entre 0 

(aucune amplification ne s’est produite) et 1 (après chaque cycle PCR, chaque molécule d’ADN 

cible a généré deux amplicons). L’introduction de ce facteur essentiel qu’est l’efficacité 

d’amplification (E) conduit à l’équation suivante : 

N = N0 x (1 + E) 
n   

[2] 

Convertie sous forme logarithmique, cette équation a pour expression : 

Log N = Log N0 + n. log (1 + E)    [3] 

A partir de l’équation [3] et en tenant compte des paramètres de la droite qui met en relation les Ct 

avec les quantités initiales (N0), il est alors possible de calculer E = 10
– 1/pente 

– 1. 

 De nombreux facteurs expérimentaux peuvent affecter l’efficacité d’amplification tels le choix 

des amorces, les concentrations en désoxynucléosides triphosphates (dNTPs), en MgCl2 et en 

ADN polymérase, la température, la structure secondaire, le contenu en bases Guanine/Cytosine 

(G/C) de la séquence cible et la longueur du fragment à amplifier (Tse et al., 2003).  
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2.2.3. Les systèmes de détection 

Il existe deux principes généraux pour la détection quantitative des amplicons : les agents se liant 

à l’ADN double brin (ex. SYBR
®
-Green) et les sondes fluorescentes qui vont s’hybrider de 

manière spécifique sur le fragment cible amplifié.  

a- Les agents intercalant : cas du SYBR
®
-Green  

Le SYBR
®
-Green est un agent intercalant qui se lie à l’ADN bicaténaire néosynthétisé. 

(Schneeberger et al., 1995). A chaque étape d’hybridation et d’élongation d’un cycle PCR, le 

SYBR
®
-Green s’intercale entre les bases nucléotidiques de l’ADN double brin et peut émettre un 

signal de fluorescence lorsqu’il est excité par des rayonnements ultraviolets (Figure 8). La mesure 

de l’intensité du signal émis à la fin de chaque étape d’élongation permet le suivi cycle par cycle 

de la réaction PCR. Le système est facile à utiliser, de faible coût, mais de spécificité 

essentiellement conditionnée par le choix des amorces. L’inconvénient est que le SYBR
®

-Green 

marque toutes les molécules d’ADN double brin, qu’elles soient spécifiques ou non de la 

séquence d’intérêt. Des études ont montré que le SYBR
®
-Green se liait préférentiellement aux 

amplicons riches en nucléotides G et C (Giglio et al., 2003) et que sa dégradation engendrait des 

produits capables d’inhiber la PCR (Karsai et al., 2002). Néanmoins, la spécificité d’une réaction 

PCR utilisant le système SYBR
®
-Green peut être testée par l’établissement d’une courbe de fusion 

post-PCR. Le principe consiste à vérifier qu'il n'y a qu'un seul produit de PCR amplifié : les 

amplicons sont soumis à une température croissante de 55°C à 95°C. Cette élévation de 

température va provoquer la dénaturation progressive des ADN doubles brins libérant le SYBR
®
-

Green piégé. Le point d’inflexion de la courbe de fluorescence représente la température de fusion 

(Tm) spécifique du fragment. L’analyse des courbes de dissociation (un  seul pic sur la courbe B) 

permet de valider les conditions de la PCR et le choix des amorces (Figure 9). 
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Figure 8 : Agent SYBR

®
-Green se liant à l’ADN double brin. (a) Durant la dénaturation, le SYBR

®
- 

Green libre exhibe peu de fluorescence. (b) À la température d’appariement, quelques molécules se lient au 

double brin d’ADN naissant résultant en une émission de fluorescence lors de l’excitation. (c) Durant la 

phase de polymérisation, de plus en plus de molécules se lient au brin naissant et l’accroissement de la 

fluorescence peut-être suivi en temps réel (Poitras et al., 2002). 

 

 

 

Figure 9 : Courbes de fusion ou de dissociation pour 2 échantillons amplifiés dans 2 tubes. Présentation en 

données brutes de la diminution de la fluorescence en fonction de l’accroissement de la température (A) et 

présentation par le calcul de la dérivé première des courbes (B) ci-dessus. Les sommets des pics indiquent 

les valeurs de la température de demi-dénaturation (Tm) pour chaque amplifiat (B). (UA) : unité arbitraire 

de fluorescence. Les flèches montrent les points d’inflexion des courbes de fusion dans la figure (A) qui 

correspondent au sommet des pics de la dérivée première dans la figure (B).  

 

  

Courbe de dissociation Courbe de dissociation 

Température (T°C) Température (T°C) 
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b- Les sondes fluorescentes 

Une sonde fluorescente est un fragment d’ADN monobrin, non extensible par l’ADN polymérase, 

spécifique du fragment cible amplifié et portant un ou deux groupements fluorophores. Les sondes 

fluorescentes les plus employées sont les sondes d’hydrolyse ou sondes TaqMan
®
. Ce système de 

détection utilise le processus de transfert d’énergie par résonance de fluorescence ou FRET 

(Fluorescence Resonance Energy Transfer) (Clegg, 1995; Glazer et al., 1997). Un fluorophore 

émetteur de fluorescence (reporter) est fixé à l’extrémité 5’ de la sonde d’hybridation et son 

émission est inhibée par un second fluorophore suppresseur (quencher) présent à l’extrémité 3’. 

Au cours de la polymérisation, l’hydrolyse de cette sonde fluorescente par l’activité 5’-3’ 

exonucléasique de la Taq polymérase va libérer le reporter de l’environnement du suppresseur 

permettant ainsi l’émission d’une fluorescence qui augmente à chaque cycle proportionnellement 

au taux d’hydrolyse de la sonde (Figure 10). Etant donné que la sonde ne pourra être clivée que 

lorsqu’hybridée à son brin complémentaire, La température d’extension des amorces doit être 

compatible avec la température d’hybridation de la sonde ce qui impose une conception 

rigoureuse des amorces. Le développement d’un nouveau type de sondes TaqMan
®
–MGB 

(Kutyavin et al., 2000), a permis de pallier certaines limites du système TaqMan
®
. L’introduction 

à l’extrémité 3’ d’une molécule ayant une affinité pour le petit sillon de l’ADN ou noyau MGB 

(Minor Groove Binder) augmente le Tm de la sonde et stabilise plus fortement son interaction 

avec la matrice ADN, ce qui permet de synthétiser des sondes de plus petite taille (13 à 20 

nucléotides). Les sondes fluorescentes possèdent comme avantage par rapport aux agents se liant 

à l’ADN une spécificité accrue avec la séquence cible d’ADN ce qui réduit significativement 

l’émission de fluorescence non spécifique due à des mauvais appariements ou des dimères 

d’amorces. 
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Figure  10 : Hydrolyse de la sonde Taqman
®
 (a) Durant l’étape de dénaturation, la sonde est libre en 

solution. (b) À la température d’appariement, la sonde et les amorces s’hybrident à leurs séquences cibles 

respectives et la proximité des fluorochromes permet l’inhibition de la fluorescence. La polymérisation 

débute. (c) La polymérase déplace et hydrolyse la sonde. Le fluorochrome émetteur est libéré de 

l’environnement du suppresseur permettant ainsi l’émission de la fluorescence (Poitras et al., 2002). 

2.2.4. Applications et limites  

La PCR en temps réel, par sa capacité à produire des résultats rapides et spécifiques, trouve de 

plus en plus d’applications dans différents domaines notamment dans l’agroalimentaire. Cette 

technique s’est avérée efficace pour la détection rapide des salmonelles dans les carcasses de 

viande (McGuinness et al., 2009) mais aussi pour la quantification de bactériophages spécifiques 

d’E.coli O157 : H7 dans des eaux usées (Imamovic et al., 2010) et la quantification d’une lignée 

de maïs génétiquement modifiée dans des produits transformés (Kaur et al., 2010). Des tests de 

détection ont aussi été mis au point pour les salmonelles avec une sensibilité de 2 UFC par 

réaction de PCR en temps réel (Chen et al., 2000) et de 1 UFC/mL après 6 h d’enrichissement 

pour E.coli O157:H7 à partir d’échantillons de lait cru et de jus de pomme (Fortin et al., 2001). 

Oppliger et al. (2008) appliquent la PCR en temps réel dans des élevages de volaille pour évaluer 

la contamination aéroportée responsable d’infections pulmonaires chez les ouvriers. Les 

applications de la PCR en microbiologie alimentaire présentent cependant des limites importantes 

à considérer. Le risque de résultats faussement positifs par contamination mais aussi de résultats 

faussement négatifs liés à la présence d’inhibiteurs de PCR dans l’échantillon biologique 

considéré impose l’utilisation d’un contrôle interne positif qui sera analysé en parallèle pour 

chaque échantillon (Tse et al., 2003). 
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Finalement, on voit bien que la PCR en temps réel s’avère intéressante pour des applications 

d’analyses à grande échelle étant donné que le processus complet est automatisé du début à la fin. 

Des applications importantes ont également été développées et couvrent les domaines de 

microbiologie clinique, d’oncologie et l’étude de l’expression des gènes. 

3. Identification bactérienne avec culture préalable 

3.1. Les méthodes phénotypiques  

Avant l’apparition des premiers outils biochimiques et moléculaires, la classification des germes 

s’est longtemps basée sur de simples éléments morphologiques comme la taille, la forme ou 

encore le regroupement des cellules bactériennes. Sur boîte de Petri, on observe ainsi le diamètre, 

le contour, la hauteur et la couleur des colonies. L’ensemble des critères morphologiques offre 

alors un outil d’identification relativement pertinent et suffisant dans de nombreuses applications 

ce qui permet souvent de restreindre l’identification à quelques espèces particulièrement en 

diagnostic clinique des pathogènes. En 1884, une nouvelle dimension à l’identification par 

microscopie est apportée par le bactériologiste Hans Christian Gram. Ce dernier met au point le 

protocole de la coloration Gram qui va permettre de classer les bactéries en fonction des 

propriétés de leur paroi. Outre les critères morphologiques de base des différentes familles de 

micro-organismes, des critères biochimiques (métabolisme fermentatif ou oxydatif, utilisation des 

hydrates de carbones, présence ou non d’une enzyme particulière) sont utilisés pour discriminer 

genres et espèces. Le développement de systèmes d’identification biochimiques (exemple API, 

BioMérieux, Craponne, France) liés à une banque de données disponible sur Internet a permis 

d’optimiser les tests d’identification. Cependant, beaucoup de bactéries isolées de matières 

première (viande, lait) ou d’aliments transformés, restent mal identifiées par les galeries 

d’identification parce qu’elles sont fastidieuses (bactéries à croissance lente), rares ou 

nouvellement décrites et donc absentes des thésaurus des galeries (Wilhelm et al., 2005). D’autres 

techniques phénotypiques peuvent être utilisées pour distinguer les espèces de certaines familles. 

Il s’agit notamment de l'analyse des acides gras phospholipidiques (AGPL) des parois 

bactériennes. Kozdrój et al. (2001) ont étudié la composition de la communauté bactérienne d’une 

échantillon de sol ainsi que les conditions environnementales qui y règnent (température, diversité 

des sources de carbone, salinité) par une analyse de la distribution des types d’acides gras 

présents. 
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3.2. Séquençage de L’ADNr 16S  

Le développement des techniques de biologie moléculaire a permis une révision complète de la 

phylogénie des organismes vivants. Les nouvelles classifications phylogénétiques des bactéries 

sont donc basées sur des critères de proximité génétique et non plus sur des critères 

phénotypiques. L’ADN ribosomique 16S (ADNr 16S), qui code l’ARN ribosomique 16S (ARNr 

16S, Figure 11) reste la molécule la mieux renseignée dans les bases de données de séquences 

nucléotidiques et la plus employée dans la phylogénie bactérienne (Amann et al., 1995; Cho et al., 

2006; Chun et al., 2007). D’une longueur de 1500 paires de bases (pb), elle est ubiquiste chez 

toutes les bactéries et il ne semble pas exister de transferts latéraux de gènes d’ADNr 16S entre 

micro-organismes. Elle possède une structure en mosaïque, composée de 9 régions hypervariables 

et de 10 régions conservées (Figure 12). De ces régions conservées peuvent être extraits des 

amorces ou sondes dites « universelles ». Les régions hypervariables offrent des possibilités 

d’amorçages spécifiques d’un taxon donné. La base de données Ribosomal Database Project 10 

(RDP 10, http://rdp/cme.msu.edu) qui contient plus d’un million de séquences alignées d’ADNr 

16S a été réalisée à partir de séquences de souches bactériennes isolées ou de clones de l’ADNr 

16S. Des souches bactériennes appartiendront au même genre si leurs séquences d’ADNr 16S 

possèdent un degré de similitude supérieur à 97% et à la même espèce si le degré de similitude est 

de 99% (Drancourt et al., 2000). 

Bien que l’ADNr 16S reste la molécule la mieux renseignée dans les bases de données de 

séquences nucléotidiques et la plus employée pour l’identification bactérienne, cependant 

plusieurs auteurs ont cherché à remplacer cette molécule par d’autres séquences. Certains auteurs 

ont préféré ainsi utiliser des gènes codant pour des protéines et non des ARNs ribosomiques. Leur 

argument est que les ARNs ribosomiques, qui par définition ne sont pas traduits, souffrent d’un 

important taux d’insertion et délétion qui rend l’alignement des séquences difficile. Ainsi, Jawad 

et al. (1998) proposent le gène recA, Watanabe et al. (2001) le gène gyrB, Giammarino et al. 

(2005) le gène SodA et Mollet et al. (1997) le gène rpoB. Ce dernier est utilisé pour discriminer 

certaines espèces dans des genres bien précis tels Corynebacterium (Khamis et al., 2004), 

Leptospira (Scola et al., 2006) ou Staphylococcus (Drancourt et al., 2002). De même, l’étude de la 

famille des Enterobacteriaceae peut être facilitée comme le rapporte Mollet et al. en 1997. Par 

ailleurs, l’ADN cible pour les champignons est l’ADNr 18S (Wilhelm et al., 2005). Des régions 

non codantes peuvent aussi être utilisées dans les approches phylogénétiques. C’est ce que 

démontrent Forsman et al. (1997) avec l’espace intergénique existant entre les gènes des ARNr 

16S et 23S. García-Martínez et al (2001) proposent leur propre base de données sur ces 

séquences. 

http://rdp/cme.msu.edu
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Figure 11 : Structure secondaire et variabilité de la molécule d’ARNr 16S chez E. coli (Van de Peer et al., 

1996). 

 

 

 
 
Figure 12 : Distribution des régions hyper‐variables (notées V1 à V9) ainsi que des régions conservées 

(notées A à J) du gène de l’ARNr 16S d’E. coli. 
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4. Identification d’écosystèmes complexes sans culture préalable 

4.1. Les inventaires moléculaires 

La connaissance et la caractérisation des séquences d’ARNr 16S a permis le développement des 

approches phylogénétiques pour l’identification des communautés microbiennes complexes. La 

caractérisation phylogénétique d’un écosystème bactérien selon le principe de l’inventaire 

moléculaire repose sur l’analyse de l’ADN génomique de tous les organismes présents (Doré et 

al., 2001). Le principe consiste dans un premier temps à amplifier par PCR les gènes codant pour 

l’ARNr 16S. Cette étape génère un grand nombre de copies de chacun des gènes codant l’ARNr 

16S appartenant aux différentes bactéries dominantes du microbiote. La construction d’une 

banque des ADN amplifiés dans E.coli constitue l’étape suivante. Les clones recombinants sont 

ensuite séquencés puis analysés in silico par une approche phylogénétique (Amann et al., 1995). 

Cette méthode a été utilisée pour la caractérisation et l’identification de communautés 

bactériennes dans des environnements d’eaux et de sols (Grosskopf et al., 1998; Pinhassi et al., 

1997). La technique des inventaires moléculaires a permis l’amélioration des connaissances sur la 

diversité bactérienne du microbiote fécal humain : des bactéries Gram + riches en nucléotides G et 

C, n’ayant jamais été cultivées auparavant, ont été mises en évidence grâce à la découverte de 

nouvelles séquences d’ADNr 16S. D’autre part, une double approche liant méthodologie 

traditionnelle de culture et méthodologie de séquençage de l’ADNr 16S a permis de mettre en 

évidence des souches non détectables par culture et vraisemblablement dans un état VNC. Ainsi, 

Brightwell et al. (2006) ont pu identifier à partir de prélèvements de surfaces sur un tapis 

convoyeur en Intralox
®
 des Sphingomonas non détectés par des méthodes culture-dépendantes. 

D’ailleurs, certaines espèces de Sphingomonas peuvent se comporter comme des bactéries 

pathogènes opportunistes (Ryan et al., 2010). 

4.2. Suivi et caractérisation des communautés bactériennes complexes 

4.2.1.   L’électrophorèse sur gel dénaturant  

Le principe de la PCR-DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) a été décrit pour la 

première fois par Fisher et Lerman (1983). A l’aide d’une amplification par PCR de régions 

variables du gène codant l’ARNr 16S, il est possible de séparer par électrophorèse des molécules 

de tailles identiques mais de séquences nucléotidiques différentes. La séparation des fragments 

d’ADN est obtenue grâce à un gradient d’urée-formamide présent dans le gel d’acrylamide. La 
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dénaturation des fragments au fur et à mesure de leur progression dans le gel entraîne une 

nouvelle conformation ouverte des molécules qui ralentit leur migration. Le résultat obtenu est un 

profil électrophorétique pour lequel chaque bande correspond en première approximation à une 

espèce dominante de l’écosystème de départ (Figure 13). 

Pour favoriser la résolution, une séquence riche en guanine (G) et cytosine (C), appelée queue GC 

(Sheffield et al., 1989) d’environ 40 nucléotides est ajoutée à l’extrémité 5’ des amorces. Compte 

tenu de la composition de cette séquence GC, sa température de demi-dénaturation (Tm) très 

élevée, prévient la dissociation complète des produits d’amplification et permet d’augmenter la 

séparation des différentes bandes observées sur le gel.  

 

 

Figure 13 : Dénaturation progressive de fragments d’amplification dans un gel de DGGE. 

 

L’électrophorèse sur gel dénaturant a été appliquée pour la première fois en 1993 sur une 

communauté bactérienne naturelle par amplification de la région variable V3 de l’ADN codant 

pour l’ARN 16S (Muyzer et al., 1993). Depuis, cette technique a conduit à de nombreuses études 

portant sur  la diversité des communautés microbiennes dans les milieux telluriques (Avrahami et 

al., 2002) océaniques (Bano et al., 2002) et lacustres (Crump et al., 2004) dans le tractus gastro-

intestinal (Heilig et al., 2002) ainsi que dans les bioréacteurs pour le traitement des déchets (Gray 

et al., 2002). Durant les dernières décennies, cette technique a été introduite dans les filières agro-

alimentaires notamment pour l’identification et le suivi des micro-organismes issus des produits 

fermentés (saucissons, fromages, spiritueux) ou conservés sous atmosphère vide ou sous 

atmosphère modifiée (Jiang et al., 2011; Lafarge et al., 2004; Pennacchia et al., 2011). 

La TTGE (Temporal Temperature Gel Electrophoresis) a été utilisée pour la première fois par 

Day et al. (1995). C’est une technique dont le principe est le même que pour la DGGE, si ce n’est 
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que le gradient utilisé dans le gel lors de l’électrophorèse est un gradient de température. Ainsi, au 

fur et à mesure de la migration du fragment d’ADN double brin dans le gel d’acrylamide, la 

température du tampon se voit augmenter progressivement : le fragment d’ADN se dénature 

lentement en une structure partiellement ouverte avant de s’immobiliser dans le gel. Ainsi, Ogier 

et al. (2004) ont utilisé la TTGE pour obtenir une image globale des écosystèmes microbiens 

présents dans du lait et différents fromages. Grâce à l’établissement d’une base de données 

constituée des profils TTGE de souches de référence, cette technique leur a permis de confirmer la 

prépondérance des bactéries à bas pourcentage en GC dans le cœur des fromages et celle des 

bactéries à haut pourcentage en GC à la surface. La TTGE reste sous-employée par rapport à la 

DGGE car selon certains auteurs, elle n’est pas suffisamment discriminante et présente une qualité 

des bandes largement inférieure à celles obtenues par DGGE. 

 Interprétation des profils DGGE 

L’identification des bandes par comparaison avec des profils de bactéries connues reste une 

approche délicate. Pour cela, divers auteurs ont recours au séquençage des bandes qui reste la 

seule méthode fiable d’identification (Jiang et al., 2010; Li et al., 2006; Yu et al., 2004). Selon 

Muyzer (1999), la DGGE est un outil qui permet d’évaluer globalement la composition d’une 

communauté de micro-organismes ou bien d’étudier la dynamique d’une microflore complexe au 

cours d’un procédé alimentaire (transformation fromagère, fermentation alcoolique) (Duthoit et 

al., 2003; Randazzo et al., 2002). Elle permet une appréciation de la diversité des espèces 

représentées et non une quantification exacte de l’abondance des espèces détectées.  

L'analyse du gel DGGE est réalisée au moyen d'un logiciel capable de détecter les bandes, leur 

positionnement, ainsi que l'intensité relative de chacune. A titre d'exemple, on cite le logiciel 

Bionumerics (Boon et al., 2002) développé par Applied Maths.  

 

 Limites de la DGGE 

- Extraction de l’ADN : une des premières limites de cette technique est l’étape d’extraction 

de l’ADN. Il est en effet difficile d’appliquer une méthode universelle et reproductible 

dans la mesure où, selon les espèces, la résistance à la lyse cellulaire est variable. Un des 

arguments avancés est la différence de rigidité des parois cellulaires (Casamayor et al., 

2000; Van Hannen et al., 1999). Les spores sont plus difficilement lysées que les cellules 

végétatives et les bactéries Gram positif sont plus résistantes que les Gram négatif. 

- Amplification de l’ADN par PCR : la PCR présente aussi quelques limites, liées 

notamment au fait qu’elle amplifie préférentiellement les flores dominantes. En effet, 

Zoetendal et al. (1998) estiment que l’approche PCR-DGGE ne permet l’observation que 
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des espèces dominantes dont la proportion d’ADN extrait est supérieure à 1% de l’ADN 

de la population totale. D’autre part, la variation de la teneur en GC dans le mélange de 

fragments à amplifier, l'utilisation d'amorces dégénérées, le nombre de cycles PCR, ainsi 

que la durée et la température des phases de dénaturation et d'hybridation sont néanmoins 

reconnus comme étant des facteurs influents sur ce phénomène. 

- Copies multiples du gène : les gènes codant pour l’ARN 16S sont regroupés en opérons 

rrn. Ces opérons sont présents en plusieurs copies dans le génome et ces copies peuvent 

être légèrement hétérogènes. Sur un gel, cette hétérogénéité peut conduire à la 

représentation d’un même individu par plusieurs bandes (Takahashi et al., 2004). 

- Co-migration : Cocolin et al. (2001) observent que des fragments d’ADN de 

 séquences différentes occupent parfois la même position sur le gel, empêchant ainsi de 

différencier certaines espèces. Selon Ogier et al. (2002), il n’est pas possible de 

différencier des espèces appartenant au groupe de Lactobacillus casei. En effet, l’analyse 

des bandes par clonage et séquençage a montré que certains clones étaient 

phylogénétiquement différents. Pour Sekiguchi et al. (2001) il s’agit d’un problème de 

résolution des bandes. Pour pallier à ce problème, Gafan et al. (2005) ont mis au point une 

méthode qui consiste à faire passer les bandes co-migrantes sur un gel DGGEGE 

(Denaturing gradient gel electrophoresis gel expansion) en augmentant les conditions de 

dénaturation. 

- Molécules chimériques et hétéroduplexes : Des molécules chimériques par hybridation de 

deux brins appartenant à deux espèces différentes peuvent se former au cours d’une 

amplification par PCR (Speksnijder et al., 2001). Cette probabilité augmente avec la 

complexité de la communauté étudiée. Les hétéroduplexes se forment par l'association de 

deux brins d'ADN non complémentaires. Cependant, ce phénomène ne constitue pas un 

problème majeur pour l’analyse des profils DGGE (Casamayor et al., 2000). En effet, la 

formation des hétéroduplexes au cours de la PCR peut être limitée par la réduction du 

nombre de cycles car leur fréquence de formation augmente dans les derniers cycles de la 

PCR. La réduction de la température d'hybridation et l’augmentation de la concentration 

en amorces sont également des facteurs limitant la formation des hétéroduplexes (Muyzer 

et al., 1998). 
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4.2.2. Autres méthodes d’étude des communautés bactériennes complexes 

 La SSCP (Single-Strand Conformation Polymorphism) 

 Le principe de SSCP repose sur le fait qu’une altération de la séquence nucléotidique de l’ADN 

affecte le repliement de l’ADN simple brin (après dénaturation forcée de l’ADN double brin) et 

par conséquent la mobilité électrophorétique du fragment d’ADN dans des conditions non 

dénaturantes (Figure 14). Les récents progrès de l’électrophorèse capillaire ont permis d’améliorer 

la sensibilité, la vitesse d’analyse et la reproductibilité de la méthode SSCP. L’incidence de 

quelques variables (composition du gel, pH, le tampon de migration, la taille et la séquence des 

ADN) ont été étudiées avec soin (Kukita et al., 1997). Ainsi, il semblerait que le pourcentage de 

bases GC des fragments d’ADN aie un impact sur la détection des mutations. En effet, les 

mutations sur des fragments à fort pourcentage de bases GC seraient mieux détectées que celles 

sur les fragments à faible GC, en raison probablement de la meilleure stabilité des conformères 

riches en GC. La SSCP a été utilisée pour étudier divers écosystèmes microbiens, tels que ceux 

présents dans les fromages au lait cru. Ainsi, Delbes et al. (2005) rapportent l’utilisation de cette 

technique à l’étude de la diversité et de la dynamique de la population staphylococcique isolée du 

fromage de Salers. L’utilisation de la PCR-SSCP ciblant le gène de l’ADNr 16S leur a permis de 

définir des profils caractéristiques de chacune des espèces retrouvées habituellement dans les 

produits laitiers. Les auteurs en ont conclu que l’espèce Staphylococcus equorum dominait la flore 

des laits utilisés pour la fabrication des fromages de Salers. 

 

 

Figure 14 : Principe de la SSCP : Une altération de la séquence nucléotidique de l’ADN affecte la 

conformation secondaire de l’ADN simple brin et par conséquent la mobilité électrophorétique du 

fragment d’ADN dans des conditions non dénaturantes. La présence d'une mutation entraîne dans ce cas un 

décalage de position de la bande (Fan et al., 1993). 
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 La RFLP (Restriction Fragment Lengh Polymorphism) 

Cette technique connue aussi sous le nom d’ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction 

Analysis) permet d’analyser le polymorphisme de l’ADN grâce aux différences de longueur des 

fragments de restriction. Les séquences d’ADNr 16S amplifiées sont digérées par des enzymes de 

restriction et les fragments de différentes longueurs résultants sont séparés par électrophorèse sur 

gel d’agarose ou gel d’acrylamide non dénaturant (Nocker et al., 2007). L’analyse des profils de 

restriction obtenus par digestion des produits d’amplification de l’ADN ribosomique 16S a été 

utilisée pour identifier des souches de staphylocoques isolées de fromages à croûte lavée (Hoppe-

Seyler et al., 2004). La construction d’une librairie de clones permet l’application de cette 

technique à des communautés bactériennes complexes (Weidner et al., 1996). Cependant, réaliser 

une étude phylogénétique en utilisant la RFLP reste relativement hasardeux compte tenu de la 

faible information séquentielle fournit par cette technique (Nocker et al., 2007). La T-RFLP 

(Terminal-Restriction Fragment Lengh Polymorphism) dérive de la RFLP mais une amorce de 

PCR est marquée par fluorescence, permettant la détection par électrophorèse sur capillaire, 

uniquement des fragments terminaux des ADN digérés par les enzymes, ce qui facilite le profil de 

digestion (Figure 15). Cette technique a été utilisée pour étudier la composition bactérienne 

d’ensilages, de produits de pêches et de viande hachée sous atmosphère modifiée (McEniry et al., 

2008; Nieminen et al., 2010; Tanaka et al., 2010). L’étude de la flore lactique de viande conservée 

sous atmosphère montre qu’il n’est pas évident de distinguer des espèces appartenant à un même 

genre (Nieminen et al., 2010). Cependant, cette méthode présente certains avantages comme sa 

rapidité et sa bonne reproductibilité.  

Une étude comparative de la DGGE, la T-RFLP et de la SSCP sur un échantillon de sol a montré 

que les trois méthodes aboutissaient à des résultats similaires en termes de caractérisation de la 

flore bactérienne de l’échantillon (Smalla et al., 2007). Un même constat est fait pour l’étude de la 

biodiversité de sols d’herbages (Nunan et al., 2005) et des fonds benthiques de la mer Egée 

(Moeseneder et al., 1999). Cependant, ces auteurs relèvent les limites de la DGGE par rapport à la 

T-RFLP quant à la résolution du gel et la reproductibilité des résultats.  
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Figure 15 : Principe de la T-RFLP : Les séquences d’ADN amplifiées sont digérées par des enzymes de 

restriction et les fragments de différentes longueurs sont séparés par électrophorèse sur gel d’agarose ou 

gel d’acrylamide non dénaturant. Une sonde marquée par fluorescence va s’hybrider sur les fragments 

terminaux des ADN digérés par les enzymes. Les bandes sont finalement révélées par autoradiographie 

(Source : http://www.edu.upmc.fr/sdv/masselot_05001/polymorphisme/rflp.html). 

4.3. Et la métagénomique ?  

Le terme métagénomique, ou encore génomique environnementale ou génomique des 

communautés, indique l’étude des métagénomes, qui lui-même réfère à l’ensemble des séquences 

d’ADN extraites de communautés multi-espèces prélevées dans l’environnement. Ainsi, le défi de 

la métagénomique consiste à relier les informations génomiques issues des clones à l’organisme 

ou à l’écosystème duquel l’ADN a été extrait (Handelsman, 2004; Rodr  guez Valera, 2004). La 

complexité du problème d’assemblage simultané de fragments d’ADN provenant de 

communautés hétérogènes semble dépendre du nombre d’espèces contenues dans l’échantillon. 

Ces problèmes nécessitent des approches algorithmiques fines, des fragments d’ADN plus longs, 

ainsi que des taux de couverture plus importants (Chen et al., 2005). Les premières analyses de 

métagénomes, réalisées par PCR, ont consisté à explorer la diversité des séquences d’ARN 

ribosomique qui ont mis en évidence une diversité microbienne bien plus compliquée que 

pouvaient le faire penser les méthodes par culture. En 2002, une étude de la mer des Sargasses a 

mis en évidence environ 2000 espèces microbiennes différentes (Venter et al., 2004). D’autres 

études ont montré la présence de plus de 1000 espèces virales dans les fèces humains, et 

probablement un million de virus différents par kilogramme de sédiments marins. Tous ces projets 

nécessitent la construction de bibliothèques métagénomiques et de base de données dédiées. 

Ainsi, le «Genome Online Database » (Bernal et al., 2001; Liolios et al., 2006) liste 56 projets 

http://www.edu.upmc.fr/sdv/masselot_05001/polymorphisme/rflp.html
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métagénomiques différents tels que la station océanographique de « Hawaï Ocean Times Series » 

ou l’air de la ville de New York. La « Diversa Corporation » projette de recouvrir presque 100% 

de l’ADN des micro-organismes résidant dans le sol, l’air, l’eau, les plantes et les animaux à 

travers le monde (Short, 1997). Un autre projet concerne la cartographie de 10
12

 micro-organismes 

formant la microflore du corps humain (Relman et al., 2001). En conclusion, la comparaison des 

fragments de génomes de micro-organismes non cultivables pourrait mener à la construction 

d’une cartographie de la diversification et de la spécification des organismes microbiens dans leur 

environnement. Les larges bibliothèques métagénomiques, témoin de la variété spatiale et 

temporelle des communautés, ont permis de fournir des résultats significatifs sur le style de vie de 

populations microbiennes (Schloss et al., 2005), mais l’organisation à large échelle de ces 

communautés et leurs interactions restent largement méconnues. 

5. Analyse du polymorphisme de l’ADN 

5.1. Polymorphisme inter séquences répétées ou rep-PCR 

La rep-PCR est basée sur la présence de séquences répétées dispersées dans le génome de la 

plupart des bactéries. Un certain nombre de séquences répétées, non codantes et conservées, se 

sont révélées pratiques et efficaces pour le typage des bactéries. Les plus utilisées sont les  

séquences ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus sequence) et les séquences REP 

(Repetitive Extragenic Palindromic sequence) (Martin et al., 1992). Des amorces désignées dans 

les séquences conservées situées à l’extrémité de ces éléments répétés permettent l’amplification 

par PCR des régions situées entre ces mêmes séquences. La séparation des fragments d’ADN 

amplifiés par électrophorèse sur gel produit une empreinte génomique de la souche (Dijkshoorn et 

al., 2001). L'approche ERIC-PCR et rep-PCR permettent de rendre compte de la variabilité de 

l'ensemble du génome bactérien (Versalovic et al., 1991). Cette technique a permis aussi une 

analyse plus fine de la diversité génotypique de Pseudomonas fluorescens que la technique PCR-

RFLP, au sein de la mycorhizosphère du jujubier (Frey et al., 1997). Steve Yan et al. (2004) 

accordent à la rep-PCR un très bon pouvoir de discrimination mais une difficulté au niveau de la 

mise en œuvre technique.  

Depuis quelques années, le génotypage avancé a permis la mise sur le marché d’un nouvel outil 

basé sur le principe de la rep-PCR : il s’agit du système DiversiLab développé par BioMerieux
 

(Eckert et al., 2011; Healy et al., 2005). Le principe consiste à amplifier les échantillons par rep-

PCR à l’aide de Kits DiversiLab pour empreintes génétiques appropriées. Les fragments amplifiés 

sont ensuite séparés par électrophorèse dans un système microfluidique LabChip
®
.
 
A l’intérieur du 
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LabChip
®
, les fragments d’ADN se fixent à un colorant intercalant et passent devant un laser, 

générant ainsi un graphe de l’intensité de la fluorescence en fonction du temps. Ce graphe traduit 

un patron de l’empreinte génétique de l’échantillon (Figure 16). Healy et al. (2005) utilisent cette 

technique pour typer 16 isolats de Neisseria meningitidis impliqués dans une infection bactérienne 

dans un milieu scolaire. Ces auteurs affirment les avantages de cet outil qui permet d’obtenir des 

résultats constants, homogènes et reproductibles, ce dernier étant un critère essentiel  pour la 

traçabilité d’une infection microbienne dans le cadre de programmes de surveillance 

épidémiologique. Une étude menée par Shutt et al. (2005) sur 89 souches de Staphylococcus 

aureus isolées de 19 épisodes épidémiques montre une concordance des résultats obtenus par 

DiversiLab et la PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis) pour 15 des 19 épisodes. Ces auteurs 

décrivent le DiversiLab comme étant une technique rapide et efficace comparé à la PFGE. En 

effet, le logiciel DiversiLab permet une analyse automatisée des données grâce à une interface 

web accessible via internet. L’analyse des résultats est  donc plus simple que celle obtenue par 

Bionumerics pour la PFGE. En effet, la résolution du gel ainsi que le choix des bandes à analyser 

sur Bionumerics restent des critères « subjectifs » qui peuvent varier d’un utilisateur à un autre ce 

qui risque d’entraîner un biais au niveau de l’interprétation des résultats. Une étude menée par 

Eckert et al. (2011) sur des souches de Clostridium difficile a comparé le système DiversiLab au 

ribotypage, méthode de référence pour le typage de cette espèce en Europe. Ces auteurs accordent 

un pouvoir discriminant de la rep-PCR plus élevé qu’au ribotypage. Cependant, ils relèvent des 

limites de cette méthode quant à la nécessité d’avoir un personnel formé pour l’analyse des 

résultats. 

 

 

 

Figure 16 : Principe du DiversiLab. A : Liaison des amorces aux séquences répétitives ciblées. Le  génome 

est « découpé » en fragments de tailles identiques ou différentes. B : Séparation des fragments amplifiés 

par électrophorèse  / Obtention d’une empreinte génétique unique à chaque souche. 

(Source : http://www.silliker.com/usa/html/publications/eresearch_volume6_issue2.php). 

 

 

 

A 

B 

http://www.silliker.com/usa/html/publications/eresearch_volume6_issue2.php
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5.2. Autres méthodes de typage 

5.2.1. Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) 

La RAPD ou AP-PCR (Arbitrarily Primed PCR) se distingue de la rep-PCR par l’utilisation d’une 

seule amorce qui, en se fixant au hasard sur plusieurs sites du génome de la bactérie va permettre 

l’amplification d’un ensemble de fragments d’ADN. L’amorce est de petite taille (dizaine de 

paires de bases) et la température d’hybridation relativement basse (~ 30°C). Cette technique est 

généralement moins reproductible que les autres techniques de typage et nécessite donc des mises 

au point préalables pour augmenter les chances de réussite (Hilton et al., 1996). 

5.2.2.   Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) 

La restriction de l’ADN couplé à l’AFLP intègre une étape de digestion de l’ADN total par des 

enzymes de restriction puis une amplification par PCR d’un certain nombre de ces fragments 

grâce à des ligands fixés à l’extrémité des fragments et complémentaires à la séquence des 

amorces. Cette technique bien plus lourde que les techniques décrites précédemment, présente 

l’avantage d’être reproductible d’un laboratoire à un autre et peut donc permettre la création de 

bases de données communes.  

 

5.2.3. Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) 

La PFGE est une électrophorèse en gel d’agarose sous un champ électrique pulsé utilisée 

initialement en 1984 pour le caryotypage des organismes eucaryotes (Schwartz et al., 1984). Le 

principe de la PFGE est d’effectuer une macro-restriction du chromosome bactérien au sein même 

d’une matrice solide (plug d’agarose). Pour cela, des enzymes de restriction possédant peu de sites 

de coupures sont utilisées afin d’obtenir de grands fragments. Ceux-ci sont séparés sous un champ 

électrique qui change régulièrement de direction selon un angle défini (en général 120°). Ainsi, les 

molécules d’ADN sont contraintes de se réorienter en permanence dans les mailles du gel, ce qui 

permet la séparation des grands fragments (Figure 17) Contrairement à l’électrophorèse 

unidirectionnelle, qui ne peut pas séparer les molécules d’ADN de taille supérieure à 50 kilobases 

(Kb), la PFGE peut séparer des molécules d’ADN de taille allant jusqu’à 12 Mégabases (Mb). 

Depuis les années 1990, cette technique est devenue en épidémiologie la méthode de référence 

pour typer des souches et ainsi déterminer les relations phylogénétiques au sein d’un groupe 

d’isolats bactériens. Ainsi, des souches de Staphylococcus hominis, Staphylococcus sciuri et 

Staphylococcus haemolyticus ont été pulsotypées afin de déterminer leur origine au sein de 
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patients et de personnel médical (Raponi et al., 2005). De plus, la PFGE a été utilisé pour suivre 

les transferts horizontaux de gènes de résistance, telles que la résistance des Staphylococcus à 

Coagulase Négative (SCN) aux ammoniums quaternaires utilisés comme désinfectants dans 

l’industrie alimentaire (Bjorland et al., 2005).  

 

 

 

 

 

Figure 17 : Principe de la PFGE. Une macro-restriction de l’ADN bactérien est effectuée au sein d’une 

matrice solide (plug d’agarose) afin d’obtenir de grands fragments. Ceux-ci sont séparés sous un champ 

électrique qui change régulièrement de direction selon un angle défini. Les molécules d’ADN sont 

contraintes de se réorienter en permanence dans les mailles du gel, ce qui permet la séparation des grands 

fragments (Source : http://www.cdc.gov/pulsenet/whatis.htm). 

 

 

 

 

http://www.cdc.gov/pulsenet/whatis.htm
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III- MATERIEL ET METHODES 
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A. Procédure de N-D menée dans l’atelier de découpe 

Trois campagnes de prélèvements (Février 2009, Novembre 2009 et Mai 2010) ont été menées 

dans une salle de découpe réfrigérée d’une industrie de viande bovine. La température de l’atelier 

est d’environ 6°C durant la phase de production et elle atteint 15°C pendant les opérations de N-

D. Les opérations d’hygiène de la salle de découpe de notre étude sont réalisées quotidiennement 

à la fin de la journée de travail (vers 22h00) et sont sous-traitées à une société extérieure. Le N-D 

consiste tout d’abord en un raclage pour éliminer les résidus de viande puis un rinçage à l’eau 

chaude (45°C) sous moyenne pression. Une étape de nettoyage est ensuite réalisée et consiste à 

pulvériser une solution à base d’alcalin chloré sous forme de mousse sur les surfaces avec un 

temps de contact de 20 minutes (Figure 18) (Annexe 1). Un rinçage avec de l’eau à moyenne 

pression est ensuite effectué ainsi qu’une désinfection de 20 minutes à base de glutaraldéhyde et 

d’ammonium quaternaire (Annexe 2). Un détergent-détartrant acide est appliqué sur les surfaces 

une fois par semaine (Annexe 3) à la place du détergent alcalin chloré suivi d’un rinçage à 

moyenne pression. 

 

 

Figure 18 : Nettoyage-Désinfection au canon à mousse d’un tapis convoyeur en PVC 

 

 

B. Prélèvements 

Les prélèvements de surfaces ont été réalisés avant et après N-D sur deux équipements : un tapis 

convoyeur en PVC (Figure 18) et des machines éplucheuses Townsend
®
 en acier inoxydable 

conçues pour séparer le périmysium du muscle (Figure 19). Le PVC est souvent utilisé comme 

matériau de tapis convoyeur dans l’industrie agro-alimentaire en raison de sa flexibilité. Quant à 

l’acier inoxydable, ce dernier est connu pour sa résistance à la corrosion ainsi que pour ses 

propriétés hygiéniques.  
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Figure 19 : Machine éplucheuse Townsend
®
 en acier inoxydable 

1. Prélèvements de surface par chiffonnages  

Les surfaces à chiffonner sont délimitées par un gabarit de 566 cm². En effet, les dimensions du 

gabarit ont été adaptées aux surfaces des machines éplucheuses Townsend
®
. Avant de procéder 

aux chiffonnages des équipements, nous avons pris soin d’éliminer les résidus de viande restants 

sur les surfaces à chiffonner. Une fois les opérations de N-D achevées, nous avons constaté que 

les surfaces étaient visuellement sèches. Les prélèvements ont été réalisés à l’aide de chiffonnettes 

stériles imbibés d’un neutralisant polyvalent ATL
®

 (Humeau, La Chapelle-Sur-Erdre, France) 

dont le rôle est d’inhiber les principes actifs des désinfectants (Annexe 4). Le chiffonnage est 

effectué dans trois directions différentes : de gauche à droite, de haut en bas et en diagonale. 

Cependant des différences au niveau des prélèvements entre la campagne 1 et les campagnes 2/3 

sont à noter : 

Campagne 1 : 

La première campagne nous a permis de fixer notre stratégie de prélèvement et a aussi été 

l’occasion de collecter des isolats. Elle sera donc uniquement exploitée pour l’étude de 

l’écosystème cultivable des surfaces (Cf. § 1B p 89). Elle a été menée en cours de semaine (nuit 

du jeudi au vendredi). Deux séries de 10 chiffonnages successifs ont été réalisées avant et après 

N-D au même endroit sur un tapis convoyeur en PVC (zones 2 et 4 Figure 20A). Pour les 

machines éplucheuses Townsend
®

 en acier inoxydable, 10 chiffonnages successifs ont été réalisés 

avant et après N-D également au même endroit sur deux machines séparées (Figure 21).  

Campagnes 2 et 3 : 

Ces deux campagnes ont été réalisées à la fin de la semaine (nuit du vendredi au samedi). De plus, 

nous avons modifié notre stratégie de prélèvement par rapport à la campagne 1 pour les raisons 

suivantes : (i) les quantifications par qPCR sur acier inoxydable ont donné des résultats très 

dispersés à la première campagne. Nous avons donc doublé le nombre de surfaces 

échantillonnées, (ii) nous avons fait plus de chiffonnage sur le PVC pour améliorer l’évaluation 
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des pentes des droites de décrochement, (iii) l’ensemble des chiffonnages réalisés au même 

endroit avant et après N-D à la première campagne ne permet pas d’évaluer l’efficacité du N-D 

réalisé par l’industriel puis que les chiffonnages successifs à eux seul constituent un nettoyage. 

Nous avons donc choisi de faire les prélèvements avant et après N-D sur des surfaces 

juxtaposées : deux séries de 15 chiffonnages successifs ont été réalisées sur un tapis convoyeur en 

PVC. Les zones chiffonnées avant N-D (zones B et D, Figure 20B) sont juxtaposées à celles 

chiffonnées après N-D (zones A et F, Figure 20B). Pour les machines éplucheuses Townsend
®
, 10 

chiffonnages successifs ont été réalisés sur 4 machines avant N-D et 4 autres machines après N-

D (Figure 21). 

Une fois les prélèvements achevés, les chiffonnettes sont conservées dans des glacières contenant 

des plaques eutectiques avant d’être traitées au laboratoire dans les 24 heures qui suivent.  

 

 

 

Figure 20 : Représentation schématique de la surface d’un tapis convoyeur en PVC. La bande de couture 

du tapis convoyeur nous a permis de délimiter les zones à analyser. A : Prélèvements de surfaces à la 

campagne 1. Les zones 2 et 4 ont servi aux chiffonnages successifs avant et après N-D. Les zones 1 et 3 

ont servi aux empreintes gélosées avant et après N-D. B : Prélèvements de surfaces aux campagnes 2 et 3. 

Les zones B et D ont servi aux 15 chiffonnages successifs avant N-D et les zones A et F aux 15 

chiffonnages successifs après N-D. Les zones C et E ont servi aux empreintes gélosées avant et après N-D. 
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Figure 21 : Gabarits utilisés pour les prélèvements par chiffonnages (gabarit blanc de droite) et empreintes 

gélosées (gabarit gris de gauche). Pour la première campagne, les prélèvements par chiffonnage et 

empreintes ont été réalisés sur les mêmes surfaces avant et après N-D. Pour les campagnes 2 et 3, les 

prélèvements par chiffonnage et empreintes ont été réalisés sur 4 machines avant N-D et 4 autres machines 

après N-D. 

2. Prélèvement de surface par empreintes gélosées  

Des empreintes par un milieu gélosé Tryptone Soya Agar, TSA (Oxoid, Dardilly, France)  

supplémenté avec du neutralisant polyvalent ATL
® 

à 10% (Humeau) ont été réalisées sur le tapis 

convoyeur en PVC et sur les machines éplucheuses Townsend
®
, sur des surfaces juxtaposées à 

celles échantillonnées par chiffonnage. Les boîtes contact ont été clipsées sur un applicateur 

adapté ATL
® 

(Humeau), conforme à la norme ISO 18593 (Anonyme, 2004) de prélèvements de 

surfaces en agroalimentaire (temps de contact : 10 secondes, pression appliquée : 25g/cm² de 

gélose, Figure 22). Les empreintes ont été réalisées avant et après N-D exactement au même 

endroit (Figure 20 pour PVC et Figure 21 pour acier inoxydable). Pour cela, nous avons utilisé un 

gabarit perforé de 6 cercles. La superficie de contact de la gélose est de 20 cm
2
. Deux empreintes 

successives ont été réalisées dans chaque cercle, à un intervalle de temps de 10 secondes. Une fois 

au laboratoire, les boîtes contact de TSA ont été incubées à 25°C pendant 24 heures pour les 

prélèvements avant N-D. Pour les empreintes réalisées après N-D, les boîtes contact de TSA ont 

été incubées 6 jours puis la durée prolongée jusqu’à 14 jours. Pour cela, les boîtes ont été 

emballées de façon non hermétique dans un sac contenant un papier imbibé d’eau stérile pour 

éviter qu’elles ne se dessèchent. Cette dernière étape n’entraîne pas l’anaérobiose comme en 

atteste la croissance de colonies d’espèces aérobies strictes, des Pseudomonas, observée entre 6 et 

14 jours d’incubation. 
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Figure 22 : Boîte contact TSA clipsée sur l’applicateur ATL
® 

3. Prélèvements d’air  

Afin d’évaluer la charge bactérienne qui se dépose sur les surfaces, 12 boîtes de Petri contenant de 

la gélose blanche à 15g/L (Oxoid) ont été réparties dans la salle de découpe comme suit : 

- 2 boîtes placées sur un boîtier électrique à 1m 80 du sol à côté d’une machine éplucheuse 

- 3 boîtes placées sur une table à 1m 40 du sol à côté d’une machine éplucheuse 

- 2 boîtes placées au dessus du tapis convoyeur à 1m 40 du sol  

- 2 boîtes placées sur un boîtier électrique à 1m 80 du sol, entre une machine éplucheuse et 

un tapis convoyeur 

- 3 boîtes placées sur une table à 1m 40 du sol à côté d’une machine éplucheuse. 

 

Les 12 boîtes de gélose blanche ont été laissées ouvertes pendant les 6 heures correspondant au 

pic d’activité de l’atelier. Elles ont été ensuite fermées puis expédiées au laboratoire pour les 

analyses. La gélose blanche a été décrochée des boîtes de Petri à l’aide d’une spatule stérile puis 

déposée dans des sacs stériles type Stomacher munis d’un filtre. Vingt cinq millilitres d’eau 

peptonnée 1g/L (VWR, Fontenay-sous-Bois, France) sont ajoutés et la gélose passée dans un 

homogénéisateur péristaltique pendant 1 minute (AES laboratoire, Combourg, France) pour en 

décrocher les cellules bactériennes et procéder par la suite à un dénombrement des UFC sur milieu 

TSA à 25°C pendant 3 jours. 
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C. Détermination des populations microbiennes à partir des 

prélèvements par chiffonnage 

1. Traitement des chiffonnettes 

Vingt cinq mL d’eau peptonnée 1g/L sont ajoutés dans chaque sac de chiffonnette. Les 

prélèvements sont ensuite homogénéisés dans un homogénéisateur péristaltique pendant 1 minute 

selon la norme ISO 18593 (Anonyme, 2004) . Un mL est utilisé pour la quantification des cellules 

totales, 1 mL pour la quantification des cellules viables et le reste dédié au dénombrement des 

cellules cultivables à l’aide du Spiral System (Spiral System
®
 DS, Interscience, France). Les 

fractions servant aux quantifications des cellules totales et viables sont centrifugés à 15000g 

pendant 3 minutes. Le surnageant est ensuite éliminé et le culot bactérien conservé à - 30°C.  

2. Dénombrement des UFC 

L’ensemencement des boîtes est réalisé à l’aide du Spiral System
®
. Les suspensions bactériennes 

des deux premières chiffonnettes sont filtrées sur une grille préalablement désinfectée avec de 

l’éthanol afin d’éliminer les particules présentes dans les suspensions qui risqueraient de boucher 

le tube de l’ensemenceur. Pour chaque prélèvement, 0,0492 mL est déposé sur  milieu TSA. Pour 

les prélèvements effectués sur l’acier inoxydable après N-D, un double ensemencement au Spiral 

est réalisé (limite de détection de -0,35 log UFC/cm
2
). Les boîtes de TSA ont été incubées à 25°C 

pendant 6 jours. Pour les chiffonnages réalisés après N-D, la durée d’incubation des boîtes de 

TSA a été prolongée jusqu’à 14 jours. Ceci a été fait pour les campagnes 2 et 3. Les boîtes ont 

donc été emballées dans un sac contenant un papier imbibé d’eau stérile pour éviter la 

déshydratation du TSA. 

3. Evaluation des populations totales et viables des surfaces 

3.1. Incorporation de l’EMA dans les cellules  

Les culots bactériens décongelés sont suspendus dans 490 µL d’eau stérile. Dix µL d’une solution 

d’ EMA (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) à une concentration finale de 100 µg/mL (Rudi et 

al., 2005) sont ajoutés aux suspensions bactériennes. Après homogénéisation, les solutions sont 

incubées à température ambiante pendant 5 minutes à l’obscurité puis exposées à la lumière 
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pendant 2 minutes. La source de lumière est une lampe Osram SLG 1000 avec une ampoule 

halogène de 650 W, placée à 20 cm au-dessus des tubes ouverts. Les tubes ont été placés dans la 

glace avant exposition à la lumière pour réduire au minimum l’élévation de température de la 

suspension. Les tubes sont centrifugés à 15000 g pendant 3 minutes, le surnageant éliminé et les 

culots bactériens conservés à - 30°C jusqu’au lendemain pour l’extraction de l’ADN. 

3.2. Extraction de l’ADN 

Les culots bactériens traités et non-traités à l’EMA sont suspendus dans 100 µL de tampon 

Phosphate (Phosphate Buffer Solution, PBS) 1X filtré (Sigma-Aldrich
®
, Saint-Quentin Fallavier, 

France). L’ADN total est ensuite extrait en utilisant le kit « MagNa Pure LC DNA isolation kit 

III »  (Roche
® 

Applied Science, Meylan, France), selon les instructions du fabricant (Annexe 5). 

Les extraits d’ADN sont conservés à - 30ºC. 

3.3. Quantification des cellules totales et viables par PCR en temps réel 

 La PCR quantitative en temps réel est réalisée en utilisant l’appareil LightCycler
®
 480 (Roche

®
 

Applied Science). Les réactions d’amplification sont réalisées dans des plaques de 96 puits en 

utilisant du SYBR
®
-Green PCR 2X Master Mix (Applied Biosystems

®
) à une concentration finale 

de 1X. Chaque réaction est réalisée en double dans un volume final de 25 µL avec une 

concentration finale de 0,2 µM pour chaque amorce F-Bact1369 (5’-

CGGTGAATACGTTCCCGG-3’) et R-Prok1492 (5’-TACGGCTACCTTGTTACGACTT-3’) 

(Suzuki et al., 2000) et 10 µL de la dilution 10
-1

 des solutions d’ADN afin de diluer d’éventuels 

inhibiteurs de la PCR. L’amplification est effectuée selon les conditions suivantes : 

 

- Dénaturation initiale : 95°C / 10 min 

- Dénaturation des brins : 95°C / 10 s 

- Hybridation de la Taq polymérase : 60°C / 2 sec 

-  Elongation du fragment : 60°C / 1 min 

 

 

Courbe standard de quantification : 

Nous avons établi une relation de proportionnalité entre les UFC et les valeurs de cycle seuil (Ct) 

déterminées par qPCR selon la méthode proposée par Lyons et al. (2000). Pour cela, nous avons 

choisi de travailler sur 33 souches appartenant aux genres bactériens dominants isolés 

d’équipements de l’atelier de viande bovine (Tableau 3). Les souches sont cultivées dans du 

40 cycles 
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milieu Tryptone Soy Broth, TSB (BioMérieux, Craponne, France) à 25°C pendant 24 h. Les 

souches sont ensuite repiquées sur TSA en pente (afin d’obtenir un maximum de culture 

bactérienne) et les tubes incubés à 25°C pendant 24 h. Cinq mL d’eau peptonnée sont ajoutés aux 

tubes de TSA en pente et la culture bactérienne décrochée à l’aide d’une anse stérile. La 

suspension bactérienne est ensuite transvasée dans un tube de 1,5 cm de diamètre et la densité 

optique (DO600 nm) fixée à 0,15 à l’aide d’un colorimètre WPA (Biochrom, Cambridge, UK). La 

concentration de la suspension bactérienne est alors comprise entre 7.10
7
 et 10

8
 UFC/mL. Le 

dénombrement des UFC a été réalisé par étalement sur milieu gélosé TSA et incubation des boîtes 

à 25°C pendant 24 heures. L’ADN bactérien de chacune des suspensions est extrait par le 

« MagNa Pure LC DNA isolation kit III ». Des quantifications par PCR en temps réel sont 

réalisées sur des dilutions au dixième en séries (jusqu’à 10
-4

) des ADN obtenus afin de construire 

le graphe portant le nombre de Ct en fonction du nombre d’UFC. La droite de régression calculée 

à partir de l’ensemble des points obtenus correspond à notre droite standard de référence (Figure 

23). Cette droite standard coïncide avec la droite de régression de la souche Pseudomonas 

09EMPF54 qui est le témoin positif. C’est cette droite de régression qui sera utilisée pour 

quantifier les populations bactériennes totales et viables des chiffonnages réalisés sur les surfaces 

d’équipements de l’atelier de viande. 

 
Tableau 3 : Souches choisies pour la courbe standard de quantification par qPCR. L’identification des 

isolats par comparaison des séquences 16S à celles présentes dans la base de donnée RDP10 ne nous a pas 

permis d’attribuer un nom d’espèce aux différentes souches. Nous avons donc restreint l’identification 

phylogénétique au genre. 

 
 

Genre Référence 

Dermacoccus sp. 09EMPF7 

Chryseobacterium sp. 09EMPF8 

Acinetobacter  sp. 09EMPF9 

Arthrobacter sp. 09EMPF10 

Staphylococcus sp. 09EMPF11 

Psychrobacter sp. 09EMPF14 

Corynebacterium sp. 09EMPF15 

Microbacterium sp. 09EMPF19 

Carnobacterium sp. 09EMPF20 

Brochothrix sp. 09EMPF21 

Sphingobacterium sp. 09EMPF23 

Chryseobacterium sp. 09EMPF24 

Kocuria sp. 09EMPF28 

Microbacterium sp. 09EMPF36 

Pseudomonas sp. 09EMPF40 

Paracoccus sp. 09EMPF43 

Rhodococcus sp. 09EMPF44 

Massilia sp. 09EMPF48 

Pseudomonas sp. 09EMPF49 

Acinetobacter sp. 09EMPF50 

Pseudomonas sp. 09EMPF54 

Serratia sp. 09EMPF64 

Corynebacterium sp. 09EMPF68 

Pseudomonas sp. 09EMPF71 

Aeromonas sp. 09EMPF74 

Sejongia sp. 09EMPF75 

Stenotrophomonas sp. 09EMPF76 

Rothia sp. 09EMPF85 

Pseudomonas sp. 09EMPF87 

Staphylococcus sp. 09EMPF88 

Pseudomonas sp. 09EMPF90 

 1 
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Figure 23 : A : Gamme standard des 33 souches représentatives des genres isolés sur PVC et acier 

inoxydable. La droite de régression calculée à partir de l'ensemble des points coïncide avec la droite de 

régression de la souche Pseudomonas 09EMPF54. B : Droite standard de la souche Pseudomonas 

09EMPF54 (témoin positif) utilisée pour la quantification des populations bactériennes totales et viables. 

3.4. Evaluation de la population bactérienne  

Les chiffonnages successifs d’une même surface permettent de construire une droite de 

décrochement en portant le logarithme du nombre de cellules décrochées en fonction du numéro 

d’ordre de chiffonnage. Nous obtenons des courbes monophasiques comme le montre la figure 24. 

L’équation de Veulemans et al. (1970) nous permet de calculer une charge bactérienne présente 

sur les surfaces, plus proche de la réalité que celle qui aurait été évaluée par un seul chiffonnage. 

La formule employée est : 

 

Où n est le numéro d’ordre de chiffonnage, N1 le nombre de cellules décrochées au premier 

chiffonnage et k la pente de la droite de décrochement multipliée par -1. Dix huit des 70 pentes 

y = -3,5956x + 37,144
R² = 0,8274
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by applying the following equation adapted from Veulemans et al. (1970) and Midelet and 1 

Carpentier (2002): 2 
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obtenues (pentes des droites de décrochement des cellules totales, viables et cultivables) ont une 

valeur positive. Afin d’évaluer une charge bactérienne par la formule de Veulemans, nous avons 

choisi de remplacer ces pentes positives par la pente négative la plus proche de zéro pour chaque 

cas figure : PVC avant N-D, PVC après N-D, acier inoxydable avant N-D, acier inoxydable après 

N-D. Pour deux cas de chiffonnages (acier inoxydable après N-D), un seul point a été obtenu. La 

formule de Veulemans ne pouvant être appliquée, seul ce point a été considéré pour le calcul de la 

charge bactérienne. Les résultats des charges bactériennes sont exprimés en log (UFC/cm²) pour 

les cellules cultivables et en log (cellules/cm²) pour les cellules totales et viables. 

 

 

 

Figure 24 : Droites de décrochement des cellules totales, viables et UFC après 10 chiffonnages successifs 

réalisés sur une machine éplucheuse Townsend
® 

en acier inoxydable. 

3.5. Analyses statistiques 

Les résultats sont traités par analyse de variance suivie d’une comparaison multiple des 

moyennes. Pour le pourcentage des cellules viables parmi les cellules totales et celui des 

cultivables parmi les viables, la comparaison des pourcentages médians a été réalisée en utilisant 

le test non paramétrique de Kruskall-Wallis car les variances n’étaient pas homogènes. L’analyse 

statistique a été réalisée avec le logiciel Statgraphics 3.3 (Sigma Plus, Paris, France). La 

signification statistique a été évaluée à P ≤ 0,05 avec P la probabilité limite sous l’hypothèse 

nulle. 
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D. Isolement des bactéries et conservation des isolats 

Cent huit, 134, et 127 isolats ont été collectés respectivement durant les campagnes 1, 2 et 3. Les 

isolats de la campagne 1 proviennent des prélèvements par empreinte (49 isolats) et par 

chiffonnages (59 isolats) soit un total de 128 prélèvements alors que les isolats des campagnes 2 et 

3 proviennent uniquement des prélèvements par chiffonnages lesquelles correspondent à 140 

prélèvements. Une colonie a été choisie pour chaque phénotype observé sur les différentes boîtes 

d’empreintes (campagne 1) et sur une même série de chiffonnages, en partant de la boîte la moins 

chargée qui correspond au dernier chiffonnage. Les souches ont été isolées sur milieu TSA pour 

s’assurer de leur pureté. Les souches ont été ensuite conservées à - 80° C comme suit : à partir 

d’une culture fraîche sur gélose TSA en pente, 10 mL de bouillon de congélation (Annexe 6) sont 

ajoutés dans chaque tube et la culture décrochée à l’aide d’une anse stérile. La suspension est 

transvasée dans un flacon stérile et incubée à 25°C pendant 5h ± 1h. La culture est ensuite répartie 

dans des cryotubes contenant des billes ainsi qu’une solution cryo-préservatrice (AES Chemunex, 

Combourg, France). Après homogénéisation de la suspension, l’excès de la suspension est retiré et 

les tubes conservés au congélateur à – 80°C. 

 

 

 

E. Identification des bactéries par séquençage de l’ADNr 

16S 

1. Extraction de l’ADN par la technique FTA
® 

 

La technique Whatman FTA
®
 (Flinders Technology Associates) (Dutscher, Brumath, France) a 

été utilisée pour extraire l’ADN des isolats collectés durant les trois campagnes de prélèvement. 

La technique FTA
®
 consiste en un traitement chimique sur papier Whatman qui permet 

l'extraction et le stockage d'ADN (Figure 25A). La lyse cellulaire s'effectue directement sur le 

papier traité sans utiliser de procédés d'extraction supplémentaires (Smith et al., 2004). A partir 

d’un cryotube de conservation à - 80°C, les souches sont cultivées sur milieu TSB à 25°C pendant 

24 heures. Afin de vérifier la pureté des souches, un isolement est effectué sur milieu TSA. Les 

souches sont ensuite repiquées à partir du TSB sur TSA en pente et incubées 24 h à 25°C. Les 

cultures bactériennes sont resuspendues dans de l’eau peptonnée et la densité optique (DO600 nm) 

fixée à 1,5 (concentration bactérienne comprise entre 7.10
8
 et 10

9
 UFC/mL) dans un tube de 1,5 

cm de diamètre. Cinq μL de culture bactérienne sont déposés au centre des cercles imprimés sur la 
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carte FTA
®
 qui est mise à sécher sur PSM (Poste de Sécurité Microbiologique) pendant une heure. 

Les cartes FTA
®
 sont ensuite pliées et conservées à températures ambiante, à l’abri de l’humidité 

et de la lumière.  

 

  

Figure 25 : A : Carte Whatman FTA
®
. La culture bactérienne est déposée au centre des cercles imprimés 

sur la carte qui est mise à sécher. B : Un poinçon de la carte est récupéré à l'aide d'un emporte-pièce puis 

placé dans un tube stérile pour une étape de purification. 

2. Amplification de l’ADNr 16S des isolats par PCR classique 

2.1. Lavage de la membrane FTA
®   

  

Avant de procéder à l’amplification de l’ADN, une étape de d’élution est réalisée sur les 

membranes comme suit : 

1-Découper un disque d’échantillon à l'aide d'un emporte-pièce puis le placer dans un tube stérile 

(Figure 25B) 

2-Ajouter 100 µL de solution de Purification FTA
®
 et laisser agir 3 min 

3-Retirer la solution de Purification FTA
® 
à l’aide d’une micropipette 

4-Ajouter  100 µL d’eau moléculaire (Eppendorf, LePecq, France) et laisser agir 3 minutes 

5-Retirer l’eau à l’aide d’’une micropipette 

 

Les étapes 2 à 5 doivent être répétées une deuxième fois. 

2.2. Choix des amorces d’amplification de l’ADNr 16S 

Les amorces suivantes dites « universelles » sont utilisées pour les différentes réactions 

d’amplification. 

B A 
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Tableau 4 : Amorces choisies pour les réactions d’amplification 

2.3. Réactions d’amplifications 

Les amplifications sont réalisées dans le thermocycleur GeneAmp
®
 PCR System 9700 

(Applied Biosystems) en utilisant le kit « Expand High Fidelity
PLUS

 » (Roche
® 

Applied Science). 

Le mix PCR est composé de tampon de réaction 1X (Concentration initiale de 5X avec 7,5 mM de 

MgCl2), 200 µM de dNTPs, 0,2 µM d’une amorce sens (Forward, F) et antisens (Reverse, R) 

(Tableau 4) et 2,5 U de Taq polymérase 5U/μL pour un volume réactionnel final de 50 μL. 

Les couples d’amorces (63/1492, 63/1387, 27/1492 et 27/1387) sont testés jusqu’à l’obtention du 

produit PCR attendu. Le protocole de PCR est le suivant :  

 

- Dénaturation initiale 94°C / 2 min 

- Dénaturation des brins à 94°C/15 sec 

- Hybridation de la Taq pendant 30 sec            30 cycles 

- Elongation 72°C/90 sec 

- Elongation finale 72°C/7 min 

2.4. Migration des amplicons sur gel d’agarose et dosage par fluorimétrie 

La présence des produits d’amplification est vérifiée par électrophorèse sur gel d’agarose 2% 

contenant du Bromure d’éthidium BET (Prolabo, Fontenay-sous-bois, France) dans un tampon 

Tris Borate EDTA, TBE 1X (Euromedex, Mundolsheim, France). Cinq μL de produit PCR 

mélangés à 5 μL d’un colorant de charge, le bleu de bromophénol (VWR International) sont 

chargés sur le gel. La taille des produits d’amplification est vérifiée par comparaison à un standard 

de poids moléculaire (marqueur VI, Roche
®
 Diagnostic). Ce marqueur comporte 11 fragments 

d’ADN double-brin de 154 à 2176 paires de bases. Après migration pendant 1 h à 120 volts, le gel 

est déposé sur un transilluminateur UV (Fisher Bioblock Scientific, Illkirch-Graffenstaden, 

France) et les produits d’amplifications visualisés. La taille attendue est environ 1500 pb. Les 

amplicons ont été ensuite dosés en utilisant le fluorimètre Qubit (Life technologies, Villebon-Sur-

Nom sens / antisens 

 

Séquence (5’- 3’) Position 

sur E.coli 

T°C 

d’hybridation 

utilisée 

Référence 

63F sens CAG GCC TAA CAC ATG CAA GTC 63 60 (Dennis et al., 2003) 

1492R antisens TAC GGC TAC CTT GTT ACG ACT T 1510 64        (Devereux et al., 1995)     

27F sens AGA GTT TGA TCA TGG CTC AG 27 55 (Devereux et al., 1995) 

1387R antisens GGG CGG TGT GTA CAA GGC 1387 61 (Dennis et al., 2003) 
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Yvette, France) (Annexe 7). La concentration minimale des amplicons retenue pour le séquençage 

est de 20 ng/µL. 

3. Séquençage de l’ADNr 16S 

Les amorces utilisées pour le séquençage sont décrites dans le tableau 5.  

 

Tableau 5 : Amorces choisies pour les réactions de séquençage 

 

Les séquençages ont été effectués par la société Eurofins (Paris, France). Les séquences obtenues 

sont comparées à celles de la base de données RDP10 (http://rdp/cme.msu.edu). 

 

F. Identification-caractérisation des souches de 

Pseudomonas, Staphylococcus et Acinetobacter 

1. Typage moléculaire des souches de Pseudomonas, 

Staphylococcus et Acinetobacter 

 Dans un premier temps nous avons procédé à un alignement de séquences d’ADNr 16S pour 

éliminer les quelques souches isolées phylogénétiquement et de ce fait non persistantes dans 

l’usine. Au final, 37, 41 et 25 isolats de Staphylococcus, Pseudomonas et Acinetobacter issus des 

trois campagnes de prélèvement ont été retenus pour le typage. Les isolats sont mis en culture 

dans du TSB à 37°C, 25°C et 30°C respectivement pendant 24 h à partir des cryotubes (une bille 

par tube de TSB) préalablement décongelés. Les souches sont ensuite étalées sur milieu TSA et 

les boîtes incubées dans les mêmes conditions. La pureté des cultures est vérifiée visuellement. 

Les cultures sur boîtes TSA ont été ensuite expédiées au laboratoire de BioMérieux
® 

(Craponne, 

France) qui
 
utilise le système Diversilab

®
, un outil qui va permettre de générer des empreintes 

génétiques des différentes souches bactériennes en se basant sur la technique rep-PCR (Cf.§5.1 p 

56). 

Nom sens / antisens 

 

Séquence (5’- 3’) Tm (°C) Position  

sur E.coli 

Référence 

SP4 antisens CTC GTT GCG GGA CTT AAC 56 1089 (Weisburg et al., 1991) 

SP5 antisens  GNT ACC TTG TTA CGA CTT 50 1492 (Weisburg et al., 1991) 

1387R antisens GGG CGG TGT GTA CAA GGC 61 1387 (Dennis et al., 2003) 

http://rdp/cme.msu.edu


 

75 

 

2. Identification des souches de Staphylococcus à l’espèce par 

hybridation sur membrane  

Les souches de Staphylococcus choisies pour le typage ont été sont mises en culture dans du TSB 

à 37°C pendant 24 h à partir des cryotubes (une bille par tube) préalablement décongelés. Les 

souches sont ensuite étalées sur milieu TSA et les boîtes incubées dans les mêmes conditions. La 

pureté des cultures est vérifiée visuellement. Les cultures sur boîtes TSA ont été ensuite expédiées 

au laboratoire de l’Institut National de Recherche Agronomique Institut National de la Recherche 

Agronomique (INRA, Clermont-Ferrand-Theix) où Giammarino et al. (2005) ont développé une 

puce de type « macro array » permettant d’identifier des espèces de Staphylococcus. Leur outil se 

base sur l’utilisation de sondes espèces-spécifiques qui ciblent le gène codant la superoxide 

dismutase A (sodA). Cette technique a été testée avec succès sur des souches isolées aussi bien 

d’environnements alimentaires que cliniques.  

 

G. Etude de l’écosystème des surfaces inertes par la méthode 

DGGE 

1. « Poolage » de l’ADN des différentes chiffonnettes 

L’amplification de l’ADN nécessite une quantité minimale que nous avons obtenue en mélangeant 

l’ADN des séries de prélèvements faits sur un même matériau lors d’une même campagne: nous 

avons ainsi mélangé l’ADN de deux séries de chiffonnages successifs réalisés sur le tapis 

convoyeur en PVC (15 chiffonnages/série). Nous obtenons un échantillon d’ADN issu de 30 

chiffonnages. La même procédure a été appliquée pour les machines éplucheuses Townsend
® 

en 

acier inoxydable : nous avons mélangé l’ADN des 10 chiffonnages successifs. Sachant que nous 

avons chiffonné quatre machines, nous obtenons un échantillon d’ADN issu de 40 chiffonnages. 

Au final, nous obtenons pour chaque campagne (campagnes 2 et 3) quatre échantillons d’ADN : 

PVC avant N-D, PVC après N-D, acier inoxydable avant N-D et acier inoxydable après N-D. Une 

précipitation de l’ADN a été réalisée sur les échantillons « poolés » selon le protocole fourni par 

Fermentas
®
 International (Saint Rémy lès Chevreuses, France) : 

 

- Ajouter 1/10 de volume d’acétate de sodium 3 M (Sigma-Aldrich
®

) à la solution d’ADN 

- Ajouter du glycogène (Fermentas
®
 International) à raison de 1 µL/mL 

- Ajouter 1 volume d’isopropanol (Sigma-Aldrich
®
) à la solution et vortexer quelques 

secondes 
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- Incuber les solutions à - 30°C pendant 3 heures 

- Centrifuger le mélange à 9000g pendant 15 minutes et éliminer le surnageant 

- Rincer le culot d’ADN avec de l’éthanol 70% froid (Sigma-Aldrich
®

) 

- Laisser sécher le culot à l’air libre puis resuspendre le culot d’ADN dans 20 µL d’eau 

moléculaire  

- Conserver les solutions d’ADN à -30°C. 

2. Amplification de l’ADNr 16S et de la région V3  

La première PCR (PCR 16S), destinée à amplifier 700 pb de l’ADNr 16S bactérien est réalisée  

en utilisant les amorces suivantes : 

 
Tableau 6 : Amorces utilisées pour la PCR 16S 

 

 

Les amplifications sont réalisées dans le thermocycleur GeneAmp
®
 PCR System 9700. Le 

protocole d’amplification est celui décrit à la page 78 à l’exception des amorces W01 etW012 qui 

sont à une concentration finale de 0,6 µM. Les cycles d’amplification sont programmés comme 

suit : 

 

- Dénaturation initiale 96°C / 4 min 

- Dénaturation des brins à 96°C/10 sec 

- Hybridation à 50°C/30 sec                            30 cycles 

- Elongation 72°C/2 min 

- Elongation finale 72°C/7 min 

 

Une seconde PCR dite « PCR nichée » destinée à amplifier la région discriminante V3 de 200 pb, 

est directement réalisée sur 1 μL du produit PCR de l’ADNr 16S précédemment amplifié, avec les 

mêmes conditions d’amplification précédentes, à l’exception des amorces HDA1 et HDA2 qui 

sont à des concentrations finales respectives de 2,1 µM et 0,6 µM (Tableau 7). Les cycles 

d’amplification de la région V3 sont programmés comme suit : 

Nom sens / antisens 

 

Séquence (5’- 3’) T°C 

d’hybridation 

utilisée  

Position  

sur E.coli 

Référence 

   W01 sens AGA GTT TGA TC(AC) TGG 

CTC  

50 9 Ogier et al., 2002 

  W012 antisens TAC GCA TTT CAC C(GT)C 

TAC A 

50 702 Ogier et al., 2002 
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- Dénaturation initiale 94°C/ 4 min 

- Dénaturation des brins 94°C/30 s 

- Hybridation à 58°C/30 s       30 cycles 

- Elongation 72°C/1 min 

- Elongation finale 72°C/ 7 min 

 
Tableau 7 : Amorces utilisées pour la PCR V3 

 

1 
L’amorce HDA1 contient en 5’ une queue GC qui n’est pas destinée à s’hybrider avec l’ADN mais qui permet de 

maintenir les deux brins d’ADN lors de la migration électrophorétique. 

 

3. Préparation du gel, électrophorèse et révélation du gel 

Le système Ingeny phorU (Ingeny international
®

, Amundsenwegn, Pays-Bas) est utilisé pour la 

séparation des produits d’amplification. Le dispositif est composé d’une cassette munie de deux 

plaques en verre et d’une cuve dotée d’un système de chauffage assurant la circulation du tampon 

de migration. Un dispositif formé de deux compartiments séparés par une vanne permet de couler 

le gel entre les deux plaques de verre (Figure 26). Des essais préalables ont été réalisés pour 

optimiser le gradient chimique en urée/formamide du gel afin d’obtenir la meilleure séparation 

possible des fragments V3 des espèces bactériennes. Ces conditions doivent être suffisamment 

dénaturantes pour déstabiliser les 3 liaisons H liant les bases G et C d’espèces « haut GC ». Le 

gradient chimique en urée/formamide retenu dans notre étude est de 38 - 65%. La composition du 

gel est la suivante : 

Produits Solution à 38% dite 

« bas GC » 

Solution à 65% 

dite « haut GC » 

Urée (Euromedex, Mundolsheim, France) 3,83 g 6,55 g 

Formamide (Euromedex, Mundolsheim France) 3,65 mL 6,24 mL 

Tris-acétate-EDTA (TAE) 50 X  

(Euromedex, Mundolsheim, France) 

480 µL 480 µL 

Acrylamide (Euromedex, Mundolsheim, France) 4,8 mL 4,8 mL 

Eau stérile qsp 24 mL qsp 24 mL 

qsp : quantité suffisante pour 

Nom sens / antisens 

 

Séquence (5’- 3’) T°C 

d’hybridation 

utilisée  

Position  

sur E.coli 

Référence 

   HDA1 sens 1 CGC CCG GGG CGC GCC CCG 

GGC GGG GCG GGG GCA CGG 

GGG GAC TCC TAC GGG AGG CAG 

CAG 

58 338 Ogier et al., 2002 

HDA2 antisens GTA TTA CCG CGG CTG CTG GCA 58 536 Ogier et al., 2002 
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Les solutions « haut GC » et « bas GC» sont versées séparément dans chacun des compartiments à 

gradient (la vanne qui sépare les deux compartiments est fermée, Figure 26). Cent microlitres de 

persulfate d’ammonium (APS) 10% (Euromedex, Mundolsheim, France) et 6 μL de TEMED 

(N,N,N',N'-tétramethyléthane-1,2-diamine) (Euromedex, Mundolsheim, France) sont ajoutés dans 

chaque compartiment afin d’initier et catalyser la polymérisation. La vanne est ensuite ouverte 

afin de permettre le mélange des deux solutions. A l’aide de l’aiguille reliée au compartiment 

contenant chacune des deux solutions, on réalise le gradient en faisant couler le gel entre les deux 

plaques de verre. Après polymérisation du gel, un gel de concentration est coulé en haut du gel de 

séparation afin de permettre une diffusion homogène de l'échantillon dans les mailles du gel. Le 

gel de concentration est préparé comme suit : 

- Ajouter dans un bécher 200 µL de TAE 50 X et 2 mL d’acrylamide et mettre sous 

agitation pendant quelques minutes 

- Transvaser dans une éprouvette graduée et compléter le volume à 10 mL avec de l’eau 

stérile 

- Retransvaser la solution dans le bécher puis ajouter 200 µL d’APS 10% et 12 µL de 

TEMED  

- Couler la solution en haut du gel de séparation en faisant coulisser la pipette le long de 

la paroi de la plaque en verre puis insérer le peigne. 

Une fois le gel polymérisé, le peigne est retiré et la cassette plongée dans la cuve contenant 17 

litres de tampon TAE 1,25X préalablement chauffé à 60°C. Dix μL d’échantillon sont mélangés 

avec 4 μL de bleu de bromophénol puis déposés en haut du gel. La migration a lieu pendant 16 h à 

60°C. Les conditions de Voltage/Ampérage utilisés sont 120V/80 mA. Une fois la migration 

achevée, le gel est révélé 20 minutes dans un bain de TAE 1X contenant 100 μL/L de BET 

(Prolabo) puis rincé 20 minutes dans un bain de TAE 1X. Le gel est ensuite placé sur un 

transilluminateur à UV puis photographié et converti directement en image digitale pour analyse 

sur le logiciel Bionumerics. 

4. Analyse du gel par Bionumerics 

La photo convertie en fichier image est traitée par le logiciel Bionumerics (Applied-Maths, 

Kortrijk, Belgique) qui a pour fonction principale de standardiser les distances de migration des 

bandes par alignement avec des marqueurs de standardisation. Le logiciel permet la construction 

de dendrogrammes à partir du calcul de la distance entre deux profils selon l’indice de Jaccard. Le 

regroupement des profils se fait suivant la méthode UPGMA (Unweighted Pair Group Method 

Using Arithmetic Averages). 
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5. Séquençage des bandes 

Les bandes d’intérêt sont découpées avec des lames de scalpel neuves et introduites séparément 

dans des tubes Eppendorf de 1,5 mL. L’ADN est extrait en appliquant le protocole « Qiaex II 

Polyacrylamide Gel Extraction » (Qiagen, Courtaboeuf, France, Annexe 8). Dix μL de l’ADN 

extrait sont utilisés pour réaliser une PCR avec les amorces HDA1 et HDA2 sans la queue GC 

(Cf. §G.2 p 77). Les amplicons sont déposés sur un gel d’agarose 2% (Cf. §E.2.4 p 73) et les 

séquençages effectués par la société Eurofins. Les séquences obtenues sont comparées à celles 

déposées dans la base de données RDP10 (http://rdp/cme.msu.edu). 

 

 

 

 

Figure 26 : Dispositif IngenyphorU utilisé pour la séparation des produits d’amplification : 

A : Cassette munie de deux plaques en verre 

B : Cuve a électrophorèse contenant 17 litres de tampon de migration TAE à 1,25X 

C : Compartiments à gradients 

D : Vanne séparant les deux compartiments 

E : Peigne utilisé pour la formation des puits dans le gel 

F : Embout reliant l’aiguille (non illustrée sur ce schéma) aux compartiments à gradients. 

 

 

 

 

 

F 
D E 

C 

A 

B 

http://rdp/cme.msu.edu
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IV- RESULTATS ET DISCUSSION 
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A. Quantification des bactéries de surfaces 

1. Avant-propos 

Dans le cadre de cette étude, nous avons évalué la charge bactérienne en termes de cellules totales 

(cellules vivantes et mortes), cellules viables et UFC des surfaces d’un tapis convoyeur en PVC et 

de machines éplucheuses Townsend
® 
en acier inoxydable, avant et après les opérations d’hygiène 

menées dans l’atelier de découpe. Nous avons appliqué la formule de Veulemans et al. (1970) afin 

d’estimer une charge bactérienne plus proche de la réalité que celle qui aurait été évaluée par un 

seul chiffonnage. En effet, un seul chiffonnage est uniquement réalisé par les professionnels lors 

des contrôles microbiologiques des surfaces. Afin d’évaluer les forces d’adhésion des bactéries 

aux surfaces de l’atelier, nous avons exploité les valeurs des pentes k des droites de décrochement 

obtenues ainsi que le pourcentage de la population détachée par le premier chiffonnage. A notre 

connaissance, aucune étude de ce type n’a été jusqu'à présent réalisée sur terrain. Dans cette 

partie, nous allons présenter les résultats des campagnes 2 et 3 réalisées strictement de la même 

façon. Afin de faciliter l’interprétation de ces résultats, ces derniers seront exprimés sous forme de 

moyennes des deux campagnes.  

2. Résultats  

2.1. Populations des surfaces avant N-D  

D’après la figure 27, on constate que la charge bactérienne des cellules totales est plus importante 

sur PVC (5,6 log cellules/cm2) que sur acier inoxydable (4,7 log cellules/cm2) (P=0,02) 

contrairement aux cellules viables qui atteignent des charges équivalentes sur les deux matériaux 

(4,5 et 4,4 log cellules/cm2). Sur PVC, la charge bactérienne des UFC avant N-D est de 3,8 log 

UFC/cm2 alors qu’elle atteint 2,9 log UFC/cm
2
 sur acier inoxydable. 

La proportion de cellules viables parmi les totales sur acier inoxydable (63%) est 

significativement plus importante que celle retrouvée sur PVC (8%). La proportion d’UFC parmi 

les cellules viables varie seulement de 3 à 9 % sur les deux matériaux, ce qui permet d’estimer 

l’importance de la population VNC sur les surfaces inertes de l’atelier de viande (Tableau 8). 
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Tableau 8 : Pourcentages médians des cellules viables parmi les totales évaluées par EMA-qPCR et des 

UFC parmi les viables. Une même lettre associée à deux valeurs signifie que les médianes de ces deux 

valeurs ne sont pas significativement différentes. 

 

 PVC Acier inoxydable 

 Avant N-D Après N-D Avant N-D Après N-D 

 

Pourcentages des cellules viables 

parmi les totales 

8% (B) 

 

25% (BC) 

 

  63% (C) 

 

2% (A) 

 

     

Pourcentages des cellules 

cultivables parmi les viables 

 

9% (C) 

 

 

3% (BC) 

 

3% (B)  

 

0,3% (A) 

 

 

2.2. Efficacité des opérations d’hygiène 

Le N-D n’entraîne pas de réduction des populations totales et viables sur PVC. (Figures 27a et b). 

Une légère réduction significative est cependant observée sur les UFC (Figure 27c, P=0,0003). 

Sur l’acier inoxydable, le nombre de cellules totales est légèrement plus élevé après N-D (5,1 log 

cellules/cm2). Cette charge est équivalente à celle du PVC après N-D (5,3 log cellules/cm2, 

Figure 27a). Par ailleurs, on constate que la réduction du N-D sur l’acier inoxydable porte 

essentiellement sur les UFC avec 1,5 RD (Figure 27c) et sur les cellules viables avec 0,8 RD 

(Figure 27b) (P ≤ 0,007).  

D’après le tableau 8, on voit que le pourcentage de cellules viables parmi les totales est réduit à 2 

% après N-D sur acier inoxydable (P = 0,007). La proportion d’UFC parmi les viables quant à elle 

atteint 0,3 % après N-D. Sur PVC, cette proportion n’est pas significativement différente de celle 

trouvée avant N-D. 

2.3. Evaluation des forces d’adhésion des cellules bactériennes 

Quelle que soit la population considérée sur PVC, il n’existe pas de différence significative des 

forces d’adhésion avant et après N-D (Figure 28, P≥0,23) contrairement à l’acier inoxydable où 

les forces d’adhésions avant N-D sont plus faibles qu’après N-D (P≤0,01) : Les UFC sont mieux 

décrochées que les cellules totales et les cellules viables (P=0,02). Ce résultat est corroboré par les 

dénombrements du premier chiffonnage où le pourcentage de cellules totales et d’UFC décrochées 

avant N-D sur acier inoxydable est respectivement de 27 % et 16 %. Ces pourcentages diminuent 

après N-D pour atteindre 9 % et 2 % respectivement. 
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Figure 27 : Populations totales (a), viables (b) et UFC (c) avant et après N-D. Les barres d’erreurs 

représentent les écarts-types, n= 4 pour le PVC et n=8 pour l’acier inoxydable. Une même lettre 

associée à deux valeurs signifie que les moyennes de ces deux valeurs ne sont pas 

significativement différentes (P>0,05). 
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Figure 28 : Evaluation des forces d’adhésions des cellules totales (qPCR, a), viables (EMA-qPCR, b) et 

UFC (c) par le pourcentage de cellules détachées par le premier chiffonnage ainsi que la pente k des droites 

de décrochement multipliée par -1. Plus les valeurs des k sont grandes, moins les forces d’adhésions des 

bactéries sont importantes. Les barres d’erreur représentent les écarts-type des valeurs de k : n=4 pour PVC 

and n=8 pour l’acier inoxydable. Une même lettre associée à deux conditions signifie que les moyennes de 

ces deux conditions ne sont pas significativement différentes (P > 0,05). Les différences significatives 

observées pour les valeurs moyennes de k sont aussi observées pour les pourcentages moyens du premier 

chiffonnage à l’exception des cellules viables sur acier inoxydable après N-D où les pourcentages moyens 

du premier chiffonnage n’étaient pas significativement différents (6 et 7 %). 
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2.4. Quantification de la charge bactérienne cultivable aéroportée 

La charge bactérienne journalière cultivable qui se dépose sur les surfaces de la salle de découpe 

atteint en moyenne 1,5 log UFC/cm²/j. Cette charge est équivalente quel que soit l’emplacement 

étudié à l’exception de la zone où se trouve l’éplucheuse 8 où la charge bactérienne déposée 

atteint 2,8 log UFC/cm²/j (Figure 29). 

 

 

 

Figure 29 : Charge bactérienne cultivable aéroportée qui se dépose sur les surfaces de l’atelier entre deux 

opérations d’hygiène. Les barres d’erreurs représentent les écarts-types : n = 2 (A) ; n = 3 (B) ; n= 2 (C) ;  

n = 2 (D) ; n = 3 (E). 

2.5. Empreintes gélosées après N-D 

La figure 30 montre deux empreintes TSA réalisées sur PVC après N-D au même endroit à 10 

secondes d’intervalle après incubation des boîtes à 25°C pendant 6 jours. Nous constatons 

qu’aucune des colonies des deux empreintes successives ne sont au même emplacement. La même 

observation a été faite sur les autres empreintes réalisées sur PVC et sur acier inoxydable où les 

colonies étaient moins nombreuses (résultats non présentés). La figure 31 montre les 6 boîtes 

contacts après 14 jours d’incubation. On constate la présence de deux types de populations 

bactériennes : une population formée de grosses colonies visibles après 6 jours d’incubation et une 

autre population formée de petites colonies qui ont poussées au bout de 14 jours d’incubation. Ces 

colonies ne sont pas visibles sur les empreintes réalisées sur l’acier inoxydable. Sur PVC, la 

différence du nombre de colonies obtenues entre 6 jours et 14 jours est en moyenne 1,5 log 

UFC/cm
2
. D’autre part, la comparaison de la charge bactérienne obtenue après application de la 

formule de Veulemans et celle obtenue sur la première boîte contact montre une différence de 1,9 
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et 2,7 log UFC/cm
2 

sur PVC
 
et acier inoxydable respectivement après 14 jours d’incubation de la 

première boîte contact. La figure 31 montre aussi qu’il n’y a pas de colonies alignées qui 

correspondent aux nombreuses entailles observées sur la surface du tapis convoyeur étudié. 

 

 

Figure 30 : Deux empreintes successives sur un tapis convoyeur en PVC après N-D (zone C, campagne 2). 

A : première empreinte, B : deuxième empreinte réalisée au même endroit que la première à 10 secondes 

d’intervalle. Les boîtes contact ont été incubées à 25°C pendant 6 jours. 

 

   

Figure 31: Six empreintes TSA appliquées sur un tapis convoyeur en PVC après N-D (zone C, campagne 

2). On constate la présence de deux types de populations bactériennes : une population formée de grosses 

colonies visibles après 6 jours d’incubation à 25°C et une autre population formée de petites colonies qui 

ont poussé après 14 jours d’incubation à 25°C. 

A 

B 
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3. Discussion 

Il est étonnant de voir que le N-D provoque une faible réduction des cellules totales sur PVC 

malgré l’application d’opérations d’hygiènes agressives. Une faible réduction des cellules totales 

a été également observée par Firmesse et al., 2011 (résultats non publiés) sur des surfaces de 

meubles frigorifiques de vente soumis à des opérations d’hygiène moins agressives que celles 

réalisées dans les ateliers de viande. Par ailleurs, on constate que le nombre de cellules totales sur 

acier inoxydable est légèrement plus élevé après N-D et atteint une charge équivalente à celle 

retrouvée sur du PVC après N-D. Sachant que le N-D provoque la formation d’aérosols, ces fines 

particules portent des micro-organismes susceptibles de recontaminer les surfaces désinfectées en 

se redéposant (Burfoot, 2005). Selon Frencia et al. (1998), le pouvoir contaminant de l’air est 

multiplié par 10 à 100 environ lorsqu’il y’a formation d’aérosols surtout pendant le nettoyage à la 

pression. La charge bactérienne en termes d’UFC retrouvée sur les surfaces proviendrait de la 

contamination aéroportée de l’industrie (1,5 log UFC/cm²/j en moyenne dans notre cas) ainsi que 

de la charge bactérienne de la viande en contact avec ces surfaces. Par ailleurs, on constate que les 

populations de cellules totales sont équivalentes sur PVC et acier inoxydable après N-D malgré la 

présence d’entailles sur le tapis en PVC qui pourraient être des zones de rétention. Nous avons 

aussi constaté aussi pour les empreintes réalisées sur PVC après N-D, une différence de 1,5 log 

pour les UFC entre les boîtes incubées à 6 jours et celles incubées à 14 jours. Sachant qu’une 

incubation de 5 jours à 25°C est préconisée pour le dénombrement de la flore aérobie mésophile 

(Anonyme, 1992), une sous estimation du nombre d’UFC est réalisée par les professionnels dans 

le cadre d’une surveillance de la propreté microbiologique des surfaces d’équipements.  

Les principaux facteurs induisant la perte de cultivabilité sont les changements de température 

(Oliver et al., 1995), la privation nutritionnelle (Byrd et al., 1991), les chocs osmotiques (Oliver, 

2005) ainsi que le nettoyage-désinfection (Leriche et al., 1995). Sachant que l’atelier de viande est 

soumis à des opérations d’hygiène quotidiennes assez agressives, il n’est guère étonnant de 

trouver sur les surfaces une population viable non cultivable. Leriche et al. (1995) ont démontré 

que la population de cellules actives recensées par la méthode DVC de biofilms de Salmonella 

Typhymurium soumis pendant 4 jours à des cycles quotidiens de chocs au chlore puis remise en 

culture comptait 80% de cellules non cultivables. Alliot (1999) a montré lors d'études réalisées 

dans des environnements fromagers, qu'il existait sur les surfaces ouvertes une flore non 

cultivable sur des milieux gélosés de laboratoire beaucoup plus importante que la flore cultivable. 

Mettler et al. (1997) ont constaté de fortes différences, allant de 3,7 à 6,7 log, entre le nombre 

d'UFC et le nombre de cellules colorées par l'orangé d'acridine présentes sur des joints de 

pasteurisateur de lait. Par ailleurs, les faibles proportions des cellules viables parmi les totales et 



 

88 

 

des UFC parmi les viables observées sur acier inoxydable après N-D montrent bien que l’acier 

inoxydable est plus facile à désinfecter que d’autres matériaux (Krysinski et al., 1992; Van der 

Veen et al., 2011). Une étude menée par Holah et al. (1990) sur des matériaux de fabrication 

d’éviers domestiques a permis de classer l’acier inoxydable comme le matériau le plus facilement 

nettoyable après abrasion. De plus, les pentes des droites de décrochement des UFC sur acier 

inoxydable avant N-D montrent bien que les forces d’adhésion de ces cellules sont les plus 

faibles. La meilleure propreté microbiologique de l’acier inoxydable après N&D est aussi due à 

ces faibles forces d’adhésion qui ont déjà été observées dans d’autres études réalisées au 

laboratoire (Midelet et al., 2002) ou dans des meubles frigorifiques de vente de supermarché 

(Firmesse et al., résultats non publiés). Si l’on considère le PVC, on remarque que le N-D ne 

modifie pas significativement les forces d’adhésion des cellules totales, viables et des UFC. Par 

contre pour l’acier inoxydable, les forces d’adhésion de ces populations sont plus importantes 

après N-D. Ces résultats sont en accord avec les travaux de Midelet et al. (2006) qui observent sur 

des biofilms de Listeria monocytogenes soumis à des traitements chimiques par des produits 

d’hygiène que les forces d’adhésion mesurées sur les cellules qui ont résisté au traitement 

chimique sont supérieures à celles mesurées avant le traitement chimique. Asséré et al. (2008) 

suggèrent la présence d’une sous-population de cellules nommées « persister cells » (Lewis, 2007) 

qui sont à la fois résistantes aux désinfectants et fortement adhérentes aux surfaces. Les deux 

empreintes appliquées successivement au même endroit sur PVC et acier inoxydable après N-D 

montrent que les colonies ne sont localisées au même endroit. Ceci nous conduit à faire 

l’hypothèse que dans notre étude, les UFC ne sont pas présentes sous forme de micro-colonies.  

4. Conclusion 

Le N-D ne semble pas avoir d’effet visible sur les cellules totales quel que soit le matériau 

considéré. L’efficacité du N-D porte principalement sur les cellules viables et les UFC et plus 

particulièrement sur l’acier inoxydable. Le pourcentage de cellules viables parmi les totales ainsi 

que celui des UFC parmi les viables est le plus faible sur acier inoxydable après N-D. De plus, les 

faibles forces d’adhésion des UFC observées sur acier inoxydable avant N-D ainsi que la forte 

réduction des UFC par les opérations d’hygiène, expliquent que ces cellules soient mieux 

détachées et éliminées sur acier inoxydable, un matériau connu pour ses qualités hygiéniques 

comparé au PVC. La charge bactérienne des cellules totales sur acier inoxydable après N-D 

suggère que les opérations d’hygiène provoquent la formation d’aérosols qui vont recontaminer 

les surfaces désinfectées des équipements de l’atelier. 
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Cette première étude nous a permis d’estimer la charge bactérienne des surfaces inertes de 

l’atelier de découpe. Nous allons dans une seconde partie étudier la diversité de cet écosystème 

par une identification / caractérisation de la flore bactérienne cultivable retrouvée sur les surfaces. 

 

 

B. Etude de l’écosystème bactérien cultivable des surfaces  

1. Avant-propos 

Dans cette partie, nous allons étudier la diversité bactérienne de la fraction cultivable à partir des 

isolats collectés durant les campagnes de prélèvements 1, 2 et 3. Les isolats de la première 

campagne proviennent des prélèvements par empreinte et par chiffonnages soit un total de 128 

prélèvements alors que ceux des campagnes 2 et 3 proviennent uniquement par chiffonnages 

lesquels correspondent à 140 prélèvements.  

2. Résultats 

2.1 Evolution de l’écosystème au cours des trois campagnes 

Trois cent soixante neuf isolats issus des trois campagnes sont répartis comme suit : 108 isolats à 

la campagne 1, 134 isolats à la campagne 2 et 127 isolats à la campagne 3. Nous avons ainsi isolé 

210 (57%) bactéries à coloration de Gram positive, (Gram +, 3 ordres et 28 genres), et 159 (43%) 

bactéries à coloration de Gram négative (Gram –, 9 ordres et 23 genres). L’analyse statistique 

montre qu’il n’y a pas de différence significative entre les proportions d’isolats Gram + et Gram – 

obtenus dans les trois campagnes de prélèvement (P=0,17). La diversité bactérienne au niveau 

ordinal est plus importante chez les Gram –. L’ordre dominant est celui des Actinomycétales avec 

34% des isolats suivi par les Pseudomonadales avec 26% des isolats (Figure 32).  
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Figure 32 : Répartition du pourcentage d’isolats Gram + et Gram – en fonction des ordres. 

 

L’identification des isolats des trois campagnes de prélèvement par comparaison des séquences 

16S à celles présentes dans la base de donnée RDP10 ne nous a pas permis d’attribuer un nom 

d’espèce aux différents isolats. Nous avons donc restreint l’identification phylogénétique au 

genre. Cette identification nous a permis de déterminer 26 genres à la campagne 1, 36 genres à la 

campagne 2 et 30 genres à la campagne 3. Treize genres bactériens sont présents aux 3 campagnes 

(Figure 33) et représentent 75, 72 et 62% de l’ensemble des isolats des campagnes 1, 2 et 3 

respectivement. Parmi ces genres, les plus fréquents sont : Pseudomonas (48 souches), 

Staphylococcus (44 souches), Microbacterium (28 souches), Acinetobacter (25 souches), 

Chryseobacterium (23 souches), Psychrobacter (20 souches), et Kocuria (19 souches). La figure 

33 montre un écosystème qui change au cours du temps : des genres non isolés à la première 

campagne sont retrouvés à la deuxième et la troisième (Mycobacterium, Leucobacter, 

Streptococccus, Brevibacterium, Enterococcus, Enhydrobacter). D’autre part, des genres sont 

uniquement isolés dans une seule campagne (Dermacoccus et Sejongia  isolés à la campagne 1, 

Bacillus à la campagne 2, Pseudoclavibacter et Brevundimonas à la campagne 3). Par ailleurs, on 

constate qu’à la  première campagne, les isolats de Pseudomonas sont les plus nombreux et 

représentent 24% de la totalité des isolats alors qu’ils ne dépassent pas les 8 et 9% aux campagnes 

2 et 3. La proportion des isolats de Staphylococcus est de 8% à la première campagne et elle 

atteint 12 et 15% aux campagnes 2 et 3 respectivement. En ce qui concerne les 48 autres genres 

bactériens identifiés, certains peuvent correspondre à un nombre d’isolats important comme par 

exemple Mycobacterium qui représente 9% des isolats en campagne 3 mais seulement 1% en 

campagne 2 et qui est absent en campagne 1. De même 6% des isolats de la campagne 3 sont des 

Brevundimonas qui sont absents dans les 2 autres campagnes. Vingt quatre genres minoritaires 
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dont le nombre d’isolats est inférieur à 3, ont été également retrouvés sur les surfaces ouvertes des 

équipements. Ces genres ont été isolés uniquement dans une ou deux campagnes (Figure 34).  

 

 

Figure 33 : Pourcentage d’isolats obtenus aux campagnes 1, 2 et 3 pour les genres dont le nombre d’isolats 

est supérieur ou égal à 3 (campagne 1 : 108 isolats ; campagne 2 : 134 isolats ; campagne 3 :  127 isolats). 

 

 

 

Figure 34 : Pourcentage d’isolats obtenus à chaque campagne pour les genres dont le nombre d’isolats est 

inférieur à 3 (campagne 1 : 108 isolats ; campagne 2 : 134 isolats ; campagne 3 : 127 isolats). 
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2.2. Effet du N-D sur le nombre moyen d’isolats / gabarit 

L’analyse de la variance montre une différence significative du nombre moyen d’isolats Gram + / 

gabarit pour la campagne 2 avant et après N-D (P=0,02, Figure 35A) : Sur PVC, le nombre moyen 

d’isolats Gram + / gabarit est de 7 avant N-D. Ce chiffre augmente après N-D pour atteindre en 

moyenne 13 isolats. Sur acier inoxydable, 3 isolats ont été retrouvés en moyenne par gabarit avant 

N-D, tandis qu’après N-D, ce chiffre augmente pour atteindre en moyenne 8 isolats. 

 Pour les isolats Gram -, un effet campagne non significatif est observé sur le nombre moyen 

d’isolats Gram - / gabarit (P = 0,9). Les résultats seront présentés sous forme de moyennes des 

deux campagnes. L’analyse de la variance montre un effet significatif du N-D sur le nombre 

moyen d’isolats Gram - / gabarit quel que soit le matériau (P=0,0001, Figure 35B). Contrairement 

au Gram +, les Gram – sont facilement éliminés par les opérations d’hygiène menées dans 

l’industrie.  

 

  

Figure 35 : Nombre moyen de genres Gram + (A) et Gram – (B) isolés / gabarit (566 cm²) sur PVC et 

acier inoxydable avant et après N-D aux campagnes 2 et 3. Les barres d’erreurs représentent les écarts-

types. (A) : n = 2 pour PVC et n = 4 pour l’acier inoxydable. (B) : n = 4 pour PVC et n = 8 pour l’acier 

inoxydable. 

B 
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2.3. Effet du matériau sur la diversité des genres 

Dans cette partie, nous allons considérer les genres majoritaires dont le nombre d’isolats est 

supérieur ou égal à 3. Pour la campagne 2, 10 des 13 genres isolés ont été retrouvés sur le tapis 

convoyeur en PVC et sur les machines éplucheuses Townsend
®
 en acier inoxydable. Les 3 autres 

genres ont été retrouvés uniquement sur  acier inoxydable (Macrococcus, Rhodococcus et Rothia). 

Concernant la campagne 3, 14 des 17 genres isolés ont été retrouvés sur les deux matériaux : les 

genres Arthobacter et Brochothrix ont été isolés uniquement sur acier inoxydable. Le genre 

Leucobacter quant à lui a été retrouvé uniquement sur PVC. 

2.4. Diversité bactérienne de la flore aéroportée cultivable 

Quarante et un isolats ont été obtenus à partir des boîtes de gélose blanche ouvertes en cours de 

production : 76% des isolats sont des bactéries Gram + (3 ordres et 9 genres) et 24% des isolats 

sont des bactéries Gram – (4 ordres et 5 genres). Pour 4 isolats, l’identification par comparaison 

des séquences 16S à celles présentes dans la base de donnée RDP10 ne nous a pas permis 

d’attribuer un nom de genre. Nous avons donc limité l’identification à la famille.  

L’ordre dominant est celui des Actinomycétales avec 41% des isolats suivi par les Bacillales avec 

32% des isolats (Figure 36). Chez les Gram +, le genre dominant est Staphyococcus avec 27% des 

isolats alors que chez les Gram –, le genre le plus fréquent est Psychrobacter avec seulement 7% 

des isolats. Contrairement aux prélèvements de surfaces, le genre Pseudomonas est minoritaire et 

ne représente que 2% des isolats des prélèvements d’air (Figure 37). 

 

 

Figure 36 : Répartition du pourcentage d’isolats issus des prélèvements d’air en fonction des ordres. 
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Figure 37 : Répartition du pourcentage d’isolats issus des prélèvements d’air en fonction des genres et 

éventuellement des familles. 

2.5. Typage des genres Staphylococcus, Pseudomonas et Acinetobacter 

par rep-PCR 

Les isolats de Staphylococcus se répartissent en 8 espèces et 20 types différents (Figure 38). Les 

espèces S. capitis (2 isolats), S. fleuretti (1 isolat), S. arlettae (1 isolat), S. aureus (1 isolat), S. 

warneri (1 isolat) et S. xylosus (1 isolat) ont été détectées de façon sporadique dans une seule 

campagne. Seules les espèces S. sprophyticus, S. equorum, S. epidermidis et S. vitulinus ont été 

retrouvées dans deux campagnes. L’espèce S. saprophyticus est représentée par deux types 

contenant chacun 1 isolat. Cependant, chaque type a été isolé dans une campagne différente. 

L’espèce S. equorum constituée de 18 isolats prédomine largement. Ces isolats sont répartis en 3 

types dont un seul (type 6) composé de 12 isolats a été retrouvé aux campagnes 2 et 3 (5 et 7 

isolats respectivement) : les isolats de la deuxième campagne ont été obtenus uniquement après N-

D (4 isolats sur PVC et 1 isolat sur acier inoxydable) alors que ceux de la troisième campagne ont 

été obtenus avant N-D (2 isolats sur PVC) et après N-D (3 isolats sur PVC et 2 isolats sur acier 

inoxydable). Concernant l’espèce S. epidermidis, 6 types ont été obtenus pour les 8 isolats : un 

seul type (type 10) a été isolé aux campagnes 2 et 3 sur acier inoxydable après N-D (un isolat à 

chaque campagne). Par ailleurs, l’espèce S. vitulinus est représentée par 2 types : seul le type 9 a 

été retrouvé aux campagnes 1 et 3 sur acier inoxydable avant N-D. 

Le typage des souches d’Acinetobacter met en évidence 25 types différents contenant chacun un 

isolat (Figure 39). Concernant les souches de Pseudomonas, une plus grande diversité 

génotypique est observée au sein de ce genre avec 36 types différents : chaque type contient un 

isolat à l’exception des types 21, 22 et 33 contenant chacun 2 isolats et du type 26 contenant 3 
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isolats (Figure 40). Cependant, les isolats de ces 4 types ont été retrouvés dans une même 

campagne (types 21, 22 et 26 isolés à la campagne 1, type 33 isolé à la campagne 2). 

3. Discussion 

Les prélèvements de surfaces menés dans l’atelier de découpe ont permis d’isoler 57% bactéries 

Gram +, et 43% de bactéries Gram –. Ces derniers comportent des micro-organismes d’altération 

dits « putréfiants » qui dégradent les acides aminés et les protéines, entraînant des altérations des 

qualités organoleptiques, (couleur, odeur, saveur) qui rendent inconsommables les viandes ainsi 

contaminées. Parmi ces bactéries, on cite les genres Pseudomonas et Psychrobacter. Les 

caractères physiologiques de Pseudomonas en font un genre ubiquitaire et il n’est guère 

surprenant qu’il fasse partie de la flore dominante des surfaces puisqu’il est très fréquent sur la 

viande fraîche réfrigérée. En effet, cette bactérie psychrotrophe possède un avantage écologique à 

basses températures où elle se développe plus rapidement que d’autres flores. De plus, elle 

possède un spectre d’assimilation des substrats carbonés particulièrement large (sucres, acides 

gras, acides aminés) et n’a pas besoin de facteurs de croissance, ce qui lui confère un 

avantage compétitif vis-vis d’autres genres au spectre nutritionnel plus réduit (Garcia-Lopez et al., 

1998). D’autre part, l’eau apparaît comme l’un des vecteurs potentiels des Pseudomonas qui font 

partie de la flore autochtone des eaux de source. Dans l’étude de Mosso et al. (1994), le genre 

Pseudomonas est détecté dans plus de 90% des prélèvements d’eaux de source. Une bonne 

maîtrise de la qualité microbiologique de l’eau s’avère nécessaire pour limiter l’entrée de cette 

flore d’altération. D’ailleurs, les normes sur les eaux potables n’imposent pas aux compagnies, 

s’occupant de la distribution des eaux, la recherche spécifique des Pseudomonas ni leur 

dénombrement. Seuls les germes entérobactéries coliformes, E. coli et les streptocoques fécaux 

sont recherchés et dénombrés. Dans notre étude, la réduction du nombre de souches Pseudomonas 

isolées entre la campagne 1 et les campagnes 2 et 3 pourrait être due à une amélioration de la 

qualité microbiologique des carcasses livrées durant cette période. En effet, 70% des carcasses 

livrées en 2009 étaient de qualité microbiologique «satisfaisante» tandis qu’en 2010, ce 

pourcentage s’élevait à 90%.  

Psychrobacter est une bactérie aérobie stricte retrouvée dans une large gamme d’habitats. Un 

grand nombre d’espèces étudiées sont isolées d’environnements froids, salins et d’environnements 

marins (Bowman, 2006). Certaines espèces qui font partie de la flore microbienne de poissons, 

fromages et viandes peuvent altérer ces aliments. Certaines souches présentent un intérêt 

biotechnologique comme la production de protéines et enzymes actives à des températures 

froides. Ainsi, Kulakova et al. (2004) montrent que le remplacement d'un acide aminé (Glycine) 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Biotechnologies
http://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Enzyme
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situé près du site actif d'une estérase de Psychrobacter par un autre résidu (Proline) permettait 

d'en augmenter la thermostabilité. Cette modification s'accompagnait aussi d'une diminution de la 

vitesse de réaction des enzymes à basse température. La souplesse structurelle qui caractérise les 

enzymes des bactéries adaptées au froid leur permet de réaliser les changements de conformation 

nécessaires à la catalyse en requérant une quantité d'énergie moins importante. La conséquence  

est une thermolabilité beaucoup plus prononcée que chez les bactéries mésophiles. 

Une autre bactérie Gram – isolée des surfaces de l’atelier de viande est le genre Acinetobacter. Ce 

genre est présent en grand nombre dans la flore des aliments frais ou altérés (carcasse de la 

volaille, viande des animaux de boucherie, produits laitiers) stockés dans des conditions 

d’aérobiose. Ces micro-organismes sont capables d’utiliser une gamme de composés divers 

comme source de carbone leur conférant ainsi une capacité d’adaptation élevée qui explique qu’ils 

soient retrouvés dans les environnements carnés tout comme le genre Pseudomonas. Leur rôle en 

tant qu’agents d’altération est discuté car ces bactéries ne sont pas ou peu protéolytiques (Euzéby, 

1997). Une étude menée par Saha et al. (2001) dans 12 ateliers de transformation de viande a 

montré que sur 98 souches isolées de viandes commercialisées, Acinetobacter était le deuxième 

genre dominant (28% des isolats) isolé de la viande réfrigérée après Pseudomonas (48% des 

isolats). Certaines souches d’Acinetobacter suscitent un intérêt croissant en vue d’application 

biotechnologiques telle que la dégradation de nombreux composés polluants notamment des 

composés aromatiques, des hydrocarbures et des métaux lourds.  

Nos résultats montrent un effet significatif du N-D sur le nombre moyen de genres Gram –  isoles 

par unité de surface contrairement au nombre moyen de genres Gram +  qui n’est pas réduit par 

les opérations d’hygiène. Il est connu que les bactéries Gram + présentent une forte tolérance aux 

conditions environnementales (températures de réfrigération, faible humidité relative, et pH). 

Peut-on dans notre cas, considérer que les isolats Gram + soient résistants aux produits de N-D 

utilisés dans l’industrie ? Bridier et al. (2011) ont testé l’action de l’acide péracetique, du chlorure 

de benzalkolium et de l’ortho-phthalaldehyde sur 77 souches bactériennes. Il en ressort que les 

souches Gram + sont plus résistantes que les souches Gram – à des concentrations bactéricides des 

produits. En revanche, une étude menée par Lelieveld et al. (2003) a montré que les bactéries 

Gram – étaient plus résistantes que les bactéries Gram + à 10°C pour des concentrations de 

désinfectant inférieures à 50 ppm. Dans notre cas, la flore Gram + est composée majoritairement 

de Staphylococcus dont la proportion augmente au cours des trois campagnes de prélèvement. 

Une étude menée par Bagge-Ravn et al. (2003) dans une industrie de fabrication de caviar a 

montré que le pourcentage de Staphylococcus isolés n’était pas réduit après N&D. Marouani-

Gadri et al. (2009) montrent aussi la forte prévalence du genre Staphylococcus après les 

opérations de N-D dans un atelier de transformation de viande bovine. Des souches de 
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Staphylococcus résistantes au chlorure de benzalkolium ont aussi été décrites dans des 

environnements d’industries agro-alimentaires (Heir et al., 1999). Cette bactérie est isolée de 

sources environnementales très variées : terre, sable, eau, air, poussière. Il semblerait que les 

animaux, y compris les humains, soient responsables de la dissémination de ces bactéries via les 

squames de peaux qu’ils perdent continuellement. Cette flore peut provenir des matières 

premières contaminées lors de l’abattage et/ou des manipulations successives. Ainsi, beaucoup de 

Staphylococcus se retrouvent dans les produits alimentaires particulièrement ceux d’origine 

animale comme les produits carnés. Selon Leroy et al. (2010), la flore staphylococcale des 

surfaces d’une industrie de fabrication de saucisses serait principalement composée de 

staphylocoques à coagulase négative (SCN) qui proviendraient de la flore indigène du produit et 

qui peuvent participer au processus de fermentation en développant les qualités organoleptiques.  

L’identification à l’espèce des isolats Staphylococcus suggère que l’espèce S. equorum prédomine 

(43% des isolats Staphylococcus identifiés) (Figure 38). Cette même proportion a été retrouvée 

dans des saucissons français naturellement fermentés (Corbière Morot-Bizot et al. (2006). Dans 

des saucissons italiens, la proportion de S. equorum varie de 10 à 40% (Mauriello et al., 2004). 

Des souches de S. equorum ont également été isolées de saumures utilisées dans la fabrication des 

jambons crus. La dominance de S. equorum a été aussi observée dans des ateliers d’affinage d’une 

production fromagère avec 66% d’isolats (Alliot, 1999) ainsi que dans des laits et fromages de 

chèvre avec 58% des isolats appartenant à cette espèce (Meugnier et al., 1996). Les espèces S. 

xylosus, S. saprophyticus et S. capitis ont aussi été identifiées parmi nos isolats. Une étude menée 

sur des échantillons de viande de boeuf récupérés en sortie d’abattoir a permis d’identifier une 

flore composée des espèces S. xylosus , S. lentus et S. sciuri contaminant la viande lors de 

l’abattage, et une autre composée des espèces S. capitis, S. auricularis, et S. warneri 

probablement véhiculées par le personnel (Shale et al., 2005). D’autre part, l’analyse de la flore 

staphylococcale de saucisses fraîches non ensemencées conservées à 4°C a montré que la 

population était initialement composée des espèces S. xylosus, S. equorum, S. warneri et S. 

saprophyticus (Rantsiou et al., 2005). Des souches de S. equorum et S. saprophyticus ont ainsi été 

isolées dans des saucissons italiens dits « Salame di Senise ». Malgré leur faible activité 

protéolytique et lipolytique, ces deux espèces possèdent une activité nitrate réductase contribuant 

au développement et à la stabilité de la couleur rouge caractéristique des salaisons (Baruzzi et al., 

2006). Cependant, depuis la découverte de l’implication de S. saprophyticus dans des infections 

humaines, l’identification plus précise des membres du groupe des SCN présente un intérêt 

majeur. 

Parmi les bactéries dominantes retrouvées sur les surfaces de l’atelier de découpe on cite 

également les genres Microbacterium, Arthrobacter, Rhodococcus, Corynebacterium et Kocuria. 
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Les niches écologiques de ces flores sont très variées : ensilages, sols, eau, peau et tubes digestifs 

des animaux. Corynebacterium et Arthrobacter constituent la flore dominante du cuir de l’animal 

vivant et il n’est pas étonnant que ces micro-organismes soient transférés aux carcasses au 

moment de la dépouille. Des bactéries appartenant au genre Kocuria ont été identifiées dans 

l’environnement d’ateliers de fabrication de saucissons fermiers ainsi que dans les boyaux. Cette 

bactérie, en présence d’autres souches de SCN, favoriserait la fermentation de saucissons par son 

activité protéolytique et lipolytique (Tremonte et al., 2007). Les échanges air/surfaces favorisés 

par les pratiques engendrant des aérosols participent aussi à la dissémination des bactéries sur les 

surfaces des équipements. Parmi les souches isolées des prélèvements d’air, le genre 

Staphylococcus apparaît dominant alors que les Pseudomonas sont minoritaires (2% des isolats). 

Il est connu que les bactéries Gram + possèdent une meilleure résistance à la dessiccation que les 

bactéries Gram –. Une étude sur la survie à la dessiccation sur lames de verre de différentes 

bactéries a montré que les bactéries Gram + ne perdaient que 2 log après 25 jours à 50% 

d’humidité relative (HR) à 21°C alors que chez des bactéries Gram négatif, aucune cellule viable 

n’était détectée  après 7 heures (Hirai, 1991). 

Au cours des trois campagnes, des genres minoritaires ont aussi été isolés sur les surfaces de 

l’atelier de découpe. Leur faible occurrence est due à une faible présence dans la viande réfrigérée 

ou bien à des spécificités physiologiques les rendant inaptes à survivre sur les surfaces (T°C, pH, 

HR …). Actinomyces est une bactérie anaérobie facultative qui fait partie de la flore normale des 

muqueuses de l’oropharynx de l’être humain et des animaux. L’espèce bovis peut être responsable 

chez les bovins de l’actinomycose, une maladie caractérisée par des trajets purulents dans le tissu 

granuleux de la cavité orale ou de la peau (Meyer C., 2012). Les genres Trichococcus et 

Vagococcus sont des bactéries lactiques typiques d’aliments fermentés. Les genres 

Brevundimonas, Methylobacterium Sphingomonas et Acidovorax (anciennement identifié comme 

Pseudomonas) (Willems et al., 1990), sont le plus souvent isolés du sol, de la boue, et d’une 

variété de sources hydriques. Certaines espèces d’Acidovorax sont des bactéries phytopathogènes. 

Les résultats du typage des isolats de Staphylococcus montrent que l’espèce equorum, isolée aux 

campagnes 2 et 3 principalement après N-D sur les deux équipements, pourrait être considérée 

comme « persistante » dans l’atelier de découpe. La capacité de S. equorum à persister peut 

s’expliquer par la forte prévalence de cette espèce et par sa psychrotrophie. Puisque cette espèce 

est introduite dans l’atelier en grand nombre, la probabilité qu’elle atteigne une zone de rétention 

où elle sera protégée du nettoyage est forte. Ensuite, compte tenu de sa capacité à croître à basses 

températures, elle pourra s’adapter aux conditions de l’atelier et croître tout en devenant 

rapidement de plus en plus résistante au N-D comme l’ont montré expérimentalement Pan et al. 

(2006) pour L. monocytogenes à 22,5°C, Peneau et al. (2007) pour Pseudomonas à 10°C, et 
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Marouani et al. (2010) pour E. coli à 20°C. Une étude menée par Leroy et al. (2009) dans un 

atelier de fabrication de saucissons secs fermentés a montré la persistance de 6 souches de S. 

equorum isolées après N-D sur une période de 6 mois. Parmi ces isolats, 4 souches ont été 

retrouvées dans l’environnement industriel et dans les produits finaux. Ces mêmes auteurs 

précisent que la persistance de ces souches n’est pas forcément corrélée à la formation de biofilms 

sur les surfaces. La même observation a été faite sur des souches de L. monocytogenes par Nilsson 

et al. (2011). De même, une étude menée par Harvey et al. (2007) a montré que la production de 

biofilms était similaire pour des souches de L. monocytogenes transitoires et persistantes. Selon 

Carpentier et al. (2011), il n’ y’aurait a pas de souches de L. monocytogenes possédant des 

propriétés particulières qui conduisent à une persistance, mais des conditions de croissance se 

trouvant particulièrement dans les zones de rétention des équipements et locaux.  

Des isolats de S. epidermidis et S. vitulinus appartenant au même type ont été retrouvés 

respectivement aux campagnes 2 et 3 et aux campagnes 1 et 3. Peut-on considérer qu’elles sont 

persistantes sachant qu’un faible nombre d’isolats a été retrouvé uniquement sur un seul matériau 

(2 isolats pour S. epidermidis et 3 isolats pour S. vitulinus tous retrouvés sur l’acier inoxydable) ? 

L’importance du personnel travaillant dans l’atelier comme vecteur de flores de S. epidermidis 

constitue une hypothèse forte. Cependant, l’innocuité sanitaire des SCN est parfois remise en 

cause. En effet, certaines souches de S. epidermidis peuvent synthétiser des amines biogènes grâce 

à leur activité amino-décarboxylase. Ces amines peuvent en conséquent entraîner des troubles de 

santé (allergies, migraines) (Coton et al., 2010). Concernant les souches de S. vitulinus, Švec et al. 

(2004) publient les résultats d'une étude qui démontre que S. vitulinus et S. pulvereri constituent 

en fait une unique espèce. La nomenclature de S. vitulinus a priorité sur celle de S. pulvereri et les 

souches autrefois dénommées S. pulvereri doivent être appelées S. vitulinus (Euzéby, 1997). Cette 

bactérie a été isolée de l'homme (infections urinaires, infection de la hanche), de divers 

mammifères (cheval, campagnol) et de denrées alimentaires d’origine animale (viande hachée 

d’agneau ; viande de volailles de bœufs et de veau ; saucissons). Le pouvoir pathogène de cette 

espèce est peu documenté. 

La caractérisation par typage des souches de Pseudomonas et d’Acinetobacter permet de mettre en 

évidence une diversité génotypique au sein de ces genres dominants sur les surfaces de l’atelier de 

découpe. Cependant, aucun  isolat n’a été retrouvé dans au moins deux campagnes. Aucune des 

souches isolées ne persiste donc dans l’atelier de découpe. Ces bactéries seraient introduites dans 

l’atelier à travers la matière première en contact avec les surfaces et seraient éliminées de façon 

permanente par les opérations de N-D quotidiennes.  
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4. Conclusion 

L’étude de l’écologie microbienne de la fraction cultivable nous a permis d’identifier 51 genres 

différents, parmi lesquels 13 retrouvés aux 3 campagnes. Des genres non isolés dans une 

campagne sont retrouvés aux deux autres. D’autres genres sont uniquement isolés dans une seule 

campagne. Des genres minoritaires (nombre d’isolats inférieur à 3) ont été retrouvés dans une ou 

deux campagnes. Ces résultats suggèrent une variation de l’écosystème d’une campagne à une 

autre. Ces modifications de la diversité bactérienne reflèteraient les modifications de flores des 

viandes traitées dans l’atelier lesquelles ont des origines multiples. Par ailleurs, il apparaît que, 

contrairement à ce qui est généralement admis, les bactéries Gram – sont plus facilement 

inactivées que les bactéries Gram +. Parmi les bactéries Gram –  isolées, Pseudomonas est le 

genre dominant. Cette bactérie ubiquitaire et psychrotrophe est fréquemment retrouvée sur la 

viande fraîche réfrigérée et peut engendrer des altérations au niveau de la qualité organoleptique 

du produit. Par ailleurs, Staphylococcus est le genre dominant parmi les bactéries Gram +. Les 

espèces identifiées font partie du groupe des SCN qui constituent la flore indigène des produits 

carnés. En revanche, Le typage moléculaire des genres Pseudomonas, Acinetobacter et 

Staphylococcus suggère que seule l’espèce S. equorum est persistante sur les surfaces de l’atelier. 

Toutes ces observations nous permettent de conclure que les bactéries seraient introduites dans 

l’atelier à travers la matière première et seraient éliminées de façon permanente par les opérations 

de N-D quotidiennes.  
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Figure 38 : Dendrogramme de similarité des empreintes génétiques de souches de Staphylococcus isolées 

sur PVC et acier inoxydable (Inox) avant (-) et après (+) N-D aux campagnes de prélèvement 1, 2 et 3 (C1, 

C2 et C3). P = pattern (type). La souche 10EMPF8 n’a pas été identifiée car elle n’a pas poussée sur milieu 

de culture. 
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Figure 39 : Dendrogramme de similarité des empreintes génétiques de souches d’Acinetobacter isolées sur 

PVC et acier inoxydable (Inox) avant (-) et après (+) N-D aux campagnes de prélèvement 1, 2 et 3 (C1, 

C2 et C3). P = pattern (type). La souche 09EMPF242 présente deux types de morphologie après isolement 

sur milieu TSA. Ces deux morphologies ont donné deux empreintes génétiques complètement différentes. 

L’une des deux morphologies (09EMPF 242b) est similaire à la souche 09EMPF201, elles ont seulement 

une bande d’écart. L’autre morphologie (09EMPF 242j) a une empreinte génétique différente des autres 

souches testées. 
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Figure 40 : Dendrogramme de similarité des empreintes génétiques de souches de Pseudomonas isolées 

sur PVC et acier inoxydable (Inox) avant (-) et après (+) N-D aux campagnes de prélèvement 1, 2 et 3 (C1, 

C2 et C3). P = pattern (type).  
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C. Etude de l’écosystème des surfaces sans culture préalable 

1. Avant-propos 

Dans cette partie, nous allons aborder la diversité de l’écosystème bactérien par une méthode 

moléculaire, la PCR-DGGE en faisant migrer L’ADN (traités et non traités à l’EMA) des 

prélèvements de surfaces provenant des campagnes 2 et 3. 

2. Résultats 

Les profils électrophorétiques des échantillons de surfaces des campagnes 2 et 3 traités ou non à 

l’EMA, sur PVC et acier inoxydable sont présentés dans la figure 41. On constate que les profils 

« cellules totales » et « cellules  viables » sont identiques. Les espèces dominantes sont toutes 

sous forme de cellules vivantes, autrement dit aucune espèces n’a été détectée uniquement sous 

forme de cellules mortes. Dans la suite de l’étude et par mesure de simplification, nous allons 

considérer uniquement les prélèvements non traités à l’EMA qui représentent les cellules totales 

des surfaces. Vingt deux bandes d’intérêt représentées sur la figure 42 ont été excisées puis 

séquencées mais seules 19 bandes ont pu être identifiées. En effet, nous avons rencontré des 

problèmes de co-migrations pour 3 bandes (e, t et u) dont les séquences n’étaient pas 

interprétables. De plus, les bandes c, g, o et s sont assignées à des espèces co-migrantes 

(Acinetobacter et Pseudomonas). D’ailleurs, le calcul des températures de demi-dénaturation 

(Tm) de leurs séquences révèle des températures identiques pour les deux espèces (Tm de 80°C). 

Finalement, le résultat d’identification de quelques bandes après comparaison de la séquence à la 

base de données RDP10 donnait deux genres. Tel était le cas pour les genres Acinetobacter et 

Psychrobacter (bandes h, l, p et r) : les pourcentages de similitudes étant très proches, nous avons 

préféré retenir ces deux identifications. Dans la suite de l’étude, les bandes h, l, p et r seront 

désignées par «Acinetobacter / Psychrobacter».  

D’après la figure 42, on voit que les genres Acinetobacter et Psychrobacter sont dominants  parmi 

les genres identifiés par DGGE (8 bandes sur 19). Ces deux genres sont retrouvés aux deux 

campagnes. La même observation est faite pour le genre Pseudomonas représenté par 4 bandes sur 

le profil DGGE. Le genre Psychrobacter quant à lui a été identifié uniquement à la campagne 3 

(bandes k et q). Un genre appartenant à l’ordre des Sphingobactériales a été observé à la 

campagne 2 (bande j). Le genre Chryseobacterium a été isolé une fois à la campagne 3 (bande n). 

Tous ces genres ont été identifiés par culture et font parti des genres dominants isolées des 

surfaces. Par ailleurs, il est étonnant de voir que seul un genre Gram +  est détecté par DGGE : 
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Mycobacterium isolé une fois à la campagne 2 (bande f). Par ailleurs aucune bande parmi celles 

séquencées n’a été assignée à Staphylococcus (ou éventuellement Microbacterium) alors que ces 

genres ont été isolés en grand nombre sur milieu TSA. Finalement, une bande assignée à 

Propionibacterium (bande v) est identifiée à la campagne 3 uniquement par DGGE. Ce genre n’a 

pas été isolé parmi la flore cultivable des surfaces.  

 

 

Figure 41 : Dendogramme des profils électrophorétiques DGGE de prélèvements de surface de la flore 

viable (EMA) et de la flore totale (FT) réalisés sur PVC et acier inoxydable (Inox) avant (-) et après (+) N-

D au cours des campagnes de prélèvement 2 et 3 (C2 et C3). 

 

 

     

Figure 42 : Profils électrophorétiques d’un gel DGGE de prélèvements de surface réalisés sur PVC et acier 

inoxydable (inox) avant (-) et après (+) N-D au cours des deux campagnes de prélèvement (C2 : campagne 

2 ; C3 : campagne 3). Les lettres a à v correpondent aux bandes d’intérêts qui ont été séquencées. Les 

bandes e, t et u n’ont pas pu être séquencées. 
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j : Sphingobacteriales 

k : Psychrobacter 

l : Acinetobacter/Psychrobacter 

m : Psychrobacter 

n : Chryseobacterium 

o : Acinetobacter 
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t :  ? 

u : ? 
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3. Discussion 

La DGGE a permis d’obtenir une image globale des genres majoritaires de la communauté 

bactérienne des surfaces de l’atelier de viande bovine, avant et après N-D. Les principaux genres 

retrouvés sont Acinetobacter, Psychrobacter, Pseudomonas, Mycobacterium et Chryseobacteium 

qui font partie de la flore dominante cultivable. Une étude menée par Pennacchia et al. (2011) 

portant sur les bactéries d’altération de la viande bovine conservée à l’air libre et sous atmosphère 

modifiée montre que les genres Psychrobacter, Acinetobacter et Pseudomonas étaient majoritaires 

au cours des premiers jours de conservation mais qu’à ce stade là, ils ne semblaient pas constituer 

un agent majeur d’altération. Dans notre étude, il est étonnant de voir que des genres Gram + 

dominants dans l’écosystème cultivable des surfaces (exemple : Staphylococcus, Microbacterium, 

Kocuria)  n’ont pas été identifiés sur les profils DGGE. Ces genres pourraient ne pas être détectés 

sur DGGE à cause de la sensibilité de la méthode qui ne permet pas d'accéder à la totalité des 

espèces présentes. En effet, Muyzer et al. (1993) montrent que la DGGE peut détecter une espèce 

dont la proportion d’ADN extrait est supérieure à 1% de l’ADN de la population totale. Les 

genres Gram + dominants dans l’écosystème cultivable sont masqués par les bactéries Gram – qui 

sont plus nombreux mais majoritairement sous forme VNC. Une étude menée par Brightwell et al. 

(2006) utilisant la méthode RFLP sur un tapis convoyeur dans atelier de transformation d’agneau 

montre que les genres Serratia, Alcaligenes et Microbacterium étaient uniquement identifiés sur 

des milieux de culture. Seul le genre Pseudomonas était détecté par RFLP et sur milieu gélosé.  

Une des limites de la DGGE est le phénomène de co-migration, mis en évidence par Murray et  et 

al.(1996) par comparaison du profil DGGE d'un assemblage artificiel constitué de 18 espèces avec 

les profils de migration de chacune des espèces. Cette co-migration peut être due à une analogie 

de séquences ou de température de demi-dénaturation (Tm) entre deux espèces, ce qui est le cas 

pour Acinetobacter et Pseudomonas dans notre étude (Tm de 80°C pour ces 2 genres). Une autre 

limite de la DGGE est la présence de plusieurs bandes pour une même espèce dues à une 

hétérogénéité de l’ADNr ce qui peut conduire, à une surestimation du nombre d’espèces présentes 

dans l’écosystème comme c’est le cas pour les bactéries corynéformes en TTGE (Ogier et al., 

2002). L’identification des bandes V3 par comparaison avec un référentiel bactérien 

préalablement établi reste donc une approche délicate. En effet, les travaux de Moore et al. (1996) 

montrent que des souches de P. fluorescens classées au sein de la même « lignée » en raison de la 

forte homologie de leurs séquences d’ADNr 16S, peuvent présenter des différences au niveau de 

certaines régions dites hypervariables et notamment de la région V3, ce qui se traduit sur le gel 

par une divergence au niveau des empreintes électrophorétiques obtenues. Bossis et al. (2000) 

montrent que cette divergence décrite au sein de l’espèce P. fluorescens peut être associée à la 
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variété des niches écologiques des souches (eau, lait, viande, sol, plantes...). Pour cela, la seule 

méthode fiable d’identification des bandes reste le séquençage. Néanmoins, le séquençage 

présente des limites. Selon Ercolini et al., (2006) les régions V6-V8 de l’ADNr 16S chez certaines 

souches de Pseudomonas ne sont pas suffisamment variables pour pousser l’identification jusqu'à 

l’espèce. Selon Walter et al. (2000), la région V2-V3 s’avère être plus discriminante avec une 

identification de l’espèce satisfaisante. Dans notre étude, 4 bandes ont été assignées aux genres 

Psychrobacter/Acinetobacter. Les pourcentages d’homologies des séquences de ces deux genres 

après comparaison à la base de données RDP 10 étaient très proches. La limite des gels à gradient 

dénaturant contraint l’utilisation de courts fragments PCR afin d’assurer une résolution correcte 

des profils de migration, ce qui entraîne une perte d’information par rapport à la totalité de la 

séquence de l’ADNr 16S. Pour le couple d’amorces HDA1-HDA2 utilisé, seules 150 pb sont 

amplifiées sur 1500. L’identification bactérienne qui en résulte est donc tronquée ce qui explique 

qu’on ait des bandes de gels difficilement identifiables au niveau de l’espèce et parfois même au 

niveau du genre, comme c’est le cas dans notre étude. Par ailleurs, il arrive que certaines bandes 

ne puissent être séquencées (3 bandes dans notre cas). En effet, l’analyse des séquences de ces 

bandes révèle des chromatogrammes avec des signaux multiples prouvant la présence de plusieurs 

séquences par bande (Figure 43). Afin de pallier aux co-migrations, une étape de clonage des 

fragments d’ADN extraits des différentes bandes du gel est nécessaire. Ce travail s’avère 

cependant long et fastidieux lorsqu’un grand nombre d’échantillons est concerné. 

La DGGE, grâce à l’analyse directe de l’ADN, permet de pallier les limites liées aux méthodes 

culture-dépendantes. Une approche plus exhaustive est ainsi réalisée quant à l’étude de la diversité 

des genres dominants au sein d’une communauté complexe. Ainsi, le genre Propionibacterium 

non isolé parmi les bactéries cultivables, a été détecté à la campagne 3 sur acier inoxydable avant 

N-D. Propionibacterium est une bactérie anaérobie Gram positif non mobile et non sporulente à 

contenu élevé en GC. P. freudenreichii est couramment trouvé dans le lait et les produits laitiers 

mais a été également isolé du sol et d’ensilages. Le potentiel probiotique de cette espèce fait 

l’objet d’un intérêt grandissant (Falentin et al., 2010). Brightwell et al. (2006) montrent sur un 

tapis convoyeur en Intralox
®
 que les Sphingomonadaceae étaient dominants lorsqu’une méthode 

sans culture préalable était appliquée alors que les identifications par culture montraient une 

dominance des Pseudomonadacae. 
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Figure 43 : Illustration des problèmes de séquencage des bandes V3 rencontrés dans la DGGE. A : 

chromatogramme à signaux multiples caractérisant une séquence non interprétable, B : chromatogramme à 

signal unique caractérisant une séquence interprétable. La présence d’un seul pic (B) illustre 

l’incorporation d’un seul nucléotide. 

4. Conclusion 

La DGGE nous a permis de détecter seulement 7 genres bactériens sur les 51 genres obtenus en 

UFC. Ces genres dominants ont tous été retrouvés sous forme cultivable à l’exception d’un seul 

genre Propionibacterium, non isolé sur milieu de culture. Par ailleurs, la majorité des genres 

détectés sur gel DGGE sont des bactéries Gram négatif (6 genres sur 7). En effet, les genres 

Staphylococcus, Microbacterium ou Kocuria qui font partie de la flore dominante cultivable n’ont 

pas été détectés sur gel DGGE. Ceci suggère que les bactéries Gram + sont masqués par les 

 Gram – qui sont majoritairement sous forme VNC sur les surfaces. Afin de pallier aux problèmes 

de co-migration rencontrés, une étape de clonage des bandes s’avère nécessaire afin d’affiner 

l’identification de l’écosystème bactérien.   
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V- CONCLUSION ET PERSPECTIVES 
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L’écosystème des surfaces ouvertes d’un atelier de découpe de viande bovine avant et après les 

opérations de N-D a été en un premier temps abordé d’un point de vue quantitatif. Nous avons 

ainsi évalué la charge bactérienne des cellules totales, viables et UFC en appliquant la formule de 

Veulemans et al. (1970) afin d’estimer une charge bactérienne plus proche de la réalité que celle 

qui aurait été évaluée par un seul chiffonnage. Nos résultats montrent qu’avant N-D, la population 

de cellules totales est plus importante sur PVC (5,4 log cellules/cm
2
) que sur acier inoxydable (4,7 

log cellules/cm
2
). Pour les cellules viables, cette charge bactérienne atteint 4 et 4,4 log 

cellules/cm
2
 sur les deux matériaux. Les opérations d’hygiènes provoquent une faible réduction 

des cellules totales sur PVC malgré l’application d’opérations d’hygiènes agressives. Sur acier 

inoxydable, le nombre de cellules totales est légèrement plus élevé après N-D (5 log cellules/cm
2
). 

Cette charge est équivalente à celle du PVC après N-D (5,1 log cellules/cm²), ce qui suggère que 

la formation d’aérosol pendant le N-D participe à une augmentation de la charge bactérienne sur 

l’acier inoxydable. L’effet du N-D est surtout visible sur les cellules cultivables et plus 

particulièrement sur l’acier inoxydable avec 1,6 réduction décimale.  

Les valeurs des pentes k des droites de décrochement obtenues ainsi que le pourcentage de la 

population détachée par le premier chiffonnage nous ont permis d’évaluer les forces d’adhésion 

des populations sur les surfaces. Il en résulte que sur PVC, les cellules qui ont résisté au N-D ont 

des forces d’adhésion similaires à celles mesurées avant N-D, contrairement à l’acier inoxydable 

où les forces d’adhésions avant N-D sont plus faibles qu’après N-D, les UFC étant mieux 

décrochées que les cellules totales et les cellules viables. Ce résultat est corroboré par les 

dénombrements du premier chiffonnage où le pourcentage de cellules cultivables décrochées 

avant N-D sur acier inoxydable est le plus élevé (27%).  

La comparaison de la charge bactérienne obtenue après application de la formule de Veulemans et 

celle obtenue sur la première boîte contact révèle une différence moyenne de 1,9 et 2,7 log 

UFC/cm
2 

sur PVC
 
et acier inoxydable respectivement. Une durée d’incubation de 5 jours à 25°C 

est habituellement préconisée pour le dénombrement des UFC de la viande. Nous avons 

cependant constaté pour les empreintes réalisées sur PVC après N-D, une différence de 1,5 log 

pour les UFC après incubation des boîtes à 6 et 14 jours. Ces résultats montre bien la sous-

estimation de la contamination des surfaces réalisée par les professionnels lors d’une surveillance 

de la propreté microbiologique de leurs équipements. 

Dans un second temps, nous avons abordé la diversité bactérienne des surfaces ouvertes de 

l’atelier de découpe à travers l’étude de la fraction cultivable. Trois cent soixante neuf isolats ont 

été collectés durant les trois campagnes de prélèvement. Il en ressort que 57% des isolats obtenus 

sont des bactéries Gram +, et 43% des bactéries Gram -. L’identification des isolats par 

comparaison des séquences 16S à celles présentes dans la base de donnée RDP10 ne nous a pas 
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permis d’attribuer un nom d’espèce aux différents isolats. L’identification a donc été restreinte au 

genre. Cinquante et un genres bactériens (28 genres Gram + et 23 genres Gram -) ont été mis en 

évidence. L’ordre dominant est celui des Actinomycétales (34% des isolats) suivi par les 

Pseudomonadales (26% des isolats) et les Bacillales (18% des isolats). Treize genres bactériens 

ont été isolés à chacune des 3 campagnes parmi lesquels les plus fréquents sont Pseudomonas, 

Staphylococcus, Microbacterium, Acinetobacter, Chryseobacterium, Psychrobacter et Kocuria. 

Les isolats des genres présents à chaque campagne représentent 75, 72 et 62% des isolats des 

campagnes 1, 2 et 3 respectivement. Des genres bactériens peuvent être représentés par de 

nombreux isolats lors d’une campagne et être absent lors d’une autre campagne. Des genres 

minoritaires ont aussi été isolés : leur faible occurrence est due à une faible présence sur la viande 

fraîche réfrigérée ou bien à des spécificités physiologiques les rendant inaptes à survivre sur les 

surfaces.  

Parmi les 159 isolats Gram – obtenus, Pseudomonas est le genre dominant. Cette bactérie 

psychrotrophe possède un avantage écologique à basses températures où elle se développe plus 

rapidement que d’autres flores. De plus, elle possède un spectre d’assimilation des substrats 

carbonés particulièrement large et n’a pas besoin de facteurs de croissance, ce qui lui confère un 

avantage compétitif vis-vis d’autres genres au spectre nutritionnel plus réduit.  

Notre étude montre que le N-D entraîne une réduction significative du nombre moyen de genres 

Gram – isolés par unité de surface ce qui n’est pas le cas pour le nombre moyen de genres  

Gram +. Il est connu que les bactéries Gram + présentent une forte tolérance aux conditions 

environnementales (températures de réfrigération, faible humidité relative, et pH). D’ailleurs, une 

étude menée sur 77 souches bactériennes a démontré que les souches Gram + étaient plus 

résistantes que les souches Gram – à des concentrations bactéricides de désinfectants. Dans notre 

cas, la flore Gram + est composée majoritairement de Staphylococcus. Ce genre bactérien isolé de 

sources environnementales très variées (terre, sable, eau, air) peut aussi provenir des matières 

premières contaminées lors de l’abattage et/ou des manipulations successives. Les résultats 

d’identification des isolats de Staphylococcus par hybridation de sondes ciblant le gène sodA, 

montrent que la majorité des espèces appartiennent au groupe des staphylocoques à coagulase 

négative qui constituent la flore indigène des produits carnés.  

L’identification de la fraction cultivable des bactéries de surface suggère une variation de 

l’écosystème d’une campagne à une autre. Ces modifications de la diversité bactérienne 

reflèteraient les modifications de flores des viandes qui sont traitées dans l’atelier lesquelles ont 

des origines multiples. Y’aurait-il un genre persistant dans l’atelier de découpe ? Pour répondre à 

cette question, nous avons réalisé le typage des trois genres dominants Staphylococcus, 

Pseudomonas et Acinetobacter en utilisant la rep-PCR. Seule l’espèce Staphylococcus equorum, 
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bactérie typique d’aliments fermentés, serait persistante dans l’atelier de découpe. Bien que des 

isolats de S. epidermidis et S. vitulinus appartenant au même type ont été retrouvés respectivement 

aux campagnes 2 et 3 et aux campagnes 1 et 3, nous avons préféré ne pas les considérer comme 

étant « persistantes » étant donné qu’un faible nombre d’isolats a été isolé uniquement sur un seul 

matériau (2 isolats pour S. epidermidis et 3 isolats pour S. vitulinus tous retrouvés sur l’acier 

inoxydable). Toutes ces observations nous permettent de conclure que les bactéries qui se trouvent 

sur les surfaces des équipements sont majoritairement des bactéries en survie transitoire, qui ont 

vocation à être éliminées par les opérations d’hygiène et à être remplacées par de nouvelles 

souches bactériennes. 

Dans la dernière partie, nous avons étudié l’écosystème bactérien des surfaces par une méthode 

moléculaire qui est la DGGE. La région V3 composée d’environ 200 pb, a été séquencée et a 

permis l’identification au niveau du genre ou de l’ordre. Sept genres bactériens sur les 50 genres 

obtenus en UFC ont été mis en évidence. Ces genres dominants ont tous été retrouvés sous forme 

cultivable à l’exception d’un seul genre Propionibacterium observé une seule fois dans une seule 

campagne (C3) et non isolé sur milieu de culture. Des genres Gram + faisant partie de la flore 

dominante cultivable (exemple Staphylococcus, Microbacterium ou Kocuria) n’ont pas été 

identifiés sur gel DGGE. En effet, 6 parmi 7 genres identifiés par DGGE sont des bactéries  

Gram –. D’ailleurs, les résultats de quantifications par qPCR des cellules viables et des UFC ont 

montré que la charge bactérienne des VNC était supérieure à celle des UFC d’environ 1 log. Nous 

pouvons donc conclure que les bactéries Gram – viables non cultivables sont majoritaires sur les 

surfaces de l’atelier et masquent les bactéries Gram +, ce qui explique pourquoi elles n’ont pas été 

identifiées sur DGGE.  

Au terme de ce travail, il est important d’établir les perspectives. Les résultats d’empreintes de 

TSA ont montré qu’une incubation de 14 jours était nécessaire pour permettre la croissance d’un 

plus grand nombre d’UFC. Une optimisation de la fabrication des milieux de culture pourraient 

être envisagée de la  part des fournisseurs afin de réduire ce temps de latence. Par ailleurs, l’étude 

de l’écosystème bactérien par DGGE a montré des problèmes de co-migration pour certaines 

bandes. Il serait donc judicieux de cloner ces fragments d’ADN afin d’affiner les résultats 

d’identification. Par ailleurs, la quantification de la flore bactérienne présente sur les surfaces 

d’équipement a été réalisée grâce à des amorces universelles. Or l’étude qualitative de cette flore 

par DGGE a montré la présence de bactéries Gram –  majoritairement sous forme viable non 

cultivable. En effet, si les Pseudomonas cultivables sont moins fréquents aux campagnes 2 et 3, 

c’est parce qu’ils sont non cultivables. Sachant que la flore Pseudomonas reste « la bête noire » 

des industriels en termes d’altération des produits carnés, il serait intéressant d’étudier ce genre de 

plus près. Des Pseudomonas VNC peuvent-ils retourner à l’état cultivable et altérer la viande ? 
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Des PCR spécifiques de certaines espèces (exemple P. fluorescens, P. fragi, P. putida) pourront 

être ainsi développées afin d’estimer la charge bactérienne VNC. L’évaluation de cette charge 

bactérienne permettra aux industriels de mettre en place des procédures de désinfection sélectives 

capable de détruire la flore d’altération. Notre étude montre que le N-D n’entraîne pas une 

réduction significative du nombre moyen de genres Gram + isolés par unité de surface. Il serait 

donc intéressant de sélectionner quelques souches bactériennes et d’étudier leur comportement à 

des concentrations bactéricides de désinfectants. Cette étude pourra aussi se faire sur S. equorum 

persistante dans l’atelier afin de voir si le phénomène de persistance de cette souche est corrélé à 

un phénomène de résistance aux produits de N-D utilisés dans l’industrie. D’autres questions 

pourront être aussi abordées à la lumière des résultats obtenus: Combien de temps faut-il aux 

espèces majoritaires non persistantes pour quitter l’atelier ? Comment se comporte L. 

monocytogenes en présence de l’espèce persistante S. equorum (effet protecteur, compétition…) ? 

Dans le prolongement de ces travaux, des quantifications de la charge bactérienne aéroportée en 

termes de cellules totales et cellules viables pourront être menées afin de compléter les résultats 

obtenues en UFC. Des recherches futures sur les transferts bactériens de la viande vers les 

surfaces inertes pourront être aussi réalisées.  

La démarche d’étude écologique mise en place dans ce projet est applicable pour toute étude des 

flores des environnements agroalimentaires. Les progrès considérables réalisés en biologie 

moléculaire offrent désormais des perspectives nouvelles aux industriels pour le suivi et la 

maîtrise des bactéries indésirables susceptibles de persister dans les ateliers. 
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Composition du neutralisant polyvalent de désinfection ATL
® 

 

Domaine d’utilisation : Ce neutralisant polyvalent inhibe l’action d’un ou de plusieurs produits 

désinfectants de surfaces. A diluer au 10
ème

 dans les milieux de culture. 

  

 

Composants du neutralisant et principes neutralisés  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Composition Quantité en g/L de neutralisant préparé Désinfectants neutralisés 

 

Lécithine d’œuf 3 Ammonium quaternaire, 

éthanol, phénols 

Tween 80 30 Ammonium quaternaire, 

éthanol, phénols, aldéhydes 

L-Histidine 1 Aldéhydes, phénols 

Thiosulfate de sodium 

Na2S2O3-5H2O 

7,8 Halogènes, phénols 

Phosphate disodique 

Na2HPO4-12H2O 

100,8 Rôle de tampon 
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Protocole d’extraction  d’ADN à l’aide du « MagNa Pure LC DNA 

Isolation Kit III »   

 

Principe du test : 

La procédure d’isolement est basée sur une technologie de billes magnétiques. Les échantillons 

sont lysés par incubation dans un tampon contenant des sels chaotropiques et de la protéinase K. 

Des particules en verre magnétisées sont ajoutées et l’ADN se fixent à leur surface. Les 

substances non fixées sont enlevées par l’intermédiaire de plusieurs lavages, puis l’ADN est élué. 

Les étapes du principe de l’isolement de l’ADN sont les suivantes : 

 

  1          2           3          4         5        6

  

 

1. L’échantillon est placé dans les puits de la cartouche. 

2. Le tampon de lyse et de fixation est ajouté à l’échantillon, favorisant la lyse 

cellulaire complète et le re-largage des acides nucléiques. Les nucléases sont 

dénaturées. La protéinase K dénature les protéines. 

3. L’ADN se fixe à la surface de silice des billes grâce aux conditions chaotropiques, à 

l’isopropanol et à la haute stringence ionique du tampon de lyse et d’accrochage  

4. Les billes sur lesquelles l’ADN s’est fixé sont magnétiquement séparées du reste de 

l’échantillon lysé  

5. Les billes sont lavées plusieurs fois avec du tampon de lavage  pour éliminer les 

protéines (nucléases), membranes, inhibiteurs de la PCR, et pour réduire enfin la 

concentration en sel. 

6. Les billes sont magnétiquement séparées du tampon de lavage contenant les débris 

résiduels.  

 



 

150 

 

Précautions : 

 Particules MGP : La suspension de particules magnétiques doit être vortexée. Mélanger 

immédiatement avant usage afin d’avoir une suspension homogène.  

 Protéinase K : Reconstituer chaque flacon en ajoutant 1,2 mL de tampon d’élution et bien 

mélanger. Une fois reconstitué, le produit est stable pendant 1 mois de 2 à 8°C ou 1 an 

entre -15 et -25°C. 

Ne pas utiliser un tampon qui contient un précipité : Si un précipité est visible, placer le flacon à 

37°C et mélanger de temps en temps jusqu’à dissolution complète du précipité.  

 

Préparation des échantillons (pour l’extraction simultanée de 32 échantillons maximum) : 

 

- Allumer 2 bains secs : l’un à 65°C et l’autre à 95°C (15 à 30 min avant utilisation) 

- Allumer l’appareil MagNA Pure (chauffage des blocs) et le système informatique  

- Ajouter aux 100 µL de PBS 1X 130 µL de tampon de lyse et bien mélanger. 

- Ajouter 20 µL de protéinase K et mélanger délicatement.  

-  Incuber pendant 45 min à 65°C. Mettre des cavaliers pour éviter que les tubes ne 

s’ouvrent. 

-  Incuber ensuite les échantillons à 95°C pendant 10 min.  

- Centrifuger brièvement les tubes (centrifugeuse de paillasse) afin de collecter la totalité de 

l’échantillon au fond du tube et procéder au transfert des échantillons dans la cartouche 

MagNA Pure LC « Sample cartridge » (support plastique contenant 4x8 puits).  

L’extraction et la purification de l’ADN sont réalisées par l’automate. 
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Composition du bouillon de congélation  

 

Domaine d’utilisation:  

Ce bouillon est utilisé pour la congélation des souches bactériennes à - 80°C 

 

Composition : 

Extrait de viande de boeuf………………………. 3 g 

Tryptone digestat pancréatique de caséïne …….... 5 g 

Glycérol ………………………………………….150 g 

Eau ………………………………………………. qsp 1 l 

pH ………………………………………………...6,9  0,2   

 

Barème de stérilisation : 121°C / 15 min. 
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Fluorimètre Qubit 
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Protocole d’extraction de l’ADN d’un gel polyacrylamide selon le 

kit « Qiaex II Polyacrylamide Gel Extraction » 
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ABSTRACT 23 

We assessed the impact of industrial cleaning and disinfection (C&D) on colony-forming 24 

units (CFUs), viable (culturable and viable but non-culturable) cells and on total cells (viable 25 

and dead cells). Bacterial loads on polyvinyl chloride (PVC) and stainless steel surfaces in a 26 

cutting room at a beef processing plant were determined before and after C&D by real-time 27 

PCR to quantify cells from successive swabs from surfaces with or without an ethidium 28 

monoazide pre-treatment and by CFU counts on tryptone soy agar. Agar contact plates were 29 

also applied after C&D for comparison.  Before C&D, total cells reached 5.4 and 4.7 log 30 

cells/cm², viable cells 4.0 and 4.4 log cells/cm² and CFUs 3.1 and 2.9 log CFU/cm² on PVC 31 

and stainless steel surfaces, respectively. Although C&D left surfaces visually clean, it did not 32 

lead to a significant reduction in total cells. Significant reductions were only observed on 33 

PVC for CFUs: 0.8 log and on stainless steel surfaces for viable cells and CFUs: 0.8 and 1.5 34 

log, respectively. Our results show that CFUs were both more easily detached and killed on 35 

stainless steel surfaces than on PVC surfaces. Other important results include the following 36 

observations: 1) a single swabbing detached only between 2 and 27% of the actual bacterial 37 

load; 2) after C&D, the difference between the actual culturable population and the one 38 

assessed by one agar contact plate was 1.9 and 2.7 log CFU/cm² on PVC and stainless steel 39 

surfaces, respectively. 40 

1 INTRODUCTION 41 

Cleaning and disinfection (C&D) are among the most important hazard control measures in 42 

the meat industry, it is thus of prime importance to assess their efficacy. However, this is a 43 

difficult task because C&D cannot remove all microbial cells present on open surfaces 44 

(Bagge-Ravn et al., 2003; Gibson et al., 1999; Mettler and Carpentier, 1998). Efficacy of 45 

C&D can be assessed by agar contact plating, a convenient and frequently used method that 46 

nevertheless underestimates CFU counts on surfaces (Patterson, 1971). Swabbing surfaces to 47 

detach microbial cells for quantification is more accurate, but does not remove all cells 48 

(Oulahal-Lagsir et al., 2000; Richard, 1980). Efficiency of swabbing depends on the operator, 49 

the swabbing material, the microbial species and the history of the attached cells. Midelet and 50 

Carpentier (2002) showed that one swabbing detached 97% of the CFUs of a one-day 51 

Pseudomonas putida biofilm grown on stainless steel. In contrast, an experiment conducted 52 

on Pseudomonas fluorescens biofilms grown on polyvinyl chloride (PVC) showed that 53 

swabbing detached only 2% of the CFUs that had survived a chlorine treatment (Asséré et al., 54 

2008). Another concern regarding the hygienic quality of food-contact surfaces is the 55 

presence of viable but non-culturable (VBNC) cells. The VBNC state may occur in stress 56 
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conditions, such as starvation and osmotic stress (Jorgensen et al., 1994), temperature changes 57 

(Chen and Chang, 2010) and disinfection (Allegra et al., 2008; Leriche and Carpentier, 1995), 58 

and numerous pathogenic bacteria can enter a VBNC state (Oliver, 2005). It has been 59 

suggested that the VBNC state is a survival strategy and various factors may promote 60 

resuscitation (Oliver, 2010); there is therefore a need for better knowledge of VBNC 61 

populations.  62 

The aim of the present study was to assess the impact of industrial C&D not only on 63 

culturable cells, as classically done, but also on viable cells, which include both culturable and 64 

VBNC cells, and on total cells, i.e. viable and dead cells, using a method adapted from 65 

Veulemans et al. (1970). This method, whose principle has been described by Midelet et al. 66 

(2002), assesses the numbers of attached cells more accurately than a single swabbing. It 67 

consists in successively swabbing the same area using a new sterile gauze pad for each swab. 68 

Plotting the logarithm of the number of cells detached by each swab against the sequence 69 

number of the swab gives the number of microorganisms present on equipment surfaces. 70 

Furthermore, the slopes of these detachment curves can be used to assess the microorganism 71 

attachment strength (Eginton et al., 1998). We chose to study the flat surfaces of two pieces of 72 

equipment from the same cutting room: a conveyor belt made of polyvinyl chloride (PVC) 73 

and skinning machines made of stainless steel. Conveyor belts are food-contact surfaces that 74 

can be heavily contaminated (Lindsay et al., 1996). Stainless steel has been shown to be more 75 

easily disinfected than plastic conveyor belts (Krysinski et al., 1992) and, since it is highly 76 

resistant to chemical and heat shock, is widely used in food processing equipment (Rossoni 77 

and Gaylarde, 2000).  78 

Several alternatives have been proposed to enumerate viable bacteria, including culturable 79 

and VBNC bacteria. These methods, which require enumeration under a microscope or flow 80 

cytometry, include (1) the direct viable count (Kogure et al., 1978) to assess the ability of 81 

cells to elongate in presence of an antibiotic that inhibits DNA gyrase; (2) the live/dead 82 

bacterial viability kit (Boulos et al., 1999) based on the use of propidium iodide, a membrane 83 

integrity indicator; (3) the ability to reduce 5-cyano-2,3-ditolyl tetrazolium chloride (CTC) 84 

(Jorgensen et al., 1994); (4) and more recently, real-time PCR (qPCR) in combination with 85 

ethidium bromide monoazide (EMA) (Hein et al., 2007; Nocker et al., 2006; Rudi et al., 86 

2005) or propidium monoazide (PMA) (Chang et al., 2010; Chen and Chang, 2010). EMA 87 

and PMA penetrate bacterial cells with compromised membranes — i.e. thus considered dead 88 

cells — and covalently bind to double-stranded DNA upon exposure to intense visible light. 89 

DNA complexed with EMA cannot be detected and therefore only cells with intact 90 
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membranes, considered as viable cells (culturable or VBNC), can be amplified by PCR. 91 

However, enumeration methods differ in their cell count estimations, reflecting the different 92 

physiological states among viable cells (Roszak and Colwell, 1987; Yu and McFeters, 1994). 93 

However, although it would have been interesting to use different methods to assess viable 94 

counts, we choose EMA-qPCR since a large number of samples can be readily treated. To 95 

quantify either all bacterial cells by qPCR or all viable cells by EMA-qPCR, we used 96 

universal eubacteria primers that target conserved regions on 16S rRNA gene (Bach et al., 97 

2002; Lyons et al., 2000). Additionally, we sampled surfaces after C&D using agar contact 98 

plates to assess how much CFU counts are underestimated when compared to the multiple 99 

swabbing method.  100 

2 MATERIALS AND METHODS 101 

A meat cutting room at a beef-processing plant was visited in November 2009 and May 2010. 102 

This room undergoes a four-step cleaning and disinfection (C&D) regimen once a day. First, 103 

the surfaces are pre-washed by scraping and then washed with 45°C water using a medium-104 

pressure jet. The second, foam-cleaning step involves the application of a chlorinated alkaline 105 

solution (Deptal MCL 3%, Hypred, Dinard, France) to the surfaces for 20 min. The surfaces 106 

are then rinsed with a medium-pressure water jet. The final step of disinfection includes the 107 

use of a glutaraldehyde and quaternary ammonium compound-based product (Deptil G4 2%, 108 

Hypred).  109 

2.1 Surface swabbing 110 

Surface samples were taken from skinning machines made of stainless steel and a conveyor 111 

belt made of polyvinyl chloride (PVC). The stainless steel surfaces were smooth, but there 112 

were many scratches visible on the PVC conveyor belt. In all cases, 566 cm² flat and 113 

continuous areas were sampled using a template. Sampled areas were swabbed with sterile 114 

gauze pads impregnated with ATL
®
 polyvalent disinfectant neutraliser (containing per litre: 115 

3 g egg lecithin, 30 g tween 80, 1 g L – histidine, 7.8 g sodium thiosulfate [Na2 S2 O3 - 5H2O] 116 

and 100.8 g disodium phosphate [Na2 HPO4 - 12H2O]) placed in a Stomacher bag (Humeau, 117 

La Chapelle-sur-Edre, France) and stored until analysis in an insulated cool box with ice 118 

packs. For the PVC conveyor belt, 15 successive swabs were taken on two areas using a new 119 

sterile gauze pad for each swab. For the stainless steel skinning machines, four areas were 120 

sampled with 10 successive swabs. Only the 10 first swabs taken on PVC were used to 121 

calculate the bacterial populations as explained below so that comparisons between PVC and 122 

stainless steel are made using the same methodology. More stainless steel surfaces than PVC 123 

surfaces were sampled because a preliminary sampling survey showed greater variability on 124 
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stainless steel. Surface swabbing was performed by the same operator, on distinct areas before 125 

and after C&D. 126 

After sampling surfaces, Stomacher bags containing gauze pads were sealed, refrigerated and 127 

processed within 10 h of sample collection. Then, 25 ml of 1 g/L peptone water (VWR, 128 

Fontenay sous Bois, France) were added to the gauze pads. Samples were pummelled for 1 129 

min in a Stomacher Lab-Blender (AES Laboratoire, Combourg, France) before quantifying 130 

the bacterial populations. 131 

2.2 Enumeration of colony-forming units (CFUs) 132 

Bacterial suspensions were plated on tryptone soy agar (TSA; Oxoid, Dardilly, France) using 133 

a Spiral plater (Spiral System DS, Interscience, Saint Nom La Breteche, France). For swabs 134 

taken before C&D, plates were incubated for 6 days at 25°C. For swabs taken after C&D, a 6-135 

day incubation time was not sufficient and incubation was thus carried out for a total of 14 136 

days. For these longer incubation times, plates were placed in a bag with sterile paper 137 

moistened with sterile water to avoid agar dehydration during incubation. 138 

2.3 Assessment of total and viable populations 139 

Duplicate 1 ml volumes of sample fluids were centrifuged at 15,000  g for 3 min. The 140 

supernatant was carefully discarded and the cell pellet was stored at -25ºC prior to subsequent 141 

laboratory analysis. The first 1 ml sample underwent EMA treatment no later than 48 h after 142 

freezing at -25°C (we previously checked on several Staphylococcus and E. Coli strains that 143 

bacterial quantification by EMA-qPCR was not changed after a freeze storage period of 8 144 

days); the second 1 ml sample was used to assess total cells.  145 

2.3.1 EMA treatment and light irradiation 146 

Ethidium monoazide (EMA, Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) was diluted in molecular 147 

water (Eppendorf, France) to a concentration of 5 mg/ml and stored at -25°C until use. Cell 148 

pellets were resuspended in sterile water and EMA was added to samples at a final 149 

concentration of 100 µg/ml (Rudi et al., 2005). The samples were then incubated in the dark 150 

at room temperature for 5 min and exposed to a light source (a 650 W halogen lamp, Osram 151 

SLG 1000) for 2 min with their lids off. Prior to light exposure, the tubes were placed on ice 152 

to minimise any temperature increases in the samples. Finally, EMA-treated cells were 153 

centrifuged at 15,000 g for 3 min and the supernatant eliminated. 154 

2.3.2 DNA extraction 155 

DNA was extracted from EMA-treated and non-treated samples using the Magna Pure LC 156 

DNA Isolation Kit III (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) according to the 157 

manufacturer’s instructions. 158 
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2.3.3 Real-time PCR (qPCR) 159 

Reactions were performed with a 96-well plate in a LightCycler 480 instrument (Roche 160 

Diagnostics). The primers F_Bact1369 (5’-CGGTGAATACGTTCCCGG-3’) and 161 

R_Prok1492 (5’-TACGGCTACCTTGTTACGACTT-3’) (Suzuki et al., 2000) were used to 162 

amplify the nearly full-length 16S ribosomal RNA gene. The qPCR mixture consisted of a 163 

total of 25 µl and included SYBR-Green
®

 2X Master Mix (Applied Biosystems), 0.2 µM of 164 

each forward and reverse primer and 10 µl of the appropriate DNA dilution. Samples were 165 

run in duplicate wells and cycling conditions were as follows: initial denaturation for 10 min 166 

at 95ºC followed by 40 cycles of 10 s at 95ºC and 1 min at 60ºC. 167 

 2.3.4 Generation of qPCR standard curve with bacterial genomic DNA  168 

Standard curves were generated by extracting genomic DNA from 33 species belonging to the 169 

dominant bacterial flora previously isolated on TSA from the same cutting room (Table 1). 170 

Each strain was cultured on TSA slants for 24 h at 25° C. The cultures were then suspended in 171 

5 ml of peptone water and the concentration of resulting suspensions was adjusted to 172 

approximately 10
8
 CFU/ml using optical density measurements at 600 nm. The number of 173 

CFUs was determined after spreading on TSA and incubation at 25°C for 72 h. qPCR was 174 

performed on serial dilutions (1:10 to 1:10000) of genomic DNA from each species as 175 

described above. A proportionality relationship was produced by plotting the Ct value against 176 

the logarithm CFU number (Lyons et al., 2000). The regression line calculated from all the 177 

plots obtained was used as the standard reference line. This standard regression line coincided 178 

with the reference line of one of the strains, Pseudomonas sp. 09EMPF054, which was then 179 

used as a positive control in all PCR runs to quantify cells populations. 180 

2.4 Assessment of attached bacterial populations and their attachment strengths 181 

Detachment curves, generated by plotting the logarithm of detached cells against the swab 182 

sequence number, were obtained for total, viable and CFU populations (Figure 1). Although 183 

good fits to biphasic model were sometimes obtained by the curve-fitting tool GInaFiT 184 

version 1.5 available at https://cit.kuleuven.be/biotec/ (Geeraerd et al., 2005), this was not 185 

always true and we decided to treat all the curves as monophasic ones. The slope of each 186 

detachment curve was multiplied by -1 (k), and used to assess the bacterial population by 187 

applying the following equation adapted from Veulemans et al. (1970) and Midelet and 188 

Carpentier (2002): 189 

   

   

   

 
  

      
 

Where n is the swab sequence number, Nn the number of cells detached on swab n. 190 

https://cit.kuleuven.be/biotec/
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Nineteen of the 70 detachment curves showed slightly positive slopes with a median value of 191 

0.0085. To assess bacterial populations using the Veulemans et al. (1970) equation, these 192 

slopes were substituted with the negative slope that was the closest to zero for each of the four 193 

studied situations (PVC before and after C&D, stainless steel before and after C&D). In two 194 

cases (stainless steel after C&D), CFUs were detected from only one swab of the 10 195 

successive swabs. In those two cases, it was therefore not possible to calculate the total 196 

number of detached CFUs using the Veulemans equation. As proposed by Egington et al. 197 

(1995), k was also used to assess attachment strengths: the higher k, the weaker the 198 

microorganism attachment strength to the inert surface. 199 

2.5 Agar contact sampling 200 

During the second survey only, agar contact sampling was performed after C&D on areas 201 

adjacent to those of swabbed surfaces. Contact plates (Humeau, La Chapelle-Sur-Erdre, 202 

France) were filled with approximately 13 ml of TSA (Oxoid, Dardilly, France) containing 203 

10% (v/v) ATL
®

 polyvalent neutraliser (Humeau) and were dried for 10 min under laminar 204 

flow. Agar contact plates were applied using a plastic frame perforated with six regularly 205 

spaced 265 cm² circular holes allowing the agar contact plate to fit into the frame. This 206 

procedure was used to be ensuring that sampling was done on the same surface area on each 207 

piece of equipment. The agar surface area in contact with the sampling surface was 20 cm². 208 

Samples were taken as described in the ISO 18593 international standard. Two successive 209 

contact plates were applied with a 10 second interval on each area. Agar contact plates were 210 

incubated at 25°C for 6 and 14 days. For these longer incubation times, plates were placed in 211 

a bag with sterile paper moistened with sterile water to avoid agar dehydration during 212 

incubation. 213 

2.6 Statistical analysis 214 

Data were compared using analyses of variance followed by multiple means comparisons, 215 

except for the differences of the log values of total and viable cells and of the log values of 216 

viable cells and CFUs because variances were significantly different according to a Levene 217 

test. In the latter case, we used a non-parametric Kruskall-Wallis tests to compare medians. 218 

Tests were performed with Statgraphics version 3.3 (Sigma Plus, Paris, France). Statistical 219 

significance was evaluated at a P value of ≤ 0.05. 220 

  221 
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3 RESULTS 222 

3.1 Microbial load before and after C&D 223 

Before C&D, the total cell count reached 5.4 and 4.7 log cells/cm² (Figure 2a), viable cells, 224 

4.0 and 4.4 log cells/cm² (Figure 2b) and culturable cells, 3.1 and 2.9 log CFU/cm² (Figure 225 

2c) on PVC and stainless steel, respectively. On PVC, C&D did not significantly decrease the 226 

quantity of total cells, viable cells, and CFUs. On stainless steel, C&D significantly reduced 227 

CFUs (Figure 2c) and, to a lesser extent, viable cells (Figure 2b) (P≤ 0.01), with a 1.6 log 228 

reduction of CFUs and 0.8 log reduction of viable cells.  229 

Difference between total and viable cells and between viable cells and CFUs are the greatest 230 

on stainless steel after C&D (Table 2). C&D significantly affect these differences (P ≤ 0.007) 231 

which reached respectively 1.9 after C&D versus 0.2 before C&D and 2.5 after C&D versus 232 

1.6 before C&D. 233 

3.2 Attachment strengths 234 

Attachment strengths assessed by the k value taken from the detachment curves are presented 235 

in Figure 3. On PVC, attachment strengths of total cells (Figure 3a), viable cells (Figure 3b) 236 

and CFUs (Figure 3c) did not significantly change after C&D. In contrast, on stainless steel, 237 

total cells and CFUs’ attachment strengths were significantly lower (P≤0.05) before C&D 238 

than after C&D. Similarly, total cells and CFUs detached by the first swab were higher before 239 

C&D than after C&D on stainless steel: 16% (Figure 3a) and 27% (Figure 3b), respectively. 240 

Finally, CFUs were significantly more easily detached than viable cells (P=0.008). 241 

3.3 Agar contact plates after C&D  242 

Figure 4a shows two agar contact plates that were applied on PVC after C&D in the same 243 

place 10 s apart and incubated for 6 days. Colonies were visible on both plates, but were not 244 

found in the same locations. Similar observations were made on all other contact plates 245 

applied either on PVC or stainless steel, on which colonies were less numerous. Figure 4b 246 

shows the first six contiguous contact plates after incubation for 14 days. There were two 247 

types of colonies, large colonies already visible after a 6-day incubation (Figure 4a-1 248 

corresponds to top right photograph in Figure 4b) and the small colonies that developed later 249 

on. In contrast, no small colonies appeared on the agar contact plates applied on stainless steel 250 

after a 14-day incubation. On PVC, the mean of the 6-day counts was 1.5 log CFU/cm² lower 251 

than the mean of the 14-day counts. Mean counts taken from the Veulemans equation and 252 

means from the first contact plate, both determined after a 14-day incubation, showed 253 

differences of 1.9 and 2.7 log CFU/cm² on PVC and stainless steel, respectively. Figure 4 also 254 
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shows that colonies did not occur in lines which would have correspond to the numerous 255 

scratches visible on the conveyor belt  256 

4 DISCUSSION 257 

In spite of a very aggressive C&D procedure that left surfaces visually perfectly clean, it did 258 

not lead to a significant decrease in total cells whatever the type of material considered. 259 

Stainless steel even showed a slight but non-significant increase in total cells after C&D (5.2 260 

log cells/cm2), reaching approximately the same level as on PVC (5.0 log cells/cm2). The 261 

results from PVC show only a very slight decrease, 0.4 log cells/cm². This slight decrease 262 

along with the variability of our data precluded statistical significance of any differences that 263 

may actually exist. Such small decreases in total cell counts have also been observed by 264 

Firmesse et al. (unpublished results) with less stringent C&D procedures on a refrigerated 265 

serve-over counter. Although many scratches were visible on the PVC surfaces, the total 266 

counts on PVC and stainless steel after C&D were nevertheless similar. This, along with the 267 

fact that colonies did not occur in obvious lines on agar contact plates, suggests that cells 268 

located in the scratches were not necessarily protected against the aggressive C&D 269 

procedures.  270 

Our results show that after C&D on PVC only, 14 day incubation of agar contact plates 271 

recovered 1.5 log more CFUs than a 6 day incubation, although a 5 day incubation at 25°C is 272 

recommended for aerobic bacterial counts in meat (Anonymous, 1992). This result highlights 273 

that precise methodology for enumerating CFUs should be included in criteria established to 274 

test C&D procedures and that the VBNC cell number can be overestimated if incubation 275 

times are too short.  276 

The numbers of VBNC cells were high: viable cells were between 1.1 to 2.5 log greater than 277 

CFUs (Table 2). The VBNC state being a response to inimical treatment such as starvation or 278 

disinfection, it was therefore not surprising to detect more viable cells than CFUs. Alliot 279 

(1999) who used the redox dye 5-cyano-2,3-ditolyl tetrazolium chloride (CTC) method to 280 

count viable cells also observed viable cells in greater numbers than CFUs on surfaces 281 

sampled in cheese factories. 282 

The highest differences between total and viable cells and between viable and culturable cells 283 

were observed on stainless steel after C&D showing that proportions of viable cells and 284 

culturable cells within an attached population are depending on both the material and the 285 

sampling moment (before or after C&D). The highest susceptibility of cells on stainless steel 286 

is in line with laboratory results showing a greater efficacy of disinfectants on stainless steel 287 

compared with other materials (Krysinski et al., 1992; Van der Veen and Abee, 2011). The 288 
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data assessing attachment strength, k value and percentage of cells detached by the first swab, 289 

also showed lower attachment strength on stainless steel before C&D as already shown on 290 

CFUs in laboratory experiments with several bacterial species (Midelet and Carpentier, 2002). 291 

The higher susceptibility of culturable cells to C&D products and their lower attachment 292 

strength on stainless steel explain the extremely low CFU counts after C&D. However CFUs 293 

that had resisted C&D on stainless steel had very high attachment strength, which is again in 294 

line with laboratory results (Midelet et al., 2006) where similar C&D products were used 295 

including a disinfectant containing glutaraldehyde which is a fixative agent. 296 

Our results show that the actual culturable population after C&D was more than 100 times 297 

greater than that detected by agar contact plates. However, since colonies formed by two 298 

successive contact plates were not in the same location, it seems that culturable cells on 299 

surfaces are not localized in microcolonies. The higher counts achieved by swabbing could be 300 

explained by the shear forces applied when swabbing are more efficient than the detachment 301 

force exerted by the agar. 302 

To conclude, this study demonstrates that C&D hardly affects large, non-culturable, attached 303 

bacterial populations, with equivalent counts on PVC and stainless steel. However, the two 304 

surface types differed with respect to CFUs and, to a lesser extent, viable cells. Bacterial 305 

attachment strengths of CFUs were the lowest on stainless steel before C&D and the 306 

proportion of viable cells in total cell counts and culturable cells in viable cell counts were the 307 

lowest on stainless steel after C&D. This result demonstrates that CFUs are both more easily 308 

detached and more easily killed on stainless steel than on PVC and explains the lower counts 309 

of viable cells and CFUs on stainless steel. As concluded by Firmesse et al. (unpublished 310 

results) the poor efficiency of C&D may appear worrying, but it is important to note that the 311 

data obtained here concern the dominant flora, capable of surviving C&D. The present results 312 

do not give any indication to what happens to pathogenic bacteria or other species that are 313 

deposited in small numbers and/or which do not have the potential to strongly attach and 314 

survive and are eliminated by C&D. 315 
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FIGURE LEGENDS 433 

Figure 1: Example of detachment curves for PVC before cleaning and disinfection. Bacterial 434 

populations are expressed as total cells assessed by qPCR, viable cells assessed by EMA-435 

qPCR, and CFUs. 436 

 437 

Figure 2: Bacterial populations in terms of total cells assessed by qPCR (a), viable cells 438 

assessed by EMA-qPCR (b) and CFUs (c) before and after cleaning and disinfection. Error 439 

bars represent individual standard deviations, n= 4 for PVC and n=8 for stainless steel. Means 440 

that do not share the same letter are significantly different. 441 

 442 

Figure 3: Assessment of attachment strength using the percentage of cells detached by the 443 

first swabbing and the k value which is the slope of the detachment curve multiplied by -1. 444 

The higher the value of k, the weaker the microorganism attachment strength to the surface. 445 

Total cells assessed by qPCR (a), viable cells assessed by EMA-qPCR (b) and CFUs (c). 446 

Error bars represent standard deviation, n= 4 for PVC and n=8 for stainless steel. Means of k 447 

values that do not share the same letter are significantly different. Comparisons of mean k 448 

values and mean percentages detached by the first swabbing showed the same significant 449 

differences except for viable cells on stainless steel which were not significantly different in 450 

contrast to k values.  451 

 452 

Figure 4: (a) Agar contact plate samplings performed on a PVC conveyor belt after cleaning 453 

and disinfection; (1): first agar contact plate, (1): second agar contact plate taken 10 seconds 454 

later at the same location as the first one. Plates were incubated for 6 days at 25°C. (b) Six 455 

contiguous agar contact plates after application on a PVC conveyor belt after cleaning and 456 

disinfection and incubation at 25°C for 14 days.  457 
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Table 1: Strains belonging to the dominant flora of the studied meat cutting room used to 458 

establish the standard reference line for qPCR.  459 

Genus Strain 

Acinetobacter sp. 09EMPF-9,     09EMPF-50 

Aeromonas sp. 09EMPF-74 

Arthrobacter sp. 09EMPF-10 

Brochothrix sp. 09EMPF-21 

Carnobacterium sp. 09EMPF-20 

Chryseobacterium sp. 09EMPF-8,     09EMPF-24 

Corynebacterium sp. 09EMPF-15,   09EMPF-68 

Dermacoccus sp. 09EMPF-7 

Kocuria sp. 09EMPF-28 

Massilia sp. 09EMPF-48 

Microbacterium sp. 09EMPF-19,    09EMPF-36 

Paracoccus sp. 09EMPF-43 

Pseudomonas sp. 09EMPF-40, 09EMPF-49, 

09EMPF-54; 09EMPF-71, 

09EMPF-87,    09EMPF-90 

Psychrobacter sp. 09EMPF-14 

Rhodococcus sp. 09EMPF-44 

Rothia sp. 09EMPF-85 

Sejongia sp. 09EMPF-75 

Serratia sp. 09EMPF-64 

Sphingobacterium sp. 09EMPF-23 

Staphylococcus sp. 09EMPF-11,   09EMPF-88 

Stenotrophomonas sp. 09EMPF-76 

09EMPF: 09 indicates the year of isolation (2009) and EMPF stands for the name of one of 460 

the teams involved in the study “Ecophysiologie Microbienne des Procédés de Fabrication”. 461 
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Table 2: Median differences between log values of total cells assessed by qPCR and viable 463 

cells  assessed by EMA-qPCR and between log values of viable cells and CFUs. Medians 464 

from a same row that do not share a same letter are significantly different. 465 

 PVC Stainless steel 

 Before C&D
 

After C&D Before C&D After C&D 

Total cells – viable cells 
1.4 (B) 

 

0.8 (A) 

 

 0.2 (A) 

 

1.9 (B) 

 

     

Viable cells – CFUs 
1.1 (A) 

 

1.4 (A) 

 

1.6 (A) 

 

2.5 (B) 

 

 466 
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