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L. monocytogenes et E. coli 0157 :H7.
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Guillier 3
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Introduction et objectifs

Dans une matrice alimentaire, différents microenvironnements coexistent et se distinguent par leurs
propriétés physico-chimiques et biochimiques et leurs communautés microbiennes endogenes. Cet
environnement complexe impacte fortement le développement des bactéries pathogenes. Le projet
ANR PathoFood cible la caractérisation de la croissance de Listeria monocytogenes et Escherichia coli
0157:H7en présence d’'un consortium microbien représentatif des fromages a pate molle (bactéries
lactique, d’affinage et levures) en vue d’en modéliser les effets.

Matériels et méthodes

La croissance d’une souche de L. monocytogenes (EGDe) et d’E. coli 0157 :H7 (CMA454) a été étudiée
en culture pure et en co-culture avec un consortium microbien complexe représentatif des ferments
utilisés en fabrication de fromages a pate molle a cro(te lavée ou fleurie, et en tenant compte de
différents ratio de concentration initiale entre la bactérie pathogene et le consortium. La croissance a
été étudiée dans des conditions de début d’affinage des fromages en milieu semi-gélosé a pH 5,5,
avec 1% d’acide lactique et a 12°C.

Résultats, discussion, perspective

Les parametres de croissance, taux de croissance, temps de latence et taux maximal atteint Npyax ont
été déterminés. Les résultats montrent que la présence du consortium fromager module le Nmax pour
les deux pathogenes étudiés traduisant une compétition microbienne liée a un effet Jameson. Le
modele développé sera validé sur fromage.

Ce travail est cofinancé par I'agence nationale de Recherche, Projet PATHOFOOD Décrypter
I'hétérogénéité cellulaire et la distribution spatiale de pathogénes dans les matrices alimentaires en
interaction avec les communautés microbiennes (ANR-17-CE21-0002), Coordinateur : M. Desvaux
INRA MEDIS
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INTRODUCTION

Dans une matrice alimentaire, differents microenvironnements coexistent et se distinguent par leurs propriétés physico-chimiques et biochimiques et leurs communautés microbiennes endogenes.
Cet environnement complexe impacte fortement le développement des bactéries pathogenes. Le projet ANR PathoFood cible la caractérisation de la croissance de Listeria monocytogenes et Escherichia
coli O157:H7 en présence d’'un consortium microbien représentatif des fromages a pate molle (bactéries lactique, d’affinage et levures) en vue d’en modéliser les effets.

METHODES

Composition du consortium fromager

La croissance d’'une souche de L. monocytogenes (EGDe) et d’E. coli O157:H7 (CM454) a été étudiée en culture pure et en co-culture avec un consortium microbien complexe représentatif des ferments
utilisés en fabrication de fromages a pate molle a crolte lavée ou fleurie, et en tenant compte de différents ratio de concentration initiale entre la bactérie pathogéne et le consortium. La croissance a été

étudiee dans des conditions de début d’affinage des fromages. L'ajustement des cinétiques de croissance (détermination du temps de latence, du taux de croissance ., €t du taux maximal atteint N
été reéalisé a l'aide du logiciel Symprevius (www.symprevius.eu). Les scripts R ont été utilisés pour le modéle de compétition (https://github.com/Iquillier/predictive-microbiology ).
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Lactococcus lactis
Lactococcus cremoris
Leuconostoc
pseudomesenteroides
Streptococcus thermophilus

Bactéries lactiques
acidification
(BL)

Flore de levurage
(LEV)

Kluyveromyces lactis

Debaryomyces hansenii

Staphylococcus xylosus

Bactéries d’affinage

Staphylococcus equorum
pny q (BA)

Brevibacterium linens

Arthrobacter arilaitensis

Conditions expérimentales
Plan d’expériences o Croissance en milieu semi-géloseé
o PH 5,5 (proche pH du fromage en blanc) / acide lactique 1% et
Expérience Pathogene Consortium fromage ajustement du pH avec NaOH
1 10/g 10%/g o Temperature de conservation : 12°C (T° d’affinage)
2 10/g 100/g o Numeération des flores du consortium, de L. monocytogenes et E. coli
3 1000/g 10%/g tous les jours pendant 8 jours
4 1000/g 106/g o Suivi de | ’évolution du pH
Modele de compétition de type Jameson étendu
t < tiag —Lm, dl}%f =0
4 modalités
Consortium complet (BL + LEV + BA) b 2> tag-Lams "o = BB X (1 - =) X (1 - ’I%C)
Bacteries lactiques uniquement (BL) bt o rlC;ns;jdt — 0
Levures uniquement (LEV) | dc;‘;:jdt | " .
Bactéries d’affinage (BA) uniqguement t > tlag—Conss —g— = Hoom® X (1 = ggﬂz;) X (1 ~ Lnf:x)

RESULTATS

Pas d’impact significatif du consortium fromager sur le taux de croissance des deux
pathogenes, L. monocytogenenes EGDe et E coli O157:H7 (CM 454)

(Figures 1 & 2)

Impact du consortium fromager sur le taux maximal attaint pour les deux pathogenes, L.

monocytogenenes EGDe et E coli O157:H7 (CM 454)
(Figures 3 & 4)

Figure 1 : Impact d'un consortium microbien fromager (BL+LEV+BA)
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sur la croissance de Listeria monocytogenes
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Figure 3 : Niveau maximal atteint (Nmax) par L. monocytogene

Aprés & jours a 12°C en milieu semi-gélosé pH 5,5 en mono (bleu foncé) et co-culture (bleu clair)
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Figure 2 : Impact d'un consortium microbien fromager (BL+LEV+BA)

sur la croissance d'E. coli O157:H7
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Figure 4 : Niveau maximal atteint (Nmax) par E. coli O157:H7

Apres & jours a 12°C en milieu semi-géloseé pH 5,5 en mono (bleu fonce) et co-culture (bleu clair)
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Les parametres de croissance, taux de croissance, temps de latence et taux maximal atteint N

max

12°C en présence ou non de consortia fromagers (ferments lactiques et d’affinage).

liee a un effet Jameson.

Les croissances en monoculture réalisées a difféerents inoculum démontrent un effet « géometrique » : N
Les resultats d'ajustement du modéle primaire de compétition montrent que la présence des consortia fromagers module le N, pour les deux pathogenes étudies traduisant une compétition microbienne

Le modéle de compétition developpé sera valide sur fromage dans le cadre d’essais pilote.

max

dépend de la taille de I'inoculum en milieu semi-gélose.

ont éte déterminés pour L. monocytogenes EGDe et E. coli O157:H7 (CM 454) au cours de la croissance a
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