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INTRODUCTION

Le statut de Listeria monocytogenes, bactérie pathogene décrite pour la premiere
fois par Murray et al. (1926), a changé en 1981 lorsqu'au Canada, 17 personnes décé-
derent des suites d'une listériose contractée en consommant du chou cru contaminé
par la bactérie (Schlech et al., 1983). Depuis cette épidémie qui constitua historique-
ment la premiere preuve que la listériose peut étre contractée par consommation de
denrées contaminées, beaucoup d'autres épidémies ont été décrites dans les pays
industrialisés (Ryser, 1999) et en particulier en France (Goulet et al., 1993 ; Jacquet et
al., 1994, 1995).

Cette bactérie représente un danger pour la santé publique et provoque actuelle-
ment en France, entre 200 et 300 cas annuels de listériose (Jacquet et al., 1999). Ce
danger est de plus caractérisé par une forte gravité avec un taux de 1étalité d'environ
20% (Gellin et Broome, 1989). L. monocytogenes est particulierement d'actualité du fait
de deux phénomenes :

(i) les caractéristiques écologiques de la bactérie (psychrotrophie, relatives acido-
tolérance, xéro-tolérance et thermorésistance, micro-aérophilie) associées a une tres
grande ubiquité font que celle-ci est régulierement présente dans les denrées alimen-
taires dont la conservation repose sur l'application du froid positif (Lahellec et al.,
1996) ;

(ii) cette maladie se développe principalement chez les personnes dont I'immunité
cellulaire est diminuée, or ces groupes a risques sont numériquement de plus en plus
importants essentiellement du fait du vieillissement de la population.

L. monocytogenes est certainement le micro-organisme pathogene transmis par les
aliments qui a été le plus étudié ces dernieres années et de nombreux travaux
concernant en particulier 1'étude de sa croissance et de son inhibition ont été publiés
depuis les années 80.

Parallelement a 1'émergence de ce pathogene, une approche quantitative s'est dé-
veloppée en écologie microbienne des aliments. Cette approche connue sous le nom
de microbiologie prévisionnelle consiste a prévoir le comportement des micro-
organismes dans les aliments a I'aide de modeles statistiques. Cette discipline repré-
sente un outil intéressant pour la mise en place de systemes HACCP (Hazard Analysis
- Critical Control Point) par les industriels de 'agro-alimentaire, et capital pour les
pouvoirs publics dans le cadre de I'Appréciation Quantitative des Risques de maladies
infectieuses transmises par les aliments.
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De nombreux modeles mathématiques ont donc été proposés dans la littérature
ces dernieres années pour décrire le comportement des micro-organismes dans les
aliments et en particulier pour décrire leur croissance en fonction des principales ca-
ractéristiques écologiques des denrées.

La démarche générale utilisée dans notre étude pour modéliser le comportement
de L. monocytogenes se décompose en deux phases. Dans la premiére partie, nous
évaluerons 'efficacité de modeles utilisés aujourd'hui en microbiologie prévisionnelle
pour décrire la dynamique de croissance des populations de L. monocytogenes dans les
aliments. Nous proposerons ensuite dans la seconde partie une amélioration de ces
modeles permettant d'une part, de prendre en compte les interactions entre facteurs
environnementaux, et d'autre part, d'intégrer l'influence des conditions pré-
incubatoires sur le temps de latence de L. monocytogenes. Nous évaluerons également
lI'importance de 1'effet de la taille de 1'inoculum sur la durée de la phase de latence.

Les aspects méthodologiques n'ont pas été systématiquement détaillés dans cette
étude mais ils peuvent étre trouvés dans les publications issues de ce travail, présen-
tées en annexes :

Augustin, J.-C., Rosso, L., Carlier, V. 1999. Estimation of temperature depen-
dent growth rate and lag time of Listeria monocytogenes by optical density measure-
ments. Journal of Microbiological Methods 38, 137-146.

Augustin, J.-C., Carlier, V. Mathematical modelling of the growth rate and lag
time for Listeria monocytogenes. International Journal of Food Microbiology (accepté).

Augustin, J.-C., Carlier, V. Modelling the growth rate of Listeria monocytogenes
with a multiplicative type model including interactions between environmental fac-
tors. International Journal of Food Microbiology (accepté).

Augustin, ].-C., Brouillaud-Delattre, A., Rosso, L., Carlier, V. Significance of ino-
culum size on the lag time of Listeria monocytogenes. Applied and Environnemental Mi-
crobiology (accepté).

Augustin, J.-C., Rosso, L., Carlier, V. A model describing the effect of tempera-
ture history on lag time for Listeria monocytogenes. International Journal of Food Micro-
biology (soumis).
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La premieére partie du travail comporte les étapes suivantes (Figure i.1) :

(1.1) apres une breve présentation des modeles actuellement utilisés en microbiolo-
gie prévisionnelle (partie |, chapitre 1), élaboration d'une banque de données sur la
croissance de L. monocytogenes (partie |, chapitre 2).

Cette étape comporte plusieurs phases qui sont la récolte des données publiées,
I'ajustement du modele primaire de croissance aux cinétiques publiées, la correction
des parametres primaires de croissance publiés en fonction des modeles utilisés par
les auteurs ;

(1.2) une étape d'évaluation des performances d'un modele secondaire construit a
partir de modeéles existants pour décrire l'influence des facteurs environnementaux
sur le taux de croissance maximum u,,, et le temps de latence lag de L. monocytogenes
(partie 1, chapitre 3).

Cette étape comporte également plusieurs phases qui sont 1'élaboration du mo-
dele secondaire, I'estimation des parametres du modele, 1'appréciation de 1'adéqua-
tion du modele a la banque de données qui consistera essentiellement en une compa-
raison des données théoriques calculées grace au modele aux données observées.

Ce modele prendra en compte comme facteurs de variabilité des facteurs envi-
ronnementaux (température, pH, activité de l'eau, substances inhibitrices, atmos-
phere gazeuse, substrat, flores annexes) et des facteurs liés a la technique d'étude
(milieu de dénombrement, agitation des substrats liquides).

Les effets combinés (interactions entre les facteurs environnementaux), 1'effet des
conditions pré-incubatoires et l'effet de la souche seront par contre négligés dans ce
modele ;

La deuxiéme partie du travail comporte les étapes suivantes :

(2.1) une premiere étape de modification du modele secondaire pour prendre en
compte l'influence des effets combinés sur p,,, et lag (partie Il, chapitre 1).

Cette étape comprend une phase d'élaboration du modele a partir de données
bibliographiques, une phase d'estimation des parametres et enfin d'appréciation de
I'adéquation du modele a la banque de données.

(2.2) une deuxiéme étape de modification du modele secondaire afin de prendre en
compte l'effet des conditions pré-incubatoires hormis les conditions de stress physi-
que (chaleur, ionisation...) et chimique (acides, désinfectants...) sur le temps de la-
tence (partie Il, chapitre 3).

Cette étape comprend également une phase d'élaboration du modele qui, cette
fois, sera réalisée a partir de données expérimentales, une phase d'estimation des
parametres et d'appréciation de I'adéquation du modele.

L'acquisition des données expérimentales, faisant appel a une technique originale,
sera développée dans le chapitre précédant 1'étape de modélisation (partie Il, chapitre
2).
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e Souche
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Figure i.1 Démarche générale utilisée pour modéliser le comportement de L. monocytogenes dans
les aliments. Les différentes phases sont : (1) construction de la banque de données et évaluation
d'un modele secondaire construit a partir de modeles publiés, (2) modification du modéle se-

condaire.
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PARTIE |

CHAPITRE 1

MICROBIOLOGIE PREVISIONNELLE :
ETAT DES LIEUX

L'objectif de ce premier chapitre est de faire le point sur les modeles de crois-
sance les plus utilisés aujourd'hui en microbiologie prévisionnelle. Le lecteur

intéressé par une revue exhaustive de ces modeéles peut se référer aux articles de
Skinner et al. (1994) et Ross et McMeekin (1994).

I.1.A. LA CINETIQUE DE CROISSANCE DES POPULATIONS
BACTERIENNES ET LES MODELES PRIMAIRES DE CROIS-
SANCE

I.1.A.a. LA CINETIQUE DE CROISSANCE DES POPULATIONS
BACTERIENNES

Depuis la premiere description de Buchanan (1918), il est classique de distinguer
plusieurs phases dans la croissance des cultures bactériennes. Ces phases sont carac-
térisées par certaines valeurs ou variations de la vitesse de multiplication de la

culture. On reconnait classiquement les sept phases successives suivantes (Figure
[1.1):

(i) 1a phase stationnaire initiale ou phase de latence. Elle est caractérisée par une vi-
tesse de multiplication nulle. Cette phase correspond a une période d'adaptation de
l'inoculum a son nouvel environnement de croissance. La durée de cette période dé-
pend de la nature du milieu d'accueil, de 1'état physiologique des cellules inoculées et
éventuellement de la taille de l'inoculum (Penfold, 1914 ;
Winslow et Wilson, 1939 ; Monod, 1958) ;

(ii) la phase d'augmentation de la vitesse de croissance qui passe plus ou moins rapi-
dement de zéro a sa valeur maximale. Cette phase est considérée par certains au-
teurs comme faisant partie de la phase de latence (Monod, 1958) ;
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log x A

-
temps

Figure I1.1.1 Courbe de croissance d'une culture bactérienne et ses différentes phases (Buchanan,
1918). x représente la densité ou la biomasse de la culture. Les phases sont : (1) phase stationnaire
initiale ou de latence, (2) phase d'accélération de la croissance, (3) phase de croissance a vitesse
constante, (4) phase de ralentissement de la croissance, (5) phase stationnaire maximale, (6) et (7)
phases de décroissance.

(iii) la phase de croissance a vitesse constante maximale ou phase de croissance expo-
nentielle. Elle se présente sous la forme d'une portion linéaire lorsque 1'on représente
l'évolution du logarithme de la concentration bactérienne ou de la biomasse en fonc-
tion du temps. Pour une bactérie donnée, la valeur de cette vitesse de croissance
maximale dépend des caractéristiques du milieu de culture ;

(iv) la phase de diminution de la vitesse de croissance qui progressivement devient
nulle ;

(v) la phase stationnaire maximale ou plus simplement phase stationnaire qui corres-
pond a un arrét de la croissance, la culture atteint alors sa densité maximale. Le ralen-
tissement puis 1'arrét de la croissance sont dus a 1'épuisement d'une substance nutri-
tive ou a toutes autres modifications des propriétés du milieu de culture le rendant
impropre a la croissance des micro-organismes ;

(vi) la phase de début de décroissance ;

(vii) la phase de décroissance a vitesse constante.

La cinétique de croissance des cultures bactériennes est donc essentiellement com-
posée d'une phase de latence suivie d'une phase exponentielle puis d'une phase sta-
tionnaire. Les microbiologistes utilisent classiquement les parametres suivants pour
caractériser ces différentes phases : la densité cellulaire initiale (x,), le temps de latence
(lag), la vitesse de multiplication maximale (ty,x) ou le temps de génération (7g) et la
densité maximale atteinte (x,,.y)-



cinétique de croissance des populations bactériennes et modeéles primaires

Le temps de latence, lag, est classiquement défini par convention (Lodge et Hins-
helwood, 1943) comme étant l'intersection de la droite correspondant a la phase ex-
ponentielle (en cordonnées semi-logarithmiques) avec la droite horizontale passant
par la concentration initiale, x, (Figure 1.1.2).

Buchanan et Cygnarowicz (1990) ont récemment proposé de définir le temps de
latence comme étant le point d'accélération maximale de la vitesse de multiplication.

Ces deux définitions peuvent aboutir a des valeurs différentes de la durée de la
phase de latence en fonction du modele utilisé pour décrire la cinétique de croissance
(Zwietering et al., 1992a), nous retiendrons donc dans la suite de cette étude la défini-
tion classique du temps de latence.

La vitesse de multiplication ou taux de croissance (vitesse de croissance par unité
de densité) maximum, p,,, est la pente correspondant a la phase exponentielle (en
coordonnées semi-logarithmiques). Les microbiologistes utilisent également fré-
quemment le temps de génération, Tg, qui est lié au taux de croissance maximum par
larelation: Tg = In2/u,. .

Inx ‘
stationnaire
Inx,.. b —
latence
In x,
'
lag temps

Figure 1.1.2 Principales phases de la courbe de croissance bactérienne et paramétres qui les carac-
térisent. lag est le temps de latence, tmax est le taux de croissance maximum, Xo €t Xmax SONt les
densités cellulaires initiale et maximale.



[.1. Microbiologie prévisionnelle : Etat des lieux

I.1.A.b. LES MODELES PRIMAIRES DE CROISSANCE

Les modéles primaires de croissance permettent de décrire la cinétique de crois-
sance des populations microbiennes dans un environnement donné (Whiting et Bu-
chanan, 1993).

Ces modeles sont de la forme :
x()= f(£,0))+¢,

x(f) concentration bactérienne a l'instant ¢

f fonction de régression

O, vecteur des paramétres primaires apparaissant dans la fonction de
régression

g  erreur (ou résidu) associée a I'observation x(7)

Les ajustements de ces modeles aux courbes de croissance obtenues par dénom-
brement bactérien sur boites de Pétri sont réalisés sur le logarithme de la concentra-
tion cellulaire car cette transformation permet de stabiliser la variance des résidus
(Dalgaard et al., 1994). Le modele statistique s'écrit donc plus exactement :

Inx(t)= f(£,0,)+¢,

Le premier de ces modeéles primaires est le modele exponentiel (linéaire pour le
logarithme) classiquement utilisé par les microbiologistes pour mesurer le taux de
croissance d'une culture microbienne. Ce modéle peut étre formalisé comme suit :

In x, ,t < lag

1,0,)= I . 1.1
S (46) {lnx0+,umax-(t—lag) ,t > lag [ ]

O, = (x,,/ag, U 1)

Xy  concentration bactérienne initiale
lag temps de latence

Umax taux de croissance maximum

iQ
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Les modeles de Gompertz et logistique appliqués au logarithme de la concentra-
tion microbienne ont été proposés par Gibson et al. (1987) pour décrire la courbe de
croissance bactérienne.

Le modele de Gompertz, adopté par une majorité d'auteurs, a été reparamétré
par Zwietering ef al. (1990) et Garthright (1991) pour faire apparaitre les parametres
de signification biologique classiques :

f(t,0,)= lnx0+A-exp(—exp( Mmj‘.e-(lag— 1)+ 1)) [IT.1.2]

O, = (Xg> X o> 1085 Uiney)

A =Inxy,, - Inxg

Xmax CONcentration bactérienne maximale
e = exp(l)

Le modele logistique a également été modifié par Zwietering et al. (1990) pour les
meémes raisons :

£(£,0,)=Inx, + 4 [1.1.3]

1+ exp i{fa’"(lag— 1)+ 2)

@1 = ('XO’xmax’lagﬂ Aumax)

Baranyi et al. (1993b) ont développé un modele de croissance basé sur 1'équation
différentielle suivante :

dx

g Mo O (DS () [ 1. 1T . 4 a]

a,(?) fonction d'ajustement monotone croissante en fonction de ¢ conver-
geant vers 1 permettant de décrire la phase de latence

n paramétre de forme

fix) fonction de freinage monotone décroissante en fonction de x conver-
geant vers 0 permettant de décrire la phase de saturation

La fonction d'ajustement est supposée dépendante de la concentration en une
substance critique pour la division cellulaire selon une cinétique de type
Michaelis-Menten. Dans la formulation originale, la production de cette substance est
supposée proportionnelle a une puissance n du temps. Ce parametre n traduit la ra-
pidité de la transition entre les phases de latence et exponentielle.

La fonction de freinage choisie est celle du type logistique.
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Ce modele a par la suite été modifié (Baranyi et Roberts, 1994, 1995 ; Baranyi ef al.,
1995) en supposant que la production de la substance critique suivait une cinétique
du premier ordre. La solution de l'équation différentielle est alors :

( \
£(£0,)=Inx,+ u_. - A(t)- ln| 1y Sy AW 1] [1.1.4b]
X

max

Xo

@1 = (XO’xmax’lag’ Au’maxﬂv)
1

A(t) =t+—- ln(exp(— v-t) +exp(-h,)—exp(-v-t - ho))
v

v est la vitesse de production de la substance critique supposée cons-
tante

hy est un parametre permettant de décrire 1'état physiologique de l'ino-
culum. II est lié¢ au temps de latence par la relation : 4, = v -lag

Le modele de Baranyi est habituellement utilisé en supposant v = u__(Baranyi et
Roberts, 1994, 1995 ; Baranyi et al., 1995).

Dans le modele [I.1.4a], nous avons vu que la transition entre les phases de latence
et exponentielle dépend de la valeur du parameétre n. Une valeur élevée de n (n — )
correspond a un point de rupture entre ces deux phases. Cette rupture, proposée par
Kono (1968) et Broughall et al. (1983), conduit a 1'équation suivante :

Inx, ,t=< lag
[1.1.5]

[
|

S(,6,)=
| Inx__ —ln( 1+ ( e 1) exp(-u,,. (t-lag))| .t>lag
l

Xo

@1 = (x0’xmax’lag’ Au’max)

Rosso (1995) a montré que ce modele logistique avec délai et rupture était dans la
plupart des cas suffisant pour décrire les cinétiques de croissance obtenues par les
méthodes classiques de dénombrement sur boites de Pétri.

109
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Les ajustements de ces modeles aux courbes de croissance observées permettent
d'estimer les parametres primaires caractérisant la cinétique de croissance bacté-
rienne : /ag, Umaw Xo, ¥max- 11 faut cependant se méfier de ces estimations car celles-ci
different en fonction du modele primaire utilisé (Figure 1.1.3).

L'utilisation du modele de Gompertz (équation [I.1.2]) entraine une surestimation
du taux de croissance maximum (Whiting et Cygnarowicz-Provost, 1992 ; Baranyi et
al., 1993a ; Labuza et Fu, 1993 ; Dalgaard, 1995 ; Rosso, 1995 ; Farber et al., 1996 ;
Membré et al., 1999) et du temps de latence (Whiting et Cygnarowicz-Provost, 1992 ;
Labuza et Fu, 1993 ; Farber et al., 1996) par rapport a l'utilisation du modele exponen-
tiel classique (équation [I.1.1]). L'utilisation du modele logistique (équation [I.1.3])
entraine des déviations identiques (Rosso, 1995). Par contre, 1'ajustement du modele
logistique avec délai et rupture (équation [1.1.5]) donne des estimations proches de
celles obtenues avec la méthode classique (Rosso, 1995).

10 T 10
9 oo © T
8 . .
8 log,ox,=5.86
7 logyxy=5.90 - 7 10810 Xmax = 9.54 1
6 lag=399h | 6 lag=503h |
Upax = 0.037 0! Upmax = 0.043 1!
5 + + + 5 N N N
100 200 300 400 0 100 200 300 400
10 10
9 9
8 ) 8 ]
0g Xy =5.60 log,oxy=5.85
7 log o Xmax = 942 7 1080 Xax = 9.32 -
6 lag=38.1h 6 lag=475h |
Upnax = 0.042 1! Upnax = 0.040 h!
5 + + + 5 L " N
0 100 200 300 400 0 100 200 300 400

10

E
= 9
=
& 8 log,oxo=75.90 ]|
- 7 10g 0 Xpax = 9-35 -
6 lag=39.7h |
- Upax = 0.037 h!
5 L . .
temps (h) 0 100 200 300 400

Figure 1.1.3 Ajustements de mod¢les primaires a une courbe croissance de L. monocytogenes ob-
tenue a 4°C en bouillon de culture. Les courbes représentent les ajustements des modeéles (a) ex-
ponentiel [I.1.1], (b) de Gompertz [1.1.2], (c) logistique [I.1.3], (d) de Baranyi [1.1.4b], (e) logis-
tique avec délai et rupture [I1.1.5]. Les estimations obtenues pour les paramétres sont portées sur
chaque graphe. Le mode¢le exponentiel est ajusté sur les 13 premiers points (®) correspondant aux
phases de latence et exponentielle.
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1.1.B. L'INFLUENCE DES FACTEURS ENVIRONNEMENTAUX ET
LES MODELES SECONDAIRES

I.1.B.a. NATURE DES FACTEURS ENVIRONNEMENTAUX

Les facteurs écologiques susceptibles d'agir sur le comportement et donc la crois-
sance des micro-organismes au sein des aliments sont classés en cinq groupes (Mos-
sel et Ingram, 1955 ; Mossel, 1983). On trouve (Figure 1.1.4) :

(i) les facteurs intrinseques. Ce sont les caractéristiques physico-chimiques d'un ali-
ment. IIs englobent le pH, I'activité de I'eau, le potentiel d'oxydoréduction, les subs-
tances antimicrobiennes, la composition en nutriments et la structure de I'aliment;

(ii) les facteurs technologiques. Ce sont les traitements délibérément appliqués aux
aliments généralement dans le but de détruire la flore microbienne. Ils consistent
pour l'essentiel en 'application de chaleur, de radiations U.V. ou ionisantes, de hautes
pressions hydrostatiques, ou en des modifications de la structure de I'aliment (émul-
sions) ;

(iii) les facteurs extrinseques. Ils sont appliqués pendant la conservation des denrées
alimentaires. Ils consistent essentiellement en l'utilisation de froid positif ou négatif et
d'atmospheéres modifiées ;

Facteurs Intrinséques
nutriments, pH, a,, rh,
substances antimicrobiennes,
structure

Facteurs Technologiques .
.. . Facteurs Extrinséques
chaleur, radiations, pression,

. . température,
h l 1 5 s 1
c n?:(lllffsl :atei:) zlgtliiitffel y N A/ environnement gazeux
MICRO-ORGANISME

. . Effets Combinés
Facteurs Microbiens . £ .

. N . 1nteractions entre
synergies, antagonismes
ynerg g facteurs

Figure 1.1.4 Nature des facteurs environnementaux agissant sur le comportement des micro-
organismes dans les aliments.
(iv) les facteurs microbiens. Ce sont les interactions qui peuvent exister avec les au-
tres micro-organismes présents dans l'aliment. Ils peuvent favoriser ou ralentir la
croissance des micro-organismes étudiés ;
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(v) les effets combinés. Ce sont les interactions qui peuvent exister entre les facteurs
cités auparavant. L'effet d'un facteur écologique sur un micro-organisme est géné-
ralement dépendant du niveau des autres facteurs. On peut ainsi observer des sy-
nergies ou des antagonismes entre les facteurs. Les synergies entre facteurs environ-
nementaux ont été illustrés par Leistner et Rodel (1976) avec le concept des barrieres
("hurdle concept").

1.1.B.b. LES MODELES SECONDAIRES

Les modeles secondaires permettent de décrire l'influence des facteurs environ-
nementaux sur les parametres primaires.

On distingue essentiellement deux approches dans 1'élaboration de ces modeles
secondaires :

(i) la premiere approche surtout utilisée par les équipes américaines et anglaises
permet de décrire 'effet simultané de plusieurs facteurs environnementaux a l'aide
de modéles polynomiaux ou modeles surface de réponse.

Ces modeéles polynomiaux de degré 2 ou 3 sont utilisés pour décrire 1'évolution du
temps de latence ou du taux de croissance en fonction de facteurs tels que la tempé-
rature, le pH, le taux de sel, le taux de nitrite ou d'autres substances inhibitrices (Bu-
chanan et Phillips, 1990 ; Palumbo et al., 1991 ; Jones et al., 1994 ; Zaika et al., 1994 ;
Fernandez et al., 1997).

Ces modeles sont tres efficaces lors des procédures d'ajustement aux données et
permettent de prendre en compte les interactions entre facteurs environnementaux.
Leur inconvénient majeur tient au fait qu'ils ne sont pas extrapolables en dehors de la
plage expérimentale (Baranyi et al., 1996) ce qui les rend donc difficilement utilisables
en prévision ;

(ii) la deuxieme approche utilisée par les équipes australiennes, francaises et néerlan-
daises s'appuie sur l'étude de l'effet des facteurs environnementaux pris individuel-
lement.

Contrairement a I'approche précédente, elle met en ceuvre des modeles robustes
comportant peu de parametres qui généralement ont une signification biologique.
Ces modeles peuvent étre complexifiés en prenant en compte progressivement plu-
sieurs facteurs écologiques. L'inconvénient de cette approche est que les interactions
entre facteurs écologiques sont négligées sur le domaine de croissance des micro-
organismes.
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Les modeles secondaires sont de la forme :
0, =g(e,0,)+¢

6,  valeur du parametre primaire dans I'environnement défini par le vec-
teur de facteurs environnementaux ¢;

g  fonction de régression

©, vecteur des parameétres secondaires apparaissant dans la fonction de
régression

g  erreur (ou résidu) associée a 1'observation 6,

Lors des procédures d'ajustement des modéles secondaires a des jeux de données,
il est nécessaire de réaliser des transformations des parametres primaires afin de sta-
biliser la variance des erreurs. Bien que les lois statistiques de variabilité de ces er-
reurs ne soient pas connues précisément, la transformation racine carrée semble ap-
propriée pour le taux de croissance (Zwietering et al, 1990 ;
Ratkowsky et al., 1991, 1996 ; Schaffner, 1994). La transformation logarithmique est
préconisée pour le temps de génération (Alber et Schaffner, 1992 ; Ratkowsky ef al.,
1996), le temps de latence (Zwietering et al., 1990 ; Ratkowsky et al., 1991 ; Alber et
Schaffner, 1992 ; Delignette-Muller, 1998) et pour le produit py.,lag (Delignette-
Muller, 1998).

Les modeles statistiques d'évolution du taux de croissance maximum en fonction
de I'environnement s'écrivent donc :

dtumax = g(ei’@2)+ gi

Les modeles secondaires les plus populaires sont les modeles de type racine car-
rée. Le premier de cette famille fut développé par Ratkowsky et al. (1982) pour dé-
crire l'influence de la température sur le taux de croissance. Ce modele dans sa forme
originelle n'est applicable que dans une gamme de températures sub-optimales
(Zwietering et al., 1991) :

9TS Tmin

0
7,0,)= I .1 .6
g( 2) { b (T_ Tmin) T > Tmin [ ]

T temperature

0, = (T, b)

Tmin température minimale de croissance du micro-organisme
b constante sans signification biologique

in?
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Cette équation a par la suite été complétée pour décrire 1'évolution du taux de
croissance sur la totalité de la plage des températures biocinétiques (Ratkowsky et al.,
1983). L'influence de l'activité de 1'eau sur le taux de croissance maximum a égale-
ment été décrite par un modele de ce type (McMeekin et al., 1987, 1992 ; Wijtzes et al.,
1993) ainsi que l'influence du pH (Adams et al., 1991 ; McMeekin et al., 1992 ; Wijtzes
et al., 1993). Dalgaard (1995) a enfin proposé un modele de ce type pour décrire 1'in-
fluence de la proportion de CO, sur le taux de croissance.

Rosso et al. (1993) ont introduit le modele des températures cardinales qui permet
de décrire l'influence de la température sur le taux de croissance maximum avec uni-
quement des parametres ayant une signification biologique. Ce modele a été géné-
ralisé par la suite sous le nom de modele cardinal (Rosso, 1998a,b) :

8(X.0,) = oy’ CM ,(X) [ .1 .7a]
|[0 rX = Xmin
CM,(X) =] — e Xonin <X < X
| (ant _Xmin ) 'I:(ant _Xmin) (X_ Xopt) - (Xopt_ )(max) ’ ((}’l - 1).)(opt + Xmin - T)]
[0 Xz X

X facteur environnemental
0, = (Au’opt(X)’X X oo X

min> X opt> X max )
Xmin Vvaleur cardinale minimale de croissance
Xopt valeur cardinale optimale de croissance pour laquelle .« est égal a
sa valeur optimale, topx)
X,ax Valeur cardinale maximale de croissance
n parametre de forme

L'effet de la température sur le taux de croissance maximum est donc décrit par le
modele des températures cardinales avec point d'inflexion, alias CTMI (Rosso et al.,
1993) :

&(T) = thopury T(T) a v e c T=CM,

[1.1.7b]

L'effet du pH est décrit par le modele des pH cardinaux, alias CPM (Rosso et al.,
1995) :

g(pH)= \/Mopt(pH) “p(pH) avec p =CM,
[I.1.7¢]

L'effet de I'activité de l'eau est décrit par le modéle des a, cardinales, alias CAM
(Rosso, 1998a,b) :

glaw) = ‘/uopt(aw) ~o aw) avec o= CM,

[1.1.7d]
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Dans l'approche dite progressive, les interactions entre facteurs environnemen-
taux sont considérées comme négligeables sur le domaine de croissance des micro-
organismes. Des modeles imbriqués ont donc été proposés pour décrire simultané-
ment l'effet de la température, du pH et de l'activité de l'eau en supposant que ces
facteurs agissent de facon indépendante sur le taux de croissance et que leurs effets
peuvent étre multipliés (Zwietering et al., 1992b, 1993 ; Wijtzes et al., 1993, 1998 ; Ros-
so et al., 1995 ; Baranyi et al., 1996) :

g(T, pH ,aw) = yJu,, (T, pH aw) [I.1.8]

o(T, pH aw) = «(T) - po(pH) - a:(aw)

Uy taux de croissance maximum lorsque les conditions de croissance
sont optimales (Top ; pHopt 5 AWopt)
Les fonctions 7, p et a peuvent étre des modeles de type racine carrée ou bien
des modeéles cardinaux.

La Figure 1.1.5 présente 1'évolution du taux de croissance maximum en fonction de
la température et du pH selon le modele [1.1.8] utilisé avec les modeles CTMI (équa-
tion [1.1.7b]) et CPM (équation [I.1.7c]).

1.4 T T T T
(a) (b)
pH=7 T =37°C
1.2 F E 1
1F pH =6 1
08 F pH=5.5 T
Mmax (h_l)
0.6 1
pH=5
04 F 1
0.2 F 1
0 1 1 1 1 = + +
0 10 20 30 40 50 4 6 8 10
température (°C) pH

Figure 1.1.5 Evolution du taux de croissance maximum um.x en fonction de la température et du
pH selon le modele multiplicatif CTMI x CPM. Les paramétres utilisés pour cette simulation
sont toprprm = 1.2 0, T pin = 5°C, Topt = 37°C, Tmax = 45°C, pHumin = 4.5, pHow = 7,
PHrax = 9.
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Des modéles secondaires ont récemment été proposés pour décrire l'interface
croissance/non croissance et ainsi prendre en compte les interactions entre facteurs
environnementaux. Ces modeles sont basés sur une approche probabiliste et per-
mettent d'estimer la probabilité de croissance des micro-organismes en fonction des
combinaisons des facteurs environnementaux (Ratkowsky et Ross, 1995 ; Presser et
al., 1998 ; Bolton et Frank, 1999). Les équations utilisées sont de la forme :

logit(p) = ln(1 4 ) =ag+a; - fle))+...+a, f(ey)

)% probabilité de croissance

(ag,...,a,) vecteur des parametres du modele

(e1,...,en) vecteur des facteurs environnementaux

f éventuelle transformation des facteurs environnementaux
(transformation logarithmique pour Ratkowsky et Ross
(1995) et Presser et al. (1998))

Les différents modeles présentés dans cette partie ont généralement été dévelop-
pés pour décrire I'évolution du taux de croissance maximum en fonction des facteurs
environnementaux. En ce qui concerne le temps de latence, il est généralement admis
que quelques soient les conditions de croissance, celui-ci est inversement proportion-
nel au taux de croissance maximum (Zwietering et al., 1994 ; Rosso, 1995, 1998a,b)
lorsque les conditions pré-incubatoires sont identiques :

In(u,,. - lag)=InK + ¢, [ T . 1 . 9 ]

K constante dépendant de 1'état physiologique de l'inoculum

Bien que, dans certaines études (Delignette-Muller, 1998 ; Robinson et al., 1998),
une influence significative des conditions de croissance sur le produit . /ag ait été
observée, Delignette-Muller (1998) a montré que cette relation reste satisfaisante
dans la majorité des cas et répond au critere de parcimonie.
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Les différents modeles primaires de croissance proposés dans la littérature
permettent de décrire de facon satisfaisante la cinétique de croissance des po-
pulations bactériennes mais nous avons vu que ces modeles fournissent des esti-
mations différentes des parametres de croissance. Pour la suite de l'étude, notre
choix se portera sur le modele logistique avec délai et rupture (équation [1.1.5])
qui présente les avantages d'étre simple, d'étre adapté a la qualité des données
issues de déenombrements sur boites de Pétri et qui de plus fournit des estima-
tions des parametres de croissance cohérentes avec celles calculées habituelle-
ment par les microbiologistes.

Pour décrire l'effet des facteurs environnementaux sur la croissance, notre
choix se portera sur l'approche "progressive". Nous utiliserons les modéles de
type racine carrée (équation [1.1.6]) et les modeles cardinaux (équation
[1.1.7a]) qui présentent les avantages de comporter peu de paramétres qui géné-
ralement ont une signification biologique et qui peuvent étre complexifiés pour
prendre en compte les effets de nombreux facteurs environnementaux.

Ceci va permettre d'aboutir a un modele secondaire dont la pertinence sera
testée sur des données de croissance concernant L. monocytogenes. Le but est
d'obtenir un modele secondaire simple permettant de décrire convenablement la
croissance des populations de L. monocytogenes dans des conditions environ-
nementales tres variées.



conclusion

Tableau 1.1.1. Modé¢les primaires et secondaires publiés.

Modgéles primaires

Inx(¢) = f(£,0,)+ &,

exponentiel  éq. [1.1.1]

Gompertz éq. [1.1.2]

logistique éq. [1.1.3]

Baranyi éq. [1.1.4b]

logistique éq. [1.1.5]
avec délai
et rupture

10 ={lnx0 ,t <lag

In xo + tmay * (2 - lag) , > lag

f(H)=1Inxy + 4 -exp(—exp( Mm:‘ < “(lag-t) +l))

A

f() =Inxg +

1+exp(4"b;lmaX “(lag-t) +2)

XDy A1)~

S()=1nxo + W pmax - A(t) = In| 1

X max
X0
A =1t+ ’ ln(exl)( “Umax 1) +eXP(— Umax * lag) - eXp( ~Umax L= Umax lag))
In xg ,t <lag
f(0)=

1N X,g —1n(1+(x“‘ax -1) CeXp= iy (1= lag))| 1> lag
X0

Modéles secondaires

'J“max = g(ei=@2)+£i

racine carrée  €q. [1.1.6]

cardinaux éq. [I.1.7a]

éq. [1.1.9]

O DTSTmin
&) =
b (T =Tmin) T > Tyin

g(X) = J‘uopt(X) CMn(X)

CM, (X) =

X=X
X=X ) X=X
g = X ™| Ao = X)X = X )= gy = X (01 Xogy 4 X,y =7
0 X=X

X min <X < Xina

In(Uax - lag) = InK







PARTIE |

CHAPITRE 2

CONSTRUCTION DE LA BANQUE DE
DONNEES SUR LA CROISSANCE
DE Listeria monocytogenes

Dans cette partie, nous allons présenter la déemarche utilisée pour construire
la banque de données sur la croissance de L. monocytogenes dans les aliments.

.2.A. RECOLTE DES DONNEES

74 publications et des données personnelles non publiées ont permis d'élaborer
une banque de données sur la croissance de L. monocytogenes dans les substrats sui-
vants : bouillons de culture, produits laitiers, produits a base de viande, coule d'ceuf
et produits de la mer (Tableau 1.2.1).

Cette banque de données est constituée de 1865 taux de croissance maximum dont
453 nuls qui correspondent a des données de non croissance (croissance non obser-
vée par les auteurs sur la période expérimentale utilisée) et de 1294 temps de latence.

Les données brutes étaient constituées de cinétiques de croissance, de valeurs de
taux de croissance ou de temps de génération et de valeurs de temps de latence.
Seules les données issues de dénombrements sur boites ont été prises en compte.
Les parametres de croissance obtenus avec d'autres techniques, i.e., spectrophotomé-
trie ou impédancemétrie, ont été utilisés dans les phases d'élaboration des modeles
mais n'ont pas été inclus dans la banque de données car comme nous le verrons plus
loin, ces techniques peuvent conduire a une sous-estimation des parametres de crois-
sance (Baranyi et al., 1993a ; Dalgaard ef al., 1994 ; Hudson et Mott, 1994).
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Tableau 1.2.1 Banque de données relative a la croissance de L. monocytogenes.

Substrats Nb timax publi.  Nb pthmay estim.” Nb lag publi. Nb lag estim. Références
Bouillons de culture 56 B 14 7 El-Shenawy et Marth (1988a)
48 8 29 9 El-Shenawy et Marth (1988b)
20 _ _ _ George et al. (1988)
56 _ 8 _ Ahamad et Marth (1989)
160 _ 131 _ Buchanan et al. (1989)
_ 3 B 3 Denis et Ramet (1989)
14 B 3 B Katoh (1989)
2 _ _ _ McClure et al. (1989)
27 _ B _ Petran et Zottola (1989)
38 B _ B Sorrells et al. (1989)
10 _ 4 _ Buchanan et Klawitter (1990)
11 4 11 4 Buchanan et Phillips (1990)
11 B B Cole et al. (1990)
5 _ _ _ Conner et al. (1990)
20 50 18 39 Pearson et Marth (1990b)
6 B _ 4 Pearson et Marth (1990c¢)
16 10 14 10 Walker et al. (1990)
14 _ 14 _ Buchanan et Klawitter (1991)
123 B _ B McClure et al. (1991)
12 _ _ _ Tapia de Daza et al. (1991)
14 _ 12 _ Yousef e al. (1991)
26 B 24 B George et Lund (1992)
23 _ 10 _ Miller (1992)
16 _ _ Nolan et al. (1992)
15 _ 14 _ Duh et Schaffner (1993)
54 _ 46 Oh et Marshall (1993)
14 _ 14 _ Duffy et al. (1994a)
4 5 11 2 Johansen et al. (1994)
3 _ _ _ Brocklehurst ef al. (1995b)
23 _ _ _ Bajard et al. (1996)
9 _ _ _ Bal'a et Marshall (1996b)
_ 21 Buncic et Avery (1996)
43 _ 40 _ Farber et al. (1996)
19 6 8 George et al. (1996)
2 _ _ _ Patchett et al. (1996)
_ _ 60 _ Avery et Buncic (1997)
3 B _ B Blom et al. (1997)
6 _ 6 _ Dufrenne et al. (1997)
11 6 B 7 Fernandez et al. (1997)
44 B 44 B McKellar et al. (1997)
_ 14 _ 4 Membr¢ et al. (1997)
14 _ 10 _ Wang et Johnson (1997)
37 B 37 B Robinson et al. (1998)
4 _ 5 _ Membre¢ et al. (1999)
_ 144 B 144 données personnelles
Produits laitiers _ 35 _ 35 Donnelly et Briggs (1986)
56 _ B 32 Rosenow et Marth (1987a)
12 4 _ 16 Rosenow et Marth (1987b)
15 4 _ 19 Marshall et Schmidt (1988)
24 _ B _ Ryser et Marth (1988)
_ 14 _ 14 Schaack et Marth (1988a)
_ 18 _ 18 Schaack et Marth (1988b)
_ B 4 Denis et Ramet (1989)
16 B _ 8 Papageorgiou et Marth (1989)
16 28 _ 36 Pearson et Marth (1990a)
6 _ B 4 Pearson et Marth (1990c)
10 2 8 2 Walker et al. (1990)
2 _ 2 _ Buchanan et Klawitter (1991)
30 6 36 El-Gazzar et al. (1991)
4 _ _ _ Lanciotti et al. (1992)
5 5 Gay et al. (1996)
13 _ 13 _ Murphy et al. (1996)
10 10 Wang et Johnson (1997)




récolte des données

Tableau 1.2.1 suite.

Viandes 3 _ _ _ Kaya et Schmidt (1989)

6 B 6 B Buchanan et Klawitter (1991)

_ 8 _ 2 Hart et al. (1991)

_ 9 9 Marshall et al. (1991)

_ 19 _ 12 Chen et Shelef (1992)

8 _ 6 1 Grant et al. (1993)

76 _ 73 _ Grau et Vanderlinde (1993)

4 B 4 _ Hudson et Mott (1993a)

4 _ 4 _ Hudson et Mott (1993c¢)

5 _ _ _ Manu-Tawiah et al. (1993)

53 _ 53 _ Duffy et al. (1994b)

4 3 _ Hudson et al. (1994)

7 _ 4 _ Beumer et al. (1996)

B 6 _ 3 Blom et al. (1997)

_ 7 _ 5 Wang et Johnson (1997)
Coule d'ceuf 16 _ _ _ Foegeding et Leasor (1990)
Produits de la mer _ 4 _ 3 Wang et Shelef (1992)

3 _ _ 2 Dorsa et al. (1993)

4 _ 4 _ Hudson et Mott (1993b)

2 _ _ _ Oh et Marshall (1994)
Total 1437 428 736 558
“publiés.

estimés a partir des cinétiques de croissance publiées.

La procédure d'acquisition des cinétiques de croissance (graphiques scannés et
calcul des coordonnées des points) a été validée en comparant les parametres de
croissance estimés a partir de celles-ci aux parametres de croissance correspondants
publiés par les auteurs. Les racines carrées de 35 taux de croissance maximum esti-
més et les logarithmes de 34 temps de latence estimés n'étaient pas significativement
différents de ceux publiés (P = 0.26 et 0.86). La méthode utilisée pour obtenir les ciné-
tiques de croissance est donc fidéle.

Cette procédure d'acquisition des cinétiques de croissance est bien évidemment a
l'origine d'une erreur sur les parametres estimés. L'erreur moyenne est générale-
ment (Baranyi et Roberts, 1995 ; Baranyi et al., 1996, 1999 ; Ross, 1996 ; Ferndndez et
al., 1997) estimée par le facteur de précision ("accuracy factor") :

Af=exp( E(X2)>

E(.) espérance mathématique de la variable entre parenthéses (estimée
par la moyenne)

X = h’l xestimée - h’l xobservée
X taux de croissance maximum, temps de génération ou temps de la-
tence
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Les pourcentages d'erreur ("per cent discrepancy") sur les parametres estimés sont
de 100x(A4;-1)% (Baranyi et Roberts, 1995 ; Baranyi et al., 1996, 1999 ;
Fernéndez et al., 1997).

Nous obtenons pour le temps de génération et le temps de latence les précisions
suivantes : 23% et 95%.

Cette forte imprécision du temps de latence est essentiellement due a une seule
estimation éloignée de la valeur publiée. En effet, sans cette valeur, la précision pour

le temps de latence est de 27%.

1.2.B. AJUSTEMENT DU MODELE PRIMAIRE DE CROISSANCE
AUX JEUX DE DONNEES

Lorsque seules des cinétiques de croissance étaient publiées, les parametres de
croissance ont été estimés a partir de celles-ci par ajustement du modéle logistique
avec délai et rupture (équation [1.1.5]).

Ces ajustements ont été réalisés par régression non linéaire selon le critere des
moindres carrés (Box et al., 1978). Les estimateurs ont donc été obtenus en minimi-

sant la somme des carrés des écarts, SCE :
N D D 2
SCE= E (Valeur(l)Observée - Valeur(z)ajustée)
1=1

n nombre de points

428 taux de croissance maximum et 558 temps de latence ont ainsi été estimés a
partir de cinétiques de croissance publiées (Tableau 1.2.1).

Remarque : Le critere des moindres carrés a été utilisé pour tous les ajustements de
modeles linéaires ou non linéaires dans cette étude et ceci grace aux procédures RE-
GRESS et NLINFIT du logiciel MATLAB 5.2 (The MathWorks Inc., Natick, MA, USA).
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1.2.C. CORRECTION DES PARAMETRES DE CROISSANCE EN
FONCTION DU MODELE PRIMAIRE UTILISE

Certains taux de croissance sont obtenus par les auteurs par ajustement des mo-
deles aux données de croissance en logarithme décimal et non en logarithme népé-
rien. Ces taux de croissance notés mu (“maximum exponential growth rate”) different
donc des taux de croissance maximum iy, ("maximum specific growth rate") et l'on a :
mu=u,, [In10.La premiere opération d'harmonisation des données consiste donc a
multiplier ces taux de croissance par Inl0.

Les parametres de croissance publiés ont été obtenus par ajustement du modele
exponentiel (équation [I.1.1]), du modele de Gompertz (équation [I.1.2]), du modele
logistique (équation [I.1.3]) ou du modeéle de Baranyi (équation [I.1.4]). Comme nous
l'avons vu précédemment (cf. § 1.1.A.b), ces différents modeles conduisent a des es-
timations différentes des parametres de croissance, il faut donc harmoniser les taux
de croissance et les temps de latence publiés en fonction des modeles primaires utili-
sés.

Le modele logistique avec délai et rupture (équation [I.1.5]) est choisi comme mo-
dele primaire de référence. L'objectif de ce travail est d'obtenir des relations liant les
estimations des taux de croissance maximum et des temps de latence obtenues avec
les différents modeles a celles obtenues avec le modele de référence.

Les modéles de Gompertz, logistique, de Baranyi et logistique avec délai et rup-
ture ont été ajustés a 505 cinétiques de croissance. Pour la comparaison avec le mo-
dele exponentiel, le modele de référence a été ajusté a 180 courbes de croissance pu-
bliées pour lesquelles les auteurs spécifiaient les parametres de croissance (180 taux
de croissance maximum et 59 temps de latence) obtenus selon la méthode classique
(modele exponentiel). Les comparaisons des parametres de croissance ont été réali-
sées sur les racines carrées des taux de croissance maximum et sur les logarithmes
des temps de latence afin de stabiliser les variances des résidus (cf. § 1.1.B.b).

La comparaison des taux de croissance maximum a donc été réalisée sur 505 don-
nées pour les modeles de Gompertz, logistique et de Baranyi et sur 180 données
pour le modele exponentiel.

La comparaison des temps de latence a été réalisée sur respectivement 485, 443 et
492 données pour les modeles de Gompertz, logistique et de Baranyi du fait de va-
leurs estimées négatives et sur 59 données pour le modele exponentiel.

Pour tous les modeles, de bonnes corrélations linéaires ont été observées entre les
parametres estimés et les parametres de référence (Figures 1.2.2 et 1.2.3) et un mo-
dele de régression linéaire a pu étre utilisé pour décrire les relations entre ces estima-
tions.
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Une relation de proportionnalité entre les taux de croissance maximum a pu étre
utilisée car les termes constants des droites de régression pour ce parametre n'étaient
pas significativement différents de 0.0 (Figure 1.2.2). Les valeurs médianes des rap-
ports des racines des taux de croissance ont permis d'estimer les coefficients de pro-

portionnalité pour les différents modeles.

Les coefficients suivants (applicables directement sur les taux de croissance maxi-
mum) ont été obtenus pour respectivement les modeles exponentiel, de Gompertz,

logistique et de Baranyi : 1.00, 0.84, 0.86 et 0.97.

On retrouve bien une cohérence entre la méthode classique (modéle exponentiel)
et le modele logistique avec délai et rupture et une surestimation du taux de crois-
sance par les modeles de Gompertz et logistique (cf. § 1.1.A.b).
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Figure 1.2.2 Relations entre les taux de croissance maximum obtenus avec les modéles (a) expo-
nentiel, (b) de Gompertz, (c) logistique et (d) de Baranyi et ceux obtenus avec le mod¢le logisti-
que avec délai et rupture. Le nombre de points utilisés, 1'équation de la droite de régression et son
coefficient de détermination sont portés sur chaque graphe.
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Une relation de proportionnalité entre les temps de latence a également été sup-
posée car les pentes des droites de régression des In lag n'étaient pas significative-
ment différentes de 1.0 (Figure 1.2.3). Les coefficients de proportionnalité ont été es-
timés a partir des médianes du logarithme des rapports des temps de latence.

Les coefficients suivants (applicables directement sur les temps de latence) ont été
obtenus pour respectivement les modeles exponentiel, de Gompertz, logistique et de
Baranyi : 1.00, 0.82, 0.97 et 0.95.

On retrouve donc également pour le temps de latence, la cohérence entre la mé-
thode classique et le modele logistique avec délai et rupture et la surestimation lors
de l'utilisation des modeles de Gompertz et logistique (cf. § I.1.A.b).

Comme aucune corrélation n'a pu étre observée entre les rapports des taux de
croissance ou des temps de latence et les parametres de croissance (logjo xo,
10210 Xmaxs Umax > In lag), les taux de croissance maximum et les temps de latence pu-
bliés ont été corrigés par les coefficients de proportionnalité obtenus.
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Figure 1.2.3 Relations entre les temps de latence obtenus avec les modéles (a) exponentiel, (b) de
Gompertz, (c) logistique et (d) de Baranyi et ceux obtenus avec le modeéle logistique avec délai et
rupture. Le nombre de points utilisés, 1'équation de la droite de régression et son coefficient de dé-
termination sont portés sur chaque graphe.
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Cette étape de correction des parametres de croissance est a l'origine d'une erreur
sur les parametres corrigés.

Pour le temps de génération, nous obtenons les précisions suivantes pour les mo-
deles exponentiel, de Gompertz, logistique et de Baranyi : 37%, 9%, 9% et 13%.

Pour le temps de latence, nous obtenons les précisions suivantes pour les modeles
exponentiel, de Gompertz, logistique et de Baranyi : 48%, 37%, 111% et 14%.

La banque de données contient donc des parametres de croissance que 1'on peut
supposer estimés avec le méme modele primaire de croissance : le modele logistique
avec délai et rupture.

Les distributions des taux de croissance maximum et des temps de latence pré-
sents dans la banque de données sont présentées par la Figure 1.2.4 (exceptés les 453
et 29 taux de croissance et temps de latence nuls).
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Figure 1.2.4 Distributions (a) des racines carrées des taux de croissance maximum et (b) des loga-
rithmes des temps de latence inclus dans la banque de données sur L. monocytogenes. Les caracté-
ristiques des distributions sont portées sur chaque graphe.
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1.2.D. RENSEIGNEMENT DES FACTEURS ENVIRONNEMEN-
TAUX

Pour réaliser I'ajustement d'un modéle secondaire a 'ensemble de la banque de
données il est bien stir nécessaire de connaftre toutes les valeurs des facteurs envi-
ronnementaux.

Cela n'a posé aucun probleme pour la température qui est systématiquement pré-
cisée dans les études, par contre, les valeurs du pH et de l'activité de l'eau n'étaient
spécifiées que pour 20 et 65% des taux de croissance maximum de la banque de don-
nées. Il a donc fallu les estimer lorsqu'ils n'étaient pas précisés.

Le pH des bouillons de culture a été fixé a 7.10.

Le pH du lait a été fixé a 6.6 qui est la médiane de 8 valeurs publiées (6.2 a 6.9)
pour ce produit.

Les pH du beurre et de la creme on été fixés a 7.0 et 6.4 (Murphy et al., 1996).

Le pH des conserves de viande a été fixé a 6.3 qui est une valeur publiée pour du
corned beef (Grau et Vanderlinde, 1992).

Le pH des pépites de poulets a été fixé a 5.85 qui est la médiane de pH publiés
pour le blanc de poulet (5.8 4 6.3).

Le pH de la coule d'ceuf a été fixé a 6.56 (Erickson et Jenkins, 1992).

Le pH de la langouste a été fixé et 6.0 (George et al., 1996).

Connaissant les concentrations de solutés (chlorure de sodium, glycérol, sucre)
utilisés dans les milieux liquides, leurs activités de I'eau (a,,) ont été calculées en appli-
quant 1'équation de Ross (1975) ou ont été directement trouvées dans la littérature
(Petran et Zottola, 1989 ; Nolan et al., 1992 ; Brocklehurst et al., 1995a).

Les a,, des bouillons de culture et du lait ont été fixées a 0.997 (Nolan et al., 1992).

Les concentrations de chlorure de sodium du lait chocolaté, de la creme, du Ca-
membert, de la coule d'ceuf et de la langoustine ont été supposées étre de respecti-
vement 2.5% (Buchanan et Phillips, 1990), 0.5% (McClure et al., 1997), 2.4% (McClure
et al., 1997), 0.5% (Erickson et Jenkins, 1992 ; McClure et al., 1997) et 3% (Hudson et
Mott, 1993b). Ces concentrations correspondent respectivement a des a,, de 0.986,
0.997, 0.986, 0.997 et 0.976.

L'a, de la viande fraiche a été fixée a 0.994 (Chen et Shelef, 1992 ; Duffy et al.,

1994b) et celles des conserves de viande et du jambon cuit ont été fixée a 0.97 (Grau
et Vanderlinde, 1992).
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Nous pouvons observer que les taux de croissance maximum inclus dans la ban-
que de données ont essentiellement été obtenus dans des conditions sub-optimales
de croissance (Figure 1.2.5).
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Figure 1.2.5 Gammes de variation de (a) la température, (b) du pH et de (c) l'activité de I'eau cor-
respondant aux taux de croissance maximum inclus dans la banque de données sur L. monocyto-

genes.



conclusion

Nous disposons donc d'une banque de données sur la croissance de L. mono-
cytogenes constituée de 1865 taux de croissance maximum et 1294 temps de
latence obtenus dans des conditions environnementales connues ou estimées.

Nous allons maintenant utiliser cette banque de données pour évaluer ['apti-
tude des modeles secondaires a décrire l'influence des facteurs environnemen-
taux sur les parametres de croissance de L. monocytogenes.






PARTIE |

CHAPITRE 3

MODELE SECONDAIRE
SANS INTERACTIONS

Nous avons vu que de nombreux modeles de croissance étaient aujourd'hui
disponibles en microbiologie prévisionnelle. Dans ce chapitre nous allons
confronter un modele secondaire construit a partir des modeles existants a la
banque de données sur L. monocytogenes. Ce modele prend en compte des fac-
teurs environnementaux et des facteurs liés a la technique d'étude mais l'effet
des conditions pré-incubatoires et les effets combinés sont négligés d'ou son
nom de modele secondaire sans interactions.

1.3.A. ELABORATION DU MODELE SECONDAIRE

Les effets combinés sont négligés sur le domaine de croissance des micro-
organismes et les effets des facteurs environnementaux sur p,,x sont donc multipliés

(cf. § 1.1.B.b).

Le produit p,../ag est supposé indépendant des facteurs environnementaux et 1'ef-
fet des conditions pré-incubatoires sur le produit est négligé dans ce modele.

Nous avons choisi la famille des modeéles cardinaux (équation [I.1.7a]) pour modé-
liser I'influence de la température, du pH et de I'activité de I'eau sur pi,.

Pour décrire l'influence des substances inhibitrices sur le taux de croissance maxi-
mum, nous proposons un modele de type racine carrée (équation [1.1.6]).

Les facteurs qualitatifs (nature du substrat, agitation des milieux liquides...) sont
supposés avoir un effet multiplicatif sur p,y.



1.3. Modéle secondaire sans interactions

Le modele secondaire sans interactions décrivant l'effet de 1'environnement sur
Umax €t lag est donc de la forme :

'Jlumax = J‘uom.w(T’pH’aW’clzn’klip) +& [ I 3 1 ]
ln(tu“max lag) =InK +¢'

n P
o(T, pH,aw,c,,, k,,) = 7(T): p(pH ) a(aw) | [r () [ [ 3
i=1 J=1

Ugp  taux de croissance maximum dans le milieu de référence en condi-
tions de croissance optimales

T=CM,
p=CM,
a=CM,

(1-c,f[cMI)? e < CMI.
V(ci)=
0 ,¢; = CMI,

G concentration en substance inhibitrice i
CMI;  concentration minimale inhibitrice de la substance i

coefficient correspondant au /-iéme niveau du facteur qualitatif j
(pour le niveau 0 de référence, ky = 1)

il

K constante
g, € erreurs sur les observations

Les conditions de croissance optimales sont :
(Topt’ pHopta aWopta Cim = 0: kl:p = 1)

Les parametres du modele sont :
(Mopt’ K, Tmina Topt: Tmaxa pHmin’ pHopta pHmaxa a Wnin, aWopta AWmax, CMll:na

kl:p)
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1.3.B. ESTIMATION DES PARAMETRES DU MODELE

Les parametres du modele secondaire ont été estimés de facon indépendante sur
certains jeux de données inclus dans la banque de données. Comme nous l'avons
signalé, ces estimations ont été réalisées par ajustement des modeles selon le critere
des moindres carrés.

Les jeux de données utilisés pour réaliser ces estimations devaient répondre aux
criteres suivants : le facteur étudié comportait aux moins trois niveaux et toutes les
variables concomitantes variaient de la méme fagon pour chaque niveau (plans com-
plets équilibrés). Cette derniére contrainte permet de ne pas confondre I'effet princi-
pal du facteur étudié avec d'éventuelles interactions liées aux autres facteurs.

Lorsque plusieurs estimations d'un méme parametre étaient disponibles, nous
avons utilisé la médiane de ces valeurs dans le modele secondaire plutdt que la
moyenne. Ce choix est motivé par le fait que la médiane est moins sensible que la
moyenne aux valeurs extrémes (Delignette-Muller ef al., 1995). Ces valeurs extrémes
issues de quelques études publiées peuvent en effet étre aberrantes et ainsi pénaliser
le modele secondaire lors de 1'étude de sa cohérence sur 1'ensemble de la banque de
données.

1.3.B.a. ESTIMATION DES VALEURS CARDINALES DE L. mono-
cytogenes

Les températures cardinales ont été estimées (Tableau 1.3.1) par ajustement du
modele CTMI (équation [I.1.7b]) aux jeux de données. Lorsque la croissance n'était
étudiée qu'a des températures sub-optimales (inférieures a 35°C), nous avons ajusté
le modele racine carrée (équation [I.1.6]) pour estimer 7,,;,. Ces modeles ont de toute
facon des comportements trés voisins dans cette gamme de températures (Rosso,
1995).

Les médianes des estimations de Ty, et Ty, sont respectivement -2.7°C et 45.5°C.
Les valeurs de T, obtenues sur 3 jeux de données comportant des températures sur
I'ensemble de la plage biocinétique (Petran et Zottola, 1989 ; Duh et Schaffner, 1993 ;
Bajard et al., 1996) sont supérieures a 30-37°C qui sont les températures classique-
ment considérées comme optimales pour L. monocytogenes (Gray et Killinger, 1966 ;
Farber et Peterkin, 1991). Ces aberrations sont vraisemblablement dues a une mau-
vaise adéquation du modele CTMI a ces jeux de données (Bajard et al., 1996). En effet,
sur les courbes correspondantes représentant 1'évolution du taux de croissance avec
la température, on peut observer que le taux de croissance optimum est obtenu pour
des températures de 35-37°C. La valeur de T, a donc été fixée a 37°C.



1.3. Modéle secondaire sans interactions

Tableau 1.3.1 Estimation des valeurs cardinales de L. monocytogenes.

Facteur Nb niveaux Nb
X [gamme] points  Xmin  Xopt  Xmax Variables concomitantes Références
T(°C) 23 [-2;42] 23 27 387 423 Bajard et al. (1996)
5 [4;45] 15 -07 390 455 Duh et Schaffner (1993)
9 [4;45] 9 0.5 397 477 _ Petran et Zottola (1989)
9 [0;35.0] 32 24 _ pH Grau et Vanderlinde (1993)
51[0;30.6] 18 22 _ B Grau et Vanderlinde (1993)
11 [0;9.3] 18 30 _ _ pH, inoculum Walker et al. (1990)
10 [4.0;35.4] 74 27 _ souche données personnelles
7 [4;35] 14 -2.7 _ _ atmospheére Katoh (1989)
7 [5;30] 33 -1.5 _ _ inoculum McKellar et al. (1997)
5 [4;35] 56 -1.0 _ pH, a,, souche, substrat Rosenow et Marth (1987a)
510;9.3] 10 44 _ inoculum Walker et al. (1990)
5 [5;25] 15 0.8 _ ay Robinson et al. (1998)
4 [4;35] 58 26 _ _ pH, benzoate de sodium El-Shenawy et Marth (1988a)
4 [4;35] 56 0.6 _ pH, sorbate de potassium  El-Shenawy et Marth (1988b)
4[7;35] 80 44 _ pH, acide, souche Ahamad et Marth (1989)
4 [5;28] 8 9.1 _ _ atmosphére Buchanan et Klawitter (1990)
4 [4;30] 12 -6.6 _ souche Foegeding et Leasor (1990)
4 [4.4;10.2] 25 33 _ _ pré-incubation données personnelles
3 [4;22] 26 -6.1 _ _ souche, substrat Donnelly et Briggs (1986)
3 [5;28] 120 0.1 _ _ pH, ay, atmosphére, nitrites Buchanan et al. (1989)
3[4;12] 3 -39 _ _ Kaya et Schmidt (1989)
3[3;11] 9 3.8 _ atmosphére Marshall et al. (1991)
3[0;12] 3 48 _ _ Dorsa et al. (1993)
3 [4;10] 36 -07 _ pH, CO, Farber et al. (1996)
3[3:9] 9 -3.1 _ _ pH, a,, substrat Murphy et al. (1996)
[5;35] -2.6 _ Wijtzes et al. (1993)
pH 15 [4.0;10.0] 24 456 7.10 940 _ Petran et Zottola (1989)
9 [5.87;6.89] 53 508 _ _ Ay Duffy et al. (1994b)
5[5.46;6.98] 58 4.14 _ T Grau et Vanderlinde (1993)
7 [4.70;7.30] 7 438 _ _ _ Robinson ez al. (1998)
6 [4.45;7.10] 64 488 _ T, acide, souche Ahamad et Marth (1989)
4 [4.7,6.0] 98 477 _ _ acide Young et Foegeding (1993)
3 [5.6;6.8] 24 489 B ay, souche, Penicillium Ryser et Marth (1988)
3 [5.0;7.0] 54 484 _ T, monolaurine Oh et Marshall (1993)
3 [4.4;7.0] 3 406 _ _ Brocklehurst et al. (1995b)
3 [5.4;5.8] 45 512 B acide, souche Vasseur et al. (1999)
[4.6;7.4] 384 9.82 _ Wijtzes et al. (1993)
_ 462 _ T, souche George et al. (1988)
_ 43 B B Farber et al. (1989)
_ _ 425 _ Ay McClure et al. (1989)
_ 45 _ _ T, acide, souche Sorrells et al. (1989)
_ 453 B _ Cole et al. (1990)
_ 45 _ acide Conner et al. (1990)
_ _ 5 _ T, ay, nitrites McClure et al. (1991)
aw 19 [0.886;0.994] 19 0951 _ _ soluté, lactate de sodium Chen et Shelef (1992)
15[0.893;0.929] 16 0916 _ _ soluté Nolan et al. (1992)
11[0.924;0.997] 19 0902 _ _ soluté Robinson et al. (1998)
7 [0.87;0.99] 17 090 _ _ soluté Miller (1992)
410.960;0.993] 53  0.862 _ _ pH Duffy et al. (1994b)
3[0.977;,0.997] 18 0931 _ _ T Robinson et al. (1998)
3[0.946;0.973] 15 0.864 _ souche Vasseur et al. (1999)
[0.950;0.997] 0916 _ Wijtzes et al. (1993)
_ — 090 _ _ Petran et Zottola (1989)
_ _ 091 _ T, soluté, souche, inoculum Tapia de Daza et al. (1991)
0.91 Farber et al. (1992)
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Les pH cardinaux ont été estimés par ajustement du modele CPM (équation
[I.1.7c]). Lorsque seuls les pH sub-optimaux étaient étudiés, le modele a été ajusté en
posant pH, =2 pH_ - pH ; (Rosso, 1995).

Les médianes des estimations de pH i, pHop €t pHynax Obtenues (Tableau 1.3.1) sont
respectivement 4.55, 7.10 et 9.61.

Les activités de 1'eau cardinales ont été estimées par ajustement du modele CAM
(équation [I.1.7d]) avec awy,y fixée a 1 (Rosso, 1998b). Comme aucun jeux de données
ne nous permettait d'estimer aw,,, nous l'avons également fixée a 0.997 qui corres-
pond a l'activité de I'eau des bouillons de culture (Tapia de Daza, 1991 ; Nolan ef al.,
1992). La médiane des aw,,, estimées (Tableau 1.3.1) est de 0.910.

Les parameétres obtenus sont caractérisés par des estimations plus ou moins dis-
persées. Les coefficients de variation (écart-type/moyenne) pour Ty, pHmin €t aWmin
sont respectivement égaux a 1.66, 0.08 et 0.03 et indiquent une tres forte dispersion
de T, par rapport aux deux autres valeurs cardinales minimales. Comme 1'écart-
type est fortement influencé par les valeurs éventuellement abérantes éloignées de la
moyenne, nous avons également calculé un autre indice de dispersion moins influen-
cé par ces valeurs extrémes en divisant l'intervalle inter-quartiles par la médiane, cet
indice sera noté D. On retrouve une tres forte dispersion des estimations de T},;, avec
une valeur de D égale a 1.17 alors que pH,;, et awy;, ont respectivement des valeurs
égales 2 0.13 et 0.02.

1.3.B.b. ESTIMATION DES CONCENTRATIONS MINIMALES INHIBI-
TRICES

Le modele de type racine carrée proposé (équation [1.3.1]) décrit généralement de
facon satisfaisante la décroissance de p,,x avec I'augmentation de la concentration en
substance inhibitrice (Figures 1.3.1a a 1.3.1e). Ce phénomene a précédemment été
observé par Passos ef al. (1993) avec l'effet des acides lactique et acétique sur Lactoba-
cillus plantarum et par Dalgaard (1995) avec l'effet du CO, sur L. monocytogenes.

Ce modele semble donc étre généralisable a la plupart des substances inhibitrices
au vu de nos résultats a une exception pres. En effet, sur la Figure 1.3.1f, la décrois-
sance ne semble pas linéaire et des modeles comprenant des parametres de forme
tels que ceux proposés par Levenspiel (1980), Luong (1985) ou Houtsma et al. (1994)
seraient dans ce cas mieux adaptés.

Le modele de type racine carrée a cependant été utilisé pour l'ensemble des subs-
tances inhibitrices car il répond au critere de parcimonie.
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Figure 1.3.1 Effet de différentes substances inhibitrices sur le taux de croissance maximum de L.
monocytogenes. L'équation du mod¢le racine carrée ajusté aux jeux de données et son coefficient
de détermination sont portés sur chaque graphe. La concentration minimale inhibitrice (CMI) du
CO; est qualifiée de théorique car elle correspond a une proportion supéricure a 1. Les données
sont issues de (a) Vasseur et al. (1999), (b) El-Shenawy et Marth (1988a), (c) Yousef et al.
(1991), (d) Farber et al. (1996), (e) El-Shenawy et Marth (1988b), (f) Yousef et al. (1991).

L'ajustement de ce modéle aux jeux de données a permis d'estimer les concentra-
tions minimales inhibitrices (CMI) de nombreuses substances inhibitrices pour la
croissance de L. monocytogenes (Tableau 1.3.2).

Les acides organiques exercent une action inhibitrice sur les micro-organismes par
diminution du pH cellulaire (Booth, 1985) et par une action spécifique sur les activités
métaboliques de la cellule (Ita et Hutkins, 1991). Il est classiquement supposé que
cette action inhibitrice est essentiellement due a 1'effet de leur fraction indissociée.
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Tableau 1.3.2 Concentrations minimales inhibitrices (CMI) de différentes substances inhibitrices

pour la croissance de L. monocytogenes.

Nb niveaux Nb
Inhibiteur (unité) [gamme] points CMI Variables concomitantes Références
Acide acétique 6[0;132] 23 25.0 pH Young et Foegeding (1993)
indissocié¢ (mM) 4[0;21.3] 32 6.2 T, pH Ahamad et Marth (1989)
4[0;14.3] 30 20.1 pH, souche Vasseur et al. (1999)
Acide lactique 6 [0;29.7] 23 54 pH Young et Foegeding (1993)
indissocié¢ (mM) 4[0;1.2] 7 1.1 ay Chen et Shelef (1992)
4[0;2.4] 30 5.6 pH, souche Vasseur et al. (1999)
Acide citrique 5[0;2.6] 19 3.0 pH Young et Foegeding (1993)
indissocié¢ (mM) 4 [0;0.48] 32 0.1 T,pH Ahamad et Marth (1989)
Benzoate de sodium 7 [0;2.8] 56 0.7 T,pH El-Shenawy et Marth (1988a)
indissocié¢(mM)
Sorbate de potassium 7[0;7.2] 56 5.1 T,pH El-Shenawy et Marth (1988b)
indissocié¢ (mM)
Nitrite de sodium 5[0;33.9] 160 144 T, pH, atmosphére Buchanan et al. (1989)
indissocié¢ (uM) 5[0;322] 378 84 T, pH, a, McClure ef al. (1991)
Monolaurine (ug.ml'l) 6 [0;9] 54 266 T,pH Oh et Marshall (1993)
410;5] 14 7.55 T, pH, additifs Wang et Johnson (1997)
_ _ 8 B Oh et Marshall (1992)
_ 20 Wang et Johnson (1992)
_ ~ 9% _ Razavi et Griffiths (1994)
_ _ 16 _ Bal'a et Marshall (1996a)
_ _18.5 T, souche, substrat, inoculum Bal'a et Marshall (1996b)
BHA" (ug.ml ™) 4 [0;300] 4 308 Yousef et al. (1991)
2 [0;100] 4 199 monolaurine Wang et Johnson (1997)
BHT® (ug.ml™") 4 [0;700] 4 1400 Yousef et al. (1991)
TBHQ! (ug.mI™") 510;50] 5 59.7 _ Yousef et al. (1991)
2 [0;30] 4 37.7 monolaurine Wang et Johnson (1997)
CO; (proportion) 6 [0;0.9] 38 1.64 T, pH Farber et al. (1996)
410.25;1] 4 142 Fernandez et al. (1997)
3 [0;0.8] 9 10 T Marshall et al. (1991)
3 [0;0.4] 4 1.56 _ Manu-Tawiah et al. (1993)
2[0;0.099] 14 514 T Katoh (1989)
Caféine (g.1") 3 [0;10] 12 10.8 substrat Pearson et Marth (1990c)
Phénol (ppm) _ 125 T, ay Membré¢ et al. (1997)
*température.

"BHA, butylhydroxyanisole.
‘BHT, butylhydroxytoluéne.
dTBHQ, butylhydroquinone tertiaire.

[HA] < [H] + [A7]

pH = pK, + log [4]
[HA]

avec pK,

Les CMI de ces acides calculées en terme de fraction indissociée devraient donc
étre indépendantes du pH puisque la valeur du pH fixe la concentration en acide in-
dissociée [HA] selon I'équilibre

Dans ce cas, il est envisageable de confondre l'effet du pH et des acides organiques
en calculant uniquement la CMI sur la fraction indissociée d'acide selon I'équation de
Henderson-Hasselbalch :

constante de dissociation de 'acide
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Plusieurs études ont montré que la fraction indissociée n'était pas le seul facteur
responsable de 1'inhibition de la croissance des micro-organismes.

Houtsma et al. (1994) ont observé que la CMI de la fraction indissociée de l'acide
lactique augmentait lorsque le pH diminuait et Young et Foegeding (1993) ont ob-
servé que des concentrations d'acides indissociés identiques étaient plus inhibitrices a
bas pH.

Nous envisagerons donc dans le modele 'effet inhibiteur de la fraction indissociée
des acides organiques mais également conjointement 1'effet inhibiteur du pH comme
cela a été proposé par Presser et al. (1997).

Lorsque I'acide lactique était utilisé sous forme de sel de sodium, la CMI de cet
acide a été calculée en multipliant la CMI du lactate de sodium par le rapport des
masses molaires : 90/112 .

Les médianes des CMI estimées pour les acides acétique, lactique et citrique indis-
sociés sont respectivement de 20.1, 5.4 et 1.6 mM.

Les CMI estimées pour le benzoate de sodium et le sorbate de potassium indisso-
ciés sont respectivement de 0.7 et 5.1 mM.

La médiane des CMI estimées pour le nitrite de sodium indissocié est de
11.4 uM.

L'activité inhibitrice du monolaurate de glycérol (monolaurine), un monoester de
lI'acide laurique a largement été étudiée. La médiane des CMI estimées dans 7 études
est de 18.5 ug.ml™.

Les médianes des CMI du butylhydroxyanisole (BHA) et du butylhydroquinone
tertiaire (BHT) sont respectivement 254 et 48.7 ugml'. La CMI du butylhydroxyto-
luene (TBHQ) est de 1400 pug.ml ™.

La médiane des CMI théoriques obtenues dans 5 études pour le CO, est une pro-
portion de 1.64 (théoriques car supérieures a 1).

Les résultats concernant l'effet du conditionnement sous vide sont contradictoires.
Certaines études semblent indiquer que le vide entraine une diminution de p.x
(Manu-Tawiah et al., 1993) et qu'un tel conditionnement est équivalent a une atmos-
phere composée de 30% de CO, et de 70% de N, (Beumer et al., 1996). A l'inverse,
d'autres auteurs ont montré que la croissance de L. monocytogenes était similaire sous
vide et en aérobiose (Hudson et Mott, 1993a,b). Comme l'effet du conditionnement
sous vide n'est pas significatif sur les jeux de données inclus dans la banque de don-
nées (P > 0.51), ce facteur n'est pas pris en compte dans le modele.
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La CMI de la caféine est de 10.8 g.I"".

La médiane des CMI du phénol obtenues dans l'étude de Membré et al. (1997) est
de 12.5 ppm.

Nous avons caractérisé les dispersions des CMI de la monolaurine et du CO,,
substances pour lesquelles nous disposions d'au moins 5 estimations. Ces CMI sont
fortement dispersées avec des coefficients de variation pour respectivement la mo-
nolaurine et le CO, de 1.12 et 0.94 et des indices D égaux a 0.81 et 2.95.

1.3.B.c. ESTIMATION DE L'EFFET DES FACTEURS QUALITATIFS

L'agitation des milieux liquides a un effet variable selon la nature du milieu de
culture utilisé (Jones ef al., 1995) mais généralement elle entraine une augmentation
de . La valeur médiane obtenue pour le coefficient k lorsqu'il y a agitation est de
1.08 (Tableau 1.3.3).

Des résultats contradictoires ont été obtenus pour la croissance en anaérobiose.
Dans certaines études, il n'y avait aucune influence significative (Buchanan et al., 1989
; Buchanan et Phillips, 1990 ; Jones et al., 1995), dans d'autres un effet stimulant a été
observé (Buchanan et Klawitter, 1990) et enfin certaines ont montré a l'inverse un
effet inhibiteur de 'anaérobiose (George et Lund, 1992). Ce facteur n'a donc pas été
pris en compte dans la modélisation.

La présence de Pseudomonas sp. dans le milieu de culture semble favoriser la crois-
sance de L. monocytogenes (Marshall et Schmidt, 1988 ; Farrag et Marth, 1989). La mé-
diane des coefficients k estimés pour Pseudomonas sp. est de 1.28 (Tableau 1.3.3).

La présence de bactéries lactiques semble au contraire réduire la croissance de L.
monocytogenes (McKellar et al., 1994 ; Schmidt, 1995 ; Beumer et al., 1996). La médiane
des coefficients k obtenus pour Lactobacillus curvatus est de 0.81 (Tableau 1.3.3).

La présence de Penicillium camemberti dans du petit lait favorise nettement la crois-
sance de L. monocytogenes. La valeur k pour ce facteur est de 1.74 (Tableau 1.3.3).

Le milieu de dénombrement utilisé lors de la construction des cinétiques de crois-
sance ne semble pas avoir d'influence significative (Stillmunkes et al., 1993 ; Palumbo
et Williams, 1994).
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Tableau 1.3.3 Effet de facteurs qualitatifs sur le taux de croissance maximum de L. monocytoge-

nes.

Facteurs £’ Nb points Variables concomitantes Références

Agitation 1.08 12 cacao Pearson et Marth (1990a)
0.96 22 cacao Pearson et Marth (1990b)
1.04 5 substrat Jones et al. (1995)

Pseudomonas fragi 1.07 5 substrat Marshall et Schmidt (1988)

Pseudomonas fluorescens P26 1.13 3 substrat

Pseudomonas fluorescens T25 1.13 3 substrat

Pseudomonas fluorescens B52 1.28 3 substrat

Lactobacillus curvatus 0.95 1 _ Beumer et al. (1996)

Lactobacillus curvatus 0.9 1 B

Lactobacillus curvatus 0.89 1 _

Penicillium camemberti 1.32 12 pH, souche Ryser et Marth (1988)

Lait déshydraté / Lait 0.96 8 température, souche Donnelly et Briggs (1986)
0.95 5 Pseudomonas sp. Marshall et Schmidt (1988)

Créme / Lait 1.04 14 température, souche Rosenow et Marth (1987a)
1.26 3 température Murphy et al. (1996)

Perméat / Lait 0.92 12 température, souche El-Gazzar et al. (1991)

Rétentat / Lait 1.08 12 température, souche El-Gazzar et al. (1991)

Lait demi-écrémé / TSBYE 0.95 3 _ Denis et Ramet (1989)

1.3.B.d. ESTIMATION DE L'EFFET DE LA NATURE DU SUBSTRAT

Aucune différence significative (P > 0.17) n'est observée entre les taux de crois-
sance maximum obtenus dans du lait écrémé et du lait entier (Donnelly et Briggs,
1986 ; Rosenow et Marth, 1987a ; Marshall et Schmidt, 1988).

Par contre, les taux de croissance obtenus dans du lait reconstitué a partir de lait
déshydraté sans matiére grasse sont plus faibles que ceux obtenus dans du lait (Don-
nelly et Briggs, 1986; Marshall et Schmidt, 1988), la valeur médiane de k est de 0.91
(Tableau 1.3.3).

Les taux de croissance sont plus élevés dans la creme que dans le lait (Rosenow et
Marth, 1987a ; Murphy et al., 1996), la médiane de k pour la créeme est de 1.32 (Ta-
bleau 1.3.3).

El-Gazzar et al. (1991) ont obtenus des valeurs de ., significativement plus faibles
(P =3.5 x 107%) et plus élevées (P = 5.9 x 10”°) dans respectivement le perméat et le
rétentat d'ultrafiltration de lait écrémé que dans le lait écrémé. Les coefficients k& pour
ces deux sous-produits sont respectivement 0.85 et 1.17.

Ces coefficients ont permis de corriger les taux de croissance maximum obtenus
dans les produits laitiers et I'on peut considérer que ceux-ci sont alors caractéristiques
du substrat lait.
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Un effet significatif (P = 4.1 x 10°) des propriétés nutritionnelles des bouillons de
culture a été mis en évidence par George et Lund (1992) qui ont observé des valeurs
de umax plus élevées dans du bouillon tryptone soja complémenté en extrait de levure
et en glucose que dans du bouillon tryptose phosphate. Ils ont attribué cette diffé-
rence a la présence dans le premier milieu d'extrait de levure. Les propriétés nutri-
tionnelles des différents substrats semblent donc influencer significativement la crois-
sance de L. monocytogenes, malheureusement aucune autre étude ne nous permet
d'évaluer ces effets.

Nous avons donc comparé les estimations de u,, obtenues sur l'ensemble de la
banque de données pour chaque substrat. Les valeurs de i, ont été estimées a partir
des valeurs de u,,, de la banque de données en ajustant le modele secondaire de
croissance (équation [I.3.1]) avec les parametres précédemment estimés.

Contrairement a George et Lund (1992), nous n'observons pas d'influence signifi-
cative de la nature des bouillons de culture sur la valeur de . La valeur médiane de
Uopt "> pour le bouillon tryptone soja (68 valeurs) est 0.960 et celle du bouillon tryp-
tone soja complémenté en extrait de levure (215 valeurs) est 0.950. Nous avons donc
considéré que les propriétés nutritionnelles des bouillons de culture n'avaient pas
d'effet sur le taux de croissance maximum de L. monocytogenes.

Denis et Ramet (1989) ont obtenu des taux de croissance maximum significative-
ment plus faibles (P = 3.2 x 10?) dans du lait demi-écrémé que dans du bouillon
tryptone soja avec extrait de levure. Un résultat similaire est obtenu sur la totalité de
la banque de données (Figure 1.3.2).

Des différences sont également observées entre les médianes de u,, obtenues
pour les bouillons de culture, les viandes et la coule d'ceuf.

Les coefficients k suivants ont donc été adoptés pour prendre en compte I'effet de
la nature du substrat : 0.69, 1.30, 0.30 et 1.00 pour respectivement le lait, les viandes,
la coule d'ceuf et les produits de la mer. Le niveau 0 est attribué aux bouillons de
culture.

Etant donné le faible nombre de données pour les produits de la mer (12) et la
proximité des médianes obtenues dans ces produits et dans les bouillons de culture,
nous avons considéré qu'il n'y avait pas de différence significative entre les produits
de la mer et les bouillons de culture.
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Figure 1.3.2 Influence de la nature du substrat sur le taux de croissance optimum de L. monocyto-
genes. Les boites de Box représentent les 10éme, 25¢me, 50éme, 75¢me et 90¢me percentiles des
distributions.

.3.B.e. ESTIMATION DU TAUX DE CROISSANCE OPTIMUM p,,, ET
DU PRODUIT p,, Jag

Uopt @ été estimé en ajustant le modele secondaire (équation [1.3.1]) aux valeurs non

nulles de u,,x avec le paramétrage estimé auparavant. C'est a dire :

Tin = -2.7°C, Typ = 37°C, Tax = 45.5°C,

PHin = 4.55, pHype = 7.10, pHyax = 9.61,

AWmin = 0.910, awgy = 0.997, awmax = 1,

CMl,ciqe acétique indisso — 20.1 mM, CM1,iqe lactique indisso — 5.4 mM,
CMI,¢ide citrique indisso = 1.6 MM, CMIyenz0ate de sodium indisso = 0.7 MM,
CMorpate de potassium indisso = -1 MM, CMiite de sodium indisso = 11.4 UM,
CMI yonotaurine = 18.5 ugml™,

CMIgyp = 254 ugml™', CMIgyr = 1400 ug.ml', CMItppq = 48.7 ug.ml™,
CMIco, = 1.64, CMIygsine = 10.8 g1, CMIjpno = 12.5 ppm,
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Kagitation = 1.08,

kpseudomonas = 1.28, KL actobacilius = 0-81, Kpeniciium = 1.74,

Kiait deshydrate = 0.63, koreme = 0.91, Kpermeat = 0.59, Krgtentat = 0.81, ke = 0.69,
kyiande = 1.30, kgur = 0.30, ke = 1.00.

Les valeurs u,, obtenues correspondent donc au taux de croissance maximum de
L. monocytogenes dans les conditions de croissance optimales suivantes :

culture pure en bouillon de culture (pH 7.1, a, 0.997) sans agitation et sans
substance inhibitrice a 37°C.

La distribution des estimations de u,, est présentée par la Figure 1.3.3, la valeur
médiane de u est 1.015 h'. Malgré quelques valeurs aberrantes anormalement éle-
vées, on peut observer que cette distribution est d'allure Normale.

Le coefficient de variation de u est tres élevé (26.98) du fait des estimations aber-
rantes mais la valeur de l'indice D est égale a 0.57, ce qui est une valeur moyenne par
rapport a celles déja observées pour les autres parametres.

300 T T T

n=1366
médiane = 1.008
250 intervalle inter-quartiles = 0.281
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Figure 1.3.3 Distribution des racines carrées des estimations du taux de croissance optimum Loy
obtenues pour L. monocytogenes par ajustement du modeéle secondaire sans interactions. Les carac-
téristiques de la distribution sont portées sur le graphe. Pour une meilleure lisibilité 5 estimations
comprises entre 5.42 et 71.20 ne sont pas incluses dans I'histogramme.
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Si le produit uy.lag est constant, on doit observer une relation linéaire entre
In lag et In (1/umax) ou In Tg et la pente de la droite de régression doit étre égale a 1.
Une assez bonne corrélation linéaire est effectivement observée entre In lag et In Tg
et la pente de la droite de régression orthogonale (critere des moindres rectangles)
est proche de 1 (Figure 1.3.4).

On peut donc calculer le logarithme du produit uy./ag pour chaque couple de pa-
rametres de croissance de la banque de données (Figure 1.3.5) et la valeur médiane,
0.761, nous permet d'estimer le parametre K de I'équation [1.3.1].

On a K = exp(0.761) = 2.14.

Ce parametre est caractérisé par une forte dispersion de ces estimations puisque
l'on obtient un coefficient de variation de 0.99 et un indice D de 1.02.

In lag (In h)

H n=1176 |
-1 -$+ _!_Fl:#- + p:084-
y=1.13+094 x
_2 i +I 1 1 1 1 1
-1 0 1 2 3 4 5 6
In Tg (In h)

Figure 1.3.4 Relation entre le temps de latence et le temps de génération de L. monocytogenes.
L'équation de la droite de régression et le coefficient de corrélation linéaire sont portés sur le gra-

phe.
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Figure 1.3.5 Distribution du logarithme du produit uma./ag pour L. monocytogenes. Les caracté-
ristiques de la distribution sont portées sur le graphe.

1.3.C. PERFORMANCE DU MODELE SECONDAIRE SANS IN-
TERACTIONS

1.3.C.a. MODELISATION DU TAUX DE CROISSANCE MAXIMUM
DE L. monocytogenes

Les taux de croissance maximum calculés avec le modéle secondaire sans interac-
tions a 35 parametres sont présentés par la Figure 1.3.6. Ce modele permet d'expli-
quer 78.0% de la variabilité de .’ . Les points semblent uniformément répartis de
part et d'autre de la droite d'adéquation parfaite du modele ce qui indique une ab-
sence de corrélation des résidus et des valeurs ajustées.

Des erreurs d'ajustement de modeles ont été publiées pour l'estimation du temps
de génération (Baranyi et al., 1996, 1999 ; Ferndndez et al., 1997), nous allons donc
comparer l'erreur d'ajustement de notre modéle a celles-ci. Le fait de travailler sur le
temps de génération et non le taux de croissance exclut les données de non crois-
sance ce qui, comme 1'ont souligné Buchanan et Phillips (1990), est un facteur limitant
pour évaluer le précision réelle de 1'ajustement d'un modele.
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Figure 1.3.6 Relation entre les taux de croissance maximum de L. monocytogenes observés et
ceux calculés avec le modele secondaire sans interactions. La droite correspond a une adéquation
parfaite entre les valeurs calculées et les valeurs observées, la zone supérieure qualifiée de sécuri-
taire correspond a des valeurs calculées supérieures aux valeurs observées et la zone inférieure qua-
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lifiée de dangereuse correspond a des valeurs calculées inférieures aux valeurs observées.

Le facteur de précision, 4y, est habituellement utilisé pour évaluer la précision de
I'ajustement d'un modele (cf. § 1.2.A). Ce facteur 4; correspondant a I'erreur
moyenne de l'ajustement est fortement influencé par d'éventuelles erreurs aberran-
tes tres élevées. La banque de données contient des parametres de croissance parfois
estimés avec trés peu de points et donc peu fiables, nous avons donc également utili-
sé pour estimer la précision de l'ajustement, I'erreur médiane définie par la formule

suivante :

exp( M(X2)>

M(.) médiane de la variable entre parenthéses

X=Ilnx

estimée

X temps de génération (ou temps de latence)

La distribution des erreurs sur le logarithme du temps de génération est présentée
par la Figure 1.3.7. Les précisions moyenne et médiane obtenues pour le temps de
génération sont respectivement de 90% et 32%.

—-Inx

observée
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Figure 1.3.7 Distribution des erreurs d'ajustement du modéle secondaire sans interactions sur le
logarithme du temps de génération de L. monocytogenes. Les caractéristiques de la distribution
sont portées sur le graphe.

En supposant que les erreurs sont indépendantes et que l'erreur de mesure du

temps de génération est d'environ 10% (Baranyi et Roberts, 1995 ; Bégot et al., 1996),
et en prenant une erreur due a la correction par rapport au modele primaire utilisé

de 10% (cf. § 1.2.C), I'erreur médiane d'ajustement du modele est de 12% (70% pour
la moyenne).

Baranyi ef al. (1996) ont montré que pour un modele a 3 variables (température,
pH et activité de 1'eau), la précision des estimations du temps de génération était au

mieux d'environ 15%. Fernandez et al. (1997) ont obtenu avec un modele a 4 varia-
bles (température, pH, taux de NaCl et de CO,) une erreur d'environ 24%. Baranyi et
al. (1999) ont enfin obtenu une précision de 2% pour un modele a 2 variables (tempé-
rature et pH).

La précision de 12%, bien que basée sur une erreur médiane et non moyenne,
pour un modele a 28 variables est donc tres satisfaisante.



1.3. Modéle secondaire sans interactions

La qualité de l'ajustement des modeles est également évaluée (Ross, 1996 ;
Baranyi et al., 1999) par le facteur de biais, B; ("bias factor") :

B, =exp(E (X))

E(.) espérance mathématique de la variable entre parenthéses (estimée
par la moyenne)
X = ln xestimée - ln ‘xobservée

X temps de génération (ou temps de latence)

Ce facteur reflete si, en moyenne, les valeurs estimées sont plus élevées ou plus
faibles que les valeurs observées. Comme le facteur A¢, ce facteur de biais peut étre
fortement influencé par d'éventuelles erreurs aberrantes tres élevées. Nous avons
donc également utilisé un facteur de biais median défini par :

exp{ M(x))

M(.) médiane de la variable entre parenthéses
X =Inx -Inx

estimée observée

X temps de génération (ou temps de latence)

Baranyi et al. (1999) ont défini le pourcentage de biais ("per cent bias") par :
100 x signe(lan)-(eXpllanl - 1)

Le biais moyen obtenu avec ce modéle est de 3% ce qui indique la présence de
quelques valeurs calculées de Tg anormalement élevées (Figure 1.3.7) car le biais mé-
dian est lui de 0%.

Pour évaluer completement la performance du modele, il faut également s'inté-
resser aux données de non croissance qui ont été écartées des évaluations précéden-
tes.

Parmi les 1579 conditions pour lesquelles le modele prévoit une croissance, la
croissance n'est pas observée dans 213 cas, i.e., 13.5% de croissances prédites a tort, et
parmi les 286 conditions restantes pour lesquelles la croissance de L. monocytogenes
n'est pas prédite par le modele, on observe en fait une croissance dans 46 cas, i.e.,
16.1% de non croissances prédites a tort.

Le fort taux de non croissances prédites a tort peut étre du a une surestimation des
valeurs cardinales minimales, mais si des valeurs plus faibles sont utilisées, on obser-
vera alors une augmentation du nombre de croissances prédites a tort.



performance du modéle secondaire sans interactions

L'ajustement du modele semble donc satisfaisant dans des conditions permettant
la croissance de L. monocytogenes, par contre il est insuffisant dans des conditions pro-
ches des limites de croissance du pathogene qui sont les conditions qui généralement
prévalent dans les aliments.

1.3.C.b. MODELISATION DU TEMPS DE LATENCE DE L. monocy-
togenes

Les temps de latence calculés avec le modéle secondaire sans interactions a 35 pa-
rametres sont présentés par la Figure 1.3.8. Ce modele permet d'expliquer 70.1% de
la variabilité de In /lag. Comme pour le taux de croissance maximum, les résidus sem-
blent non corrélés aux valeurs ajustées.

La distribution des erreurs sur le logarithme du temps de latence est présentée par
la Figure 1.3.9. Les erreurs moyenne et médiane sur le temps de latence sont respec-
tivement de 133% et 61%.

Comme l'erreur de mesure du temps de latence est d'environ 20% (Bégot et al.,
1996) et que la correction par rapport au modele primaire utilisé génére au mieux
une erreur d'environ 15% (cf. § 1.2.C), l'erreur médiane d'ajustement du modele est
de 26% (98% pour la moyenne).

=1223
+ n
8 2=70.1% 1

T
“zone dangereuse”

In lag calculés (In h)

“zone sécuritaire”
1

0 1
-2 0 2 4 6 8
In lag observés (In h)

Figure 1.3.8 Relation entre les temps de latence de L. monocytogenes observés et ceux calculés
avec le modele secondaire sans interactions. La droite correspond a une adéquation parfaite entre
les valeurs calculées et les valeurs observées, la zone supérieure qualifiée de dangereuse correspond
a des valeurs calculées supérieures aux valeurs observées et la zone inférieure qualifiée de sécuri-
taire correspond a des valeurs calculées inférieures aux valeurs observées.
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Le modele est donc deux fois moins précis pour I'estimation du temps de latence
que pour l'estimation du temps de génération. Il est donc nécessaire d'améliorer ce
modele afin de mieux prévoir la durée de la phase de latence de L. monocytogenes.

I1 faut de plus noter que ce modele surestime légerement le temps de latence car
les biais moyen et médian sont égaux a 3%.

350 T T T T

n=1223
médiane = 0.03
intervalle inter-quartiles = 0.954

300 -
250
200

150

Nb données

100

50

In lag calculés - In lag observés

Figure 1.3.9 Distribution des erreurs d'ajustement du modele secondaire sans interactions sur le
logarithme du temps de latence de L. monocytogenes. Les caractéristiques de la distribution sont
portées sur le graphe.



conclusion

Nous avons donc vu que ['utilisation des modeles aujourd'hui disponibles en
microbiologie prévisionnelle permet globalement de décrire de facon satisfai-
sante l'influence des facteurs environnementaux sur les parametres de croissance
de L. monocytogenes et qu'il est donc envisageable de concevoir un modele se-
condaire capable de prévoir ces paramétres dans des conditions trés variées.
Certaines limites a l'utilisation de ce modele sont cependant apparues.

Tout d'abord, ce modele estime tres mal le comportement de L.. monocytoge-
nes dans des conditions limites pour la croissance. La non prise en compte des
interactions entre facteurs écologiques est vraisemblablement a ['origine de cette
lacune. La conséquence de cette hypothese d'indépendance entre les facteurs
environnementaux est illustrée par la Figure 1.3.10. Celle-ci montre l'évolution
du taux de croissance maximum en fonction de la température et du pH sans
interaction. Les combinaisons des deux facteurs pour lesquelles aucune crois-
sance n'est prédite sont representées par la surface sombre. La frontiere entre
les zones de croissance et de non croissance (dépendant uniquement des para-
meétres T, et pH,i,) semble peu réaliste et de nombreuses études ont montré
que les valeurs cardinales de croissance des micro-organismes étaient influen-
cées par le niveau des autres facteurs environnementaux. Cette non prise en
compte des interactions pourrait en partie expliquer la forte dispersion des esti-
mations obtenues pour certains parametres tels que T,,;, ou CML,0n010urine-

NON CROISSANCE

-5 0 5 10 15 20 25 30 35
Température (°C)

Figure 1.3.10 Courbes d'iso-réponse du taux de croissance maximum prédit en fonction de la tem-
pérature et du pH sans interaction (équation [I.3.1]). Les paramétres du modéle sont gop = 1 h™' ;
Twin = 0°C ; Topt = 35°C ; pHnin = 4.5 ; pHope = 7.0.
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La suite de notre étude va donc, pour partie, consister a améliorer le modele
secondaire en prenant en compte les effets combinés afin de le rendre plus per-
tinent pres des limites de croissance de L. monocytogenes.

Le deuxieme facteur limitant a l'utilisation de ce modéle secondaire est la
mauvaise estimation du temps de latence de L. monocytogenes. La deuxieme
modification du modele consistera donc a améliorer la modélisation du temps
de latence en prenant en compte en particulier l'influence des conditions pre-
incubatoires que l'on a négligée dans cette partie.



PARTIE Il

CHAPITRE 1

MODELE SECONDAIRE
AVEC INTERACTIONS

Contrairement aux modeles polynomiaux, les modeles secondaires utilisés
dans l'approche progressive négligent les effets des interactions entre facteurs
environnementaux sur le domaine de croissance des micro-organismes. L'objec-
tif de cette partie est donc de proposer un modele simple permettant de prendre
en compte ces interactions tout en conservant l'approche progressive.

II.1.A. MODELISATION DES INTERACTIONS

Il.1.A.a. INTERACTIONS ENTRE TEMPERATURE, pH ET ACTIVITE
DE L'EAU

L'influence des conditions environnementales sur les valeurs cardinales minimales
pour la température, le pH et I'activité de l'eau a fréquemment été signalée pour L.
monocytogenes.

George et al. (1988) ont observé que le pH maximum de non croissance (équiva-
lent a pH,,;,) était d'environ 4.20 a 30°C et 5.03 a 4°C. Cette augmentation de pHy,
lorsque la température diminue a également été observée par d'autres équipes (Far-
ber et al., 1989 ; McClure et al., 1989 ; Cole et al., 1990 ; Conner et al., 1990).

McClure et al. (1989) ont observé une augmentation de pH,,, lorsque la concentra-
tion en NaCl augmente, i.e., I'a,, diminue.

L'awn, de L. monocytogenes semble augmenter lorsque la température (McClure et
al., 1991 ; Tapia de Daza et al., 1991 ; Farber et al., 1992) ou le pH (McClure et al., 1991)
diminuent. La tolérance au NaCl augmente, i.e., awy;, diminue, lorsque le pH aug-
mente (Bal'a et Marshall, 1996a).



I1.1. Modéle secondaire avec interactions

Des points appartenant a la frontiére entre les zones de croissance et de non crois-
sance déterminées par deux facteurs environnementaux sont présentés par la Figure

I1.1.1.
Nous proposons l'équation suivante pour décrire la courbure observée :

f(Xopt-X)1+f(Yopt-Y)]=1 [TT.1.1]

|(Xop= X | [ X = Y|

XY couple de valeurs de facteurs environnementaux (7, pH ou
aw) égales aux valeurs minimales de croissance

Xnin® €t Yinin®  valeurs minimales absolues pour X et Y lorsque respective-
ment ¥ = Yo et X = X

n parametre de forme qui augmente lorsque l'interaction entre
les deux facteurs diminue

@—
°
0.5 1
XT
°

. ®
0.5 1
Xou

Figure II.1.1 Relation entre les valeurs cardinales minimales de L. monocytogenes. X est défini

‘i
par: X = Lopt = min) avec min® choisi comme la plus petite valeur de min observée. Les cour-

(opt — min®)
bes représentent I'ajustement de 1'équation [II.1.1] avec (a) n = 4, (b) n =2, (¢) n =1, et (d)
n = 3. Les données sont issues de (a) Grau et Vanderlinde (1993), (b) El-Shenawy et Marth

(1988a), (c) Robinson et al. (1998), (d) Cole et al. (1990).
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Tableau II.1.1 Corrélations linéaires entre les valeurs cardinales minimales de L. monocytogenes
en fonction de la valeur du paramétre de forme, n, de I'équation [11.1.1].
Coefficients de corrélation linéaire

Valeurs cardinales n=1 n=2 n=3 n=4 n=5 Nbpoints Références

Tinin & pHumin 0.714 0.814 0.863 0.881 0.877 11 Grau et Vanderlinde (1993)
0.926 0.963 0.917 - _ 6 El-Shenawy et Marth (1988a)
0.678 0.857 0.913 0.922 0.914 5 Oh et Marshall (1993)
0.670 0.789 0.851 0.892 0.922 5 El-Shenawy et Marth (1988b)
0.987 0.931 _ _ _ 5 Farber et al. (1996)
0.915 0.795 _ B B 5 Buchanan et al. (1989)
0.838 0.901 0.926 0.924 _ 5 George et al. (1988)

Tin & AWnin 0.946 0.934 _ _ _ 9 Robinson et al. (1998)

PHopin & aWnin 0.941 0.951 0.956 0.955 _ 11 Duffy et al. (1994b)
0.756 0.959 0.963 0.897 _ 5 Cole et al. (1990)

‘coefficient plus faible.

La valeur du parametre de forme n a été choisie a partir des résultats obtenus sur
10 jeux de données (Tableau II.1.1). Le coefficient de corrélation linéaire entre les
deux termes de I'équation [II.1.1] est optimal dans 3 cas pour n = 1, dans 1 cas pour n
= 2, dans 3 cas pour n = 3, dans 2 cas pour n = 4 et dans 1 cas pour n = 5. La valeur de
n a donc été fixée a la valeur médiane 3 quelques soient les facteurs écologiques
considérés.

L'équation [II.1.1] généralisée a trois facteurs devient donc :

[0 =D) T @y =pt) V[ G@ymaw) T
(T =T | [ 0Hop = P | | (@ =) | o

(T; pH ; aw) triplet de valeurs pour la température, le pH et l'activité de
l'eau égales aux valeurs minimales de croissance

L'évolution du taux de croissance maximum en fonction de la température et du
pH calculé a I'aide du modele secondaire (équation [1.3.1]) associé a I'équation [II.1.2]
pour le calcul de T\, et pH,, est présentée par la Figure I1.1.2. Contrairement au ré-
sultat obtenu en utilisant uniquement le modele sans interaction (cf. § 1.3, Figure
1.3.10), on observe maintenant une frontiére entre les zones de croissance et de non
croissance réaliste. On peut voir que la valeur de pH,,;, est de 4.5 lorsque la tempéra-
ture est optimale (35°C) et qu'elle augmente a environ 5 lorsque la température di-
minue a 5°C. Cette observation est cohérente avec les résultats publiés (George ef al.,
1988 ; Farber et al., 1989 ; McClure et al., 1989 ; Cole et al., 1990 ; Conner et al., 1990).
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NON CROISSANCE
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Figure I1.1.2 Courbes d'iso-réponse du taux de croissance maximum prédit en fonction de la
température et du pH avec interaction. Les parameétres du modele sont pop = 1 h'; Twin® = 0°C ;
Topt = 35°C ; pHmin® = 4.5 ; pHope = 7.0.

I.1.A.b. INTERACTIONS ENTRE TEMPERATURE, pH OU ACTIVITE
DE L'EAU ET SUBSTANCES INHIBITRICES

Comme pour les valeurs cardinales minimales, de nombreuses études ont montré
que les CMI des substances inhibitrices dépendaient du niveau des autres facteurs
écologiques.

Les CMI du lactate de sodium, du benzoate de sodium et du sorbate de potassium
diminuent avec la température (El-Shenawy et Marth, 1988a,b ; Houtsma et al., 1994).

La CMI de la monolaurine diminue avec la température (Oh et Marshall, 1993 ;
Bal'a et Marshall, 1996b), avec le pH (Oh et Marshall, 1992, 1993) et lorsque la concen-
tration en acides organiques augmente (Oh et Marshall, 1994). Il a également été ob-
servé quune augmentation de la concentration en monolaurine entrainait une aug-
mentation de awp,, et pHy, (Bal'a et Marshall, 1996a) et que la CMI de la monolaurine
était fortement dépendante de la nature du substrat avec une activité tres faible dans
certains aliments (Bal'a et Marshall, 1996b ; Wang et Johnson, 1997).

La CMI du nitrite de sodium diminue avec la température et l'activité de 1'eau (Bu-
chanan ef al., 1989 ; McClure et al., 1991) et la CMI du phénol diminue avec la tempé-
rature et 'activité de I'eau (Membré et al., 1997).

Des points appartenant a la frontiere entre les zones de croissance et de non crois-
sance déterminées par une substance inhibitrice et un facteur environnemental tel
que la température, le pH ou l'activité de 1'eau sont présentés par la Figure I1.1.3.

Nous proposons I'équation suivante pour décrire la frontiere :
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[ (X, -X) T

Oy o)~ R

(X;c) couple de valeurs pour un facteur environnemental (température,
pH ou a,) et une substance inhibitrice respectivement égales a la
valeur cardinale minimale et a la CMI

Xnin®  valeur minimale absolue lorsque ¢ = 0

CMI°  CMI absolue lorsque X = X

p parameétre de forme

0.8

0.6

inhi inhi

02 F

(b)

0.8

0.6 +
inhi Xinhi

04

02 F

0 0.5 1 0
Xt Xr

Figure I1.1.3 Relation entre (a) pHnin €t CMI de 'acide acétique, (b) Twmin €t CMI du sorbate de
potassium, (¢) Tmin €t CMI du benzoate de sodium et (d) Twmin et CMI du nitrite de sodium. Xiqni
est défini par : X, =1- ¢/ CMI° avec CMI° choisie comme la plus petite valeur de CMI obser-
vée et Xpu et Xt sont définis comme précédemment (cf. Figure II1.1.1). Les courbes représentent
l'ajustement de I'équation [II.1.3] avec (@) p = 1, (b) p = 2, (c) p = 1 et (d) p = 1. Les données
sont issues de (a) Young et Foegeding (1993), (b) El-Shenawy et Marth (1988b), (¢) El-Shenawy
et Marth (1988a), (d) Buchanan et al. (1989).
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Tableau II.1.2 Corrélations linéaires entre les valeurs cardinales minimales et les CMI de diffé-
rentes substances inhibitrices pour L. monocytogenes en fonction du paramétre de forme p de
I'équation [II.1.3].

Coefficients de corrélation linéaire

CMI et valeurs cardinales p=1 p=2 p=3 Nb points Références

CMI acide acétique & pHnin 0.977 0.937 B 4 Young et Foegeding (1993)
CMI acide lactique & pHpmin 0.816 0.778 _ 4 Young et Foegeding (1993)
CMI acide citrique & pHpmin 0.801 0.721 _ 4 Young et Foegeding (1993)
CMI lactate de sodium & T, 0.867 0.777 _ 4 Houtsma et al. (1994)

CMI lactate de sodium & pHpin 0.244 0.280 0.304 4 Houtsma et al. (1994)

CMI benzoate de sodium & Tin 0.879 0.831 _ 9 El-Shenawy et Marth (1988a)
CMI sorbate de potassium & Tiin 0.844 0.898 0.897 11 El-Shenawy et Marth (1988b)
CMI nitrite de sodium & Tyin 0.916 0.913 _ 9 Buchanan et al. (1989)

CMI monolaurine & Trin 0.882 0.892 0.860 9 Oh et Marshall (1993)

CMI monolaurine & pHpin 0.805 0.697 _ 9 Oh et Marshall (1993)

CMI CO;, & Tin 0.943 0.854 _ 9 Farber et al. (1996)

CMI CO; & pHin 0.773 0.622 _ 8 Farber et al. (1996)

‘coefficient plus faible.

Le choix de la valeur du parameétre de forme p a comme précédemment été fait en
fonction des corrélations linéaires entre les deux termes de 1'équation [II.1.3] obser-
vées sur 12 jeux de données.

La valeur de p a été fixée a 1 car elle est proche de ce nombre dans 9 cas sur 12
(Tableau I1.1.2).

La surface délimitant 1'espace de croissance peut donc étre définie a partir des
équations [I1.1.2] et [II.1.3]. L'équation de cette surface est :

n

3
-[Ja-afcmey [111.4]

i=1

(]gpt - T)
(T -T

opt mino)

3
(pHopt - pH) (awopt - aw)
(pHopt - pHmin 0)

(awopt = @Whin 0)

Les effets des n substances inhibitrices sont supposés multiplicatifs.

IIn'y a donc pas de croissance lorsque :

n

3
> H(l— o;/CMI,°)

i=1

(Tz)pt - T)
(T -T

opt ~ “min 0)

3
(pHopt B pH) (awopt - aW)
(pHopt - pHmin 0) (awopt = AWhin 0)

II.1.A.c. CAS PARTICULIERS DES INTERACTIONS pH,, - ACIDE
ET aw_, - SOLUTE

Les variations de pH,,;, avec la nature de l'acide utilisé sont bien connues. Plusieurs
études ont montrés que les pH,,;, des différents acides pouvaient étre classés dans
I'ordre suivant pour L. monocytogenes : acide propionique > acide acétique > acide
lactique > acide citrique > HCl (Farber et al., 1989 ; Sorrells et al., 1989 ; Conner ef al.,
1990 ; Young et Foegeding, 1993 ; Vasseur ef al., 1999).
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Comme nous 1'avons signalé précédemment (cf. § 1.3.B.b), I'action des acides or-
ganiques repose sur une diminution du pH et sur une action spécifique sur le méta-
bolisme microbien. On peut donc supposer qu'il existe un pH,,,° absolu égal au pH,y,
des acides minéraux et que les valeurs plus élevées de pH,, observées avec les acides
organiques sont dues aux interactions entre le pH et les concentrations en acides or-
ganiques. Connaissant les valeurs de pH,,,° et de CMI°, il serait donc possible pour
une concentration en acide organique donnée de calculer la valeur de pH,,, en utili-
sant |'équation [II.1.3].

Ceci n'est cependant pas possible avec les jeux de données inclus dans la banque
de données. Dans ces études, lorsque le pH est ajusté avec un acide organique, les
concentrations d'acide utilisées ne sont pas précisées et la seule information dont on
dispose est la valeur du pH.

Nous allons donc inclure dans le modele de nouveaux parametres qui sont les
PHiny des différents acides organiques et qui permettent de prendre en compte 1'ef-
fet inhibiteur du a la concentration en acide organique.

Toujours pour les acides organiques, nous avons précédemment envisagé les ef-
fets du pH et des acides sous forme indissociée (cf. § 1.3.B.b).

Les évolutions des CMI du benzoate de sodium calculées d'une part en concentra-
tion totale d'acide et d'autre part en concentration d'acide indissocié en fonction de la
température et du pH sont présentées par les Figures I1.1.4a et 11.1.4b. On observe
une évolution atypique de la CMI en fonction du pH lorsque celle-ci est calculée sur
la fraction indissociée, en effet les deux évolutions de la CMI en fonction de la tempé-
rature devraient étre paralleles. Ceci indique bien que la fraction indissociée n'est pas
le seul facteur responsable de 1'inhibition de la croissance des micro-organismes.

I1 semble donc préférable de calculer les CMI des acides organiques en concentra-
tion d'acide total est de prendre conjointement en compte dans le modele I'effet du
pH. On observe alors un effet constant du pH sur la CMI calculée sur la concentra-
tion totale d'acide (Figure I1.1.4b).

Pour les nitrites, pour qui il semble également que ce soit la forme indisocciée qui
est responsable de 'effet inhibiteur sur les micro-organismes (Pivnik, 1980), on ob-
serve des comportements paralleles de la CMI du nitrite de sodium en fonction du
pH uniquement lorsque celle-ci est calculée sur la fraction indissociée (Figures II.1.4c
11.1.4d). Les CMI du nitrite de sodium seront donc calculées sur la fraction indissociée.
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Figure I1.1.4 Evolution de la frontiére entre les zones de croissance et de non croissance de L.
monocytogenes définie par la température et (a) la concentration de benzoate de sodium indissocié
et (b) la concentration totale de benzoate de sodium a pH 5.6 (®) et pH 5.0 (m) et (c) la concentra-
tion de nitrite de sodium indissocié et (d) la concentration totale de nitrite de sodium a pH 7.5 (®)
et pH 6.0 (W). Xt et Ximi ont les mémes significations que précédemment (c¢f. Figures II.1.1 et
I1.1.3). Les droites de régression sont portées sur chaque graphe. Les données sont issues de (a) et
(b) El-Shenawy et Marth (1988a) et (c) et (d) Buchanan ef al. (1989).

Les variations de awy,;, en fonction de la nature du soluté utilisé pour ajuster l'acti-
vité de 'eau sont également bien connues. Les aw,;, pour L. monocytogenes sont clas-
sées dans I'ordre suivant : propylene glycol > sucre > NaCl > glycérol (Tapia de Daza
et al., 1991 ; Farber et al., 1992 ; Miller, 1992; Nolan et al., 1992 ; Li et Torres, 1993 ; Ro-
binson et al., 1998).

Comme pour les acides organiques on peut supposer une action spécifique du
soluté sur le métabolisme microbien interagissant avec le pH mais comme avec les
acides organiques nous utiliserons dans le modéle des awy,, caractéristiques des so-
lutés employés.
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I1.1.B. MODELE SECONDAIRE AVEC INTERACTIONS

Nous proposons donc un modele progressif du méme type que celui utilisé dans
la partie précédente (équation [I.3.1]) mais dans lequel les interactions entre facteurs
environnementaux sont prises en compte en utilisant des valeurs cardinales mini-
males et des CMI dépendantes du niveau des autres facteurs. Ce modele est formali-
sé comme suit :

'\/Aumax =Jtuopt.Q(T’pH’aW’ckn’khp)+g [ I 1 S ]
In(w,,, -lag)=K +¢'

QT pH. i k) = o) p(pH -y ] [r(e) T [ &y

1

3\ 3

(Yopt _Y)

1- ¢, [CMI;°) -
1:1[( C/ ) [(Yopt_Ymino)

Xmin = Xopt - (Xopt _Xmino)'

(Zopt - Z) l
(Zopt - Zmin O)

X, Y et Z représentent la température, le pH ou l'activité de 1'eau.

(Topt _T)
(T Tmino)

opt —

3 3
@t =pt) | (@ - aw)
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L'influence des facteurs environnementaux sur les valeurs cardinales optimales et
maximales n'est pas envisagée dans ce modele car aucun jeux de données inclus dans
la banque de données de L. monocytogenes ne permettait d'étudier ces interactions.



I1.1. Modéle secondaire avec interactions

I1.1.C. ESTIMATION DES PARAMETRES DU MODELE

II.L1.C.a. ESTIMATION DES VALEURS CARDINALES MINIMALES
ABSOLUES ET DES CONCENTRATIONS MINIMALES INHIBITRI-
CES ABSOLUES

Les valeurs cardinales minimales et les CMI absolues sont présentées dans le Ta-
bleau I1.1.3.

Les médianes des valeurs obtenues dans chaque étude ont été calculées. Lorsque
plusieurs valeurs étaient disponibles pour une méme étude, la moyenne de celles-ci a
été utilisée dans le calcul de la médiane.

La médiane de T,,;,,° est -3.0°C.

Les médianes de pH,;;,° pour les acides chlorhydrique (ou sulfurique), acétique,
lactique, citrique, propionique et malique sont respectivement 4.38, 4.79, 4.54, 4.37,
5.0 et4.4.

Les médianes de aw,;;,° pour le NaCl, le glycérol, le sucre et le propyléne glycol
sont respectivement 0.913, 0.888, 0.918 et 0.93. Lors d'une déshydratation, aw,y,* est
égale a 0.949.

Les CMI° pour les acides acétique, lactique et citrique sont respectivement 404, 362
et 996 mM d'acide total. Les CMI° du benzoate de sodium et du sorbate de potassium
sont 21.0 et 49.6 mM de sel total.

La CMI° médiane du nitrite de sodium est 54.2 uM de fraction indissociée.

La monolaurine a une CMI° médiane de 12.1 ugml™! en bouillon de culture et son
effet est non signifcatif dans les aliments solides.

Les CMI° médianes du BHA, BHT et TBHQ sont respectivement 261, 1400 et 50.0
ug.ml™,

La CMI° médiane du CO, est une proportion de 5.08.

Les CMI° médianes de la caféine et du phénol sont respectivement 10.9 gl et 31.7
ppm.

Le cacao a un effet inhibiteur sur L. monocytogenes seulement en bouillon tryptose
phosphate modifié lorsqu'il y a agitation, sa CMI° est alors de 32.6 g.I"".

Les valeurs cardinales optimales et maximales ainsi que les coefficients liés au fac-
teur qualitatifs estimés dans la partie précédente (cf. § 1.3.B) restent valables pour ce
modele.

Comme avec le modele secondaire sans interactions (cf. § 1.3.B.a), on observe une
plus forte dispersion de T,,;,° par rapport a pH,,° et awy,° avec des coefficients de
variation et des indices D respectivement égaux a 1.03 et 1.48, 0.06 et 0.09, 0.04. et
0.02.



Tableau I1.1.3 Valeurs cardinales minimales absolues et concentrations minimales inhibitrices absolues pour L. monocytogenes.

Substrat T (°C)* pH* Acide a,” Soluté Substances inhibitrices’ Tonin® PHuin®  awmin®  CMI° Références

MH 23 [-2;42] 7.1 _ 0.997 _ _ -2.7 _ _ _ Bajard et al. (1996)
TSBYE 10 [4;35.4] 7.1 _ 0.997 _ _ -2.7 _ _ _ données personnelles

BHI 9 [4;35] 7.1 _ 0.997 _ _ -1.7 _ _ _ Duh et Schaffner (1993)
TSB 7 [4;35] 7.0 _ 0.997 _ _ -0.5 _ _ _ Petran et Zottola (1989)
TSBYE 7 [5;30] 7.1 _ 0.997 _ _ -1.5 _ _ _ McKellar et al. (1997)
TPB 4 [5;28] 45 HCl 0.997 _ _ -18.1 _ _ Buchanan et Klawitter (1990)
TSBYE 4[4.4;,10.2] 7.1 _ 0.997 _ _ -3.3 _ _ _ données personnelles
Bouillon de poule 6[0.8;8.7] 6.6 lactique 0.997 _ _ -7.9 _ _ _ Walker et al. (1990)

Lait chocolaté 5 [4;35] 6.6 lactique 0.986 NaCl _ -1.0 _ _ _ Rosenow et Marth (1987a)
Lait 5 [4;35] 6.6 lactique 0.997 _ _ -1.2 _ _ _ Rosenow et Marth (1987a)
Créme 5 [4;35] 6.4 lactique 0.974 NacCl _ -1.4 _ _ _ Rosenow et Marth (1987a)
Bouillon de poule 510;9.3] 6.4 lactique 0.997 _ _ -1.6 _ _ _ Walker et al. (1990)

Lait 510;9.3] 6.6 lactique 0.997 _ _ -4.5 _ _ _ Walker et al. (1990)
Coule d'ceuf 4 [4;30] 6.56 lactique 0.99 NacCl _ -6.7 _ _ _ Foegeding et Leasor (1990)
Produits laitiers 3 [4;22] 6.6 lactique 0.997 _ _ -6.2 _ _ _ Donnelly et Briggs (1986)
Beeuf haché 3[4;12] 5.9 lactique 0.985 NaCl _ -5.4 _ _ _ Kaya et Schmidt (1989)
Saumon fumé 3[0;12] 6.1 lactique 0.976 NacCl _ -5.7 _ _ Dorsa et al. (1993)

Lait 3[3;9] 6.85 lactique 0.997 _ _ -11.2 _ _ Murphy et al. (1996)

Lait 3 [3;9] 6.75 lactique 0.997 _ _ -2.9 _ _ Murphy et al. (1996)
Créme 3[3;9] 6.4 lactique 0.997 _ _ -1.0 _ _ _ Murphy ez al. (1996)

TSB 30 15 [4.0;10.0] HCI 0.997 _ _ _ 4.56 _ _ Petran et Zottola (1989)
TSB 37 7[4.70;7.30] HCI 0.997 _ _ _ 4.36 _ _ Robinson et al. (1998)
BHI 37 4 [4.7;6.0] HCl1 0.997 _ _ _ 4.68 _ _ Young et Foegeding (1993)
Petit lait 6 3 [5.6;6.8] HCl1 0.997 _ _ _ 4.38 _ _ Ryser et Marth (1988)
TSYGB 20 3 [4.4;7.0] HCl 0.997 _ _ _ 3.98 _ _ Brocklehurst ez al. (1995b)
MTPB 20 3[5.4;5.8] HCI 0.997 _ _ _ 4.69 _ _ Vasseur et al. (1999)

BHI 30 _ HCl 0.997 _ _ _ 445 _ _ Farber et al. (1989)

BHI 4 _ HCl 0.997 _ _ _ 4.27 _ _ Farber et al. (1989)

TSB 35 _ HCI 0.997 _ _ _ 4.4 _ _ Sorrells et al. (1989)
TSBYE 30 _ HCl1 0.997 _ _ _ 4.0 _ _ Conner et al. (1990)

NA 25 _ H,SO, 0.994 _ _ _ 4.0 _ _ McClure et al. (1989)

NA 25 H,SO4 0.959 4.4 McClure et al. (1989)




Tableau I1.1.3 suite

MTPB
BHI
BHI
TSB
TSB
TSB
TSBYE
BHI
MTPB
BHI
BHI
TSB
TSB
TSB
TSBYE
BHI
Beeuf
BHI
BHI
TSB
TSB
TSBYE
BHI
TSB
TSBYE
TSYGB
B
Maigre de beeuf
TB

20
4

30

10

25

35

30

37

20

4

30

10

25

35

30

37

20

4

30

10

35

30

37

35

30

5 [4;30]
4[7:35]
34 [0;35]
4[7:35]

4[4.7;6.0]
3 [5.4;5.8]

4[4.7:6.0]
6.22

4 [4.7:6.0]

10 [1.20;5.03]
4[4.5:7.1]

25 [5.46;6.98]
4[4.45;7.10]

acétique
acétique
acétique
acétique
acétique
acétique
acétique
HCl
lactique
lactique
lactique
lactique
lactique
lactique
lactique
HCl
lactique
citrique
citrique
citrique
citrique
citrique
HCl
malique
propionique
HCl
acétique
lactique
citrique

0.997
0.997
0.997
0.997
0.997
0.997
0.997
0.997
0.997
0.997
0.997
0.997
0.997
0.997
0.997
0.997
0.986
0.997
0.997
0.997
0.997
0.997
0.997
0.997
0.997
0.997
0.997
0.994
0.997

acide lactique 5 [50;250 mM]
lactate de Na 4 [0;357 mM]

acide citrique 4 [25;100 mM]

-1.7
7.1
-1.6
-7.7

5.19
5.13
5.05
45
48
4.9
45
4.67
5.19
434
485
43
44
4.6
45
4.70

4.60
4.70
4.1
44
4.0
4.55
44
5.0
4.18
4.79
5.54
437

Vasseur et al. (1999)
Farber et al. (1989)

Farber et al. (1989)
Sorrells et al. (1989)
Sorrells et al. (1989)
Sorrells et al. (1989)
Conner et al. (1990)
Young et Foegeding (1993)
Vasseur et al. (1999)
Farber et al. (1989)

Farber et al. (1989)
Sorrells et al. (1989)
Sorrells et al. (1989)
Sorrells et al. (1989)
Conner et al. (1990)

Young et Foegeding (1993)
Chen et Shelef (1992)
Farber et al. (1989)

Farber et al. (1989)
Sorrells et al. (1989)
Sorrells et al. (1989)
Conner et al. (1990)
Young et Foegeding (1993)
Sorrells et al. (1989)
Conner et al. (1990)
George et al. (1988)
Ahamad et Marth (1989)
Grau et Vanderlinde (1993)
Ahamad et Marth (1989)




Tableau I1.1.3 suite

BHI
TSB
TSBYE
MTPB
TSB
TSB
BHI
BHI
BHI
BHI
TSBYE
BHI
TSB
TSB
TSB
BHI
BHI
BHI
BHI
TSB
TSBYE
TSB
TSB
BHI
BHI
BHI
BHI
BHI
Beeuf
TSB
Viandes
TPB
TSB

28
37
21
20
4
30
4
10
15
30
21
28
37
4
30
4
10
15
30
30
21
4
30
4
10
15
30
28
20
6 [5:37]
5
3[5:30]

74
73
7.1
7.0
7.0
7.0
7.1
7.1
7.1
7.1
7.1
74
73
7.0
7.0
7.1
7.1
7.1
7.1
7.0
7.1
7.0
7.0
7.1
7.1
7.1
7.1
74
6.3
73
39 [5.87;6.89]
5 [4.53;7.00]

0.87;0.99]
0.938;0.997]
0.910;0.929]

70
_ 71
6]
3[0.946;0.973]

6 [0.893;0.920]
5 [0.87;0.99]
5 [0.924:0.997]

12 [0.82;0.99]
410.915;0.928]

_ 5[0.87;0.99]
lactique 7[0.932;0.994]
_ 310.977;0.997]
lactique 410.960;0.993]
citrique 6[0.915;0.997]
HCl

NaCl
NaCl
NaCl
NaCl
NaCl
NaCl
NaCl
NaCl
NaCl
NaCl
glycérol
glycérol
glycérol
glycérol
glycérol
glycérol
glycérol
glycérol
glycérol
sucre
sucre
sucre
sucre
sucre
sucre
sucre
sucre

p. glycol :

séchage
NaCl
NaCl
NaCl

0.90

0.912
0.917
0.860
0.91

0.90

0.915
0.916
0.910
0.915
0.903
0.88

0.888
0.88

0.89

0.929
0.916
0.899
0.895
0.90

0.918
0.91

0.925
0.915
0.927
0.910
0.935
0.93

0.949
0913
0.798
0.917
0916

Miller (1992)

Robinson et al. (1998)
Nolan ef al. (1992)
Vasseur et al. (1999)

Tapia de Daza et al. (1991)
Tapia de Daza et al. (1991)
Farber et al. (1992)

Farber et al. (1992)

Farber et al. (1992)

Farber et al. (1992)

Nolan et al. (1992)

Miller (1992)

Robinson et al. (1998)
Tapia de Daza et al. (1991)
Tapia de Daza et al. (1991)
Farber et al. (1992)

Farber et al. (1992)

Farber et al. (1992)

Farber et al. (1992)

Petran et Zottola (1989)
Nolan ef al. (1992)

Tapia de Daza et al. (1991)
Tapia de Daza et al. (1991)
Farber et al. (1992)

Farber et al. (1992)

Farber et al. (1992)

Farber et al. (1992)

Miller (1992)

Chen et Shelef (1992)
Robinson et al. (1998)
Duffy et al. (1994b)

Cole et al. (1990)

Wijtzes et al. (1993)




Tableau I1.1.3 suite

TB 41435] 5.0 HCI

TB 4 [4;35] 5.6 HCl

TB 4 [4;35] 5.0 HCl

TB 414351 5.6 HCI
TSBYE 35 72 B
TSBYE 3 [7;15] 3 [5.0;7.0] HCl
TSBYE 35 4 [5.0;7.0] HCI
BHI 37 6.0 HCl
TSA 15 7.1 _

TSA 25 7.1 _

TSA 35 7.1 B

TSA 35 7.0 _
Camembert 4 6.2 lactique
Beef frank slurries 12 5.5 lactique
TSB 6 [5;30] 7 [4.6;7.4] HCl
TPB 4 [5;37] 6.0 HCI
TPB 415371 15 HCI
TPB 4[5;37] 6.0 HCl
TPB 4 [5;37] 7.5 HCI

TB 35 7.1 B

BHI 37 6 HCl1

TB 35 7.1 _

TB 35 7.1 B

BHI 37 6.0 HCl1
BHI 3 [4;10] 2 [5.5;6.5] HCI
TSYGB 12 6.65 HCl
Pépites de poulet 3[3;11] 5.85 lactique
Pork loins 4 5.8 lactique
BHI 704351 7.1 B
MTPB 30 7.1 B

Lait 30 6.6 lactique
LEB 3 [4;12] 6.2 HCl
LEB 3 [4;12] 6.2 HCl
MTPB avec agitation 30 7 _

0.997
0.997
0.997
0.997
0.997
0.997
0.997
0.997
0.997
0.997
0.997
0.997
0.986
0.982
9[0.953;0.997]
0.974
0.974
0.997
0.997
0.997
0.997
0.997
0.997
0.997
0.997
0.953
0.985
0.993
0.997
0.997
0.997
0.989
0.977
0.997

NaCl
NaCl
NaCl
NaCl
NaCl
NaCl
NaCl

benzoate de Na 7 [0;20.8 mM] -3.7
benzoate de Na 7 [0;20.8 mM] -4.6
sorbate de K 7 [0;22.4 mM] 9.3
sorbate de K 7 [0;22.4 mM] -5.3
monolaurine 7 [0;18.6 ug.ml'']
monolaurine 6 [0;9 ug.ml'] -6.8
monolaurine 4 [3;10 ug.ml']]
monolaurine 2 [0;5 ug.ml"]
monolaurine (ug.ml™")
monolaurine (ug.ml D)
monolaurine (ug.ml I)
monolaurine (ug.ml™")
monolaurine 2 [0;500 ppm]
monolaurine 2 [0;1000 ppm]

NaNO, 17 [0:67.3 uM] 35

NaNO, 9 [0;33.9 uM] 0.3
NaNO; 9 [0;33.9 uM] 22
NaNO, 9 [0;33.9 uM] -1.3
NaNO, 9 [0;33.9 uM] 1.9

BHA® 4 [0;300 pg.ml™']
BHA 2 [0;100 ug.ml™']
BHT' 2 [0;700 ug.ml ']
TBHQ® 5 [0;50 pug.ml"']
TBHQ 2 [0;30 ug.ml™']

CO," 6 [0;0.9] -5.4
CO, 4 [0.25;0.8] B
CO, 3 [0:0.8] 6.9
CO, 3 [00.4] B
CO; 2 [0;0.099] 1.2

caféine 3 [0;10 g.1']
caféine 3 [0;10 g.l"]
phénol 3 [8.75;23.75 ppm]
phénol 3 [1.25;16.25 ppm]
cacao 8 [0;100 g.l'l]

19.7
223
342
65.1
9.3
88.8
10.0
8.14
9.96
16.4
16.0
16.0
Inf*
Inf
78.8
18.0
24.9
29.5
45.7
308
213
1400
59.7
40.4
3.40
2.34
13.4
5.08
6.11
10.9
11.0
353
28.1
32.6

El-Shenawy et Marth (1988a)
El-Shenawy et Marth (1988a)
El-Shenawy et Marth (1988b)
El-Shenawy et Marth (1988b)
Oh et Marshall (1994)

Oh et Marshall (1993)

Oh et Marshall (1992)
Wang et Johnson (1997)
Bal'a et Marshall (1996b)
Bal'a et Marshall (1996b)
Bal'a et Marshall (1996b)
Bal'a et Marshall (1996a)
Wang et Johnson (1997)
Wang et Johnson (1997)
McClure et al. (1991)
Buchanan et al. (1989)
Buchanan et al. (1989)
Buchanan et al. (1989)
Buchanan et al. (1989)
Yousef et al. (1991)

Wang et Johnson (1997)
Yousef et al. (1991)
Yousef et al. (1991)

Wang et Johnson (1997)
Farber et al. (1996)
Fernandez et al. (1997)
Marshall et al. (1991)
Manu-Tawiah et al. (1993)
Katoh (1989)

Pearson et Marth (1990c¢)
Pearson et Marth (1990c¢)
Membré et al. (1997)
Membré et al. (1997)
Pearson et Marth (1990b)

*Valeur ou Nb de niveaux et gamme.
"Nom, Nb de niveaux et gamme.
‘Propyléne glycol.
d .

Infini.
‘BHA, butylhydroxyanisole.

‘BHT, butylhydroxytoluéne.
fTBHQ, butylhydroquinone tertiaire.
h .

proportion de COs.



estimation des paramétres du modéle

Ces dispersions sont de plus similaires a celles observées pour les parametres du
modele sans interactions avec peut-étre une légere diminution pour 7y;,° (coefficient
de variation et indice D égaux a 1.03 et 1.48 contre 1.66 et 1.17 pour T}, du modele
sans interactions).

Nous observons également une légere diminution de la dispersion des estimations
des CMI° de la monolaurine et du CO, avec des coefficients de variation et des indices
D respectivement égaux a 1.30 et 0.56 (contre 1.12 et 0.81), 0.72 et 0.94 (contre 0.94 et
2.95).

1.L1.C.b. ESTIMATION DU TAUX DE CROISSANCE OPTIMUM DE L.
monocytogenes

Uopt @ été estimé en ajustant le modele secondaire avec interactions (équation
[I.1.5]) aux valeurs non nulles de ., en utilisant les parametres précédemment es-
timés :

Tin® = -3.0°C, Ty = 37°C, Tiax = 45.5°C,

PHinaien” = 4.38, pHpingacetique)” = 479, PHpin(lactique)” = 4-54,
PHrinceitrique)” = 4-37, PHmin(propionique)” = 5.0, PHminmalique)” = 44,

DPHop = 7.10, pHiax = 9.61,

aWminNach. = 0.913, aWpincglyesro)” = 0.888, aWnmin(suere)® = 0.918,
AWpin(propyléne glycol)” = 0.93, @Wmin(sschage)” = 0.949, awoy = 0.997, awpay = 1,
CMI°cige acetique = 404 mM, CMI°,ige tactique = 362 MM, CMI°,ige citrique = 996 mM,
CMPyenzoate de sodium = 21.0 MM, CMI°opatc de potassium = 49.6 mM,

CMIPitite de sodium indisso = 942 UM,

CMIP onoiaurine = 12.1 ug.ml™! en bouillon de culture,

CMPgya = 261 ugml™!, CMIPgyr = 1400 ug.ml™, CMI°rppq = 50.0 ug.ml™,
CMIPco, = 5.08, CMI°cafgine = 10.9 gl'', CMPP jpénor = 31.7 ppm,

CMIP 500 = 32.6 1" en bouillon de culture avec agitation,

Kagitation = 1.14 sauf en bouillon de culture contenant du cacao,

kpseudomonas = 1.28, KL actobacilius = 0-81, Kpeniciium = 1.74,

Kait deshydrate = 0.63, kereme = 0.91, Kperméar = 0.59, kietentat = 0.81, kigie = 0.69,
kyiande = 1.30, kgur = 0.30, ke = 1.00.



I1.1. Modéle secondaire avec interactions

550 T T T T

n=1392

500 - médiane = 1.028 7
450 k intervalle inter-quartiles = 0.350 |
400
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Figure I1.1.5 Distribution des racines carrées des estimations du taux de croissance optimum o
obtenues pour L. monocytogenes par ajustement du modeéle secondaire avec interactions a l'ensem-
ble de la banque de données. Les caractéristiques de la distributions sont portées sur le graphe.
Pour une meilleure lisibilité, les 58 valeurs comprises entre 5.08 et 5649 ne sont pas incluses
dans I'histogramme.

La valeur médiane obtenue pour p, est 1.056 h! (Figure 11.1.5).

La distribution des estimations est unimodale et dissymétrique. On observe plus
de valeurs sur la droite de la valeur modale (coefficient d'asymétrie positif) ainsi que
plusieurs valeurs aberrantes anormalement élevées.

La distribution est également plus dispersée que dans le cas du modele secondaire
sans interactions puisque nous passons d'un intervalle inter-quartiles sur u,, > de
0.281 (cf. Figure 1.3.3) a 0.350 avec ce modele. De méme le coefficient de variation de
Uqpe Passe de 26.98 a 37.20 et son indice D passe de 0.57 a 0.70.



performance du modéle secondaire avec interactions

I.L1.D. PERFORMANCE DU MODELE SECONDAIRE AVEC IN-
TERACTIONS

II.1.D.a. MODELISATION DU TAUX DE CROISSANCE MAXIMUM
DE L. monocytogenes

Les taux de croissance maximum calculés avec le modele secondaire avec interac-
tions a 47 parametres sont présentés par la Figure II.1.6. La variabilité expliquée de
Umax” passe de 78.0% pour le modele sans interactions a 84.2% en prenant en compte
les interactions dans le modele. Mise a part quelques exeptions sur lesquelles nous
allons revenir, la répartition des points de part et d'autre de la droite d'adéquation
parfaite du modele semble uniforme indiquant une absence de corrélation des rési-
dus aux valeurs ajustées.

Les quelques points aberrants observés dans la zone "dangereuse" (Figure 11.1.6)
correspondent a des conditions pour lesquelles les interactions entre facteurs écolo-
giques ont été surestimées. Cette surestimation des interactions explique également
les valeurs anormalement élevées observées pour u,, dans le paragraphe précédent.

1 .4 T T T T T T
“zone sécuritaire” n = 1865

L r2=842% |

0.8
05 calculés (h09) +

0.6'_H_

.umax

0.4

i & -3 + “zone dangereuse”
0 !. Hiakie : 1 1 1

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4

Uy Observés (h09)

Figure I1.1.6 Relation entre les taux de croissance maximum de L. monocytogenes observés et
ceux calculés avec le modele secondaire avec interactions. La droite correspond a une adéquation
parfaite entre les valeurs calculées et les valeurs observées, la zone supérieure qualifiée de sécuri-
taire correspond a des valeurs calculées supérieures aux valeurs observées et la zone inférieure qua-
lifiée de dangereuse correspond a des valeurs calculées inférieures aux valeurs observées. Les
points (@) correspondent aux données de Oh et Marshall (1993) obtenues avec de la monolaurine.



I1.1. Modéle secondaire avec interactions

Ce phénomene est fort bien illustré par les données issues de Oh et Marshall
(1993) concernant l'effet inhibiteur de la monolaurine. La sous-estimation des valeurs
de U, (Figure I11.1.6) dans cette étude pour laquelle on observe une CMI° de 88.8
ugml! (Tableau II.1.3) pour la monolaurine s'explique par le fait que I'on a utilisé
pour le calcul de iy, la CMI° médiane égale a 12.1 ugml' ce qui conduit & une sures-
timation de I'effet inhibiteur de cette substance.

La distribution des erreurs sur le logarithme du temps de génération est présentée
par la Figure I1.1.7. Les erreurs moyenne et médiane sur 7g sont respectivement de
250% et 38%.

Toujours en utilisant une erreur de mesure de 7g de 10% et une erreur liée a la
correction par rapport au modele primaire utilisé de 10% (cf. § 1.3.C.a), on obtient
une erreur médiane d'ajustement du modele de 18% (230% pour la moyenne).

La moins bonne précision de ce modele par rapport a celle obtenue avec le modele
sans interactions (12%, cf. § 1.3.C.a) est due aux valeurs aberrantes précédemment
signalées.

L'influence de ces valeurs aberrantes se retrouve sur le biais moyen qui est de
30%, alors que le biais médian est égal a 0%.
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Figure 11.1.7 Distribution des erreurs d'ajustement du modele secondaire avec interactions sur le
logarithme du temps de génération de L. monocytogenes. Les caractéristiques de la distribution
sont portées sur le graphe.
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Tableau I1.1.4 Proportions de croissances et de non croissances prédites a tort pour L. monocyto-

genes.
Croissances Non croissances
Modéle secondaire prédites a tort prédites a tort Total
Sans interactions 213 (13.5)° 46 (16.1) 259 (13.9)
Avec interactions n’ =1 103 (8.1) 249 (41.6) 352 (18.9)
n=2 186 (11.9) 28 (9.4) 214 (11.5)
n=3 192 (12.1) 20 (7.1) 212 (11.4)
n=4 205 (13.0) 44 (15.1) 249 (13.4)
n=>5 201 (12.8) 39 (13.4) 240 (12.9)
“entre parenthéses : pourcentages sur le nombre de croisances ou non croissances prédites par le
modéle.

°n, paramétre de forme de 1'équation [I1.1.1].

Sil'on s'intéresse au données de non croissance exclues de I'analyse précédente, on
observe une croissance prédite a tort par le modeéle avec interactions dans 192 cas au
lieu de 213 avec le modele sans interactions et les non croissances prédites a tort ne
sont cette fois-ci observées que 20 fois au lieu de 46 précédemment (Tableau II.1.4).
La prise en compte des interactions permet donc de diminuer les croissances et non
croissances prédites a tort. Ce modele est donc mieux adapté a la prévision de la
croissance de L. monocytogenes pres des limites de croissance du micro-organisme.

II.L1.D.b. MODELISATION DU TEMPS DE LATENCE DE L. monocy-
togenes

Dans le modele secondaire avec interactions, le produit u,/ag est toujours suppo-
sé constant. Les temps de latence ont donc été calculés en utilisant K = 2.14 (cf. §
[.3.B.e). Les surestimations de l'effet inhibiteur de 1'environnement sur la croissance
de L. monocytogenes observées sur le taux de croissance se retrouvent ici sur le temps
de latence (Figure II.1.8). La variabilité de In lag expliquée par le modele avec interac-
tions chute a 28.3% du fait de ces valeurs aberrantes.

La distribution des erreurs sur In lag est présentée par la Figure II.1.9. Les erreurs
moyenne et médiane sur /ag sont respectivement de 267% et 70%.

En utilisant, comme précédemment, des erreurs de mesure et de correction res-
pectivement de 20% et 15% (cf. § 1.3.C.b), I'erreur médiane d'ajustement du modele
avec interactions pour le temps de latence est de 35% (232% pour la moyenne).

Comme le modele sans interactions, le modele avec interactions surestime le
temps de latence car les biais moyen et médian sont respectivement de 30% et 10%.
Ce phénomene peut s'expliquer par le fait que I'évaluation du biais est réalisée sur
1247 estimations de /ag alors que la constante K n'a été estimée que sur 1176 produits

Umax/ag.
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Figure 11.1.9 Distribution des erreurs d'ajustement du modele secondaire avec interactions sur le
logarithmme du temps de latence de L. monocytogenes. Les caractéristiques de la distribution sont

portées sur le graphe.
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importance de I'effet de la souche

II.1.E. IMPORTANCE DE L'EFFET DE LA SOUCHE

De nombreuses études ont montré que le taux de croissance de L. monocytogenes
variait de fagon significative avec la souche utilisée (Barbosa et al., 1994 ; Bégot et al.,
1997). Cet effet de la souche pourrait en partie expliquer les fortes dispersions obser-
vées sur des parametres comme 71i,° OU Ugpy-

Il est donc nécessaire de s'intéresser a cet effet afin de proposer éventuellement
des parametres de croissance représentatifs des souches utilisées.

Juntilla et al. (1988) ont observé que pour 78 souches de L. monocytogenes, 1'écart-
type de la température minimale de croissance était égal a 27% de la valeur
moyenne. Sur nos résultats, 1'écart-type de 6 estimations de la température minimale
de croissance absolue obtenues pour la souche Scott A est égal a 93% de la valeur
moyenne.

George et al. (1988) et Farber et al. (1989) ont obtenu a 30°C pour 4 souches des
écart-typesde pH,, avecde'HClégauxa 5 et 3%des valeursmoyennnes. Pour la
souche Scott A, nous obtenons un écart-type pour 5 valeurs de pHyinmucn® égal a 6%
de la valeur moyenne.

La variabilité intra-souche sur nos résultats étant plus élevée que les variabilités
inter-souche publiées, l'effet de la souche sur ces parameétres peut donc étre négligé.
Nous généraliserons cette absence d'effet de la souche a la totalité des valeurs cardi-
nales, des concentrations minimales inhibitrices et des effets des facteurs qualitatifs.

Nous avons également étudié l'influence de la nature de la souche sur le taux de
croissance optimum . Les distributions de p,,> obtenues pour différentes souches
sont présentées par la Figure 11.1.10.

Nous n'avons pas pu effectuer de test statistique sur ces données car nous ne
connaissons pas la loi statistique de distribution de ce parametre, les variances ne
sont pas stables d'une souche a l'autre et enfin il y a de fortes variations de la taille
des échantillons.

Pour construire la Figure I1.1.10, nous avons utilisé des souches étudiées au moins
par deux équipes différentes afin d'éliminer au maximum des biais liés a l'expérimen-
tation et les valeurs aberrantes ont été éliminées (uopt°'5 >2h).

On observe des distributions relativement proches pour les 6 souches et les mé-
(()iianes des racines des taux de croissance optimum se répartissent entre 0.87 et 1.34 h’

.5

On peut considérer que 1'effet de la souche est négligeable car tous les intervalles

inter-quartiles des distibutions se chevauchent.
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Figure I1.1.10 Distributions des racines carrées des taux de croissance optimum obtenus pour dif-
férentes souches de L. monocytogenes. Les valeurs aberrantes (Uop: > 2 h™*) ont ét¢ éliminées. Les
boites de Box représentent les 10¢me, 25¢éme, 50éme, 75¢me et 90éme percentiles des distribu-
tions. Les chiffres entre parenthéses correspondent aux nombres de données utilisées pour chaque
souche.



conclusion

La prise en compte des interactions entre les facteurs environnementaux dans
le modeéle secondaire permet d'améliorer sensiblement la modélisation du com-
portement de L. monocytogenes pres de ses limites de croissance.

L'équation décrivant les interactions n'est cependant pas optimale car on a
pu observer, par exemple, que le parametre de forme n était tres variable d'une
étude a l'autre (ctf. § I1.1.A.a). En fixant ce parametre a 3, nous avons vu que
les interactions entre facteurs environnementaux sont quelquefois largement su-
restimées.

Des simulations ont été réalisées en prenant des valeurs de n comprises entre
1 et 5 (Tableau 11.1.4). On peut observer que les résultats optimaux en terme de
croissance / non croissance sont effectivement obtenus pour n égal a 3.

L'équation proposée pour définir la frontiere entre les zones de croissance et
de non croissance répond donc a un critere de simplicité mais dans ['avenir
l'étude de ces interactions pourrait étre complétée et généralisée a d'autres
micro-organismes. On pourrait alors envisager une équation du type :

[ T =) 1" T_(pHy = pH) 1’ [y, —aw) T
l(Topt _Tmino)J [(pHopt - pHmino)J [(awopt - awmino)J

~[a-cfemrey
i=I

(a B, x,6,) ER"






PARTIE Il

CHAPITRE 2

MISE AU POINT D'UNE TECHNIQUE
SIMPLE D'ACQUISITION DES
PARAMETRES DE CROISSANCE

L'obtention d'estimations fiables des parametres de croissance nécessite l'ac-
quisition de nombreux points lors de la construction des cinétiques de crois-
sance (Bratchell et al., 1989). L'objectif de ce travail était donc de mettre au
point une technique permettant de connaitre le temps de latence et le taux de
croissance maximum d'une suspension bactérienne moins coiiteuse en temps et
en milieu que la technique classique de déenombrement sur boites.

Cette technique sera utilisée par la suite pour l'élaboration expérimentale du
modele permettant de décrire l'influence des conditions pré-incubatoires sur le
temps de latence.

Dans le cadre de la microbiologie prévisionnelle, plusieurs techniques alternatives
ont été proposées pour acquérir rapidement des données permettant le développe-
ment des modeles, les deux principales sont la spectrophotométrie (McClure et al.,
1993) et I'impédancemétrie (Borch et Wallentin, 1993 ; Deak et Beuchat, 1993). La me-
sure de la densité optique avec des spectrophotomeétres automatiques permet de
suivre en temps réel la croissance de la biomasse bactérienne dans les milieux de
culture translucides et ceci pour un cotit modéré. La spectrophotométrie a donc tout
naturellement été utilisée récemment par plusieurs auteurs pour déterminer les pa-
rametres de croissance de cultures bactériennes (McClure et al., 1993 ; Young et Foe-
geding, 1993 ; Barbosa etal., 1994 ; Jones et al., 1995 ; Bégot et al 1997 Bréand et al.,
1997 Stephens et al. 1997 ;
Arino et al., 1998 ; Cheroutre Vialette et al., 1998).



I1.2. Mise au point d'une technique simple d'acquisition des parameétres de croissance

Notre choix s'est également porté sur cette technique et nous avons utilisé un
spectrophotometre automatique : le Bioscreen C (Labsystem, Labsystem France SA,
Les Ulis, France). Cet appareil piloté par un logiciel d'exploitation sur micro-
ordinateur PC permet de suivre en parallele jusqu'a 200 cinétiques de croissance (2
plaques Honeycomb de 100 puits). Dans toutes les études, nous avons utilisé les ré-
glages suivants : longueur d'ondes, 600 nm ; agitation d'intensité moyenne d'une
durée de 30 secondes toutes les minutes. La température d'incubation des plaques et
l'intervalle de temps entre deux lectures sont programmables selon les besoins de
l'utilisateur (il faut cependant noter qu'en cas de réfrigération, la température d'incu-
bation est au mieux inférieure de 5°C a la température ambiante, cela nécessite 1'utili-
sation d'une chambre froide pour des températures d'incubation faibles).

L'interprétation des courbes de croissance obtenues par spectrophotométrie n'est
cependant pas évidente pour deux raisons : la densité optique permet de mesurer la
biomasse de la culture et non directement sa concentration en cellules viables et cette
densité n'est mesurable que lorsque la concentration de la culture atteint un certain
seuil qui varie de 10° a 10 cellules par ml (ufc.ml™) en fonction du micro-organisme
considéré.

Plusieurs méthodes ont été proposées pour estimer les parametres de croissance a
partir de ces courbes spectrophotométriques mais les estimations obtenues sont gé-
néralement différentes de celles obtenues selon la technique de dénombrement sur
boites (Baranyi et al., 1993a ; Dalgaard et al., 1994 ; Hudson et Mott, 1994). L'objectif
de notre travail est donc de valider une méthode simple d'acquisition des parametres
de croissance basée sur la spectrophotométrie permettant d'obtenir des estimations
similaires a celles obtenues avec la technique de dénombrement sur boites.

I.2.A. RELATION ENTRE LA DENSITE OPTIQUE ET LA
CONCENTRATION EN CELLULES VIABLES

Les auteurs recommandent habituellement d'ajuster les modeles primaires de
croissance sur les données obtenues par spectrophotométrie. Ceci nécessite de
connaftre au préalable la relation liant la densité optique (DO) et la concentration en
cellules viables (CV).

I1 est généralement admis que la biomasse et donc la densité optique est propor-
tionnelle a la concentration bactérienne (Corman ef al., 1986 ; Young et
Foegeding, 1993 ; Barbosa et al., 1994 ; Dalgaard et al., 1994 ; Bégot et al., 1996 ;
Bégot et al., 1997 ; Bréand et al., 1997 ; Arino et al., 1998 ; Cheroutre-Vialette et al.,
1998), mais des relations de type quadratique (McClure et al., 1993) et cubique (Ste-
phens et al., 1997) ont également été proposées.



relation entre la densité optique et la concentration en cellules viables

Tableau I1.2.1 Références, sérotypes et origines des souches de L. monocytogenes utilisées dans
la mise au point de la technique spectrophotométrique.

Souche Sérotype Origine

Scott A* 4b humaine

CLIP 22485° 4b alimentaire

CLIP 22573" 4b humaine

CLIP 19884° 1/2¢ produits a base de viande
27795°¢ 1/2a viande hachée

925318° 1/2b pintade

G 1° 12a environnement industriel
1G 114 3a environnement industriel
1G 74° 1/2¢ environnement industriel
1G 65° 1/2a produits a base de viande

Souches données par :

*Agnés Brouillaud-Delattre (Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Aliments, Paris, France)
°J. ocelyne Rocourt (Institut Pasteur Paris, France)

‘Isabelle & André Lebert (Institut National de la Recherche Agronomique, Theix, France)

‘Inés Giovanacci (Centre Technique de la Salaison, de la Charcuterie et des Conserves de Viande,
Maisons-Alfort, France).

Nous avons étudié cette relation pour 10 souches de L. monocytogenes (Tableau
I1.2.1) lors de croissances en bouillon tryptone soja additionné d'extrait de levure a
4.0,6.0,7.8,11.6,15.4, 24.0 et 35.4°C. Les cinétiques d'évolution de DO et CV ont été
suivies en parallele lors de la croissance de ces suspensions dont la concentration ini-
tiale était d'environ 10° ufc.ml™. La relation entre DO et CV est de la forme :

DO = p_(x) [ T 1 . 2 . 1 a ]

DO densité optique de la suspension
X concentration cellulaire de la suspension
pn  polyndme de degré n

Pour choisir entre une relation de calibration de type cubique, quadratique ou Li-
néaire, nous avons comparé les modeles emboités de degré n et n-1 selon la statisti-
que de test F' qui suit une loi de Fisher (Bates et Watts, 1988).

Les tracés de DO en fonction de CV obtenus avec la souche Scott A sont présentés
par la Figure I1.2.1. La relation [I1.2.1a] a été testée dans la gamme de DO allant de 0 a
0.6 car pour des DO supérieures, on observe des ruptures avec une DO qui reste a
son maximum voire méme décroit tandis que CV continue a augmenter. La compa-
raison statistique des modeles emboités a montré que le polynéme de degré 3 per-
mettait d'obtenir des ajustements significativement meilleurs
(P <0.001). Cependant, les parametres obtenus aux différentes températures sont
significativement différents et ne présentent pas d'évolution en rapport avec la tem-
pérature d'étude (Figure II..2.1). De plus, en utilisant les moyennes des parametres
estimés aux différentes températures, les meilleurs ajustements de la totalité des
courbes sont obtenus avec le polyndéme de degré 1.
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Figure I1.2.1 Relation entre la densité optique et la concentration cellulaire lors de la croissance
de L. monocytogenes Scott A en bouillon tryptone soja additionné d'extrait de levure a différentes
températures.

Nous avons donc utilisé comme équation de calibration entre DO et CV, une rela-
tion de proportionnalité (le terme constant du polynéme de degré 1 n'était pas signi-
ficativement différent de 0.0).

La relation [I.2.1a] devient donc :
DO =k x [ I I . 2 . 1 b ]

k  coefficient de proportionnalité

Le coefficient de proportionnalité varie de 2.85 x 10'° 2 4.46 x 10" pour les 10
souches. Le seuil de détection de la DO pour L. monocytogenes correspond donc a des
suspensions bactériennes contenant environ 10" ufc.ml™.
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I.2.B. METHODES D'ESTIMATION DES PARAMETRES DE
CROISSANCE

L'estimation de un, peut se faire selon la technique des dilutions. Dans le cas de
dilutions en série au demi, le temps séparant deux courbes de DO successives est égal
au temps de génération, T, (Arino et al., 1998).

Cette technique est valide a condition que la taille de 1'inoculum n'ait pas d'effet
sur les parameétres de croissance lag et .. Cette hypothése a été vérifiée en obser-
vant un décalage constant entre les cinétiques d'accroissement de la DO de 7 dilutions
successives au 1/102me d'une suspension initiale de L. monocytogenes d'environ 10
ufc.ml™” (Figure 11.2.1).

Umax S€ déduit de T, en utilisant la relation : u,, = In2/T, .

Les estimations de ty,y et lag peuvent également étre réalisées en ajustant un mo-
dele de croissance a la totalité de la cinétique d'évolution de DO obtenue avec des
suspensions dont la DO initiale est supérieure au seuil de détection (Hudson et Mott,
1994 ; Bégot et al., 1996 ; Bégot et al., 1997 ; Stephens et al., 1997 ; Arino et al., 1998 ;
Cheroutre-Vialette et al., 1998).

1.2 T T T T T

DO 0.6

04 |

02 F

0 20 40 60 80 100 120
temps (h)

Figure I1.2.2 Cinétiques d'accroissement de la densité optique de 7 dilutions successives au
1/10éme d'une suspension de L. monocytogenes.

Nous avons ajusté le modele de Gompertz aux courbes de croissance DO obte-
nues avec des suspensions dont la concentration initiale était d'environ
10° ufc.ml™. Dans la suite de 1'exposé, ce modele sera noté GP.

Son équation est :
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DO(t)=DO, -exp(A-exp(—exp( Mmj‘; 'e-(lag—t)+ 1))) [IT1.2.2]

DO(f) densité optique a l'instant ¢
DO,  densité optique initiale
A=InD0O,,. - n DO,

Doy densité optique maximale

e =exp(1)

Les estimations de u.x et lag peuvent également étre réalisées en ajustant un mo-
dele de croissance a la totalité de la cinétique d'évolution de DO obtenue avec des
suspensions dont la DO initiale est inférieure au seuil de détection (McClure ef al.,
1993 ; Dalgaard et al., 1994 ; Arino et al. 1998). La valeur initiale du modele est alors
forcée a k x, connu. Nous avons ajusté la deuxieme partie du modéle logistique avec
délai et rupture (alias modele W) en utilisant k x,, au lieu de
DOy, (la relation de proportionnalité n'étant plus vérifiée pres de DO,,,,) aux cour-
bes de croissance DO obtenues avec des suspensions dont la concentration initiale
était d'environ 10° ufc.ml™.

L'équation du modele West :

DO(1) = e [11.2.3]
1+ (’“— - 1) exp(~ty g, (£ - lag))

Xo

La derniere technique permettant d'estimer p,,,x et lag consiste a ajuster un mo-
dele de croissance seulement sur la partie exponentielle de la courbe de croissance de
la DO obtenue avec des suspensions dont la DO initiale est inférieure au seuil de dé-
tection (Young et Foegeding, 1993 ; Bréand et al., 1997 ; Stephens et al., 1997). La va-
leur initiale du modele est également forcée a k x,. Nous avons ajusté un modele ex-
ponentiel avec délai (alias modele E) aux courbes de croissance DO obtenues avec des
suspensions dont la concentration initiale était d'environ 10° ufc.ml™.
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L'équation du modele E est :

DO(t)=k-x,-exp(u . ' (t—lag)) [ T T .2 . 4]

Le probleme lors de 1'utilisation de ce modele est la définition de la phase expo-
nentielle de croissance de la DO. Pour la déterminer, nous avons tracé la vitesse d'ac-
croissement de la DO, dDO/dt (estimés par ADO/At avec ADO, différence de DO entre
deux lectures successives et A¢, intervalle de temps entre ces deux lectures) en fonc-
tion de DO (Figure 11.2.3). Une bonne corrélation linéaire entre les deux quantités est
obtenue pour des DO inférieures a 0.1. On peut donc considérer que la zone expo-
nentielle d' accroissance de la DO est comprise entre 0 et 0.1 et le modele E (équation
[I1.2.4]) a donc été ajusté dans cette zone.

Nous avons également estimé /ag a partir de la connaissance de la concentration
bactérienne initiale x,, d'une concentration x(7) de la culture pendant la phase expo-
nentielle de croissance a un instant ¢, de la concentration maximale x,,,, et du taux de
croissance maximum -

Ce modele (alias modele M) s'écrit (Rosso et al., 1996) :

lag =1 + -m( Xy (g = x(z)))
Hinax )C(t) ’ (‘xmax - xo)

Les modeles GP, W et E ont été ajustés a des transformations de DO afin de stabili-
ser la variance des résidus. Pour déterminer la transformation adéquate, nous avons
utilisé la méthode de Box et Cox (Box et al., 1978) sur deux jeux de courbes de crois-
sance DO obtenues a 4.0 et 28.7°C. Chaque jeux comportant 90 réplications, des gra-
phiques de 1'évolution du logarithme de l'écart-type de ces réplications en fonction
du logarithme de la moyenne des réplications ont été tracés (Figure 11.2.4). Les pen-
tes des droites de régression étant respectivement égales a 1.01 = 0.02 et 0.94 + 0.02 a
4.0 et 28.7°C indiquent que la transformation logarithmique (pente théoriquement
égale a 1) est adéquate pour stabiliser la variance de la DO. Les modeles ont donc été
ajustés a log DO ou log (DO + 1) lorsque des valeurs nulles de 1la DO étaient obser-
vées.
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Figure I1.2.3 Evolution de la vitesse d'accroissement de la densité optique avec la valeur de la
densité optique a (a) 4.0, (b) 7.8, (c) 13.5 et (d) 35.4°C. Les droites de régression sur les portions
de densité optique inférieure a 0.1 et les coefficients de détermination de ces régressions sont por-

tés sur chaque graphe.
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Figure I1.2.4 Evolution du logarithme de I'écart type de la densité optique, V(DO)"’, avec le lo-
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application au taux de croissance maximum

Les estimations des parametres de croissance obtenues avec ces différents mode-
les ajustés a la DO ont été comparées a celles obtenues en ajustant le modele logisti-
que avec délai et rupture (équation [I.1.5]) aux courbes CV. Cette comparaison a été
réalisée pour des cinétiques d'accroissement de DO et CV obtenues en parallele pour
les 10 souches de L. monocytogenes lors de croissance en bouillon tryptone soja addi-
tionné d'extrait de levure a des températures comprises entre 4.0 et 35.4°C.

11.2.C. APPLICATION AU TAUX DE CROISSANCE MAXIMUM

Le temps de génération a été estimé selon la technique des dilutions au demi
comme étant le temps moyen séparant 6 courbes d'accroissement de la DO lorsque
celle-ci se trouve dans la gamme 0.010-0.600. Pour toutes les souches, on a pu obser-
ver une tres bonne corrélation linéaire entre les taux de croissance estimés selon cette
technique, uD, et ceux estimés sur la courbe de croissance CV, uCV (Figure 11.2.5).
Les coefficients de la droite de régression n'étant pas significativement différents de
1.0 et 0.0, on peut admettre que les uy,x obtenus selon la technique des dilutions sont
égaux a ceux estimés selon la méthode sur courbe de croissance CV. Dans la suite de
I'exposé les u,x obtenus par dilution au demi seront utilisés comme références car ils
permettent de réaliser la comparaison avec 11 jeux de données au lieu de 6.
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Figure I1.2.5 Relation entre les taux de croissance maximum estimés sur la densité optique selon
la technique des dilutions au demi , uD, et ceux estimés sur les cinétiques de croissance obtenues
par dénombrement, uCV, pour 10 souche de L. monocytogenes. L'équation de la droite de régres-
sion et son coefficient de détermination sont portés sur le graphe. Les valeurs entre crochets sont
les intervalles de confiance des parameétres au niveau 95%.
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Les estimations de u,,,, obtenues avec les modeles GP, W et E sont fortement cor-
rélées aux valeurs de référence (Figure I1.2.6). Les termes constants des droites de
régression n'étant pas significativement différents de 0.0, on peut considérer qu'il
existe une relation de proportionnalité entre ces différents taux. La dispersion des
rapports des taux de croissance étant la plus faible avec le modele E (Figure 11.2.7),
nous retiendrons ce modele pour l'estimation de u.,,x sur les cinétiques d'accroisse-
ment de la DO.
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Figure I1.2.6 Relations entre les taux de croissance obtenus avec les modeles (a) GP, (b) W et (c)
E et les taux de croissance de référence pour 10 souches de L. monocytogenes. Les équations et les
coefficients de détermination des droites de régression sont portés sur chaque graphe. Les valeurs
entre crochets sont les intervalles de confiance des paramétres au niveau 95%.
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Le rapport moyen des racines carrées des taux de croissance pour ce modele E est
égal 2 0.97 + 0.04, les valeurs de u,,x obtenues avec ce modéle devront donc étre cor-
rigées en les divisant par 0.94 (= 0.97%). Comme Dalgaard et al. (1994), nous obser-
vons donc que cette technique conduit a une sous-estimation de uy,. Ce résultat
n'est pas surprenant car la DO n'est détectée que lorsque la culture atteint une
concentration cellulaire élevée, or a cette concentration, le taux de croissance u est

significativement inférieur a un,x (phase de ralentissement de la croissance, cf. §
l.1.A.a).

Si 1'on considere un freinage de type logistique : u=u,, -(1-x/x,, ). En utilisant la
moyenne des coefficients de proportionnalité entre DO et CV obtenues avec les 10
souches de L. monocytogenes, 3.83 x 107'°, on obtient x = 1.3 x 10 ufc.ml! pour DO =
0.050. En prenant x,,, = 2.3 x 10’ ufe.ml”! (moyenne des concentrations maximales
obtenues avec les 10 souches, on obtient effectivement u=0.94-u__pour DO =
0.050.

Nous retiendrons donc comme technique d'estimation de py,, 1'utilisation du mo-
dele E, qui nécessite peu de données spectrophotométriques. En effet, une seule ciné-
tique d'accroissement de la DO dans la gamme 0-0.1 est nécessaire pour déterminer
Umax-

La technique des dilutions nécessite la construction de plusieurs cinétiques d'ac-
croissement de la DO (6 dilutions successives) pour obtenir des estimations fiables de
Umax €t est donc écartée dans le cadre d'une utilisation en routine.
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Figure I1.2.7 Distributions des rapports entre les taux de croissance obtenus avec les modéles GP,
W et E et les taux de croissance de référence de 10 souches de L. monocytogenes. Les boites de
Box représentent les 10éme, 25¢me, 50éme, 75¢éme et 90éme percentiles des distributions.
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11.2.D. APPLICATION AU TEMPS DE LATENCE

Les temps de latence ont été estimés avec les modeles GP, W, E et M. Pour ce der-
nier modele, nous avons utilisé le taux de croissance maximum estimé avec le mo-
dele E divisé par le facteur de calibration 0.94. Toujours pour ce modele M, le temps
de latence moyen a été calculé a partir de 2 estimations obtenues avec 2 dénombre-
ments bactériens dans la phase exponentielle de croissance.

La corrélation entre les logarithmes des lag obtenus avec ces modeles et ceux es-
timés sur les cinétiques de CV, lagCV, est moins bonne que celle observée pour les
taux de croissance (Figure 11.2.8).

On peut utiliser une relation de proportionnalité entre les temps de latence obte-
nus avec les modeles E et M et lagCV car les pentes des droites de régression avec ces
deux modeéles ne sont pas significativement différentes de 1.0. Les distributions des
logarithmes des rapports des estimations de /ag sont présentés par la Figure 11.2.9 (ils
ont également été calculés pour les modeles GP et W bien qu'en toute rigueur cela ne
soit pas justifié car il n'y a pas de relation de proportionnalité). Le logarithme moyen
des rapports entre lagGP et lagCV est égal a -0.56 + 0.35, cette technique conduit donc
a une sous-estimation des temps de latence d'environ 50%. Ceci a déja été signalé par
Hudson et Mott (1994) qui ont obtenu avec Pseudomonas fragi un logarithme moyen
du rapport de -0.54 + 0.35. Les modeles W et E conduisent a des estimations de lag en
moyenne égales a celles de référence mais ils manquent de fiabilité car de nombreu-

ses valeurs aberrantes sont observées (Figure 11.2.9).

Nous préférons donc l'utilisation du modele M qui permet d'obtenir des estima-
tions similaires a celles de référence (logarithme moyen des rapports entre les temps
de latence égal a 0.05 + 0.12) et ceci de facon plus fiable car la distribution des rap-
ports entre lagM et lagCV montre une dispersion faible (Figure I1.2.9).
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Figure I1.2.8 Relations entre les temps de latence obtenus avec les modéles (a) GP, (b) W, (c) E
et (d) M et les taux de croissance de référence pour 10 souches de L. monocytogenes. Les équations
et les coefficients de détermination des droites de régression sont portés sur chaque graphe. Les va-
leurs entre crochets sont les intervalles de confiance des paramétres au niveau 95%.
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Figure 11.2.9 Distributions des rapports entre les temps de latence obtenus avec les modeles GP,
W, E et M et les taux de croissance de référence de 10 souches de L. monocytogenes. Les boites de
Box représentent les 10éme, 25¢me, 50éme, 75¢me et 90éme percentiles des distributions.
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La spectrophotométrie représente donc un moyen efficace d'obtenir rapide-
ment des informations quant a la croissance de micro-organismes dans des mi-
lieux liquides translucides. On a pu voir cependant que les méthodes utilisées
pour déduire les parameétres de croissance des cinétiques d'accroissement de la
densité optique peuvent conduire a des estimations différentes de celles classi-
quement obtenues sur les cinétiques de croissance par dénombrement.

Nous proposons une technique nécessitant seulement le début d'une cinétique
d'accroissement de la DO (< 0.1) qui permet d'obtenir des estimations précises
de W, connaissant le facteur de correction a appliquer aux taux de croissance
estimés sur la DO. Ce facteur de correction est constant pour 10 souches de L.
monocytogenes pour des croissances a des températures comprises entre 4.0 et
35.4°C. 1l devra cependant étre a nouveau estimé lors d'utilisation avec d'autres
micro-organismes ou dans d'autres conditions (milieu de culture, pH, activité de
l'eau...). Ce facteur peut, par exemple, varier avec le facteur de proportionna-
lité entre la DO et CV (taille du micro-organisme utilisé) ou avec la concentra-
tion cellulaire maximale atteinte.

L'estimation précise de lag ne peut étre réalisée uniquement sur des données
spectrophotométriques et nécessite de connaitre la concentration bactérienne
initiale et le temps permettant d'obtenir une concentration donnée lors de la
croissance.

La technique proposée (utilisation du modeéle E pour estimer W,,,, et du mo-
dele M pour estimer lag) a été validée sur des cinétiques de croissance obtenues
avec la souche Scott A lors de croissances a 6°C en bouillon tryptone soja ad-
ditionné d'extrait de levure pour des inoculums préparés dans différentes condi-
tions. On a pu observer une bonne adéquation entre les cinétiques de croissance

obtenues par dénombrement et celles calculées selon la méthode préconisée (Fi-
gure 11.2.10).
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Figure I1.2.10 Cinétiques de croissance de L. monocytogenes Scott A obtenues & 6°C en bouillon
tryptone soja additionné d'extrait de levure avec les conditions pré-incubatoires suivantes : (a) 10 h
a12°C, (b)22ha 12°C, (¢)32ha 12°C,(d) 1 h a 37°C, (e) 3 h a 37°C, (f) 5 h a 37°C, (g) 52
jours a 4°C, (h) 10 mois a 4°C. Les courbes sont les cinétiques calculées a l'aide de la méthode
spectrophotométrique, les (®) sont les dénombrements observés, les (+) sont les dénombrements
observés utilisés dans la méthode spectrophotométrique. La méthode spectrophotométrique
consiste en l'utilisation du modele E pour l'estimation um.x conjointement au facteur de correction

1/0.94 let en l'utilisation du modéle M pour l'estimation de /lag en supposant Xmsx = 3.2 x 10
ufc.ml .
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PARTIE Il

CHAPITRE 3
MODELISATION DU TEMPS DE LATENCE

Nous avons vu que les modeles secondaires estiment moins bien le temps de
latence que le taux de croissance de L. monocytogenes. La modélisation du
temps de latence repose sur l'hypothese selon laquelle celui-ci est inversement
proportionnel au taux de croissance. La forte dispersion des produits W,..lag
(cf. Figure 1.3.5) observée semble cependant indiquer que cette hypothese est
abusive. Nous allons donc étudier dans cette partie les différents facteurs pou-
vant entrainer une variabilité du produit W,.Jlag (facteurs environnementaux,
conditions pré-incubatoires, taille de l'inoculum). Nous proposerons un modele
capable de décrire l'effet de 'histoire thermique de l'inoculum construit a partir
de données expérimentales. Nous aborderons enfin l'importance de l'effet de la
taille de l'inoculum sur le temps de latence.

I1.3.A. VARIABILITE DU PRODUIT pyalag
I1.3.A.a. INTERPRETATION PHYSIOLOGIQUE DU PRODUIT . lag

Comme nous l'avons signalé auparavant (cf. § 1.1.A.a), la phase de latence corres-
pond a une phase d'adaptation des cellules inoculées a leur nouvel environnement.
On peut donc imaginer que la durée de la phase de latence dépend du travail (bio-
syntheses, adaptations métaboliques) que les cellules doivent accomplir avant d'en-
trer en division, K, et de la vitesse, v, a laquelle elles sont capables de réaliser ce tra-
vail (Robinson et al., 1998). On peut donc poser : lag =K/v.

Cette conception rejoint 1'hypothese selon laquelle la croissance des populations
bactériennes serait controlée par une entité qui doit atteindre une concentration cel-
lulaire critique avant que la division cellulaire ne se produise, entité dont la concen-
tration est supposée corrélée a la biomasse cellulaire (Albertson et al., 1990 ; Cooper,
1991 ; Baranyi et al., 1993b ; Baranyi et Roberts, 1994 ; Hills et Wright, 1994 ; Hills et
Mackey, 1995). Cette biomasse est généralement supposée augmenter de facon ex-
ponentielle pendant le phase de latence a une vitesse égale au taux de croissance
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[1.3. Modélisation du temps de latence

maximum (Koch, 1987, 1995 ; Hills et Wright, 1994 ; Baranyi et Roberts, 1994 ; Hills et
Mackey, 1995).

Cela revient a supposer que la vitesse a laquelle est réalisé le travail nécessaire a
I'entrée en croissance dépend uniquement des conditions de croissance et que cette
vitesse est égale au taux de croissance maximum. La relation précédente devient
donc: lag=K[u,,, -

Le produit uy.lag peut donc étre interprété d'un point de vue physiologique
comme le travail que les cellules doivent accomplir avant d'entrer en division.

I1.3.A.b. EFFET DE L'ENVIRONNEMENT SUR LE PRODUIT u..lag

Certaines études ont montré que la température d'incubation pouvait parfois in-
fluencer de facon significative le produit up,/ag (Delignette-Muller, 1998 ;
Robinson et al., 1998). Dans ce cas, on observe généralement une diminution du pro-
duit lorsque la température augmente pour s'approcher de la température optimale
de croissance (Delignette-Muller, 1998). Ceci signifie d'un point de vue physiologique
que la quantité de travail nécessaire pour que les cellules entrent en division diminue
lorsque 1'on se rapproche de la température optimale de croissance. Bien que cette
interprétation paraisse tout a fait logique, elle est remise en question par les résultats
de Robinson ef al. (1998) qui ont observé que le produit iy, lag décroissait effective-
ment lorsque la température augmentait de 5 a 37°C mais des valeurs anormalement
élevées ont été systématiquement notées a 20 et 25°C.

Pour le pH, il semble également que le produit wy,,/ag soit plus élevé pres du pH
minimal de croissance et qu'il décroisse lorsque le pH augmente vers sa valeur opti-
male (Delignette-Muller, 1998 ; Robinson et al., 1998).

Les mémes observations ont été faites avec l'activité de 1'eau mais cet effet semble
étre largement dépendant du soluté utilisé (Robinson et al., 1998).

L'effet des substances inhibitrices sur le produit u./ag est variable. Généralement
on observe une augmentation du produit lorsque la concentration en substance inhi-
bitrice augmente. Un effet fortement significatif (P = 5.4 x 107'°) a pu ainsi étre ob-
servé avec la monolaurine (Figure I1.3.1a) sur les données de Oh et Marshall (1993).
Les auteurs ont expliqué cette forte augmentation relative du temps de latence par
rapport au taux de croissance par le fait que les cellules doivent éliminer la substance
antimicrobienne avant que la croissance ne puisse étre observée, ce qui correspond
effectivement a une augmentation du travail cellulaire nécessaire a la croissance.

Par contre, avec d'autres substances inhibitrices le phénomene opposé est obser-
vé. C'est par exemple le cas avec le benzoate de sodium pour lequel une diminution
significative (P = 1.4 x 10%) du produit u.clag est observée lorsque sa concentration
augmente (Figure 11.3.1b).
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Figure 11.3.1 Evolution du produit um.«lag avec la concentration (a) de monolaurine et (b) de
benzoate de sodium. Les équations et les coefficients de détermination des droites de régression
sont portées sur chaque graphe. Les données sont issues de (a) Oh et Marshall (1993) et (b) El-
Shenawy et Marth (1988a).

Etant donné le caractere non systématique et souvent non significatif de l'effet de
I'environnement sur le produit u,,./ag, nous continuerons par la suite a considérer
Umaxlag
que ce produit ne dépend pas de la nature de I'environnement de croissance.

1.3.A.c. EFFET DE L'ETAT PHYSIOLOGIQUE DE L'INOCULUM SUR
LE PRODUIT . Jag

L'augmentation du temps de latence lorsque des stress physiques tels que chaleur
ou radiations ionisantes sont appliqués aux cellules avant leur mise en culture a fré-
quemment été signalée dans la littérature (Kaufman ef al., 1959 ; Jackson et Wood-
bine, 1963 ; Mackey et Derrick, 1982, 1984 ; Grant et al., 1993). Ceci correspond bien a
une augmentation du travail qu'une cellule doit accomplir avant d'entrer en division
puisqu'elle doit réparer les dommages métaboliques et cellulaires subis. Des modeles
ont été récemment proposés pour décrire 1'effet du stress thermique sur le temps de
latence a la re-croissance de L. monocytogenes (Bréand et al., 1997, 1999 ; McKellar et al.,
1997).

Méme lorsque aucun traitement agressif n'est appliqué, les conditions de pré-
incubation peuvent influencer la durée de la phase de latence a la re-croissance. Il a
ainsi été observé que l'histoire thermique d'un inoculum avait une influence significa-
tive sur la durée de la phase de latence lors de la croissance qui suit (Buchanan et
Klawitter, 1991 ; Walker et al., 1990 ; Wang et Shelef, 1992 ; Hudson, 1993 ; Beumer et
al., 1996 ; Gay et al., 1996 ; Dufrenne et al., 1997 ; Membré et al., 1999).

Ces résultats montrent que le temps de latence lors d'une croissance a basse tem-
pérature est d'autant plus court que la température de pré-incubation de l'inoculum
est basse.
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[1.3. Modélisation du temps de latence

Buchanan et Klawitter (1991) ont observé que 'augmentation de /ag avec la tem-
pérature de pré-incubation n'était pas continue et qu'il y avait probablement une
température de pré-incubation critique au dessus de laquelle le temps de latence a la
re-croissance augmentait fortement (Figure 11.3.2). Ils ont également observé des
différences dans le comportement du temps de latence en aérobiose et en anaéro-
biose (Figure I1.3.2) et en fonction du substrat utilisé.

Gay et al. (1996) ont observé une diminution de /ag a 14°C lorsque l'inoculum était
préparé a 14°C au lieu de 30°C seulement lorsque celui-ci subissait un stockage pré-
alable a 4°C et avec une taille d'inoculum faible.

L'augmentation du temps de latence semble dépendre également de la tempéra-
ture d'accueil. Ainsi, Hudson (1993) a observé avec Aeromonas hydrophila que la durée
de la phase de latence était plus courte lorsque la température de pré-incubation cor-
respondait a la température d'incubation. A partir des résultats de Walker et al.
(1990), on peut observer une diminution du rapport des produits py./ag obtenus a 30
et 4°C lorsque la température d'incubation augmente (Figure 11.3.3).

4.5

35F

Umaxlag
25 ¢

L5}

0 10 20 30 40 50

température de pré-incubation (°C)

Figure 11.3.2 Evolution du produit um./ag avec la température de pré-incubation lors de croissan-
ces a 5°C en (@) aérobiose ct (M) anaérobiose. Les données sont issues de Buchanan et Klawitter
(1991).
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Figure 11.3.3 Evolution du rapport des produits pmax/ag obtenus a 30°C et 4°C avec la tempéra-
ture d'incubation a la re-croissance. Les données sont issues de Walker et al. (1990).

Le méme phénomene adaptatif pourrait exister avec le pH car Johansen et al
(1994) ont signalé une élimination de la phase de latence lorsque, avant de cultiver
des cellules a pH 5.5, celles-ci étaient pré-incubées au méme pH.

La dépendance du temps de latence vis-a-vis de l'histoire de 1'inoculum peut enfin
étre illustrée par un résultat de George et Lund (1992) qui ont observé que des cellu-
les en phase exponentielle de croissance reprenaient immédiatement leur croissance
lorsqu'elles étaient transférées dans un milieu de culture frais.

L'histoire de lI'inoculum et en particulier son histoire thermique influence donc
fortement la durée de la phase de latence lors de la re-croissance. Les résultats obte-
nus montrent que plus la température de pré-incubation est basse, plus le temps de
latence a la re-croissance a basse température est court.

Cette observation peut avoir des conséquences importantes en ce qui concerne la
validité des modeles élaborés pour prévoir la croissance des micro-organismes dans
les aliments. En effet, les modéles sont généralement construits a partir de cinétiques
de croissance obtenues avec des inoculums préparés a des températures proches de
la température optimale de croissance, i.e., 30 ou 37°C (Figure 11.3.4), alors que sur le
terrain lors de contaminations croisées ou environnementales des denrées alimentai-
res, les cellules contaminantes ont généralement été soumises a des températures
basses. Ces cellules seraient donc capables d'entrer en multiplication plus rapidement
que ce que prévoient les modeles.
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Figure I1.3.4 Distribution des températures de pré-incubation observées dans la banque de don-
nées sur L. monocytogenes. 85% des températures utilisées sont supérieures ou égales a 30°C.

1I1.3.A.d. EFFET DE LA TAILLE DE L'INOCULUM SUR LE PRODUIT
Umaxlag

Bien que certaines études aient montré que la taille de I'inoculum n'avait aucune
influence sur les parameétres de croissance et en particulier sur le temps de latence de
L. monocytogenes (Denis et Ramet, 1989 ; Buchanan et Phillips, 1990 ; Duffy et al.,
1994a), les résultats de Gay ef al. (1996) semblent indiquer le contraire. Ces auteurs
ont en effet observé que dans certaines conditions I'utilisation d'une faible concentra-
tion cellulaire initiale pouvait entrainer une augmentation considérable du temps de
latence.

Ce résultat peut également remettre en cause la validité des modeles utilisés en
microbiologie prévisionnelle car ceux-ci sont généralement élaborés avec des inocu-
lums comprenant 10* a 10* cellules par ml (ou g) alors que les aliments sont contami-
nés par seulement quelques cellules par ml (ou g) (Lahellec ef al., 1996).

1iNnQ
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11.3.B. MODELISATION DE L'EFFET DE L'HISTOIRE THERMIQUE
DE L'INOCULUM SUR LE TEMPS DE LATENCE A LA RE-
CROISSANCE

L'objectif de 1'étude qui suit est donc de construire un modele permettant de
prendre en compte, lors de l'estimation du temps de latence, 1'histoire thermique de
l'inoculum caractérisée par le couple [température de pré-incubation / durée de pré-
incubation].

I1.3.B.a. PROTOCOLE EXPERIMENTAL

Le détail du protocole expérimental est décrit dans : Augustin, J.-C., Rosso, L.,
Carlier, V. A model describing the effect of temperature history on lag time for Liste-
ria monocytogenes. Int. J. Food Microbiol. (soumis).

L. monocytogenes a été cultivée sur gélose en pente tryptone soja additionnée d'ex-
trait de levure (TSYE) a 37°C pendant 24 h a partir de pentes conservées a 4°C. Deux
sub-cultures successives ont ensuite été réalisées en bouillon TSYE a 30°C pendant 24
h afin de standardiser 1'état physiologique du micro-organisme.

Les suspensions ainsi obtenues ont été diluées puis cultivées sur gélose ou bouillon
TSYE (pH 7.1) a une température 7; pendant une durée ¢ (Figure 11.3.5).

Les conditions de pré-incubation sont donc définies par les parametres suivants :
xo, concentration bactérienne initiale (ufc.ml™) ; nature du substrat ; T; (°C), tempéra-
ture de pré-incubation ; ¢ (h), durée de la pré-incubation.

Apres cette pré-incubation, les cellules ont été transférées sur gélose ou bouillon
TSYE et incubées a une température 7 (°C) pour étudier la re-croissance.

Lors de I'étude de la re-croissance en bouillon TSYE, les parametres u,,. et lag ont
été déterminés selon la technique spectrophotométrique décrite dans le chapitre pré-
cédent (partie Il, chapitre 2). Lors d'une re-croissance sur gélose TSYE, les parametres
ont été estimés par ajustement du modele logistique avec délai et rupture (équation
[1.1.5]) aux cinétiques de croissance obtenues par dénombrement sur boites.

Le modele a été construit a partir de données obtenues avec la souche Scott A de
L. monocytogenes pour une croissance en bouillon TSYE a 6°C avec un inoculum pré-
paré en bouillon TSYE a des températures comprises entre 4.4 et 35.9°C.

Les études ont été répétées entre 2 et 4 fois a chaque température.
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Figure I1.3.5 Protocole expérimental utilis¢é pour étudier l'influence des conditions pré-
incubatoires (a) sur les paramétres de croissance /ag et um.x de L. monocytogenes (b). lagi et w
sont le temps de latence et le taux de croissance maximum lors de la pré-incubation a la tempéra-
ture T;, ¢ est la durée de pré-incubation.

Comme cela a déja été signalé, le taux de croissance maximum n'étant pas influen-
cé par les conditions de pré-incubation (Buchanan et Klawitter, 1991 ;
Hudson, 1993 ; Dufrenne et al., 1997), nous avons donc développé le modele pour le

produit ,.lag :

Mmaxlag: f(ti’@)-l- gt
0= g(1,,0)+¢

f, g fonctions de régression

®  vecteur de parametres primaires apparaissant dans la fonction f

0 valeur du paramétre primaire a la température 7;

©" vecteur de parametres secondaires apparaissant dans la fonction g
& erreur associée a l'observation . /ag

er  erreur associée a l'observation 0

La transformation logarithmique du produit uy,/ag n'a pas été utilisée car des va-
leurs négatives ont été observées. Nous avons donc ajusté le modele directement sur
Umaxlag en supposant la stabilité de la variance des erreurs.

11.3.B.b. EVOLUTION DU PRODUIT u,./ag AVEC LE TEMPS DE
PRE-INCUBATION DE L'INOCULUM
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Quelque soit la température de pré-incubation utilisée, une évolution similaire de
Umaxlag est observée (Figure 11.3.6) :

Unaxlag diminue pendant la phase de latence de l'inoculum pour atteindre environ
0, il reste a cette valeur minimale pendant la phase exponentielle et parfois le début
de la phase stationnaire pour ensuite augmenter pendant la phase stationnaire et la
phase de déclin de 1'inoculum.

10 , , , 10 , , .
+ ot + Ty
- o ++ 1 oF & .
E el S +
s o IF ty ¥
= st + . 8t 1
o +
@]
= 7} . 7} 1
° g
3 -
®
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Figure I1.3.6 Evolution du produit um.x/ag lors de la croissance de L. monocytogenes en bouillon
TSYE a 6°C avec la durée de pré-incubation # de l'inoculum a (a) 4.4°C et (b) 15.5°C. Les gra-
phes supérieurs présentent 1'évolution de la concentration microbienne (+) de l'inoculum.
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Le modele a été construit a partir des hypotheses suivantes :

(i) Pendant la phase de latence de I'inoculum.

Le produit pm,/ag correspond au travail cellulaire nécessaire a l'entrée en crois-
sance. Lors d'une pré-incubation a la température 7, le travail total a fournir pour
observer l'entrée en croissance de l'inoculum est wlag; (u; et lag;, taux de croissance
maximum et temps de latence a la température T;).

Le travail réalisé pendant une pré-incubation d'une durée ¢ (inférieure a lag;) a la
température T; est uit,

Si pendant la phase de latence, la température d'incubation change (passage a la
température 7), la vitesse a laquelle est réalisé le travail s'adapte instantanément a
cette nouvelle température. Le produit u,./ag a cette température 7' correspond
alors au travail complémentaire a fournir pour passer de uit; a wilag;. On a donc :

S(@t)=p;-(lag; - t,) [ T I . 3 . 1 a ]

(ii) Pendant la phase exponentielle de croissance de 1'inoculum, la latence a la re-
croissance dans un milieu frais identique au milieu de pré-incubation est nulle. Ce
phénomene, mis en évidence pour la premiere fois par Penfold (1914), peut s'expli-
quer par le fait que pendant cette phase de croissance, le travail cellulaire nécessaire a
la division est pratiquement nul. on a donc:

£(t)=0 [ T I . 3 . 1 b ]

La Figure I1.3.7 confronte ce modele d'évolution de . Jag pendant les phases de
latence et exponentielle de l'inoculum (équations [II.3.1a] et [II.3.1b]) a des valeurs
observées. On constate que le modele proposé permet de décrire correctement
l'évolution observée.

(iii) Lorsque 1'inoculum entre en phase stationnaire maximale, la biomasse cellulaire
diminue (Cooper, 1991 ; Matin, 1992 ; Siegele et Kolter, 1992 ; Kolter et al., 1993 ; Hills
et Wright, 1994 ; Hills et Mackey, 1995 ; Koch, 1995), la multiplication cellulaire cesse
et le produit u,./ag a la re-croissance augmente. Lorsque la phase stationnaire est
prolongée, les cellules sont soumises a un stress de privation nutritionnelle et le pro-
duit iy lag augmente indéfiniment (Albertson et al., 1993).
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Figure I1.3.7 Evolution du produit um./ag avec la durée de pré-incubation # de l'inoculum lors-
que celui-ci est dans la phase de latence et le début de la phase exponentielle. umaxlag est obtenu
pour la croissance de L. monocytogenes en bouillon TSYE a 6°C pour des pré-incubations a (a)
11.9°C et (b) 15.5°C. Les courbes représentent 1'évolution prévue par les équations [II.3.1a] et
[II.3.1b], les parameétres utilisés sont portés sur chaque graphe.
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Figure 11.3.8 Evolution du produit um.x/ag avec la durée de pré-incubation # de l'inoculum
lorsque celui-ci est en phase stationnaire. Umax/ag est obtenu pour la croissance de L. monocy-
togenes en bouillon TSYE a 6°C pour des pré-incubations a (@) 4.4°C, (H) 6.3°C ct (A)
10.1°C.
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La Figure 11.3.8 présente 1'évolution de u./ag avec la durée de pré-incubation
lorsque l'inoculum est en phase stationnaire, une relation de type racine carrée sem-
ble adaptée pour décrire 'augmentation de p,./ag :

f(t)=v(t-1) [ T 1 .3 .1 ¢ ]

v(h'') paramétre relatif a la vitesse d'augmentation de talag
t;(h)  instant a partir duquel 1'augmentation de w,.x/ag débute

Etant donné que ¢, peut étre inférieur a /ag;, le modele décrivant I'évolution du
produit u.xlag avec la durée de pré-incubation de I'inoculum s'écrit :

f(ti)=Sup(ui'(lagi—ti);O;\/v(ti—ts)) [11.3.2]

La Figure I1.3.9 présente 1'évolution des résidus obtenus lors de 1'ajustement du
modele [I1.3.2] sur un jeu de données. L'hypothese initiale de constance de la va-
riance des erreurs si le modele est ajusté sur les valeurs non transformées de p,Jag
semble acceptable.
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Figure I1.3.9 Valeurs des résidus (Umax/ag observés - umaxlag théoriques) en fonction des valeurs
théoriques de umaxlag obtenues par ajustement du modele [I1.3.2] sur les valeurs observées lors de
la croissance de L. monocytogenes en bouillon TSYE a 6°C aprés une pré-incubation en bouillon
TSYE a 4.4°C.
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Le modele est donc défini par les parametres primaires suivants : u;, lag;, v et t.
Nous allons donc maintenant nous intéresser a 1'évolution de ces parametres avec la
température de pré-incubation.

1.3.B.c. EVOLUTION DES PARAMETRES PRIMAIRES AVEC LA
TEMPERATURE DE PRE-INCUBATION DE L'INOCULUM

L'évolution de y; et lag; avec la température est connue et les modeles secondaires
classiques peuvent étre utilisés (cf. § .1.B.b).

On observe que v augmente avec la température de pré-incubation (cf. Figure
I1.3.8). Nous étudierons donc la relation qui existe entre v et w;. t est supposé lié a
l'entrée de I'inoculum en phase stationnaire, nous allons donc étudier la relation liant
t; et le moment correspondant a l'entrée en phase stationnaire. Ce moment est arbi-
trairement défini comme étant l'intersection de la pente de la phase exponentielle et
de la droite horizontale correspondant a la concentration maximale (Zwietering et al.,
1992a). Nous avons donc :

1
V= gl(;“‘,) et ls =g2(lagi +_.ln(xmax))
u; X,

1

g et g, modeles secondaires a définir

La Figure I1.3.10 présente 1'évolution de v avec ;. On observe une bonne corréla-
tion linéaire entre les deux parametres (coefficient de corrélation linéaire égal a
0.993). Le terme constant de la droite de régression n'étant pas significativement dif-
férent de 0, nous considérons que v est proportionnel a u;. On obtient :

g(u;) =0.035

La Figure 11.3.11 présente 1'évolution de ¢, avec le moment correspondant a l'en-
trée en phase stationnaire. On observe également une bonne corrélation linéaire en-
tre les deux parametres (coefficient de corrélation linéaire égal a 0.970) mais cette
fois-ci il n'y a pas proportionnalité entre ces deux temps. En effet, lorsque la tempéra-
ture de pré-incubation est élevée, on obtient des valeurs de ¢, négatives. Le modele
de régression linéaire suivant est obtenu :

1 1
gz(agi +— ln(xm_ax)) =-374+ 2.70'(1081 +—" ln(—xmax))
U; Xo u; X
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Figure I1.3.10 Evolution de v avec le taux de croissance maximum de l'inoculum w;. Les résul-
tats sont obtenus pour la croissance de L. monocytogenes en bouillon TSYE a 6°C pour des pré-
incubations comprises entre 4.4 et 35.9°C. L'équation et le coefficient de détermination de la
droite de régression sont portés sur le graphe. Les valeurs entre crochets correspondent aux inter-
valles de confiance au niveau 95% pour les estimations des paramétres de la droite de régression.
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Figure 11.3.11 Evolution de ¢ avec l'entrée en phase stationnaire de I'inoculum #gasion. Les résul-
tats sont obtenus pour la croissance de L. monocytogenes en bouillon TSYE & 6°C pour des pré-
incubations comprises entre 4.4 et 35.9°C. L'équation et le coefficient de détermination de la
droite de régression sont portés sur le graphe. Les valeurs entre crochets correspondent aux inter-
valles de confiance au niveau 95% pour les estimations des paramétres de la droite de régression.
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L'entité responsable de la division bactérienne ne semble pas corrélée a la bio-
masse cellulaire pendant la phase stationnaire car bien que la biomasse diminue a sa
valeur minimale avant I'entrée en phase stationnaire (Siegele et Kolter, 1992 ; Kolter
et al., 1993 ; Hills et Wright, 1994), on observe encore des temps de latence a la re-
croissance nuls pour des inoculums en phase stationnaire a basse température. Ceci
confirme le fait que le terme "phase stationnaire" est uniquement descriptif et qu'il
correspond a une période pendant laquelle la physiologie cellulaire est tres hétéro-
gene (Kolter et al., 1993).

1.3.B.d. MODELE GLOBAL D'EVOLUTION DE puu.Jag AVEC LA

DUREE ET LA TEMPERATURE DE PRE-INCUBATION DE L'INO-
CULUM

Le modele global permettant de décrire 'effet de I'histoire thermique de l'inocu-
lum sur le produit py,../ag lors de la re-croissance s'écrit donc :

[
| oy lag = Sup{a,(lag, 1,01, 1)

1v=10.035"y, [11.3.3]

i

1
3744 2.70-(1agi - ln( XL))

l &

X0 concentration bactérienne initiale de l'inoculum

Xmax concentration bactérienne maximale de I'inoculum

w; et lag;  taux de croissance maximum et temps de latence de I'inoculum
lors d'une pré-incubation a la température 7;

t durée de la pré-incubation

Les ajustements de ce modele aux jeux de données qui ont permis de le construire
sont présentés par la Figure 11.3.12. On observe que les courbes théoriques calculées
décrivent de facon satisfaisante les valeurs de u,/ag observées. Ce modele permet
d'expliquer 50.0% de la variabilité de py.,/ag et 'erreur moyenne sur le produit
Umaxlag estimé pour les 172 données est de 0.61 (Figure 11.3.13). Ceci signifie que les
valeurs théoriques sont en moyenne éloignées des valeurs observées de 0.61. Cette
valeur semble relativement élevée mais ceci doit étre pondéré par le fait que de tres
fortes erreurs de mesure ont été observées sur les estimations de uy./ag. Ainsi,
l'écart type observé sur 31 estimations de unm./ag pour une pré-incubation de 24 h a
30°C est de 0.46.
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Figure 11.3.12 Ajustements du modéle d'évolution du produit um.«lag avec I'histoire thermique de
l'inoculum (équation [I1.3.3]). les valeurs de umaxlag ont été obtenues lors de la croissance de L.
monocytogenes en bouillon TSYE a 6°C apres des pré-incubations en bouillon TSYE a (a) 4.4°C,
(b) 6.3°C, (c) 7.8°C, (d) 10.1°C, (e) 11.9°C, (f) 14.0°C, (g) 15.5°C, (h) 24.0°C, (i) 30.9°C et (j)
35.9°C.
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Figure I1.3.13 Relation entre les produits um./ag observés et ceux calculés avec le modéle
[11.3.3]. La droite correspond & une adéquation parfaite entre les valeurs calculées et théoriques.

Nous avons ensuite testé la validité de ce modele pour des conditions différentes :
autres souches de L. monocytogenes, températures d'incubation plus élevées et milieux
de pré-incubation et d'incubation solides.

Les valeurs du produit g, /lag prédites par le modeéle pour les souches CLIP 22485,
CLIP 19884, 27795 et 925318 lors d'incubations en bouillon TSYE a 6°C sont relative-
ment proches de celles observées (Figure I1.3.14). L'erreur moyenne de ces prévi-
sions est de 0.88.

Le modele prédit également des valeurs de um./ag proches de celles observées
lors d'une incubation en bouillon TSYE a 7.8 et 15.5°C (Figure I1.3.14), l'erreur
moyenne obtenue est de 0.51.

Par contre, lorsque l'incubation est réalisée sur gélose TSYE, les valeurs de uy,/ag
prédites par le modele sont éloignées de celles observées (Figure 11.3.14). L'erreur
moyenne est alors égale a 1.48.

De méme, lorsque la pré-incubation est réalisée sur gélose TSYE, on obtient éga-
lement des valeurs de um./ag prédites par le modele éloignées de celles observées
(Figure 11.3.14) et 'erreur moyenne est de 1.06.
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Figure 11.3.14 Relation entre les produits um.x/ag observés et ceux prédits par le modele [11.3.3].
Les points (®) correspondent a la croissance des souches CLIP 22485, CLIP 19884, 27795 et
925318 de L. monocytogenes en bouillon TSYE a 6°C, la pré-incubation étant réalisée en bouillon
TSYE a 15.5°C. Les points (H) correspondent a la croissance de la souche Scott A en bouillon
TSYE & 7.8 et 15.5°C pour des pré-incubations en bouillon TSYE a respectivement 19.6 et
30.9°C. Les points (A) correspondent a la croissance de la souche Scott A sur gélose TSYE a 7.8
et 15.5°C pour des pré-incubations en bouillon TSYE a respectivement 19.6 et 30.9°C. Les
points (+) correspondent a la croissance de la souche Scott A en bouillon TSYE a 6 et 7.8°C pour
des pré-incubations sur gélose TSYE a respectivement 19.6 et 15.5°C. La droite correspond a une
adéquation parfaite entre les valeurs calculées et prédites.

Dans les deux derniers cas, le modele d'évolution du produit u./ag avec la durée
de pré-incubation semble adapté mais on observe une augmentation plus rapide que
celle prévue par le modele (Figure 11.3.15).

Les résultats obtenus lors d'une pré-incubation sur milieu solide peuvent étre ex-
pliqués par le fait que l'inoculum croit sous forme de colonies. Or les colonies bacté-
riennes sont caractérisées par une trées grande hétérogénéité et 1'on sait que les cellu-
les placées au centre de celles-ci se retrouvent trés rapidement dans des conditions de
stress nutritionnel (McKay et al., 1997).

Les résultats obtenus lors d'une incubation sur milieu solide restent inexpliqués.

12N
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Figure I1.3.15 Evolution du produit um.«/ag lors de la croissance de la souche Scott A de L. mo-
nocytogenes (a) sur gélose TSYE a 7.8°C en fonction de la durée de pré-incubation en bouillon
TSYE a 19.6°C, (b) en bouillon TSYE a 6°C en fonction de la durée de pré-incubation sur gélose
TSYE a 15.5°C. Les courbes représentent les évolutions prédites par le modele [11.3.3].

La validité du modele proposé a également été testée sur des jeux de données pu-
bliés. Lorsque les parametres permettant d'appliquer le modele n'étaient pas précisés
dans les articles, les valeurs suivantes ont été utilisées :

xo = 10% ufe.ml™, xpa = 10° ufe.ml™!, lag; et y; fixés aux valeurs observées ou estimées
par ajustement du modele racine carrée (cf. § 1.1.B.b) sur les données obtenues dans
nos expérimentations avec la souche Scott A.

Membré et al. (1999) n'ont observé aucune latence lorsque des cellules de L. mono-
cytogenes sont cultivées a 4 et 7°C pendant respectivement 6 et 4 jours puis transfé-
rées dans un milieu frais a 7°C mais un temps de latence de 31 h a pu étre observé
apres une pré-incubation de 20 h a 37°C. Ce temps de latence correspond a iy, Jag =
1.86 en supposant i, = 0.06 h''. Le modele prédit effectivement aucune latence

pour les pré-incubations a 4 et 7°C et il prédit u,.xlag = 1.26 pour la pré-incubation a
37°C.

Le modeéle prévoit une évolution du produit p,,/ag similaire a celle observée par
Buchanan et Klawitter (1991) mais les valeurs prédites sont systématiquement infé-
rieures a celles observées (Figure 11.3.16). Ce décalage est probablement dit au trans-
fert du milieu de pré-incubation au milieu d'incubation qui induit dans le produit
Umaxlag une composante milieu dépendante. Cette composante est supposée additive.
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Figure I1.3.16 Evolutions observées et prédites de umaxlag lors de la croissance de L. monocyto-
genes a 5°C en fonction de la température de pré-incubation. Les points (@) et (M) sont les valeurs
obtenues par Buchanan et Klawitter (1991) respectivement en aérobiose et anaérobiose. Les points
(+) sont les valeurs prédites par le modele [I1.3.3]. Les durée de pré-incubation sont 144 h a 5°C,
96 hal0et13°C,48 ha19°C et 24 ha 28,37 et 42°C.

Cette hypothese est confirmée par les résultats de Walker et al. (1990). Le modele
prédit uy.Jag = 0 pour une pré-incubation de 144 h a 4°C alors que les auteurs ob-
servent une valeur moyenne pour um./ag de 1.18. Le modele prédit uy.lag = 1.43
pour une pré-incubation de 48 h a 30°C, cette augmentation de py,/ag de 1.43 entre
les deux régimes de pré-incubation est en fait proche de l'augmentation moyenne
observée par les auteurs qui est de 1.69. On peut donc supposer que la valeur du
produit u.lag observée lors de la pré-incubation a 4°C est uniquement due au
changement de milieu.

1.3.B.e. CONSEQUENCES POUR LA PREVISION DES CINETI-
QUES DE CROISSANCE EN CONDITIONS DE TEMPERATURE
VARIABLES

L'évolution du produit uy,./ag pendant la phase de latence de l'inoculum semble
confirmer 'hypotheése selon laquelle lorsque la température d'incubation change
pendant la phase de latence, le métabolisme microbien s'adapte de fagon instantanée
a cette nouvelle température (Li et Torres, 1993 ; Baranyi et al., 1995).

Cette observation justifie la procédure utilisée habituellement pour calculer le
temps de latence des cultures bactériennes lorsque la température d'incubation varie.
Cette procédure consiste a additionner des fractions du temps de latence pour cha-
que intervalle temps / température (Smith, 1987 ; Van Impe et al., 1992, 1995 ; Li et
Torres, 1993 ; Rosso, 1995 ; Wijtzes et al., 1998). 1l faut cependant noter qu'un effet
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histoire positif, i.e., temps de latence observés plus faibles que ceux prédits, a pu étre
observé avec Pseudomonas fragi lors de transitions thermiques ente 4 et 16°C (Fu et al.,
1991 ; Labuza et al., 1992).

Il est habituellement supposé que le taux de croissance de cultures en phase expo-
nentielle de croissance s'adapte instantanément a un changement de température
mais des latences induites par des diminutions brutales de la température ont fré-
quemment été observées.

Pour des cultures de Salmonella Typhimurium en phase exponentielle, Lark et
Maaloe (1954) n'ont observé aucune latence lorsque la température passait de 37 a
25°C, par contre, lorsque que celle-ci passait de 37 a 13 ou 10°C, une latence était ob-
servée. Cette observation a été confirmée avec Escherichia coli par Ng et al. (1962) et
Jones et al. (1987) qui ont observé un délai avant la reprise de la croissance lorsque la
température d'incubation chutait de 37 a 10°C.

Baranyi et al. (1995) n'ont observé aucune latence lorsqu'une culture de Brochothrix
thermosphacta en phase exponentielle passait brutalement de 17-25°C a 5°C mais ils
ont observé une latence significative lorsque la température chutait a 3°C. Li et Tor-
res (1993) n'ont observé aucune latence induite par des fluctuations de température
entre 4 et 12°C ou entre 2 et 14°C pour le méme germe.

Ces résultats illustrent le fait que I'amplitude de la réponse au choc froid dépend
de l'amplitude de la chute de température (Gounot, 1991 ; Berry et
Foegeding, 1997). Bien que l'on ait pu observer une réponse au choc froid chez L.
monocytogenes lors de passages de 37 a 5°C (Bayles et al., 1996) ou encore de 25 a 4°C
(Phan-Thanh et Gormon, 1995), I'amplitude induisant une telle réponse chez ce
micro-organisme n'est pas connue.

Le modele proposé permet de décrire la réponse au choc froid puisqu'il prédit des
latences non nulles a la re-croissance a 6°C lors de pré-incubations a haute tempéra-
ture (cf. Figure 11.3.11). En effet, lorsque 1'entrée en phase stationnaire de 1'inoculum
est rapide, i.e., températures de pré-incubation élevées, les valeurs de ¢, sont négati-
ves et l'augmentation du produit py,/ag débute avant la fin de la phase de latence de
l'inoculum ce qui fait que I'on n'obtient pas de valeurs nulles pour la phase exponen-
tielle. Cependant, comme 1'entrée en phase stationnaire dépend également de la taille
initiale de 1'inoculum, le modele peut tout de méme théoriquement prédire des laten-
ces nulles a la re-croissance pour des concentrations bactériennes initiales de 1'inocu-
lum tres basses. Le deuxiéme inconvénient du modele est qu'il prévoit une latence a
la re-croissance lors de pré-incubations a température élevée quelque soit la tempé-
rature de re-croissance, celui-ci permet donc de traduire la réponse au choc froid lors
de re-croissances a basse température mais il est inadapté pour la description de la
latence a la re-croissance a haute température. Il implique en particulier 1'absence de
sortie de phase de latence lorsque la température varie dans un domaine proche de
37°C puisque tmalag n'est jamais égal a 0.

Le modele pourrait donc étre amélioré en ajoutant un parametre permettant de
décrire la réponse au choc froid en étudiant la latence a la re-croissance en fonction
de deux nouvelles variables : (i) la taille de l'inoculum pour bien dissocier les effets de
celle-ci et de la température sur le parametre ¢ ; (i) la température de re-croissance
afin d'évaluer exactement les transitions de températures qui entrainent une réponse
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au choc froid. La modélisation de cette réponse au choc froid semble cependant diffi-
cile car méme lors de pré-incubations a 30.9 et 35.9°C, on a pu observer des temps de
latence nuls lors de la re-croissance a 6°C.

Le modele reste cependant utilisable lorsque la température fluctue dans un do-
maine proche des températures de réfrigération habituellement utilisées dans 1'in-
dustrie agro-alimentaire avec des transitions qui n'impliquent pas de choc froid.

11.3.C. IMPORTANCE DE L'EFFET DE LA TAILLE DE L'INOCU-
LUM SUR LE TEMPS DE LATENCE

Nous avons vu que la taille de 'inoculum n'avait pas d'effet sur les parametres de
croissance de L. monocytogenes dans les milieux de culture habituellement utilisés
pour l'élaboration des modeles (cf. § 11.3.A.d) mais que dans des conditions particulie-
res simulant l'affinage de fromage a pate molle, le temps de latence pouvait étre af-
fecté par cette taille d'inoculum (Gay et al., 1996).

Des études avec d'autres germes comme Bacillus sp. (Lankford et al., 1966), Achro-
mobacter delmarvae, Micrococcus luteus (Kaprelyants et Kell, 1996) ou encore Salmonella
sp. (Stephens et al., 1997) ont montré que la durée de la phase de latence était inver-
sement proportionnelle a la taille de 1'inoculum uniquement dans des conditions de
croissance tres particulieres. Cet effet est ainsi observé en milieu pauvre mais non en
milieu riche, avec des cellules soumises a un stress nutritionnel (Kaprelyants et Kell,
1996), ou avec des cellules ayant subies un stress thermique (Stephens et al., 1997).

Gay et al. (1996) ont également observé une augmentation du temps de latence de
L. monocytogenes avec un inoculum faible uniquement dans un milieu particulier
(bouillon de Richard) dans des conditions de croissance sub-optimales (pH 5.9, 14°C),
avec une souche conservée 4 semaines a 4°C et avec un inoculum préparé dans un
milieu riche a une température proche de I'optimum (30°C).
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11.3.C.a. PROTOCOLE EXPERIMENTAL

Le détail du protocole expérimental est décrit dans : Augustin, J.-C., Brouillaud-
Delattre, A., Rosso, L., Carlier, V. Significance of inoculum size on the lag time of Lis-
teria monocytogenes. Appl. Environ. Microbiol. (accepté).

Nous avons étudié l'influence de la taille de 1'inoculum sur la durée de la phase de
latence dans des conditions défavorables pour la croissance de L. monocytogenes : mi-
lieu pauvre, bas ?H et basse température. Le milieu utilisé était du tryptone sel TS
composé de 1 g.I"" de bacto-peptone (Difco) et 0.85% de NaCl. Le pH a été ajusté a 6.0
avec du HCl et la température d'incubation était de 6.5°C.

L'inoculum a été cultivé du bouillon TSYE a 30°C pendant des durées variables
pour obtenir des cellules dans des états physiologiques différents.

La Figure 11.3.17 présente 1'évolution de la concentration microbienne d'une
culture de L. monocytogenes en bouillon TSYE a 30°C. La concentration en cellules via-
bles a été déterminée par dénombrement sur gélose non sélective (TSYE) et sur gé-
lose sélective (Palcam) afin d'évaluer 1'état de stress des cellules au cours de la crois-
sance.

Le pourcentage de cellules stressées peut étre évalué en utilisant 1'équation sui-
vante (Meyer et Donnelly, 1992) :

dénombrement sur milieu sélectif
% stress=| 1 - — — —— | x100
dénombrement sur milieu non sélectif

La phase stationnaire est atteinte aprés environ 14 h d'incubation. On observe a
partir de 50 h d'incubation une perte progressive de la viabilité cellulaire. Cette perte
de viabilité est d'environ 99.9% apres 840 h d'incubation. A partir de 160 h d'incuba-
tion, le pourcentage de cellules stressées varie entre 20 et 75%.

Nous avons utilisé des cultures de (i) 14 h, (ii) 160 h, (iii) 840 h afin d'obtenir des
cellules dans les phases suivantes : (i) fin de phase exponentielle ; (ii) phase station-
naire avec légere perte de la viabilité cellulaire ; (iii) phase stationnaire prolongée
avec perte de viabilité marquée.

Les cellules ainsi obtenues ont été collectées sur un filtre puis rincées 3 fois afin
d'éliminer tout facteur de croissance potentiel. Ces cellules ont ensuite été mises en
culture dans du TS a des concentrations initiales comprises entre environ 10* et 107
ufe.ml™.
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Figure I1.3.17 Cinétique d'évolution de la concentration cellulaire et du pourcentage de stress de
L. monocytogenes lors d'une culture en bouillon TSYE a 30°C. Les points (O) représentent les
dénombrements sur gélose non sélective (TSYE) et les points (®) représentent les dénombrements
sur gélose sélective (Palcam).

Les parametres des cinétiques de croissance obtenues ont été estimées par ajuste-
ment du modele logistique avec délai et rupture (équation [I.1.5]).

Les régions de confiance des parameétres ainsi estimés ont été déterminées selon la

théorie de Beale (Bates et Watts, 1988 ; Lobry et al., 1991). Les valeurs © des parame-
tres appartenant a la région de confiance de niveau a vérifient I'inéquation de Beale :

SCE(@)sSCE(é)-(1+L-F“ )
n-p

p.n-p

SCE somme des carrés des écarts résiduels (cf. § 1.2.B)

©  vecteur de paramétres appartenant a la région de confiance
©  vecteur des paramétres estimés

p  nombre de parameétres

n nombre de points expérimentaux

F  a-quantile de la distribution de Fisher

Ces valeurs ont été déterminées par tirage aléatoire dans l'espace des parametres
et les intervalles de confiance de niveau 95% des parametres ont été obtenus en pro-
jetant les points obtenus sur les axes des parametres. Les estimations des parametres
ont été considérées comme significativement différentes lorsque leurs intervalles de
confiance ne se chevauchaient pas.

120



importance de I'effet de la taille de I'inoculum sur le temps de latence

1.3.C.b. EFFET DE LA TAILLE DE L'INOCULUM SUR LA DUREE
DE LA PHASE DE LATENCE

Aucune différence significative n'est observée entre les taux de croissance maxi-
mum et les temps de latence obtenus avec différentes tailles d'inoculum pour la
culture de 14 h a 30°C (Tableau I1.3.1).

Etant donné que certaines cinétiques de croissance comportent trop peu de points
pour obtenir des estimations fiables des parametres de croissance, nous avons éga-
lement comparé les cinétiques obtenues avec les différentes tailles d'inoculum a celles
prédites a partir des parametres estimés sur la cinétique obtenue avec l'inoculum
d'environ 10 ufc.ml” (Figure I1.3.18). Les enveloppes de prévision sont compatibles
avec les dénombrements observés (Figure 11.3.19), la phase de latence n'est pas plus
courte lorsque l'inoculum est plus fort, i.e.,, 10* et 10° ufc.ml”, ni elle ne semble plus
longue lorsque I'inoculum est plus faible, i.e., 10" a 10 ufc.ml™.

La fonction logistique avec délai et rupture (équation [L.1.5]) étant monotone en
chacun des parametres, les enveloppes de prévision de niveau 95% ont été construi-
tes en cherchant le minimum et le maximum de la fonction lorsque les parameétres
vérifient 1'inéquation de Beale (Huet et al., 1992).

Des résultats similaires sont obtenus lorsque I'inoculum est pré-incubé 160 h (Ta-
bleau I1.3.1). Par contre, lorsque la pré-incubation est prolongée pendant 840 h, on
observe une augmentation uniforme du temps de latence avec la diminution de la
taille de l'inoculum (Tableau II.3.1). Une différence significative entre les temps de
latence obtenus avec les inoculums a environ 10* ufc.ml™ et 1 ufc.ml”" est méme ob-
servée. On observe également un décalage entre les enveloppes de prévisions obte-
nues a partir de la cinétique dont la concentration initiale est d'environ 10* ufc.ml™ et
les cinétiques réellement observées pour les autres tailles d'inoculum (Figure 11.3.20).
Le retard a la croissance observé reste cependant tres faible.
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Tableau I1.3.1 Paramétres de croissance obtenus pour des cultures de L. monocytogenes en bouil-
lon TS pH 6 a 6.5°C avec différentes tailles d'inoculum et pour des durées de pré-incubation va-

riables.
Durée pré-incubation (h) logio Xo lag (h) Unmax ()
14 4.30[4.22 ; 4.39] 61.6 [28.3; 75.8] 0.068 [0.038 ; 0.103]
3.32[3.23 ; 3.41] 24.7 [16.9 ; 40.9] 0.040 [0.036 ; 0.048]
2.38 [2.26 ; 2.47] 32.6[21.9; 43.9] 0.048 [0.045 ; 0.052]
1.32 [1.20 ; 1.45] 26.6 [8.19 ; 78.7] 0.044 [0.035 ; 0.105]
0.39 [0.24 ; 0.53] 442 [31.6 ; 56.1] 0.057 [0.053 ; 0.062]
-0.68 [-1.05 ; -0.32] 50.9 [34.0 ; 69.1] 0.055 [0.053 ; 0.057]
-1.66 [-Inf" ; -1.14] 43.6 [-Inf’; 101] 0.046 [0.039 ; 0.055]
160 2.43[2.32; 2.51] 59.3 [50.4 ; 65.9] 0.036 [0.034 ; 0.037]
1.41 [1.10 ; 1.70] 79.1 [55.6 ; 98.4] 0.037 [0.035 ; 0.040]
0.54 [0.15 ; 1.00] 93.1 [66.0 ; 126] 0.035 [0.034 ; 0.037]
-0.41 [-1.08 ; 0.28] 95.1 [47.4 ; 139] 0.037 [0.034 ; 0.039]
-1.41 [-2.50 ; -0.34] 98.8 [32.9 ; 160] 0.041 [0.038 ; 0.044]
840 4.70 [4.61 ; 4.78] 43.3°[35.2;51.9]  0.045 [0.041 ; 0.051]

2.68 [2.64 ; 2.75] 56.8 [50.7 ; 60.7] 0.043 [0.038 ; 0.045]
0.74 [0.59 ; 0.89] 66.6 [56.7 ; 79.8] 0.046 [0.044 ; 0.049]
“entre crochets : intervalle de confiance de niveau 95%.
°Inf, infini.
‘les valeurs en gras sont significativement différentes.

Cet effet de la taille de I'inoculum peut étre expliqué par le fait que les cellules pré-
sentes initialement entrent plus ou moins rapidement en division (Stephens et al.,
1997). On peut imaginer qu'il existe une distribution du temps de latence au sein des
cellules de I'inoculum qui fait que lorsque la concentration de 1'inoculum est élevée le
temps de latence de la culture est dicté par la fraction de cellules présentant le temps
de latence le plus court, par contre lorsque l'inoculum est faible, la probabilité pour
que l'inoculum contienne des cellules a faible temps de latence diminue et 'on peut
donc observer des temps de latence pour la culture plus longs.

Ce phénomene est observé uniquement lorsque les cellules sont fortement stres-
sées. Il n'est pas observé avec les inoculums pré-incubés pendant 14 et 160 h car les
populations obtenues dans ces deux cas présentent certainement une plus grande
homogénéité physiologique que lorsque la population est soumise a un stress nutri-
tionnel prolongé.

1i2Q



importance de I'effet de la taille de I'inoculum sur le temps de latence

V)]
T

log,, ufc.ml!

N
T

lag=32.6h
Upnax = 0.048 h!
logx, =2.38
logx, ., = 6.95

1
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
temps (h)

2.50

2.45
2.40
logip%y 235
2.30
2.25

7.05

7.00

10g 10%max 6.95

6.90

6.85

0.052
0.050
u, - (h10.048

“max

0.046

0.044
20 25 30 35 40 45 225 230 235 240 245 250 6.85 690 695 7.00 7.05

lag (h) log; 4% 10g 10X

Figure I1.3.18 Cinétique de croissance de L. monocytogenes cultivée en bouillon TS pH 6 a
6.5°C lorsque l'inoculum est pré-incubé 14 h a 30°C et régions de confiance de niveau 95% des
parametres de croissance estimés. La courbe pleine représente 1'ajustement du modéle de croissance
et les courbes en pointillés représentent 'enveloppe de confiance de niveau 95% de I'ajustement.
Les paramétres de croissance estimés sont portés sur le graphe.
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Figure I1.3.19 Cinétiques de croissance de L. monocytogenes en bouillon TS pH 6 a 6.5°C ob-
servées (@) avec différentes tailles d'un inoculum pré-incubé 14 h a 30°C et enveloppes de prévi-
sion de niveau 95% (courbes pleines) obtenues a partir de I'ajustement de la cinétique obtenue avec
l'inoculum d'environ 107 ufc.ml”.

Prenons, par exemple, le cas d'une distribution discréte avec une population cellu-
laire composée de trois sous-populations : (i) 99.899% de cellules incapables de se di-
viser (lag = ) ; (ii) 0.1% de cellules entrant en division apres une latence de 300 h ;
(iii) 0.001% de cellules entrant immédiatement en division (lag = 0). Des suspensions
contenant 10* et 10> ufc.ml™ sont préparées en diluant 1 ml de suspensions contenant
respectivement 10° et 10" ufc.ml” de la population décrite plus haut dans 99 ml de
milieu. La suspension a 10* ufc.ml” contiendra donc environ 10 cellules dont la la-
tence est nulle, on observera donc un temps de latence d'environ 250 h pour cette
suspension (Figure I1.3.20). Comme la probabilité d'obtenir au moins 1 cellule de la
sous-population minoritaire (iii) dans 1 ml est de 0.095 (en supposant une distribution
de Poisson), la plupart du temps, i.e., 9 fois sur 10, le temps de latence de la suspen-
sion a 10” ufc.ml™ sera dicté par les 10 cellules ayant une latence de 300 h. Le temps de
latence de la culture sera donc dans ce cas la d'environ 450 h (Figure I1.3.21).
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Figure I1.3.20 Cinétiques de croissance de L. monocytogenes en bouillon TS pH 6 a 6.5°C lors
d'une pré-incubation de 840 h a 30°C. Le graphe (a) présente 'ajustement de la cinétique obtenue
avec le plus fort inoculum. Les graphes (b) et (c) présentent les cinétiques observées (@) avec des

inoculums plus faibles et les enveloppes de prévision de niveau 95% (courbes pleines) obtenues a
partir de I'ajustement présenté par le graphe (a).

La taille de I'inoculum ne semble donc pas avoir d'influence significative sur les
parametres de croissance par contre il semble nécessaire de développer des appro-
ches stochastiques pour prévoir le comportement de contaminations initiales faibles
(Baranyi, 1997, 1998 ; Baranyi et Pin, 1999). Le développement de telles approches
nécessite 1'étude de la distribution du temps de latence au sein d'une population mi-

crobienne et 1'étude de 1'évolution de cette distribution lorsque les inoculums subis-
sent des stress.
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Figure I1.3.21 Simulations de cinétiques de croissance (traits pleins en gras) de dilutions au
1/100éme de suspensions bactériennes constituées de 99.899% de cellules au repos (traits pleins),
de 0.1% de cellules entrant en division aprés une latence de 300 h (traits en pointillés serrés) et de
0.001% de cellules qui entrent immédiatement en division (traits en pointillés espacés). Les simu-
lations sont réalisées pour des suspensions contenant (a) 10° et (b) 10* cellules par ml.
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conclusion

Nous avons appliqué le modele développé pour décrire l'influence de ['his-
toire thermique sur le produit Ww,.Jlag aux parameétres de la banque de données
sur L. monocytogenes. Le modeéle [11.3.3] a été léegerement modifié pour pren-
dre en compte l'influence du changement de milieu :

[
‘ Unnlag =K, +Sup(‘ui “(lag;, —1,); 0,4V (¢ - [s))

1v=0.035"u, [11.3.4]

1
|[l‘s =-37.4+2.70- (lagi — ln( xmax))
Xo

i

Ky constante liée au transfert du milieu de pré-incubation au mi-
lieu d'incubation

X0 concentration bactérienne initiale de I'inoculum

Xmax concentration bactérienne maximale de I'inoculum

w; et lag;  taux de croissance maximum et temps de latence de l'inoculum
lors d'une pré-incubation a la température 7;
b durée de la pré-incubation

Pour estimer w;, nous avons supposé que les inoculums ont tous été préparés
dans des conditions optimales de croissance et que la seule variable est la tem-
pérature, on a donc . W; =W, UT,T,,), Wop: €t Teora étant connus (cf. §

11.1.C.b). Pour estimer lag;, nous avons supposé que les pré-inoculums ont été
obtenus par culture a 35°C pendant 24 h (conditions de pré-incubation les plus
utilisées avec un pourcentage observé de 27%). Nous avons donc estimé la va-
leur de w.lag avec les données de croissance obtenues lorsque ['inoculum est
pré-incubé 24 h a 35°C. La valeur médiane obtenue est de 2.67. On a donc
lag, = 2.67/;1,. :

Pour Xy et Xpay, nous avons arbitrairement pris 10° et 10° ufe.ml”.

Ky a été estimé en appliquant le modele [I1.3.4] avec le paramétrage ci-

dessus a l'ensemble de la banque de données. Nous obtenons une valeur mé-
diane de 1.17.

Les temps de latence ont donc été calculés grace au modele secondaire avec
interactions (equation [I1.1.5]) complété du modele [Il1.3.4]. La variabilité de
In lag expliquée passe alors de 28.3% (cf. § 11.1.D.b) a 30.8%.

Ce gain est faible mais il faut bien souligner que les parameétres ont été esti-
més de facon grossiere alors que cette estimation devrait se faire au cas par cas
et que de plus, les conditions pré-incubatoires rencontrées pour la banque de
données sont trées homogenes.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Le modele secondaire proposé (Tableau c.1) permet de décrire I'effet de nombreux
facteurs environnementaux et de leurs interactions (équation [II.1.5]) sur le taux de
croissance maximum et le temps de latence de L. monocytogenes et de plus, il integre
l'effet de la température et de la durée de pré-incubation sur le temps de latence
(équation [II.3.4]). L'utilisation du modele est résumée par la Figure c.1.

L'atout majeur de ce modele tient au fait que celui-ci n'utilise que des parametres
de signification biologique (sauf pour les facteurs qualitatifs pour lesquels nous utili-
sons des coefficients multiplicatifs) qui sont les valeurs cardinales du micro-
organisme et les concentrations minimales inhibitrices des substances inhibitrices vis-
a-vis de ce micro-organisme.

Dans cette étude, nous avons appliqué ce modele a L. monocytogenes mais il est
tout a fait envisageable de l'utiliser pour d'autres micro-organismes en employant
des paramétrages spécifiques des micro-organismes envisagés.

De plus, ce modele est évolutif puisque 1'on peut enrichir le paramétrage pour,
d'une part, avoir une meilleure estimation des parametres biologiques (compléments
bibliographiques ou expérimentaux) et, d'autre part, inclure l'effet de nouvelles subs-
tances inhibitrices au travers de leur concentrations minimales inhibitrices.

Ce modele présente cependant plusieurs carences qui font que dans 1'état actuel, il
n'est pas applicable a I'ensemble des situations rencontrées en microbiologie des ali-
ments. Il ne prend pas en compte en particulier un éventuel effet souche sur le para-
métrage, l'influence des stress physiques et chimiques sur le temps de latence a la re-
croissance ne sont pas inclus (sauf le stress thermique chaud avec le modele dévelop-
pé par Bréand et al. (1999)) et enfin le modele primaire déterministe utilisé n'est peut-
étre pas adapté lors de contaminations faibles.

12R



Conclusion et perspectives

Tableau c.1. Mod¢le secondaire développé dans I'étude.
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/Facteurs environnementaux \

température

pH (HCI, acides acétique, lactique, citrique,
propionique, malique)

activité de ’eau (NaCl, glycérol, sucre, propyléne glycol,
séchage)

substances inhibitrices (acides acétique, lactique, citrique, ben-
zoate, sorbate, monolaurine, nitrite, BHA,
BHT, TBHQ, CO,, caféine, phénol, cacao)

substrats (lait déshydraté, créme, perméat, rétentat,
lait, viandes, ceuf, produits de la mer)
flores annexes (Pseudomonas, Lactobacillus, Penicillium)
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Figure c.1 Utilisation du modéle secondaire proposé pour prévoir le taux de croissance maximum
et le temps de latence de L. monocytogenes dans les aliments.
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Malgré ces lacunes, nous avons évalué les performances du modéle en situation de
prévision, c'est a dire en comparant les prévisions obtenues avec le modele (équa-
tions [II.1.5] et [11.3.4]) a des cinétiques de croissance de populations de L. monocyto-
genes observées et non utilisées lors de 1'élaboration du modele (Figure c.2).

Mise a part la concentration bactérienne maximale que nous avons fixée a

10° ufc.g™ (ml"), les résultats prédits pour les temps de latence et les taux de crois-
sance maximum semblent globalement cohérents avec les cinétiques observées. Le
modele de croissance développé dans cette étude parait donc adapté a la prévision
de la croissance de L. monocytogenes dans des conditions tres variées.

Malgré cette bonne adéquation globale, quelques déviations importantes sont ob-
serveées :
(i) sur la Figure c.2.d, la croissance observée sur du saumon fumé est beaucoup plus
rapide que celle prédite, ce phénomene n'est certainement pas a mettre en relation
avec le substrat puisque les prévisions dans le saumon fumé de la Figure c.2.c sont
compatibles avec les données observées. La croissance "anormalement” rapide (par
rapport aux prévisions) observée sur la Figure c.2.d est peut étre due a l'utilisation
par les auteurs d'un mélange de 6 souches isolées de saumon cru salé et donc parfai-
tement adaptées au substrat utilisé ;
(ii) sur la Figure c.2.h, la croissance observée est également plus rapide que celle pré-
dite surtout du fait semble-t-il d'une surestimation dans la prévision du temps de
latence ;
(iii) enfin sur la Figure c.2.k, une assez bonne adéquation est observée entre les pré-
visions et les observations a 0°C pH 6.1 et 5.3°C pH 5.55, par contre la croissance
semble débuter apres une phase de latence de 7-8 semaines a 0°C pH 5.6 alors que le
modele ne prévoit pas de croissance. Cette sous-estimation de la croissance est cer-
tainement liée a une surestimation de l'interaction entre la température et le pH.

Les limitations du modéle ouvrent plusieurs perspectives d'amélioration qui sont
nécessaires pour pouvoir utiliser ce modele de fagon fiable lors de la quantification de
la croissance de L. monocytogenes dans les aliments.

Les améliorations envisagées doivent étre effectuées a quatre niveaux :
(i) optimiser les capacités descriptives de certains modeles secondaires ;
(ii) caractériser la variabilité biologique des parametres du modele ;
(iii) compléter le modele avec une approche stochastique ;
(iv) inclure les effets des stress physiques et chimiques sur le temps de latence a la re-
croissance.
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Figure c.2 Cinétiques de croissance observées et prédites pour L. monocytogenes dans différentes
denrées alimentaires. Les points représentent les concentrations microbiennes observées. Les cour-
bes sont les cinétiques prédites a l'aide des modéles [I1.1.5] et [I1.3.4] en prenant comme concen-
trations initiales les concentrations initiales observées (O).

La figure (a) représente la croissance de la souche Scott A dans du lait UHT demi-écrémé a (M)
4°C et (@) 8°C (données fournies par Dr. Agnés Brouillaud-Delattre).

La figure (b) représente la croissance de la souche Scott A a 4°C (M) dans du Camembert et (@)
dans du lait écrémé (données issues de Larson et al., 1996).

La figure (c) représente la croissance d'un mélange de 3 souches a 4°C sur du saumon fumé sous
vide (W) avec et (®) sans flore lactique (données issues de Rervik ef al., 1991).

La figure (d) représente la croissance d'un mélange de 6 souches a 5°C sur du saumon fumé (H)
sous mélange CO,/N, de 70%/30% et (®) sous vide (données issues de Nilsson et al., 1997).

La figure (e) représente la croissance de la souche Scott A sur du rosbif conservé 2 semaines a 2-
4°C, 2 semaines a 7°C puis 1 semaine a 10°C (données issues de Stillmunkes et al., 1993).

La figure (f) représente la croissance de la souche 17a a 8°C dans de la viande hachée (M) en pré-
sence et (@) en l'absence de Lactobacillus sake (données issues de Schillinger ef al., 1991).
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La figure (g) représente la croissance de la souche CLIP 22485 a 9°C sur du jambon cuit tranché

sous atmosphére modifiée (données personnelles non publiées).

La figure (h) représente la croissance de la souche Murray B sur du corned-beef sous vide a (M)
0.1°C et (@) 4.8°C (données issues de Grau et Vanderlinde, 1992).
La figure (i) représente la croissance d'un mélange de 5 souches sur de la saucisse de Strasbourg
sous vide a (M) 3.5°C et (®) 7.5°C (données personnelles non publiées).
La figure (j) représente la croissance d'un mélange de 5 souches sur de la saucisse de Strasbourg
sous vide conservée 22 jours a 5.5°C puis 18 jours a 8.5°C (données personnelles non publiées).

La figure (k) représente la croissance de la souche Murray B sur du maigre de boeuf sous vide a
(m) 0°C pH 5.6, (a) 0°C pH 6.1 et (®) 5.3°C pH 5.55 (données issues de Grau et Vanderlinde,

1990).
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PERSPECTIVE 1 : OPTIMISATION DES MODELES SECONDAI-
RES DECRIVANT L'INFLUENCE DES SUBSTANCES INHIBI-
TRICES ET LES INTERACTIONS ENTRE FACTEURS ENVI-
RONNEMENTAUX

Le modeéle de type racine carrée proposé (équation [1.3.1]) pour décrire l'effet des
substances inhibitrices sur le taux de croissance maximum et celui proposé pour dé-
crire les interactions entre facteurs écologiques (équation [II.1.4]) sont globalement
satisfaisants. Des optimisations sont cependant envisageables afin d'améliorer les
qualités descriptives de ces deux modeles.

Le modele de description de l'effet des substances inhibitrices suivant pourrait étre
étudié, il permet d'inclure un parametre de forme a qui n'est pas forcément égal a 2
comme dans le modele racine carrée et dont la valeur peut éventuellement varier en
fonction de la substance inhibitrice :

Aumax = Auopt(c) )/(C)

(1-cfCMI)« ,c<CMI
y(c)=
0 ,c=CMI

CMI  concentration minimale inhibitrice

a paramétre de forme dépendant de la substance inhibitrice (ER)

Uopi(cy  valeur optimale de u,y lorsque la concentration en substance in-
hibitrice, c, est égale a 0

De méme, pour prendre en compte les interactions entre facteurs environnemen-
taux, des parametres de forme o, 3, x, et d, spécifiques des facteurs environnemen-
taux peuvent étre envisagés pour aboutir a 1'équation suivante décrivant la frontiere
entre les zones de croissance et de non croissance :

a B X
|- (Topt _T) ] |- (pHopt_pH) ] [ (awopt_aw) ] _ (I—Ci/CM]io)éi

[(Topt _Tmino)J i [(pHopt - pHmino)J ' l(awopt - awmino)J i

(a, [3,){,51)6%”3
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PERSPECTIVE 2 : PRISE EN COMPTE DE LA VARIABILITE
BIOLOGIQUE DES PARAMETRES DU MODELE

Les prévisions présentées par la Figure c.2 ont été réalisées a partir des valeurs
médianes des estimations des parametres. Une approche plus réaliste consisterait a
prévoir non pas une unique cinétique de croissance mais plutoét une bande de prévi-
sion pour un niveau de confiance donné et ceci en prenant en compte la variabilité
des parametres du modeéle.

Cette prise en compte de la variabilité biologique des parametres est essentielle en
microbiologie prévisionnelle et plus particulierement pour son utilisation en évalua-
tion quantitative des risques comme cela a été souligné par Delignette-Muller et Ros-
s0 (1998, 1999).

Le modele secondaire proposé se préte parfaitement a une telle approche du fait
de la signification biologique de tous les parametres utilisés et de 1'absence de corré-
lation structurelle entre ces parametres (Rosso ef al., 1993, 1995).

I1 est donc nécessaire de caractériser les distributions de probabilité des parame-
tres. De plus, bien que les résultats obtenus dans I'étude n'indiquent pas d'effet sou-
che significatif, ces distributions doivent étre représentatives de la variabilité biologi-
que existant sur le terrain. Par exemple, la banque de données utilisée dans notre
étude doit étre enrichie car elle est constituée pour moitié de résultats obtenus avec
les souches Scott A et V7 qui n'ont pas forcément des comportements similaires a
ceux des souches de terrain.

Il pourrait également étre envisagé de compléter cette caractérisation par une
analyse factorielle pour éventuellement détecter des corrélations entre les parame-
tres et ensuite classer les souches dans différents groupes en fonction de leurs carac-
téristiques écologiques comme cela a été réalisé par Bégot et al. (1997) a partir du taux
de croissance maximum et du temps de latence. Le Tableau c.2 présente les valeurs
des parametres de croissance obtenus pour les différents groupes de Listeria identi-
fiés par Bégot et al. (1997).

Tableau c.2 Estimation des parametres de croissance correspondant aux groupes de Listeria défini
par Bégot et al. (1997).

Nb SOUCheS ,uopt(T,pH,aw)a Tmino ° p[{mino ¢ a"Vmino ¢ Umax lag
réponse moyenne 66 0.99 0.4 4.1 0.85 1.28
groupe 1 10 1.16 -0.3 4.1 0.86 0.84
groupe 2 15 1.16 0.2 4.4 0.88 1.63
groupe 3 28 0.99 0.8 3.8 0.85 1.24
groupe 4 8 0.87 -1.3 4.0 0.87 1.27
groupe 5 5 0.99 -0.3 4.7 0.82 1.00

 Lopt(T,pH,aw), taux de croissance maximum (h") dans les conditions optimales (37°C ; 7.1 ; 0.997).
bT, min’s température minimale de croissance absolue (°C).

°pPHmin°, pH minimum de croissance absolu.

awmin®, activité de 1'eau minimale de croissance absolue.
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PERSPECTIVE 3 : INTEGRATION D'UNE APPROCHE STO-
CHASTIQUE

Il parait indispensable d'inclure une approche stochastique en microbiologie pré-
visionnelle afin de mieux prévoir la croissance des faibles inoculums. Cet aspect a été
abordé d'un point de vue théorique par Baranyi (1998) mais sa mise en application
nécessite une caractérisation expérimentale des distributions du temps de latence au
sein des populations microbiennes.

PERSPECTIVE 4 : MODELISATION DES EFFETS DES STRESS
SUR LE TEMPS DE LATENCE A LA RE-CROISSANCE

Le modele proposé par Bréand et al. (1999) et celui proposé dans notre étude per-
mettent d'inclure dans le modele secondaire l'effet de certaines conditions pré-
incubatoires sur le temps de latence a la re-croissance mais ces deux modeles sont
insuffisants pour répondre a l'ensemble des situations rencontrées en agro-
alimentaire. Il faut donc envisager l'intégration de modéles permettant de décrire
l'influence de stress induits par des substances chimiques (acides, désinfectants,
conservateurs...) ou par des traitements physiques autres que la chaleur.

Il faudra également évaluer l'influence de ces stress sur la distribution du temps de
latence des populations stressées.
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RESUME

Les nombreux modéles mathématiques décrivant l'influence des facteurs environnementaux sur le
taux de croissance et le temps de latence des micro-organismes développés ces derniéres années
dans le domaine de la microbiologie prévisionnelle ont permis d'élaborer un modele secondaire a ef-
fets multiplicatifs basé sur des parametres biologiques (valeurs cardinales, concentrations minimales
inhibitrices...). Les taux de croissance et les temps de latence calculés a l'aide de ce modéle ont été
comparés a environ 1900 taux de croissance et 1300 temps de latence publiés pour Listeria monocy-
fogenes dans différents environnements. Bien que la qualité descriptive globale du modéle soit satis-
faisante, des limites a son utilisation sont apparues sur deux points : (i) mauvaise adéquation pres des
limites de croissance du micro-organisme, (ii) mauvaise estimation du temps de latence.

Deux améliorations du modéle ont donc été proposeées :

(i) prise en compte des interactions entre facteurs environnementaux tout en gardant une structure de
modéle similaire. Cette prise en compte des interactions a permis d'améliorer la précision prés des
limites de croissance de L. monocytogenes ;

(il) modélisation de l'influence de la température (chauffage exclu) et de la durée de pré-incubation sur
le temps latence a la re-croissance. Le modéle obtenu a permis de justifier les approches habituelle-
ment utilisées en conditions de température variables. L'amélioration de la qualité descriptive du mo-
dele pour le temps de latence de L. monocytogenes reste cependant modeste car les conditions pré-
incubatoires utilisées sur les données publiées présentent une forte homogénéité.

Le modéle proposé montre une bonne adéquation entre la prévision et l'observation dans diffé-
rents produits. Cependant, sa pertinence pour certaines utilisations opérationnelles industrielles ou
dans le cadre de l'appréciation quantitative des risques, devra étre améliorée en prenant en compte la
variabilité biologique des paramétres. Une étude succincte de I'effet de la taille de I'inoculum a de plus
montré qu'une approche stochastique doit étre développée pour améliorer les prévisions dans les
denrées alimentaires qui généralement sont contaminées a faible concentration.
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ABSTRACT

The numerous mathematical models describing the effect of environmental factors on growth rate
and lag time of microorganisms developed these last years in predictive microbiology allowed to build a
secondary multiplicative model based on biological parameters (cardinal values, minimal inhibitory
concentrations...). The growth rates and lag times calculated with the model were compared with ap-
proximately 1900 growth rates and 1300 lag times published for Listeria monocytogenes in different
environments. Although, on the whole, a good fit of the model was observed, limitations were noted
on two points: (i) poor fit near the limits of growth of the micro-organism, (i) poor estimation of the lag
time.

Two improvements of the model were then proposed:

(i) interactions between environmental factors were taken into account into the multiplicative model. By
taking into account these interactions, the model fit was improved near the limits of growth of L. mono-
cytogenes;

(ii) the effect of the temperature (except heating) and the duration of the pre-incubation on the re-
growth lag time was modeled. The model built was consistent with the methods usually used for dyna-
mic conditions of temperature. The improvement of the general model fit for the lag time of L. monocy-
togenes was however poor because of the great homogeneity of pre-incubation conditions used in
the published data.

The model proposed exhibits a good agreement between prevision and observation in various
foods. However, more relevant previsions for industrial use or for quantitative risk assessment will be
obtained by taking into account the biological variability of parameters. A short study of the significance
of the inoculum size on lag time furthermore shown that a stochastic approach should be developed to
improve previsions in foods which generally are contaminated with only a few cells.
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