Comment identifier les etapes sensibles pour la
maitrise des dangers ?

Le cas de Listeria monocytogenes dans les fromages a
pate molle et crodte lavée au lait pasteurisé
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L' Appréciation quantitative des
Risques dans la filiere laitiere

Contaminations secondaires
(environnement, personnel, etc)
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GESTION A LA FERME GESTION DU PROCESS FROMAGER

Procédure d’ Analyse Quantitative
des Données Microbiologiques
Laitieres

Modeles AQR utilisant la microbiologie prévisionnelle et les

parametres du procédé (pH, T°, aw, etc)
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Contexte

I Plan HACCP: Identifier les étapes, parameétres physiques et
chimigues du process pouvant avoir un impact sur le
comportement bactérien et établir des mesures de maitrise
® Rendre I’'HACCP quantitatif

I Développement d’une méthodologie qui permet 1/
d’identifier ces parameétres et 2/ d’établir un lien quantitatif
entre les parametres et un Objectif de Sécurité Alimentaire
(OSA)

® Application au cas de Listeria monocytogenes dans les fromages a pate molle
au lait pasteurisé
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Plan

I Description des caractéristiques du modeéle AQR associé de la
fourche a la fourchette

I Présentation des résultats préliminaires de la méthodologie
développée pour identifier les parametres du modele
permettant le respect d’'un OSA

® Analyse de sensibilité
® Méthode d’acceptation/rejet
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Description du modele AQR

O AQR Listeria monocytogenes dans les
fromages a pate molle au lait pasteurisé

I Question des contaminations secondaires

I Impact de I'environnement sur la contamination
des fromages en cours de process

I Quelle efficacité des mesures de maitrise ?
I Respect d’'un OSA ?
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Approche modulaire / compartimentale

FABRICATION m CONDITIONNEMENT TRANSPORT

:  Environnement
e Lait _ . : |
« Produits * Machine | achine + Produits
* Produits

Calcul du niveau de contamination du compartiment C a I’ instant t
C(t)= (a;, b)), i =1 an, ou n, nombre de colonies

a, = Taille de la colonie i (cellules)
b, = Latence de la colonie i (heures)
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Evolutlon du niveau de contamination
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Evolution des charges microbiennes

C) Croissance, survie, destruction

I Historique des conditions physiologiques
des bactéries (ie. stress)

I Conditions environnementales dynamiques

In(x In(x
®) stationnaire ®)
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Croissance Destruction
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Contaminations secondaires

ETAPE E+1

CONTAMINATION
CROISEE

Environnement E

» Transfert des colonies

APPROVISIONNEMENT

RECONTAMINATION

» Environnement E+1
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Application a un procéde

PRIMO CONTAMINATION

Machine / Environnement

*Produit
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o Lait
* Produits

FABRICATION

* Environnement
 Machine
*Produits
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» Croissance

AFFINAGE

» Croissance

* Recontamination
« Contamination
croisée

 Machine :
*Produits Produits
4><CONDITIONNEMENT »  TRANSPORT

 Contamination
croisée

» Croissance
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DIFFUSION
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Mesures de gestion

O Mesures d’hygiene
I Fréquence (produits, jours™)
I Intensité (Nombre de réductions décimales)

C) Mesures de gestion
I Nombre / Fréquence des autocontréles de I'environnement
I Nombre de produits analysés par lot
I Sensibilité des tests

) Deux types de régimes

I Régime standard
I Régime renforcé
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Etapes fabrication
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Implémentation du modele
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Comparaison du risque moyen de listériose
fonction du scénario

Enceinte
200 jours
N = 100 consommations

Fa00) = 1-€"™ @vec X = Pygq; X C99; X q X N.

g = 25 grammes
Produit (Cgooj ; p200j)

Scénario Valeur initiale / Concentration Prévalence Risque
Valeur modifiée Moyenne moyenne (%) 9
Référence - 10248 0,0355 2,7310
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Comparaison du risque moyen de listériose
fonction du scénario

Enceinte
200 jours
N = 100 consommations

Fa00) = 1-€"™ @vec X = Pygq; X C99; X q X N.

g = 25 grammes
Produit (Cog; s P20oj)

Scénario Valeur initiale / Concentration Prévalence Risque
Valeur modifiée Moyenne moyenne (%) moyen
Référence - 10248 0,0355 2,7310
Temps genération 24h / 48h 10067 0,0044 513
milieu haloir
2 [lul
Primo-contamination | 2000 cellules/ 1025 0,0092 7,34
500 cellules
Maintien des sols Efficacite opération 3RD/2 RD 10249 0,035 2,79-10
N hygiene machine ’ ’
d’affinage au sec
Transfert
Environnement / 106/10° 10245
Installation des Proauit
produits en hauteur Xmax 105/ 107 0,0364
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Tache 5.1 du projet Quant'HACCP

I Etablir un lien entre un Objectif de Sécurité
Alimentaire et les parametres du modele

®* Modéeles complexe avec un grand nombre de
parametres, d’'echelles de temps

® Parametres pris en compte: procédé, croissance,
transfert, etc.
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Plan de I'étude

CY  Définir des critéres pour résumer les nombreuses sorties du modele
I Prévalence par lot
I Moyenne de la concentration des fromages
I 90¢me percentile de la concentration

CY Analyse de sensibilité permettant d’extraire les paramétres ayant le plus
d'impact
I Tenir compte de la complexité du modele: 103 parametres initialement
I Tenir compte de la dynamique du modele: technique d’AS spécifique

C> Etablir un lien quantitatif entre les PC et le FSO a I'aide d’algorithme
d’acceptation/rejet

I A partir de simulations n’utilisant que les parameétres extraits par I'AS
(les autres étant fixés)

I Algorithme d’acceptation/rejet adapté
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1. Analyse de sensibilité multivariée

C) Simulations du modele pour 'AS

I En utilisant 17 paramétres et 5 scénarios de
primo-contamination

I 5 niveaux par parameétres

I 10 itérations par scénario

I plan factoriel fractionnaire (RIll) de taille 125
I 10 jours de simulations
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Intervalles d’'incertitude des parametres

Parameter  Shorter Description Nominal Uncertainty
name Value interval

T°E3 Te3 Moulding step 35 32,- 37

T°E7 Te7 Salting step 12.5 10-14

T°E9 Te9 Drying step 14.5 13-16

PEgC PegC  Probability of transfer of a colony from the ripening  10-% 107 — 104
room environment to a cheese

Te°ripH TeH Temperature of the cheese during ripening 13 11-15

Scenario Sce Primo-contamination scenario 1 1-5

DegeffE DfE Efficiency of hygienic operation in the environment 505 10-1000

DegeffM DM Efficiency of hygienic operation on a machine 1000 100- 10000

Perilava Per Duration between two hygienic operation in the ripen- 50 25-75
ing room (days)

Xmax Xmax  Maximum size of a colony 10° "

NbfromLM NbLm  Number of cheeses treated in the smearing machine 7500 6000-9000
between two hygienic operations on the machine

P9 PME Probability of transfer of a colony from the smearing  0.1550 0.01- 0.3
machine to the environment of the smearing machine

Fact_croiss FacC Generation time of the bacteria in the environment of 24 12-48
the ripening room (hours)

Prop_croiss ProC Proportion of colonies growing in the environment 0.6 0.3-0.9

Anaplus AnP Number of supplementary environmental sampling af- 5 2-7
ter the detection of a contaminated sample

NbanaE NbaE Number of environmental samples par week 25 20- 40

T“trans TeTp Temperature of transport 4 4-7

Se Se Sensitivity of the detection test for L. monocytogenes 0.58 0.95-0.99
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1. Analyse de sensibilité mutivariée

C) Résultats

Indice de sensibilité sur la Indice de sensibilité sur la
prévalence concentration moyenne
Fact Croiss | —— fact_croiss n————————
PegC i —— Xmax
PME]  — perilava  n—
Scenario  EEE——————— tempE3 —
prop_croiss m— PmtoEg —
Ttransport  |— PegC i
Xmax  — T° transport =
Degeff M — nb.fromLM
TempE? — prop_croiss -
TempE9 — scenario o
5 3388¢g ¢z s 8 2 © g 8 3
o o o o o o o o 6 &6 8 8 6 o o
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1. Analyse de sensibilité multivariée

C) Résultats

Indice de sensibilité sur la Indice de sensibilité sur la
prévalence concentration moyenne

Fact "eninna [ ] - . I I

() Parametres communs aux deux indicateurs en termes
I

‘ d’impact sur la prévalence et sur la concentration moyenne
pro dans un lot
T tre o ’ / .
- Fact_croiss: Temps de génération de L. monocytogenes dans
D I’environnement du haloir d’affinage

Te
Te

- PmtoEg: Probabilité de transfert d’'une colonie de la machine
de soins vers le haloir

- PEgC: Probabilité de transfert d'une colonie de
I’environnement vers un fromage en cours d’affinage
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2. Lien quantitatif entre OSA et parametres

) Objectifs

I Déterminer le poids d’'une combinaison de
parametres dans sa contribution au respect de
'OSA
® OSA = 100 cfu /g dans 25g de fromage au moment de la

consommation

I Estimer la contribution individuelle d’'un paramétre
du modele au respect de 'OSA
®* Exemple: P(Température_affinage=t / [Clgpsme < 100 cfu/qQ)
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2. Lien quantitatif entre OSA et parametres

) Simulations

I Simulations en utilisant 8 parameétres et 5 scénarios
de primo-contamination

I Latin-hypercube sampling de taille 1500
I 10 itérations par scénario

C) Meéthode d’acceptation/rejet
| Generalized Likelihood Uncertainty Estimation

Financé par NRE?S:TT::E
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2. Lien quantitatif entre FSO et parametres

) Résultats

I Top 10 des combinaisons de valeurs de parametres
permettant le respect de 'OSA

PEegC TeH Sce DM Per Xmax FacC TeTp likelihood

7.7678e-05 11.83 4 542502 59.82 7T067V669.1 46.57 4.27 0.01129
8.1171e-05  11.18 4 2201.70 28,90 37V65116.9 4499 5.793  0.01128
7.3942e-05 11.52 4 599747 3537 4605755.7 43.90 4.19 0.01127
8.9536e-05 13.72 4  8892.08 31.40 57175284 47.60 5.00 0.01122
0.3336e-05 13.83 4  4487.14 54.61 8219268.3 42.38 4.42 0.01121
8.3760e-05 11.82 4 142271 32.72 9876591.6 46.11 5.58 0.01120
6.7581e-05 12,20 4 2634589 72.61 8592461.1 45.12 5.01 0.01119
9.3977e-05 13.00 5  4736.98 43.17 2001571.5 44.40 4.49 0.01117
9.7788e-05 14.52 4 437151 73.80 9623460.6 47.00 4.716  0.01117
5.3137e-05 11.74 4  4495.07 45.20 44485026.4 46.98 4.71 0.01117
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2. Lien quantitatif entre OSA et parametres

) Résultats

I Distribution marginale des parameétres sous la contrainte de
respect de 'OSA
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Conclusion

C) Meéthodologie pour I'exploitation des sorties de
simulations des modeles AQR

I Faire le lien entre un Objectif de Sécurité
Alimentaire et les paramétres d’'un modéle AQR,
y compris Criteres de Procédé

C) Reésultats préliminaires a consolider!

) Intégration des méthodes aux outils de
modélisation actuellement disponibles au niveau
de la filiere laitiere
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