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AVANT-PROPOS 

Au cours des 10-15 demières années les normes d'hygiène pour produits infantiles sont 

devenues de plus en plus exigeantes, notamment pour les coliformes au niveau intemational, 

bien que certains pays comme la Hollande ou le Portugal ne reconnaissent que les 

Entérobactéries (Von Wiese, 1986). Compte tenu de ces normes, les mesures de contrôle de 

l'hygiène basées sur des concepts comme le Hazard Analysis Critical Control Point (H.A.C.C.P.) 

sont devenues nécessaires pour éviter la contamination du produit (Simonsen et al., 1987). Cette 

démarche impose une maîtrise de l'écologie bactérienne des ateliers de production par la 

surveillance de la présence de bactéries sur les surfaces, dans l'air et dans les résidus (Van 

Schothorst et Jongeneel, 1992). La séparation physique des zones sèches (critiques) et humides 

ainsi qu'un contrôle sévère des accès du personnel aux zones critiques sont à l'origine de nettes 

améliorations de la qualité microbiologique des produits (ICMSF, 1988). Pour mesurer 

l'efficacité de ces mesures d'hygiène, des indicateurs tels que les Enterobacteriaceae sont 

utilisés. 

Malgré toutes ces mesures, des Enterobacteriaceae peuvent se retrouver dans le produit 

fini (Muytjens et al., 1988), tels Enterobacter sakazakii (Noriega et al., 1991), Escherichia coli, 

Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae ou Citrobacter diversus (Casewell et al., 1981; 

Kornacki et Marth, 1982), germes potentiellement pathogènes responsables d'infections 

opportunistes chez les nourrissons, notamment par des produits diététiques infantiles. Le 

caractère pathogène opportuniste dénote la propension d'un germe à développer une infection 

sous certaines conditions inhabituelles, notamment en cas de mauvaises pratiques, d'hygiène 

insuffisante ou encore chez une personne immunodéprimée (femme enceinte, nourrisson, 

personne âgée, grand brûlé, personnes atteintes du cancer ou du SIDA ... ). Certaines 

Enterobacteriaceae montrent une résistance particulière aux conditions rencontrées dans les 

zones sèches alors que d'autres disparaissent (Roszak et Colwell, 1987). 

L'objet de cette étude, réalisée dans deux unités de production de poudre de lait, est de 

mieux appréhender la présence et la distribution de différents groupes microbiens, notamment 

les Enterobacteriaceae, et plus précisement l'espèce Enterobacter sakazakii, dans 

l'environnement des différentes zones de production. L'analyse globale de ces flores 

microbiennes doit permettre de mieux comprendre les relations entre ces différentes zones et 

d'aller au-delà de certaines investigations limitées à la recherche de germes pathogènes (Gabis et 

al., 1989). La répartition de ces germes sera étudiée par rapport aux conditions 

environnementales rencontrées dans les différentes zones et locaux, notamment la température 

ou le trafic de personnel. A partir de ces données écologiques les lieux susceptibles de 

représenter des Points Critiques à Maîtriser devront être précisés. Les résultats obtenus lors de 

ces investigations permettront de clarifier la situation au niveau des germes indicateurs 

d'hygiène et d'apporter des données concrètes dans les discussions sur l'utilisation de certains 



groupes d'organismes (Entérobactéries, coliformes totaux, coliformes thermotolérants), leur 

utilisation restant controversée (Cox et al., 1988). Les retombées de cette étude doivent 

permettre de confirmer l'utilité des mesures de sécurité prises à ce jour et d'en préciser les 

éventuels points faibles à éliminer. D'autres retombées pourront se situer au niveau de la 

standardisation des plans d'échantillonnage et de la méthodologie de recherche de germes 

spécifiques. 
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1 - SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 

1.1 - NOTIONS D'ECOLOGIE 

Selon Ramade (1981), l'objet de l'écologie tient en l'étude des relations des êtres vivants entre 

eux et avec leur milieu environnant. 

Quelque soit le niveau d'organisation auquel on se place, on sera toujours conduit à étudier les 

effets d'un certain nombre de paramètres fondamentaux, les facteurs écologiques, qui caractérisent 

les particularités physico-chimiques ou biologiques de chaque milieu et sont susceptibles d'agir 

directement sur les êtres vivants (Dajoz, 1971). On peut distinguer des facteurs abiotiques 

(température, facteurs propres à la composition du milieu ... ) et des facteurs biotiques (interactions 

intra et interspécifiques, compétition ... ). Certains facteurs écologiques, comme la température, sont 

dits indépendants de la densité car leurs effets s'exercent sur l'individu de façon identique quelle que 

soit la densité des effectifs de la population à laquelle il appartient. 

D'après Watt (1973), tout phénomène écologique peut s'expliquer par le jeu de 5 variables 

écologiques fondamentales : 

- la matière: Pour chaque élément existe un domaine de concentrations à l'intérieur duquel la 

vie de telle ou telle espèce est possible, avec une valeur optimale dénommée preferendum. 

- l'énergie: L'évolution naturelle des écosystèmes tend à la constitution de communautés 

d'êtres vivants qui utilisent de façon optimale le flux d'énergie disponible. 

- l'espace: Cette dimension écologique conditionne en premier lieu l'intensité des compétitions 

intra et interspécifiques. 

- la diversité: Cette notion, qui caractérise mieux qu'aucun autre critère toute comunauté 

d'êtres vivants, est liée à la richesse spécifique d'un peuplement, c'est-à-dire aux proportions 

respectives des différentes espèces présentes dans celui-ci. 

- le temps: Cette dimension écologique conditionne l'évolution de tout système écologique 

vers un état de maturité, avec une utilisation optimale de l'énergie. 

Au cours de nos travaux nous avons étudié la variable écologique "diversité" pour les 

Entérobactéries en unité de production de poudre de lait. La détermination des proportions des 

différentes espèces d'Entérobactéries observées dans l'environnement industriel doit permettre de 

caractériser cette communauté microbienne. 

Nous nous sommes également intéressés au facteur écologique "température" comme élément de 

caractérisation de souches d'Entérobactéries. L'étude de ce critère est particulièrement intéressant en unité 

de production de poudre de lait car les écarts de température entre locaux y sont importants (de 15°C dans 

les locaux de stockage du lait à 60°C en tour d'atomisation). 
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1.2 - DESCRIPTION DU PROCEDE INDUSTRIEL DE FABRICATION DE POUDRE 

DE LAIT 

La conservation du lait par diminution de l'activité de l'eau n'est pas récente. Au 13e siècle, 

Marco Polo rapporta la production par les mongols de lait concentré et séché par le soleil, produit 

utilisé lors des voyages et reconstitué par addition d'eau. En 1810 Nicolas Appert déshydrata du lait 

concentré à l'aide d'air chaud (Phil, 1981). Depuis le premier brevet déposé par Grimwade en 1855, 

le lait en poudre est largement utilisé pour l'alimentation des enfants en bas âge. 

Le lait cru est stocké dans des citernes et le taux de matière grasse est standardisé. Un 

préchauffage est effectué avant évaporation, à 72°C pendant 15 secondes (produit basse température), 

ou à 85°C pendant 20 minutes (produit haute température), afin de réduire le nombre de 

microorganismes. Le lait pasteurisé est concentré jusqu'à 40-55% de matière sèche. La concentration 

est précédée d'un préchauffage destiné d'une part à stabiliser les protéines, d'autre part à inactiver les 

lipases (Cheftel et Cheftel, 1976). L'obtention de poudre de lait s'effectue en éliminant l'eau par 

séchage sur des rouleaux rotatifs chauffés par air, vapeur ou eau chaude, ou par atomisation. 

L'atomisation consiste à pulvériser un produit liquide sous forme de fines gouttelettes dans un 

courant d'air chaud pour en extraire l'eau et n'en garder que la partie soluble sous forme de poudre. 

Aux U.S.A. l'atomisation s'effectue plutôt à l'aide de buses, alors que les usines européennes 

favorisent la technique de l'atomiseur rotatif. Lors de l'atomisation, le lait concentré est d'abord 

préchauffé, puis pompé vers le sécheur où il est soumis au moyen de buses ou d'une turbine 

d'atomisation à une dessication par pulvérisation sous la forme d'un fin brouillard dans une grande 

chambre parcourue par un courant d'air chauffé à 150-160°C (Trémolières et al., 1980), et séché à 

une teneur de 3% à 8% d'eau (Luquet, 1985). La poudre lourde tombe dans le bas de la chambre 

d'atomisation, alors que la poudre légère est transportée en même temps que la vapeur d'eau par le 

courant d'air chaud, et est recyclée soit par une série de cyclones par centrifugation, soit par des 

filtres tubulaires. Immédiatement après le traitement, la poudre est refroidie par un courant d'air froid, 

transportée et conditionnée dans de grands sacs (bigbags), puis dans des boîtes destinées au 

consommateur. Selon Jouve (1993), le process de fabrication général des produits laitiers 

déshydratés peut être décomposé en deux parties (figures 1 et 2). 



Figure 1 : Ligne de fabrication humide d'une unité de production de poudre de lait. 
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Le bac tampon permet d'assurer la continuité des opérations en assurant une réserve de concentré, 

mais il représente un risque microbiologique, la température y étant de 45°C. Une solution est 

d'utiliser de manière alternative deux bacs tampon. 



Figure 2 : Ligne de fabrication sèche d'une unité de fabrication de poudre de lait. 
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Le produit obtenu, la poudre de lait, est employé comme ingrédient riche en protéines dans la 

préparation industrielle de nombreux aliments (Cheftel et Cheftel, 1976). Trémolières et al. (1980) 

donnent des laits en poudre la définition suivante : "Ce sont des laits pratiquement privés d'eau 

(moins de 4%) qui ne peuvent donc plus être le siège de développements microbiens. Ils sont 

commercialisés sous la forme de poudre de lait entier (26% de matière grasse), de poudre de lait 

partiellement écrémé (17% de matière grasse) et de poudre de lait écrémé (moins de 1.5% de matière 

grasse)". 

Les lignes de fabrication des deux usines A et B sont présentées aux pages suivantes (figures 3 et 

4). 



Figure 3 : Représentation de l'usine A 
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Figure 4 : Représentation de l'usine B 
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1.3 - PRATIQUES ACTUELLES EN CONTROLE DE L'HYGIENE 

1.3.1 - Normes 

Les aliments destinés aux nourrissons et enfants en bas âge sont soumis à des 

réglementations très strictes quant aux normes bactériologiques. La flore aérobie mésophile 

revivifiable à 30°C reste un excellent indicateur pour juger du bon fonctionnement des installations 

(Jouve, 1993). Pour la poudre de lait la norme est~ 5.104 G.A.M./g. Concernant les coliformes la 

norme est : absence dans 1 g pour le produit déshydraté/sortie tamis, et ~ 10/g pour le produit 

déshydraté conditionné (Codex, 1991). Dans l'armée américaine, les critères microbiologiques pour 

le lait et les produits laitiers sont< 5.104 G.A.M./g ou ml, et~ 10 coliformes/g ou ml (Powers, 

1976). L'International Commission on Microbiological Specifications for Food (ICMSF, 1988) 

recommande les critères microbiologiques suivants pour les poudres de lait: n = 5, c = 1, rn= 104, et 

M = 106 pour les G.A.M., où n est le nombre d'unités dans un échantillon, c est le nombre 

maximum acceptable d'unités de qualité marginale, rn est le dénombrement bactérien qui sépare les 

produits de qualités bonne et marginale, et M est le dénombrement bactérien qui sépare les produits 

de qualités marginale et défectueuse. Les valeurs supérieures à M sont inacceptables. La commission 

recommande également les critères microbiologiques suivants: n = 10, c = 1, rn = 10, et M = 102 

pour S. aureus; et n = 5, c = 2, rn< 3, et M = 10 pour E. coli. Cependant selon Hildebrandt et al. 

(1995), les plans à trois classes ne sont pas adaptés à des lots hétérogènes, une valeur extrême 

déterminant le rejet d'un lot complet. 

1.3.2 - Contrôle du risque microbiologique 

1.3.2.1- Démarche "Hazard Analysis Critical Control Points" 

Le HACCP (Hazard Analysis Critical Control Points : Analyse des risques - Maîtrise des 

points critiques), créé dans les années 1970 aux U.S.A., est un outil de contrôle des risques 

(microbiologiques, chimiques ou autres) visant à développer des procédures préventives. Ce concept 

permet d'élaborer une approche structurée de la qualité microbiologique d'un produit alimentaire, par 

l'identification des dangers aux différents stades de production (microorganismes pathogènes ou 

responsables d'altération du produit), la définition des moyens nécessaires à leur maîtrise (plans 

d'échantillonnage) ainsi que le contrôle de leur mise en oeuvre effective et de leur efficacité (Codex, 

1991). C'est actuellement la méthode recommandée par l'Organisation Mondiale de la Santé et le 

Codex Alimentarius pour aborder l'hygiène de fabrication (Rohmer, 1995). La liste des 

microorganismes présentant réellement un danger doit être précisément établie (Notermans et al., 

1994a), de même que l'établissement de critères microbiologiques selon les charges microbiennes 

rencontrées dans le produit cru et selon le type de process industriel (Notermans et al., 1994b). 

L'utilisation d'organismes indicateurs d'hygiène peut jouer un rôle significatif dans l'application du 

H.A.C.C.P. pour assurer la qualité du produit et réduire le risque pour le consommateur (Brodsky, 
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1994). Un danger microbiologique est défini comme étant la présence et la croissance inacceptables 

de microorganismes pathogènes dans un aliment ou leur développement dans l'environnement ou le 

matériel de la chaîne de production (ILSI-Europe, 1993). Il est essentiel d'identifier et de contrôler les 

Points Critiques à Maîtriser, qui sont les étapes du procédé industriel où la perte de contrôle peut 

engendrer un risque inacceptable pour la santé du consommateur (Biss et Hathaway, 1995). Outre les 

risques pour le consommateur, les conséquences financières pour les compagnies agro-alimentaires 

impliquées dans des cas d'intoxication peuvent mener l'entreprise à la faillite (Goldie, 1988). 

L'établissement d'un plan H.A.C.C.P. procure un moyen d'assurer de manière continue la qualité du 

produit et la sécurité du consommateur, par l'application de mesures préventives par la surveillance 

des valeurs mesurées (par exemple les charges en G.A.M.) par rapport aux valeurs admissibles 

(Baker, 1995). 

Selon l'ICMSF (1988), dans des unités de production de lait en poudre les Points Critiques à 

Maîtriser (P.C.M.) sont les étapes de réception du lait, de pasteurisation au cours de laquelle 

l'inactivation des bactéries végétatives doit être assurée, d'atomisation pendant laquelle la qualité 

microbiologique de l'air et du matériel doivent permettre d'éviter toute contamination de la poudre de 

lait, et d'emballage au cours duquel l'air au contact du produit doit être exempt de Salmonella, de 

Staphylococcus aureus et de coliformes. Cependant certains germes ne présentent un réel danger que 

lorsque leur charge est relativement élevée. L'identification bactérienne est souvent nécessaire pour 

préciser les P.C.M. (Kleiss et al., 1994). 

1.3.2.2 - Mesures d'hy~iène 

L'hygiène du matériel dépend de l'hygiène des locaux, souvent fonction de leur conception 

architecturale (Taibi, 1989). Il est conseillé de préférer les surfaces lisses, comptant peu ou pas 

d'angles vifs, et d'éviter les plans de travail en bois. La marche en avant des aliments sans croisement 

des matières et des aliments confectionnés doit être respectée. Balais, serpillères, poignées de portes 

et coffrets électriques doivent être proscrits, le principe étant d'éviter tout ce qui peut retenir 

poussières et particules et constituer des "nids" à microbes (Dauphin et Darbord, 1988). Zingesser et 

al. (1990) rapportent le cas d'une dispersion de Legionella par l'air conditionné. Chauffage, 

ventilation et air conditionné doivent être conçus pour être nettoyés régulièrement, et l'air provenant 

de l'extérieur doit être filtré (Food and Drug Administration and Milk Industry Foundation 

International lee Cream Association, 1988). L'hygiène vestimentaire et l'hygiène personnelle sont 

impératives (Radmore et al., 1988). L'homme peut contribuer de manière notable à la contamination 

des aliments par voie aérienne ou par contact lorsqu'il est porteur sain de germes pathogènes (S. 

aureus, Salmonelles) ou lorsqu'il présente furoncles ou panaris (Taibi, 1989). La définition des 

postes de travail doit permettre de réduire les déplacements du personnel à l'intérieur des salles 

propres (Radmore et al., 1988). Le contrôle de l'environnement implique la maîtrise de la 

température, de l'humidité relative et du taux de renouvellement de l'air (Dauphin et Darbord, 1988). 

Dans son ouvrage, Jouve (1993) cite parmi les vecteurs de contamination la chevelure, la cavité oro­

pharyngée (Staphylocoques pathogènes, Streptocoques hémolytiques) et les mains (microflore 
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résidente: Microcoques, Staphylocoques, Corynebactéries). Les insectes, et notamment les mouches, 

sont aussi des vecteurs de bactéries pathogènes entériques (Echeverria et al., 1983). Fotedar et al. 

(1992) ont notamment mis en évidence le port de Klebsiella spp. 

1.3.3 - Indicateurs d'hygiène 

Selon le SYNAFAP (Anon, 1995), il convient de distinguer différents types de critères 

microbiologiques : 

- les critères impératifs ou obligatoires, qui concernent la flore potentiellement pathogène 

(Listeria monocytogenes, Salmonella ... ), et dont le dépassement caractérise un produit devant être 

retiré de la consommation ainsi qu'une non-conformité du procédé de fabrication. 

- les critères indicatifs, qui concernent la flore pathogène mais dont le dépassement est 

n'entraîne aucune action particulière vis-à-vis du produit, seul le procédé devant être analysé pour en 

identifier les causes de non-conformité. 

- les critères analytiques ou indicateurs de maîtrise des procédés, qui concernent des germes 

non pathogènes (Entérobactéries, E. coli non pathogènes ... ) mais dont la présence à certains niveaux 

de contamination est révélatrice de certaines défaillances de la maîtrise du procédé industriel. 

1.3.3.1 - Entérobactéries 

Selon Richard (1994), les Enterobacteriaceae sont définies par un ensemble de caractères: 

Bacilles à Gram négatif, mobiles grâce à une ciliature péritriche ou immobiles, non sporulés, 

présentant une réaction d'oxydase négative, fermentant le glucose avec ou sans production de gaz et 

réduisant les nitrates en nitrites. En 1988, la famille des Enterobacteriaceae compte 30 genres et 99 

espèces dont une vingtaine doivent être connues et correctement identifiées par les bactériologistes 

médicaux en raison de leur importance (Richard, 1988). Les Entérobactéries sont largement 

distribuées dans le sol, l'eau, les végétaux (Blood et Curtis, 1995), et sont commensales du tube 

digestif de l'homme et des animaux à sang chaud. Ces espèces sont potentiellement pathogènes ou 

pathogènes opportunistes. L'utilisation d'organismes indicateurs tels que les Entérobactéries confère 

une marge de sécurité sur l'évaluation de la salubrité des aliments, car généralement seule une part 

mineure de la population des Entérobactéries présents dans les aliments sont de type pathogène. Ces 

germes peuvent être utilisés comme indicateurs du risque dans des produits alimentaires (Mossel, 

1978). Toutes les Entérobactéries retrouvées dans des procédés utilisant la chaleur comme moyen de 

destruction des micro-organismes indiquent nécessairement une recontamination pouvant provenir 

d'une mauvaise séparation entre la zone humide et la zone sèche de production (Lück et Lategan, 

1983). 
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1.3.3.2 - Coliformes 

En 1892, Schardinger fut le premier à introduire le principe d'organisme indicateur, en 

suggérant l'utilisation de germes plus tard appelés coliformes fécaux pour la surveillance des eaux 

potables (Mossel, 1967). Les coliformes sont des membres de la famille des Enterobacteriaceae 

fermentant le lactose, morphologiquement et physiologiquement similaires à E. coli. Au contraire de 

ce dernier, ils se trouvent aussi en-dehors du tractus digestif de l'homme (Mossel, 1967). 

Classiquement, les coliformes sont répartis en deux groupes : Les psychrotrophes, d'origine 

aquatique ou tellurique, et les thermotolérants, d'origine animale ou humaine. Les espèces d'origine 

aquatique ou tellurique sont les suivantes (Leclerc et al., 1981) : Klebsiella terrigena, Klebsiella 

ozaenae, Enterobacter amnigenus, Enterobacter intennedius, Enterobacter agglomerans, Enterobacter 

gergoviae, Enterobacter sakazakii, et les espèces appartenant au genre Serratia. Pour mesurer la 

qualité microbiologique de l'eau, les coliformes sont utilisés comme organisme indicateur de choix 

(Roszak et Colwell, 1987). La recherche de coliformes peut être utilisée comme un index de 

contamination post-pasteurisation (Food and Drug Administration and Milk Industry Foundation 

International lee Cream Association, 1988). Cependant selon Lück et Lategan (1983), les coliformes 

totaux ne sont qu'un index sanitaire et non une mesure du risque pour la santé, leur présence n'étant 

pas toujours corrélée avec la présence de germes pathogènes comme Listeria. 

1.3.3.3 - Coliformes fécaux 

Les coliformes (présumés) fécaux appartiennent à la catégorie des coliformes thermotrophes, 

mais il serait osé de prétendre que cette catégorie comprend exclusivement des coliformes fécaux 

(Leclerc et al., 1981). Les espèces appartenant à cette catégorie de germes sont les suivantes (Leclerc 

et al., 1981): Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Enterobacter cloacae, 

Enterobacter aerogenes, Citrobacter freundii, Citrobacter diversus, Citrobacter amalonaticus. Les 

tests "haute température", proposés pour la première fois par Eijkman en 1904, sont utilisés depuis 

des décennies pour rechercher les coliformes thermotolérants (Oger et Leclerc, 1977). Un nombre 

élevé de coliformes fécaux signale une qualité hygiénique insuffisante ou de mauvaises pratiques 

sanitaires, ou encore une contamination fécale récente avec présence éventuelle de microbes 

pathogènes dangereux (Brunet, 1988). La contamination des produits avec des coliformes fécaux 

intervient principalement pendant le process, cependant les coliformes thermotolérants ne subsistent 

pas longtemps dans les aliments (Brunet, 1988). Les coliformes fécaux peuvent faire partie de la flore 

naturelle d'un site industriel, perdant ainsi leur caractère d'indicateur d'hygiène. Selon Cox et al. 

(1988), dans presque tous les process alimentaires, E. coli et les coliformes fécaux perdent leur 

connotation fécale car on ne peut les mettre en relation avec des organismes pathogènes comme les 

Salmonella ou les Yersinia. 
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1.3.3.4 - Escherichia coli 

Environ 90% du groupe des coliformes fécaux est constitué d'Escherichia coli (Lück et 

Lategan, 1983). Il peut être important de repérer facilement les Escherichia coli parmi les autres 

coliforrnes fécaux, que l'on croie ou non selon les circonstances à leur primauté comme témoin de 

contamination d'origine intestinale (Jacquet et Coiffier, 1978; Tebbutt et Southwell, 1989; Zeitoun 

et al., 1994). Ce germe laisse supposer la présence possible de Salmonella, Shigella et d'autres 

germes pathogènes entériques (Blood et Curtis, 1995). C'est un indicateur idéal, possédant une 

spécificité fécale élevée, ne se multipliant pas dans l'eau et étant facile à détecter (Leclerc et Raslay, 

1993). L'énumération d'Escherichia coli constitue le moyen le plus approprié de surveillance de 

l'hygiène de production dans les abattoirs de poulets (Zeitoun et al., 1994). 

1.4 ·PRESENCE DES ENTEROBACTERIACEAE DANS LES PRODUITS 

ALIMENTAIRES 

Selon Brunet (1988), le nombre total de germes que renferme un aliment représente un 

élément important d'appréciation de sa qualité sanitaire globale. En plus de leur flore intrinsèque, les 

aliments végétaux et animaux subissent une contamination additionnelle lors de leur manutention et de 

leur traitement. Beaucoup de ces contaminants, notamment dans la viande hachée, sont membres de 

la famille des Enterobacteriaceae (Guthertz et Okoluk, 1978). Des incidents liés à la présence 

d'Escherichia coli 0157:H7 ont impliqué des viandes de boeuf mal cuites, ou moins souvent la 

consommation de lait cru (Ryan et al., 1986; Doyle, 1991). Un fort taux de Klebsiella pneumoniae 

sur des légumes frais provient de mauvaises façons culturales et est susceptible d'être la cause 

d'infections nosocomiales (Brown et Seidler, 1973). Enterobacter agglomerans ainsi que 

Enterobacter cloacae sont parmi les espèces d'Entérobactéries les plus fréquemment isolées de fruits 

et légumes (Roberts et al., 1989). 

La métrologie indique que généralement la qualité rnicrobiologique des formulations infantiles 

à base de lait en poudre est excellente, à quelques exceptions près (Schwab et al., 1982). Des 

Entérobactéries peuvent néanmoins y être trouvées, telles Enterobacter sakazakii (Noriega et al., 

1991), Escherichia coli (Komacki et Marth, 1982), Citrobacter freundii (Thurm et Gericke, 1994) ou 

Enterobacter cloacae (Casewell et al., 1981 ; Bologna et al., 1984), germes potentiellement 

pathogènes responsables d'infections de nourrissons notamment par des produits diététiques 

infantiles. En 1988, Muytjens et al. analysèrent 141 échantillons de poudre de lait provenant de 35 

pays et trouvèrent que 52.5% d'entre eux contenaient des membre de la famille des 

Enterobacteriaceae à une concentration n'excédant pas 1 ufc/g, notamment Enterobacter agglomerans, 

Enterobacter cloacae et Enterobacter sakazakii. Le réservoir naturel d'Enterobacter sakazakii demeure 

inconnu, mais des poudres de lait ont été plusieurs fois mises en cause lors d'infections de nouveaux­

nés (Biering et al., 1989; Muytjens et Kollée, 1990; Noriega et al., 1991). En 1989, Simmons et al. 

ont observé lors d'un cas d'infection nosocomiale à Enterobacter sakazakii des concentrations de 
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8 ufc/100g en Enterobacter sakazakii et de 48 ufc/100g en Enterobacter cloacae dans la poudre de lait 

utilisée. Il est clair qu'une contamination prend place après le dernier traitement à la chaleur 

(pasteurisation). Ayant subi une atomisation et une déshydratation, la poudre de lait telle quelle est un 

produit stabilisé. Ce n'est que lors de la reconstitution que les microorganismes pourront représenter, 

lorsqu'ils auront pu se multiplier en nombre élevé, un danger pour les consommateurs 

particulièrement sensibles que sont les jeunes enfants. Il est fondamental que le producteur de lait en 

poudre ait une bonne connaissance des conditions d'utilisation par le consommateur (Woodhall, 

1989). Selon Simmons et al. (1989), la présence de l'espèce Enterobacter sakazakii dans des 

poudres de lait représente un risque plus élevé que celle d'Enterobacter cloacae pour la santé des 

nouveaux-nés. En effet, la revivification d'Enterobacter sakazakii par ajoût de bouillon dans de la 

poudre de lait contaminée est excellente alors que la croissance d'Enterobacter cloacae est très faible. 

Noriega et al. (1991) recommandent l'usage de formulations liquides. Ce mode de formulation n'a en 

effet pas été impliqué dans des cas d'infection à Enterobacter sakazakii, alors qu'après pasteurisation 

la poudre de lait peut être recontaminée lors de l'emballage par de faibles quantités de germes 

potentiellement pathogènes comme Enterobacter sakazakii (Muytjens et Kollée, 1990). Cependant 

cette présentation se heurte à des problèmes de diponibilité, de prix et de stockage. 

Les laits et les produits laitiers peuvent être contaminés ou recontaminés avec des sérotypes 

pathogènes d'E. coli pour l'homme pendant la production de lait et le process industriel, de hauts 

niveaux de contamination étant observés quand les standards hygiéniques sont faibles (Otenhajmer et 

al., 1989). L'utilisation d'ingrédients contaminés, de méthodes de production et de pratiques 

manquant d'hygiène peuvent contribuer à un fort taux de coliformes dans le produit. Une attention 

particulière est portée à E. coli dans le lait et les produits laitiers, car c'est un témoin de contamination 

majeur qui peut indiquer la présence de Salmonella, de Shigella et d'autres germes entériques 

pathogènes. Les crèmes glacées peuvent contenir cette espèce (Tamminga et al., 1980; Mahasneh et 

Haswah, 1981 ; Khan et al., 1985). Les sources d'E. coli pathogènes peuvent être les hommes et les 

animaux, la peau des mamelles de vaches constituant un réservoir (Otenhajmer et al., 1989). La 

présence de bactéries coliformes dans les aliments pasteurisés est généralement considérée comme 

témoin d'une contamination dûe à un traitement thermique insuffisant ou à une recontamination post­

process (Garzaroli et al., 1994). L'alimentation infantile peut être la cause d'infections à 

Enterobacter, Serratia, Acinetobacter, Pseudomonas (ESAP) (Casewell et al., 1981). Aux U.S.A. les 

principaux germes causes d'infections tous produits laitiers confondus sont Salmonella, 

Campylobacter, Staphylocoque, Brucella et Yersinia (Bryan, 1983). La combinaison de plusieurs 

méthodes biochimiques (analyse de plasmides, ribotypage ... ) a permis d'affirmer que les 

préparations déshydratées pour enfants, lorsqu'elles sont intrinséquement contaminées, sont la 

source d'infections néonatales (Clark et al., 1990). 
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1.5 ·PRESENCE DES ENTEROBACTERIACEAE DANS LES ENVIRONNEMENTS 

INDUSTRIELS 

Les fécès représentent un réservoir majeur d'E. coli et de coliformes fécaux. Cependant sous 

certaines conditions ces organismes peuvent croître dans des niches écologiques hors des intestins. 

Quand la qualité microbiologique d'un procédé alimentaire est établie, la présence d'Entérobactéries 

indique une déficience du procédé ou une contamination postérieure au procédé (Mossel, 1982). Les 

coliformes sont un bon indicateur de contamination post-procédé dans le cas des aliments pasteurisés 

(Garzaroli et al., 1994). Il est clair que siE. coli et les coliformes fécaux font partie de la flore 

naturelle de l'environnement d'une usine alimentaire, la présence de ces micro-organismes dans les 

aliments perd complètement sa signification fécale. L'application de mesures d'hygiène adéquates 

permet de réduire la présence d'Escherichia coli dans l'environnement (Taylor et al., 1982). Certaines 

Enterobacteriaceae montrent une résistance particulière aux conditions rencontrées dans les zones 

sèches alors que d'autres disparaissent (Roszak et Colwell, 1987). Les Enterobacteriaceae peuvent 

former des communautés stables sur les surfaces, difficiles à éliminer dans les environnements 

d'usines alimentaires. Toutes les mesures prises pour réduire le nombre d'Enterobacteriaceae dans 

l'environnement d'une ligne de production contribuent à assurer la sécurité des produits déshydratés 

(Cox et al., 1988). La séparation physique des zones sèches (critiques) et humides ainsi qu'un 

contrôle sévère des accès du personnel aux zones critiques sont à l'origine de nettes améliorations de 

la qualité microbiologique des produits (ICMSF, 1988). Le remplacement régulier des filtres dans les 

systèmes de climatisation est indispensable, sous peine de les voir se transformer en dangereux 

réservoirs de germes (Lamoureux, 1994). Une étude menée par Gabis et al. (1989) sur 410 

échantillons prélevés dans l'environnement de 18 unités de production de lait en poudre a montré 

l'absence de Yersinia et un pourcentage de 1% d'échantillons positifs en Salmonella et en Listeria, 

provenant de caniveaux en zone humide. La présence de Salmonella constitue un risque majeur : Elles 

peuvent coloniser les installations de production et en particulier les installations de séchage et leur 

environnement (Jouve, 1993). A partir de l'étude de 30 sites de fabrication de produits laitiers, 

Pritchard et al. ont observé en 1995le caractère psychrotrophe de Yersinia. 

Sur les surfaces, les bactéries se présentent sous forme de biofilm (Costerton et al., 1987). En 

adhérant au caoutchouc ou au téflon, les bactéries forment des colonies dynamiques difficiles à 

détruire (Brouillaud-Delattre et al., 1994 ; Cerf et Carpentier, 1992). Selon Herson et al. (1987), 

Enterobacter cloacae est résistant à la chloration quand il est fixé à une surface. L'adhésion des 

microbes est accrue durant la phase exponentielle de croissance (Van Loosdrecht et al., 1990). Une 

fois attachées à ces surfaces, les bactéries se développent rapidement jusqu'à atteindre 104 à 105 ufc 

par mm2, et se protègent en exsudant des polysaccharides qui constituent le biofilm (Brouillaud­

Delattre et Cerf, 1993). Walter et al. (1990) ont montré que l'humidité relative et la température 

affectent la viabilité des organismes et que le taux de survie dépend du type d'organisme. Les 
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températures et les humidités relatives comparables à celles trouvées dans les stalles d'animaux de 

ferme prolongent la viabilité des micro-organismes aéroportés (Thom et al., 1992). 

1.6 · PATHOGENICITE DES PRINCIPAUX BGN IDENTIFIES AU COURS DE 
CETTE ETUDE 

1.6.1 - Incidence en milieu hospitalier 

En milieu hospitalier, les bactéries responsables d'infections nosocomiales sont dans 90% des 

cas des bactéries à Gram négatif (Muller-Serieys et al., 1989), et 60% des bactéries isolées sont des 

Entérobactéries (Richard, 1994 ). Selon Le Pennee et al. ( 1990), les proportions de souches isolées 

dans les hôpitaux de la région parisienne sont de 87% en Entérobactéries, 10% en pyocyaniques et 

2.5% en Acinetobacter. Selon Billiau et al. ( 1989), avec l'utilisation croissante des antibiotiques on 

note une recrudescence des septicémies dûes aux bacilles à Gram négatif (BGN) dits hospitaliers, les 

Enterobacter, Serratia, Acinetobacter, Pseudomonas (ESAP). La mortalité est de 28%, elle ne varie 

pas selon le sexe mais selon l'age avec un taux de décès de 46% chez les sujets agés de plus de 75 

ans. Cette mortalité est seulement de 9% pour les autres BGN (Acinetobacter, Xanthomonas). 

Plusieurs cas de résistance ont été observés suite à l'utilisation d'antibiotiques à large spectre d'action 

(Theo et al., 1988 ; Tullus et al., 1988 ; Lambert-Zechovsky et al., 1992; Mani et al., 1992; De 

Champs et al., 1993 ; Pornull et al., 1993). Cependant, selon Lamoureux (1994), les médecins sont 

placés devant un dilemme dramatique: Soit ne rien prescrire et faire courir au malade un risque mortel 

pendant l'opération ; soit prescrire des antibiotiques à large spectre d'action, sachant que si ensuite il 

y a infection ce sera par des bactéries multirésistantes difficiles à détruire. Les espèces appartenant au 

genre Enterobacter sont parmi les bactéries à Gram négatif les plus enclines à produire des 

~-lactamases capables d'inactiver des pénicillines et céphalosporines à large spectre d'activité (Bodey 

et al., 1991). 

Un âge inférieur à 18 mois constitue un facteur associé à la mortalité dûe à Enterobacter, le 

tractus biliaire représentant la principale voie d'infection (Gallagher, 1990). La plupart des infections 

surviennent chez des patients ayant fait un passage en unité de soins intensifs, et les diabétiques sont 

des patients à risque (Mani et al., 1992). Escherichia coli, Klebsiella et Pseudomonas aeruginosa sont 

les causes les plus fréquentes d'infections bactériennes dans les hôpitaux (Bodey et al., 1991). 

Cependant le genre Enterobacter représente une part importante des infections nosocomiales à Gram 

négatif, et est la quatrième cause d'infection chez les enfants (Lambert-Zechovsky et al., 1992). La 

plupart des infections dûes à des espèces appartenant au genre Enterobacter sont acquises dans les 

hôpitaux (Brenner, 1981), et arrivent par la flore propre des patients, en particulier la flore intestinale 

(Flynn et al., 1987). 



16 

1.6.2 - Enterobacteriaceae 

1.6.2.1 - Enterobacter sakazakii 

Enterobacter sakazakii est un germe découvert récemment et encore insuffisamment connu 

(Farmer et al., 1980). Le nom de cette espèce, anciennement appelée "Enterobacter cloacae pigmenté 

en jaune" a été proposé en l'honneur du bactériologiste Riichi Sakazakii, et utilisé pour la première 

fois en Mai 1977 au meeting annuel de l'American Society for Microbiology. L'homogénéité 

génomique de cette espèce a été confirmée par Izard et al. en 1983 (hybridation intra-spécifique : 89% 

+1- 10%). 

Sur le plan biochimique, ce germe peut être caractérisé par ses décarboxylases (lysine 

négative, arginine positive, ornithine positive) (Farmer et al., 1980), et par la production d'a-

glucosidase (Muytjens et al., 1984). La distinction phénotypique avec Enterobacter cloacae est 

principalement basée sur la production d'un pigment jaune après incubation 24 h à 25°C (Panner et 

al., 1985), insoluble dans l'eau, l'alcool, le chloroforme et l'éther (Urmenyi et Franklin, 1961), sur 

l'absence de fermentation du D-sorbitol (Goullet et Picard, 1986), sur la présence de sédiment après 

24 h d'incubation en bouillon trypticase-soja, et sur l'estérase (Tween 80) positive (Postupa et 

Aldova, 1984). 

En 1961 Urmenyi et Franklin, ont rapporté deux cas de méningites mortelles causées par une 

souche inhabituelle pigmentée en jaune, probablement transmise dans le tractus respiratoire par les 

aérosols se trouvant dans un incubateur, les plus grands dommages étant causés au cerveau. 

L'infection chez l'adulte est rare, elle intervient chez des personnes immunodéprimées (Hawkins et 

al., 1991 ). Ce germe est responsable de meningites chez les enfants de moins d'un mois (Willis et 

Robinson, 1988 ; Beiring et al., 1989). Les cas de méningites dûes à Enterobacter sakazakii sont 

associés dans 75% des cas à des naissances de moins de 2.5 kg et dans 88% des cas à l'utilisation 

d'un incubateur (Muytjens et al., 1983). L'infection entraîne une nécrose méningoencéphalique avec 

formation d'un abcès, compartimentalisation des ventricules et dilatation ventriculaire massive 

(Kleinman et al., 1981). Une infection à Enterobacter sakazakii sans méningite est inhabituelle. Les 

principales sources d'isolement sont le liquide cérébro-spinal et le sang (Muytjens et al., 1983). Le 

taux de mortalité est d'environ 50% (Gallagher, 1990). La fréquence de ces complications ainsi que 

le taux de mortalité égalent ceux causés par Citrobacter diversus, pour lequel 77% des cas 

documentés d'infection se sont accompagnés d'un abcès (Graham et al., 1981). 

La source et le mode de dissémination d'Enterobacter sakazakii dans les nurseries reste 

inconnu, n'ayant pas été trouvé sur les mains du personnel ou dans l'environnement (Arseni et al., 

1987). Cependant la contamination exogène semble plus plausible que l'hypothèse d'une 

contamination vaginale pendant la naissance, des cas d'infections ayant été rapportés après 

césarienne, et un délai de 6 jours étant nécessaire entre la naissance et l'apparition de symptômes 
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(Monroe et Tift, 1979). Des cas de contamination de la formulation par un mélangeur utilisé pour 

réhydrater la poudre de lait ont été observés (Noriega et al., 1991 ; Muytjens et Kollée, 1990). 

1.6.2.2 - Enterobacter cloacae 

Enterobacter cloacae est un hôte saprophyte de la flore intestinale. Récemment ce germe a 

émergé comme pathogène opportuniste responsable d'infections nosocomiales (Gaston, 1988 ; 

Falkiner, 1992). L'espèce Enterobacter cloacae a été décrite comme étant l'espèce d'Enterobacter la 

plus rencontrée dans les infections de cancéreux, les espèces Enterobacter aerogenes, Enterobacter 

agglomerans et Enterobacter sakazakii étant beaucoup moins impliquées dans ce genre d'infections 

(Bodey et al., 1991). 

Au cours d'un incident néonatal survenu en 1994 dans une unité de soins intensifs, Grattard 

et al. ont démontré l'efficacité de la AP PCR (Arbitrarily Primed Poly Chain Reaction) et de la 

ribotypie pour discriminer des souches d'Enterobacter cloacae dans le cadre d'études 

épidémiologiques, le profil génomique trouvé sur des souches isolées du tractus respiratoire de 

patients pendant l'incident nosocomial n'étant le même que ceux trouvés sur des souches isolées 

avant et après cet incident. Haertl et Bandlow ( 1993) sont arrivés aux mêmes résultats en utilisant les 

techniques SF-REA (Small-Fragment Restriction Endonuclease Analysis) et PFGE (Pulsed-Field Gel 

Electrophoresis). Weischer et al. (1993) ont montré que la combinaison biotypie, type de phage et 0-

sérotypie est suffisamment discriminante pour étudier l'épidémiologie de souches d'Enterobacter 

cloacae, observation confirmée lors d'une autre étude menée par Weisher et Kolmos (1993). 

1.6.2.3 - Escherichia coli 

Les méningites à bacilles entériques touchent principalement les nouveaux-nés, chez qui la 

mortalité atteint 80%. La cause la plus fréquente de ce type de méningite estE. coli, qui représente 

70% des cas rapportés par le National Cooperative Study Group (McCracken et Mize, 1976). La 

prématurité, un faible poids à la naissance, une rupture prématurée de la membrane amniotique et un 

asphyxie sont associés au développement de méningites dûes à E. coli. Les cancers évolutifs sont 

plus fréquents chez les patients colonisés par des Entérobactéries produisant des ~-lactamases (De 

Champs et al., 1989; Bodey et al., 1991). Des incidents impliquant le sérotype entérohémoragique 

0157:H7 d'Escherichia coli ont été rapportés (Taylor et al., 1982 ; Wells et al., 1983), les 

symptômes observés étant des crampes abdominales et des diarrhées sanglantes (Riley et al., 1983). 
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1.6.2.4 - Klebsiella 

Klebsiella pneumoniae est fréquemment associée à des infections humaines respiratoires et du 

tractus sexuel. C'est une bactérie saprophyte de l'environnement, pouvant être isolée de la surface de 

végétaux bien que l'organisme prédominant dans ces sites soit Enterobacter (Brown et Seidler, 1973; 

Rao et Rao, 1983), mais étant également retrouvée dans les selles d'hommes et d'animaux 

(Montgomerie et al., 1970; Knittel, 1975) en proportions plus faibles qu'Escherichia coli (Orskov, 

1984). Le genre Klebsiella est particulièrement important chez les enfants âgés d'une ou deux 

semaines, alors qu'au-delà l'espèce Escherichia coli devient prédominante dans la flore intestinale 

(Tullus et al., 1988). Chez la vache ce germe est responsable de mammites (Knittel, 1975). La 

présence de Klebsiella sur les végétaux provient de sa capacité à métaboliser l'inositol et le pinitol, 

très répandus chez les végétaux, et d'utiliser l'acide phytique, un composant des graines, comme 

seule source de carbone et de phosphate (Talbot et al., 1977). 

La signification clinique de Klebsiella pneumoniae était classiquement limitée aux 

pneumonies, mais récemment ce germe a été impliqué dans d'autres infections incluant des diarrhées 

infantiles et des suppurations (plaies, abcès) (Seidler, 1981). La présence de Klebsiella représente 

une déterioration de la qualité microbiologique de l'environnement et doit être considérée comme 

représentant un danger pour la santé publique (Seidler et al., 1975). 

1.6.2.5 - Serratia 

Serratia marcescens est la souche de Serratia la plus isolée dans les hôpitaux (Theccanat et al., 

1991). C'est un germe saprophyte des sols, de l'eau et des déchets, mais qui peut se comporter 

comme un agent infectieux opportuniste reconnu comme étant la cause d'épidémies nosocomiales 

(Saito et al., 1989). Ce germe, responsable d'infections du tractus urinaire, de méningites ou de 

pneumonies, est retrouvé typiquement chez les patients immunodéprimés (McCormack et Kunin, 

1966), particulièrement chez des patients atteints de leucémie (Saito et al., 1989). Son réservoir est 

généralement trouvé dans les tractus urinaires et respiratoires (Lewis et al., 1989), mais ce germe a 

été également isolé de la lymphe (Scully et al., 1993), de l'oreille moyenne et sur les mains de nurses 

(Theccanat et al., 1991). Dans les nurseries le plus important réservoir est constitué par les enfants 

infectés et colonisés au niveau du tractus gastro-intestinal ou du cordon ombilical, et les infections 

croisées entre enfants surviennent fréquemment. Cependant les nouveaux-nés sont assez peu sujets à 

ces infections (Stamm et al., 1976). 

Beaucoup de patients infectés ne présentent pas de symptômes, représentant une source 

persistante d'infection pour les autres patients. Sans élimination des réservoirs constitués par des 

patients infectés ou colonisés, le cercle vicieux de l'accroissement des résistances continue jusqu'à 

émergence d'un mutant résistant à tous les antibiotiques, en raison d'une utilisation massive 

d'antibiotiques à large spectre d'action (Farmer et al., 1976). Des infections nosocomiales chez des 
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adultes causées par des équipements de thérapie par inhalation attestent la capacité de ce germe à 

persister dans des réservoirs environnementaux. Serratia marcescens peut survivre au contact de 

désinfectants (Lewis et al., 1989). 

1.6.2.6 - Citrobacter 

Le genre Citrobacter est proche du groupe Salmonella-Arizona des Enterobacteriaceae 

(Williams et al., 1984) et a été décrit comme étant un hôte normal du tractus intestinal des hommes et 

des animaux (Wilson et Miles, 1964), impliqué dans un nombre croissant d'infections. Les 

méningites à Citrobacter diversus sont inhabituelles mais dévastatrices, ce germe n'infectant que de 

jeunes enfants. Les plus forts taux d'infection à Citrobacter sont trouvés chez les patients atteints de 

leucémie aiguë (Samonis et al., 1991). Chez les jeunes enfants l'infection à Citrobacter s'accompagne 

de graves nécroses méningoencéphaliques avec une forte fréquence d'abcès du cerveau pouvant 

atteindre 75% (Gwynn et George, 1973 ; Graham et al., 1981 ; Kline et al., 1988a; Morgan et al., 

1992) et a aussi été associé à des cas sporadiques de gastro-entérites (Vogel et al., 1978). La raison 

de l'effet destructeur du système nerveux central par Citrobacter diversus est inconnue, mais la forte 

fréquence d'abcès du cerveau et de mortalité implique la nécessité d'un diagnostic rapide (Graham et 

Band, 1981). Ce germe ne se développe que dans les zones périventriculaires du cerveau (Soriano et 

al., 1991). Un taux de mortalité de 34% a été rapporté par Kline en 1988, et moins de 10% des 

survivants ne gardent pas de séquelles. Des incidents en nurserie ont été rapportés durant lesquels 

plusieurs enfants étaient colonisés de manière asymptômatique (Kline et al., 1989). 

Kline et al. ( 1988b) ont mis en évidence la prépondérance d'une OMP (Outer Membrane 

Protein) de poids moléculaire 32.000 sur les souches de Citrobacter diversus provenant du fluide 

cérébrospinal, pouvant servir de marqueur des souches susceptibles de causer des méningites ou des 

abcès du cerveau chez les nouveaux-nés. Une étude épidémiologique a permis d'incriminer des 

formulations infantiles au cours d'une épidémie à Citrobacter freundii (Thurm et Gericke, 1994). Des 

mains de nurses ont également été impliquées dans des incidents nosocomiaux, ce germe persistant 

sur les mains malgré un lavage vigoureux avec un antiseptique (Williams et al., 1984). La déclaration 

de l'infection pendant les premiers jours de la vie laisse présager une acquisition in-utero ou 

périnatale de l'organisme (Kline et al., 1989). Cependant l'épidémiologie des méningites néonatales à 

Citrobacter diversus reste incertaine, essentiellement en raison de l'absence d'un système de typage 

satisfaisant. 
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1.6.3 - Autres BGN 

Le genre Acinetobacter est le seul représentant de la famille des Neisseriaceae présentant une 

réaction oxydase négative (Tjemberg et Ursing, 1989). C'est un organisme ubiquitaire dans le sol et 

l'eau, saprophyte de la peau et des muqueuses chez l'homme (Juni, 1978). Ce genre peut représenter 

plus de 50% des organismes présents dans des échantillons de sol et d'eau, et colonise la peau 

d'environ 25% des adultes en bonne santé (Gradon et al., 1992). Ce genre est apparemment le seul 

parmi les bactéries à Gram négatif à pouvoir résider sur la peau (Seifert et al., 1993). L'incidence de 

bactéries opportunistes multirésistantes telles que Acinetobacter dans les infections urinaires 

hospitalières et les surinfections chirurgicales est en progression (Dijkshoorn et al., 1990 ; 

Joly-Guillou et al., 1990 ; Le Pennee et al., 1990 ; Picard et Goullet, 1990), notamment avec 

l'utilisation d'antibiotiques à large spectre d'action (Muller-Serieys et al., 1989 ; Anstey, 1992). Ce 

germe, généralement non pathogène, est fréquemment isolé de patients immunodéprimés ou souffrant 

d'infections polymicrobiennes (Westh et al., 1990 ; Ohsugi et al., 1993). La pneumonie est 

l'affection la plus fréquente (Bames et al., 1988). La majorité des isolements cliniques sont 

représentés par A. baumanii (Freney et al., 1989; Seifert et al., 1993), précedemment connu comme 

Acinetobacter calcoaceticus var. anitratus (Bouvet et Grimont, 1986; Dijkshoom et Van Der Toorn, 

1992). Des épidémies ont été rapportées (Anstey et al., 1992; Gradon et al., 1992). Les facteurs de 

risques majeurs de pneumonie à Acinetobacter sont l'alcoolisme~ le tabagisme et l'obstruction 

chronique des voies respiratoires. 

Pseudomonas aeruginosa est un pathogène nosocomial important (Billiau et al., 1989). Il peut 

se comporter comme pathogène opportuniste chez des personnes immunodéprimées (Francillon et 

al., 1988; Kolmos et al., 1994). Lors d'un incident nosocomial à Pseudomonas aeruginosa survenu 

en 1993 dans une unité de soin de grands brûlés, Blanc et al. ont utilisé avec succès la ribotypie 

comme outil de discrimination épidémiologique. Ils trouvèrent ainsi que les souches isolées chez les 

patients présentaient un ribotype différent de celui de souches provenant de l'environnement. 

1.7- TECHNIQUES DE PRELEVEMENT 

1. 7.1 - Prélèvements de surface 

Les prélèvements de surface sont des outils indispensables pour évaluer l'hygiène des sols et 

des plans de travail et en effectuer le contrôle régulier. C'est également un bon moyen pour contrôler 

si les opérations de nettoyage et de désinfection ont bien été effectuées et ont été efficaces (Dauphin et 

Darbord, 1988). L'échantillonnage des surfaces est un problème complexe, et les résultats dépendent 

de plusieurs facteurs, incluant le type de surface, le mode et la fréquence de nettoyage, la source de 

contamination et la température (Tebbutt, 1991a). Selon les guides pratiques des CHR (Brunet, 

1988), il est nécessaire de respecter deux règles lors du prélèvement : l'asepsie, et la stabilité du 

nombre de bactéries prélevées jusqu'au moment de l'analyse. 
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Si la bibliographie est riche en publications concernant les techniques d'écouvillonnage et de 

prélèvement à l'aide de boîtes de gélose contact (Tebbutt, 1988 ; Babb et al., 1989; Williams et al., 

1990 ; Tebbutt, 1991b), il n'existe pas de données concernant les prélèvements réalisés avec des 

éponges stériles, ce type de prélèvement, souvent utilisé dans le domaine de l'alimentaire en 

particulier aux U.S.A., n'étant pas proposé par les distributeurs de matériel de laboratoire. Cependant 

l'éponge permet de couvrir une surface plus importante que l'écouvillon ou la boîte de gélose contact. 

Selon Williams et al.(1990), la boîte de gélose-contact constitue une alternative à la technique de 

l'écouvillonnage pour la quantification de S. aureus, de microcoques et de Staphylocoques à 

coagulase négative. Rosset et al. (1992) ont utilisé la technique du double-écouvillonnage, qui 

consiste à écouvillonner une même surface successivement avec un écouvillon humidifié dans de la 

tryptone-sel, puis avec un écouvillon sec, et ensuite à placer les deux écouvillons dans un même tube 

de diluant. Selon Tebbutt (1988), cette technique permet d'effectuer un prélèvement plus important 

des micro-organismes sur les surfaces. La méthode de l'écouvillonnage, qui consiste à racler à l'aide 

d'une tige surmontée d'un coton les germes présents sur une surface, est la plus appropriée pour 

détecter les bactéries se trouvant au fond d'irrégularités de surface, comme les plans de travail en 

bois. Les boîtes de gélose contact sont au moins aussi sensibles que les écouvillons humectés pour la 

détection des bactéries sur les surfaces (Tebbutt, 1988). Après écouvillonnage, les boîtes de gélose 

contact peuvent détecter E. coli, alors que l'observation inverse n'est pas vérifiée (Tebbutt, 1991b). 

Les écouvillons à base d'alginate contenant du calcium soluble sont plus performants que les 

écouvillons en coton. L'écouvillonnage permet de casser les colonies, alors que la boîte de gélose 

contact ne peut faire la distinction entre une unité microbienne et une colonie microbienne. Les boîtes 

de gélose contact sont efficaces sur des surfaces relativement propres et offrent la possibilité d'une 

réplication directe sur une gélose sélective (Tebbutt, 1991 b ). 

1.7.2 - Prélèvements d'air 

La contamination aérienne est importante dans les entreprises de fabrication de poudre de lait 

(Hedrick et Heldman, 1969). Cette contamination est plus élevée en l'absence de ventilation, et est 

directement liée au nombre de personnes présentes dans la pièce (Babb et al., 1989). Cependant selon 

Hedrick et Heldman (1969), les principales sources de contamination aérienne sont, outre les 

mouvements d'air et de personnel, les systèmes de ventilation ne possédant pas de filtre ou 

insuffisamment entretenus. La plupart des contaminants de l'air sont associés à des particules 

relativement grosses ou "clumps", d'un diamètre supérieur à 5 mm (Greene et al., 1962). La majorité 

des bactéries aériennes sont des cocci à Gram positif attachés à des squames de peau (Davies et 

Noble, 1962), des poussières ou des gouttelettes salivaires (Taibi, 1989), avec une moyenne de 

quatre bactéries viables par particule (Lidwell et al., 1959). En règle générale, la flore de l'air n'est 

pas pathogène (microcoques, Saccharomyces). 

Alvarez et al. (1995) ont montré que la technique d'amplification de séquences plasmidiques 

par la PCR (Poly Chain Reaction) utilisée dans la détection de microorganismes présents dans l'air 
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est rapide et sensible. Cependant l'essentiel des techniques actuelles de contrôle de la contamination de 

l'air sont constituées d'un appareillage permettant d'aspirer l'air et de l'envoyer sur un milieu gélosé. 

Le préleveur Sartorius fait appel à la technique GMF (Gelatin Membrane Filter), 0. 75m3 d'air étant 

aspiré à la vitesse de 1.5rn13/h sur une membrane de gélatine. Après prélèvement cette membrane est 

placée dans 20 ml de liquide de Ringer et le dénombrement est effectué à partir de cette solution mère. 

L'impacteur à vitesse rapide de type Joubert aspire l'air à travers une série de tamis calibrés de plus 

en plus fins. L'impacteur à vitesse lente de type Casella présente une fente d'aspiration étroite derrière 

laquelle se trouve une boîte de Pétri d'un diamètre important, il doit être correctement orienté. 

Contrairement à l'impacteur Joubert, il sauvegarde les espèces microbiennes fragiles (Taylor et 

Leeming, 1993). L'efficacité du préleveur RCS Plus, turbine projetant l'air aspiré sur une bandelette 

de gélose, est bonne pour les environnements dont l'air présente une charge microbienne élevée 

(Humphreys, 1992). Par contre dans les laboratoires, le préleveur Casella montre une meilleure 

efficacité, pouvant aspirer jusqu'à 700 litres d'air par minute alors que le RCS Plus est limité à 50 

litres par minute (Benbough et al., 1993). Dans certains cas, un prélèvement d'air sans prélèvement 

concomitant de surface peut ne pas refléter adéquatement le niveau de contamination microbienne de 

l'environnement (Buttner et Stetzenbach, 1993). 
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2 - MATERIEL ET METHODES 

2.1 · STRUCTURE DE L'ETUDE ET OBJECTIFS DES DIVERS ECHANTILLONNAGES 

2.1.1 · 1er échantillonnage usine A (Al) 

La première campagne de prélèvements avait pour objet une approche quantitative globale sur 

l'ensemble des zones de production par la recherche d'une flore diversifiée. Pour l'ensemble de cette 

étude 89 prélèvements de surface ont été réalisés à l'aide d'éponges stériles, 108 prélèvements de 

résidus divers avec des grattoirs et des pinceaux stériles, 32 prélèvements par écouvillonnage, 57 

prélèvements par application d'une boîte de gélose contact, et 46 prélèvements d'air à l'aide de 

l"'Ochlovar". 

2.1.2 - 2ème échantillonnage usine A (A2) 

L'intérêt a été porté sur les Entérobactéries, les coliformes totaux et les coliformes 

thermotolérants. En tout 72 prélèvements de surface ont été réalisés à l'aide d'éponges stériles, 109 

prélèvements de résidus divers avec des grattoirs et des pinceaux stériles ainsi que 19 

écouvillonnages. 

2.1.3 - Echantillonnage usine B (B) 

Les recherches effectuées ont été les mêmes que lors de la deuxième campagne réalisée à 

l'usine A, mais cette fois les prélèvements ont été réalisés uniquement dans les locaux appartenant à la 

zone de production protégée. Dans l'ensemble des locaux de cette zone de production, 168 

prélèvements de surfaces de sols ont été effectués à raison de 10 par local quand cela était possible ; et 

75 prélèvements du contenu du sac de 15 aspirateurs, soit la totalité des aspirateurs de la zone de 

production, ont été étudiés, cinq prélèvements étant systématiquement effectés pour chaque 

aspirateur. 

2.2 ·TECHNIQUES DE PRELEVEMENT 

2.2.1 - Eponges 

Les prélèvements à l'éponge ont été effectués à l'aide d'éponges végétales Spontex tradition 

N°4, selon une méthode semblable à celle de Silliker et Gabis (1975) : L'éponge, de format 

10 x 8 x 4 cm, est coupée en trois parties égales. Ces morceaux d'éponges sont nettoyés à l'eau 

courante pour les débarrasser d'éventuelles substances inhibitrices, puis rincées abondamment à l'eau 

déminéralisée et essorées manuellement. Après séchage 24 h à 48 h à l'étuve à 55°C, elles sont 

immergées dans de la tryptone sel et essorées manuellement. L'humidité résiduelle de l'éponge est 
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d'environ 15 ml de tryptone sel qui devront être pris en compte dans le seuil de dilution lors de 

l'analyse. Les éponges sont stérilisées 20 minutes à l20°C à l'autoclave dans des boîtes métalliques 

étanches, puis chaque éponge est introduite aseptiquement sous hotte à flux laminaire à l'aide d'une 

pince stérile dans un sachet plastique stérile thermosoudé. Pour s'assurer de la stérilité des éponges, 

il est nécessaire d'effectuer un témoin, en ajoûtant environ 100 ml de bouillon cerveau-coeur dans un 

sachet contenant une éponge, puis en le thermosoudant. Après incubation 24 h à 30°C, un isolement 

est réalisé à partir de ce bouillon sur gélose P.C.A. incubée 24 h à 30°C. Ce test a été effectué sur 

plusieurs éponges. 

La technique de prélèvement à l'éponge est de couper stérilement le sachet thermosoudé, puis 

de le retourner en doigt de gant autour de la main en maintenant fermement l'éponge et en prenant 

garde de ne toucher que la partie externe du sachet. Les prélèvements ont été effectués sur des 

surfaces de 50 x 50 cm en utilisant tous les côtés de l'éponge. Le prélèvement doit s'opérer en 

progressant vers l'avant de sorte que le préleveur ne puisse jamais contaminer une surface à prélever 

en se trouvant au-dessus. Ensuite le sachet est retourné en n'en manipulant que la partie externe, et 

fermé à l'aide d'une barrette plastique. Les éponges ont été amenées au laboratoire à 4°C et analysées 

dans les 24 h suivant le prélèvement. 

Une étude comparative effectuée au cours de la campagne de prélèvements A2 a porté sur 19 

prélèvements à l'éponge et à l'écouvillon, dans différents locaux et sur des surfaces très voisines 

pour chaque comparaison. 

2.2.2 - Ecouvillon 

Les prélèvements à l'écouvillon ont été effectués à l'aide de culturettes (Becton Dickinson 

Microbiology Systems 4360214). A l'intérieur de ces culturettes se trouve une ampoule contenant 

0,5 ml du milieu de transport de Stuart modifié. Au moment de l'emploi, l'ampoule contenant ce 

milieu est craquée afin d'humidifier l'écouvillon. Le prélèvement s'effectue sur une surface de 

5 x 5 cm. La culturette est ensuite replacée dans son étui. Après transport au laboratoire à 4 °C, 

l'analyse est effectuée dans les 24 h suivant le prélèvement. L'extrêmité de l'écouvillon est cassée 

dans un tube a essai contenant 2 ml de tryptone-sel. Après passage au vortex pendant 30 secondes, 

les ensemencements sont effectués à l'aide de l'ensemenceur Spiral pour la solution mère et sa 

dilution au 1/10e sur gélose P.C.A. incubée 48 h à 30°C. Les seuils étudiés ont été < 40 

ufc/prélèvement et < 400 ufc/prélèvement. 

2.2.3 - Autres techniques 

Une autre technique de contrôle de la flore microbienne des surfaces a été utilisée: La boîte de 

gélose contact. C'est une boîte de Pétri dont la gélose dépasse les bords en formant un ménisque. 

Une pression de 500 g environ est appliquée pendant 10 à 15 secondes sur la surface étudiée (Taibi, 

1989). Respecter des pressions et des temps d'application constants permet d'assurer une 

reproductibilité de l'expérience. 
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Les prélèvements de sacs d'aspirateurs et de résidus divers ont été effectués aseptiquement à 

l'aide de cuillères, pinceaux, grattoirs et pots stériles. Les résidus secs ont été transportés à 

température ambiante, stockés à 4 oc et traités dans la semaine suivant le prélèvement. Les résidus 

humides ont été amenées au laboratoire à 4 oc et analysés dans les 24 h suivant le prélèvement. 

L'appareil de type impacteur Ochlovar a été utilisé pour l'étude de la contamination de l'air. 

Cet appareil se présente sous la forme d'une tour dans laquelle l'air est aspiré à l'aide d'une turbine et 

projeté sur une boîte de Pétri. L'aspiration s'effectue à raison de 150 litres d'air par minute pendant 

un maximum de 7 minutes. 

2.3 - DENOMBREMENTS 

2.3.1 - Les milieux de culture 

2.3 .1.1 - Les milieux solides 

Les milieux utilisés pour le dénombrement des différentes flores ont été les suivants : 

- germes aérobies mésophiles : gélose standard pour dénombrement Plate Count Agar 

(P.C.A., Diagnostics Pasteur 54451) incubée 48 h à 30°C pour les ensemencements 

en surface, et 72 h à 30°C pour les ensemencements en profondeur. 

- Entérobactéries : gélose glucosée biliée au cristal violet et au rouge neutre 

(V.R.B.G., Diagnostics Pasteur 64587) incubée 24 h à 37°C. 

- repiquage des bouillons d'enrichissement pour Entérobactéries et de l'eau peptonée 

tamponnée : gélose lactosée au pourpre de bromocrésol 

(B.C.P., Diagnostics Pasteur 54374) incubée 24 h à 37°C. 

- coliformes: gélose lactosée biliée au cristal violet et au rouge neutre (VRBL). 

(V.R.B.L., Diagnostics Pasteur 54781) incubée 24 h à 30°C pour les coliformes 

totaux, ou 24 h à 44.5°C pour les coliformes thermotolérants. 

- Pseudomonas : gélose à la Cétrimide Fucidine Céfaloridine 

(C.F.C., Oxoid 50341; supplément sélectif, Oxoid 50332) incubée 48 h à 30°C. 

- lactobacilles : gélose de Man, Rogosa et Sharpe 

(M.R.S., Diagnostics Pasteur 64247) incubée 24 h à 48 h à 30°C. 

- streptocoques fécaux (entérocoques) : gélose à la bile, esculine, azide 

(B.E.A., Diagnostics Pasteur 63994) incubée 24 h à 48 h à 37°C. 



-staphylocoques totaux: gélose de Schleifer et Kraemer (1980) 

(S.K., 1980) incubée 24h48 h à 37°C, et dont la composition est la suivante: 

1.0 % tryptone ou peptone 

0.5 % extrait de boeuf 

0.3 % extrait de levure 

1.0 % glycerol 

1.0 % pyruvate de sodium 

0.05 % glycine 

2.25% KSCN 

0.06 % NaH2P04 . H20 

0.09 % NaH2P04 . 2H20 

0.2% LiCl 

1.3% agar 

Après dissolution dans de l'eau déminéralisée, le pH est ajusté à 7 .2. 

Le milieu est ensuite autoclavé 15 minutes à 121 oc. 
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Ensuite à chaque litre de milieu sont ajoûtés 10 ml d'une solution stérile d'azide de 

sodium à 0.45 %. 

Le milieu est stocké à 4 °C pour une durée n'excédant pas 10-14 jours. 

- Staphylococcus aureus : gélose de Baird-Parker 

(B.P., Diagnostics Pasteur 78611) incubée 24 h à 48 h à 37°C. 

- Listeria : gélose Palcam 

(Oxoid 56041) incubée 48 h à 37°C. 

- repiquages : gélose à la trypto-caséine-soja 

(T.S.A., Diagnostics Pasteur 63884) incubée 48 h à 30°C 

- conservation de souches bactériennes : tubes de Félix 

(Diagnostics Pasteur 63683) incubés 24 h à 30°C. 

2.3.1.2- Les milieux liquides 

-diluant Tryptone-sel 

(Diagnostics Pasteur 55750 en tubes de 9 ml, 55751 en flacon de 100 ml). 

-bouillon d'enrichissement Entérobactéries 

(Diagnostics Pasteur 69257) incubé 24 h à 37°C, puis repiqué sur gélose au B.C.P. 



-eau peptonée tamponnée pour la recherche des Entérobactéries 

(Oxoid CM 9) incubée 24 h à 37°C, puis repiquée sur gélose au B.C.P. 

-bouillon lactosé bilié au vert brillant (B.L.B.V.B.) pour le test de Mackenzie 

(Diagnostics Pasteur 78025) incubé 24 h à 44.5°C. 

-eau peptonée exempte d'indole pour le test de Mackenzie 

(Diagnostics Pasteur 54175) incubée 24 h à 44.5°C. 

-bouillon d'enrichissement pour la flore lactique 

(Diagnostics Pasteur 64237) incubé 48 h à 30°C et repiqué sur gélose M.R.S. 

-bouillon d'enrichissement de Rothe pour entérocoques 
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(Diagnostics Pasteur 78725 simple concentration, 78715 double concentration) incubé 

48 h à 37°C et repiqué sur gélose B.E.A. 

-bouillon d'enrichissement pour staphylocoques totaux 

(Schleifer et Kraemer, 1980) incubé 48 h à 37°C et repiqué sur gélose S.K. 

-bouillon d'enrichissement de Chapman pour Staphylococcus aureus 

(Diagnostics Pasteur 78625 double concentation, dilution au 112 pour obtenir un 

bouillon simple concentration) incubé 48 h à 37°C et repiqué sur gélose B.P. 

-bouillon d'enrichissement pour Listeria 

(Oxoid 52321; supplément sélectif, Oxoid 52342) incubé 48 h à 37°C et repiqué sur 

gélose Palcam. 

-bouillon cerveau-coeur pour le test de stérilité des éponges 

(Diagnostics Pasteur 64017) incubé 24 h à 30°C et repiqué sur gélose P.C.A. 

2.3.2 - Techniques de dénombrement 

2.3.2.1 -Préparation de l'échantillon 

En ce qui concerne les prélèvements de surfaces effectués à l'aide d'éponges, la démarche a 

été la suivante : 65 ml de tryptone-sel sont ajoûtés aseptiquement dans le sac stomacher contenant 

l'éponge, soit un volume total de 80 ml en tenant compte des 15 ml intrinsèques à l'éponge. Le sachet 

est ensuite fermé à l'aide d'une barette plastique et broyé pendant une minute. 
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Chaque écouvillon est cassé de manière aseptique dans un tube contenant 12 ml de 

tryptone-sel, ou 2 ml pour l'étude comparative réalisée pour A2. Chaque tube est alors passé au 

vortex pendant 15 secondes. 

Pour les résidus, un taux de dilution variant de 111 à 11200 a été appliqué pour Al, la nature 

des résidus étant très variée. Pour A2 et B, un taux unique de 1/10 a été retenu. 

2.3.2.2- Ensemencement des milieux de culture 

La solution mère a été laissée 40 minutes à la température du laboratoire avant ensemencement 

pour permettre aux germes de recouvrer leur potentiel de croissance. Plusieurs techniques 

d'ensemencement ont été utilisées : 

-ensemencements en profondeur, avec application d'une double couche pour les 

Entérobactéries et les coliformes. 

-ensemencements à l'ensemenceur Spiral selon la norme NF V 08-100 (Recueil de Normes 

Françaises, 1993), avec application d'une double couche pour les Entérobactéries et les coliformes. 

Le principe de l'ensemenceur Spiral repose sur une micropompe doseuse qui dépose un volume 

décroissant d'un échantillon liquide suivant une spirale d'Archimède à la surface de la gélose d'une 

boîte de Pétri en rotation (De Rautlin De La Roy et al., 1983). Statistiquement aucune différence n'est 

observée entre les dénombrements obtenus par cette technique et les étalements de différentes 

dilutions à la surface d'un milieu nutritif (Catteau et al., 1981 ). 

-ensemencement de bouillons d'enrichissement à la pipette. 

-repiquages de bouillons d'enrichissement en surface à l'aide d'une pipette Pasteur stérile. 

Les volumes de diluant et les différents seuils de dilution considérés par recherche et pour 

chaque type de prélèvement sont présentés dans les tableaux 1 et 2. La difficulté a consisté à 

appliquer des seuils de dilution permettant d'effectuer avec un même protocole des dénombrements 

d'échantillons faiblement contaminés (enrichissement, profondeur) et d'échantillons fortement 

contaminés (dilution au 1/lOe, Spiral). 
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Tableau 1 :Technique de préparation des échantillons et d'ensemencement- Seuils de détection (Al). 

EPONGE ECOUVILLON RESIDUS 
+ + + 

MILIEUX TECHNIQUE 80 ml T.S. 12 ml T.S. Volume variable de diluant 
(D = 1/80) (D = 1112) (D= 111 à 1/200) 

Seuils en ufc/Pt Seuils en ufc/Pt Seuils en ufc/g 
V.R.B.G. B.E. 8 ml/90 ml <10 

p lml <80 lml < 12 lml < 200 à< 1 

s 0.1 ml <800 0.1 ml < 120 0.1 ml <2000 à< 10 
0.05 ml <4000 à< 20 

P.C.A. p lml <80 lml < 12 lml < 200 à< 1 

s 0.1 ml <800 0.1 ml < 120 0.1 ml < 2000 à< 10 
0.05 ml <4000 à< 20 

C.F.C. p lml <80 lml < 12 lml < 200 à< 1 

s 0.1 ml <800 0.1 ml < 120 0.1 ml < 2000 à< 10 
0.05 ml <4000 à< 20 

CHAPMAN B.E. 8 ml/12 ml D <10 1 ml/9 ml < 12 1 ml/9 ml < 200 à< 1 

BAIRD s 0.1 ml <800 0.1 ml < 120 0.1 ml <2000 à< 10 
PARKER 0.05 ml <4000 à< 20 

S.K. B.E. 8 ml/ 12 ml D < 10 1 ml/9 ml < 12 1 ml/9 ml < 200 à< 1 

s 0.1 ml <800 0.1 ml < 120 0.1 ml <2000 à< 10 
0.05 ml <4000 à< 20 

ROTHE B.E. 8 ml/ 12 ml D < 10 1 ml/9 ml < 12 1 ml/9 ml <200 à< 1 

B.E.A. s 0.1 ml <800 0.1 ml < 120 0.1 ml < 2000 à< 10 
0.05 ml <4000 à< 20 

PALCAM B.E. 8 ml/90 ml <10 1 ml/9 ml < 12 1 ml/9 ml <200 à< 1 

s 0.1 ml <800 0.1 ml < 120 0.1 ml < 2000 à< 10 
0.05 ml <4000 à< 20 

M.R.S. B.E. 8 ml/90ml <10 1 ml/9 ml < 12 1 ml/9 ml < 200 à< 1 

s 0.1 ml <800 0.1 ml < 120 0.1 ml <2000à< 10 
0.05 ml <4000 à< 20 

B.E.: Bouillon d'Enrichissement. D =Double 

P : Profondeur, S : Spiral, Pt : Prélèvement 
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Tableau 2 : Technique de préparation des échantillons et d'ensemencement - Seuils de détection 

(A2 etB). 

EPONGE RESIDUS 

+ 
MILIEUX TECHNIQUE 80 ml T.S. 2g + 18 ml T.S. 

(D = 1180) (D = 1110) 

Seuils en ufc/Pt Seuils en ufc/~ 

P.C.A. s 0.05 ml < 1600 0.05 ml <200 

S-1 0.05 ml < 16000 0.05 ml <2000 

E.P.T. B.E. 16 rnl/150 ml <5 5 rnl/45 ml <2 

V.R.B.G. p 1ml <80 1ml <10 

s 0.05 ml < 1600 0.05 ml <200 

S-1 0.05 ml < 16000 0.05 ml <2000 

V.R.B.L. 30°C p 1ml <80 1ml <10 

s 0.05 ml < 1600 0.05 ml <200 

S-1 0.05 ml < 16000 0.05 ml <2000 

V.R.B.L. 44,5°C p 1ml <80 1ml < 10 

s 0.05 ml < 1600 0.05 ml <200 

S-1 0.05 ml < 16000 0.05 ml <2000 

B.E. :Bouillon d'Enrichissement. 

P: Profondeur, S: Spiral, Pt: Prélèvement 

2.3.2.3 -Incubation 

Après ensemencement les boîtes retournées, tubes et flacons ont été mis à incuber selon les 

conditions de température et les durées présentées aux paragraphes 2.3.1.1 et 2.3.1.2. 

2.3.2.4- Numération 

Après incubation les boîtes présentant entre 30 et 300 colonies sont dénombrées sous une 

lumière forte, avec référence à des tables pour les dénombrements d'ensemencements réalisés à l'aide 

de l'ensemenceur Spiral. Les critères de dénombrement sont présentés ci-dessous: 

-germes aérobies mésophiles : dénombrement de toutes les colonies, 

-Pseudomonas : dénombrement de toutes les colonies, 

-Entérobactéries: dénombrement des colonies rouges d'un diamètres~ 0.5 mm, 
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-coliformes : dénombrement des colonies rouges d'un diamètre ~ 0.5 mm, 

-entérocoques : dénombrement des colonies petites, translucides et entourées d'un halo 

noir, 

-staphylocoques totaux: dénombrement de toutes les colonies, 

-Staphylococcus aureus : dénombrement des colonies présentant un halo clair 

(protéolyse) et éventuellement plus tardivement des zones opaques dans ce halo clair 

(action de lipases), 

-Listeria : dénombrement des colonies d'environ 2 mm de damètre, de couleur 

gris-vert, avec un centre concave et un halo noir sur fond rouge cerise, 

-lactobacilles: dénombrement des colonies opaques incolores ou blanchâtres d'un 

diamètre de 0.5 à 1 mm, présentant des contours nets ou irréguliers, de consistance 

homogène ou discrètement granuleuse. 

2.4 - SELECTION ET REPIQUAGE DES COLONIES 

Pour chaque échantillon des colonies présentant un diamètre supérieur à 0.5 mm ont été 

prélevées à partir de chacun des milieux V.R.B.G., V.R.B.L. à 30°C et à 44.5°C pour A2, et 

uniquement à partir du milieu V.R.B.L. à 44.5°C pour B, dans la limite de 10 sur la boîte permettant 

le dénombrement le plus clair. Le choix s'effectue indépendamment de l'aspect des colonies à 

l'intérieur de deux segments diamétralement opposés sur la boîte de Pétri. Après croissance sous 

forme de spots sur gélose T.S.A. incubé 48 h à 30°C, trois purifications sont effectuées pour chaque 

colonie sur gélose P.C.A. incubée 48 h à 30°C. 

2.5 - IDENTIFICATION 

2.5.1 - Les produits 

-galeries API 20E (bioMérieux 20100) et cartes GNI (bioMérieux V1306) pour l'identification 

des bacilles à Gram négatif et plus spécifiquement pour l'identification des Entérobactéries, 

-galeries API Listeria (bioMérieux 10300) pour l'identification des colonies provenant du 

milieu Palcam, 

-ampoules de milieu de suspension pour galeries API 20E (bioMérieux 20110), 



-kit réactifs API (Diagnostics Pasteur 53911), 

-bouteille d'huile de paraffine (bioMérieux 70100), 

-réactif oxydase pour la recherche de l'oxydase (Diagnostics Pasteur 53831 ), 

-eau oxygénée pour la recherche de la catalase (bioMérieux 55561), 

-réactifs nécessaires à la coloration de Gram (Diagnostics Pasteur 55281), 

-réactif de Kovacs pour la recherche de l'indole (Diagnostics Pasteur 55311), 

-plasma de lapin pour la recherche de la coagulase de Staphylococcus aureus 

(Diagnostics Pasteur 56352), 

-gélose à ADN et au bleu de toluidine pour la recherche de la thermonucléase de 

Staphylococcus aureus (Diagnostics Pasteur 53555), 

2.5.2 - Techniques d'identification 

Les identifications ont porté sur des colonies isolées de milieux sélectifs ou électifs. 

2.5.2.1 -Caractérisation de l'ensemble des germes recherchés 
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Pour caractériser les genres ou groupes de genres de colonies observées sur les différents 

milieux, les tests ou examens suivants ont été réalisés : 

-examen de la colonie : pigmentation, aspect, 

-examen microscopique de la bactérie (coloration de Gram), 

-test de la catalase, 

-test de l'oxydase. 

2.5.2.2- Staphylococcus aureus 

Pour les identifications de staphylocoques présumés pathogènes provenant du milieu B.P., 

les tests suivants ont été effectués : recherche de la coagulase et de la thermonucléase. 
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2.5.2.3- Listeria 

Les identifications de colonies suspectes provenant du milieu Palcam ont été effectuées à 

l'aide de galeries API Listeria. 

2.5.2.4- Entérobactéries et coliformes 

2.5.2.4.1 - Cartes GNI 

Le Vitek Auto Microbic System (A.M.S. ; Vitek Systems, 595 Anglum Drive, Hazelwood, 

Missouri 63042-2395, U.S.A.) est un système d'identification automatique basé sur la lecture 

optique de réactions biochimiques dans une carte standard inoculée ; cette carte est composée de puits 

contenant des substrats et des indicateurs colorés pour chaque réaction biochimique testée. L'A.M.S. 

fut introduit en 1976 pour la détection et l'identification automatiques d'organismes dans l'urine 

(Nicholson et Koepke, 1979). En 1980 le système fut utilisé dans l'identification des 

Enterobacteriaceae (Isenberg et al., 1980). En 1984, Vitek Systems, Inc. (Hazelwood, Mo.) 

remplaça la carte EBC-Plus par la carte GNI (Gram Negative Identification card), augmentant ainsi le 

nombre d'espèces d'Entérobactéries identifiables de 7 à 30. L'A.M.S. a l'avantage d'être 

complètement automatisé une fois la carte introduite dans le module d'incubation et de lecture. 

L'A.M.S. allie précision, rapidité et reproductibilité. Le temps technicien requis pour 10 analyses est 

de 30 minutes (O'Hara et al., 1993). 

Souches : 3200 souches de germes à Gram négatif provenant des deux sites industriels étudiés ont 

été traitées par l'A.M.S. Vitek. 

Technique: A partir de colonies jeunes (18-24 h), un test de cytochrome oxydase est réalisé, les 

résultats positifs sont enregistrés sur la carte GNI. Une suspension est effectuée dans une solution 

saline et ajustée à la turbidité standard. Cette suspension est ensuite inoculée dans une carte GNI à 

l'aide d'un injecteur Vitek. Les cartes sont alors incubées à 36°C +1- 2°C dans un lecteur Vitek 

A.M.S .. La lecture des 30 tests (31 avec l'oxydase) des cartes s'opère toutes les demi-heures. 

L'identification est validée quand le seuil d'identification du premier taxon est supérieur à 0.90 

(valeur P). Après une durée d'incubation comprise entre 4 h et 18 h, un code binaire correspondant à 

une identification et à un seuil d'identification est obtenu. Les deux taxons ayant les meilleures 

valeurs d'identification sont sélectionnés comme premier et deuxième choix et imprimés avec les 

niveaux de probabilité P attenants. Si le profil des réactions n'est typique d'aucune espèce comprise 

dans la base de données de l'A.M.S., la souche est rapportée comme étant un "unidentified 

organism". Si la croissance est insuffisante dans le puits de contrôle, la souche est rapportée comme 

étant "non-viable". Toutes les souches présentant un seuil d'identification P supérieur à 0.50 comme 

premier choix ont été retenues sous l'identification attribuée. 
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2.5.2.4.2 - Galeries API 20E 

Le système API 20E est utilisé depuis 1973 (O'Hara et al., 1992). Ce système a été conçu 

pour identifier des espèces appartenant aux Enterobacteriaceae. Sa simplicité d'utilisation a contribué 

à son succès (Shayegani et al., 1978). Dans plusieurs études comparatives portant sur la fiabilité de 

systèmes d'identification, le système API sert de référence (Cox et Mercuri, 1978; Cox et al., 1983 ; 

Jorgensen et al., 1983 ; Bailey et al., 1985 ; O'Hara et al., 1993 ; Kleiss et al., 1995). Seulement 

50% des bactéries à Gram négatif non fermentantes sont correctement identifiées au genre, et 22% à 

l'espèce. Cependant les espèces Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas cepacia et A. calcoaceticus 

sont correctement identifiées (Shayegani et al., 1978). Le temps technicien requis pour 

l'ensemencement et la lecture de 10 galeries est de 50 minutes (O'Hara et al., 1993). 

Souches : Le choix des souches utilisées pour la comparaison des systèmes d'identification 

API 20E et AMS Vitek, portant sur les souches provenant des campagnes de prélèvements effectuées 

sur le site A, s'est effectué selon les critères suivants : 

- 103 souches choisies de manière équitable parmi les espèces les plus représentées, 

- 100 souches choisies à l'aide d'une table de hasard. 

Sur ces 203 souches, 40 montrèrent une discordance d'identification (identification différente 

de l'A.M.S., ou la même identification mais avec une probabilité d'identification inférieure à 55%). 

Ces 40 souches ont été de nouveau identifiées par galeries API 20E mais cette fois avec une 

température d'incubation de 30°C. 

Technique : L'ensemencement de la galeries API 20E (API system, S. A., Montalieu Vercieu, 

France) est effectué avec une suspension bactérienne de McFarland 1 réalisée à partir de colonies 

pures ayant cultivé 24 h à 37°C sur gélose P.C.A. et testées pour la (cytochrome) oxydase. Les 

galeries sont incubées 24 h à 37°C, ou à 30°C dans notre étude comparative portant sur les 

températures d'incubation ; après addition des réactifs les réactions sont enregistrées sous forme de 

profils à sept chiffres et les identifications sont effectuées en utilisant le codeur API (Anon, 1976). 

2.5.2.4.3- Identification des acides gras membranaires par la C.P.G. 

L'identification des acides gras membranaires par la Chromatographie en Phase Gaz (C.P.G.) 

est une technique qui a été utilisée pour la première fois en identification bactérienne vers le milieu des 

années 1960 (Moss, 1981). Les travaux de différents auteurs (Moss et Dees, 1975 ; Ikemoto et al., 

1978 ; Bergan et Sorheim, 1984; Huys et al., 1994) ont montré qu'il était possible de différencier 

des micro-organismes sur la base de leur composition en acides gras cellulaires. Ainsi des espèces 

parfois très proches selon des critères physiologiques et/ou biochimiques ont pu être séparées grâce à 

l'analyse qualitative et quantitative de leur contenu en acides gras (Moss, 1981). Cette technique est 
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rapide (Bergan et Sorheim, 1984) et ne nécessite pas l'emploi de grandes quantités de réactifs (Stead, 

1992). 

La membrane externe des bactéries à Gram négatif contient en quantités égales trois 

composants: des phospholipides, des protéines et des lipopolysaccharides (Lambert, 1988). 

L'absence de lipopolysaccharides donne des colonies R (rough), par opposition aux colonies S 

(smooth) (Westphal et al., 1983). La présence dans ces lipopolysaccharides d'acides gras hydroxy et 

l'absence d'acides gras insaturés sont importantes dans le maintien de l'organisation de la membrane 

externe et de sa perméabilité (Nikaido et Vaara, 1985). Les acides gras insaturés de la membrane se 

trouvent dans les phospholipides. Les bactéries à Gram négatif possèdent généralement des acides 

gras comme constituants des lipopolysaccharides à un taux de 11%, souvent à courtes chaînes avec 

des groupements hydroxyles (Drucker, 1977). La paroi des bactéries à Gram positif contient 3% de 

lipides. Les cellules bactériennes modifient la composition de leurs lipides pour maintenir la fluidité 

de leur membrane en fonction de leur phase de croissance mais également en fonction des variations 

de la température. 

Les acides gras membranaires de souches d'Enterobacter sakazakii ont été identifiés par 

C.P.G. afin d'évaluer la fiabilité de cette technique en identification, et pour tenter de dégager une 

relation entre les profils d'acides gras et la température des lieux de prélèvement. 

Souches industrielles: Elles proviennent de 168 prélèvements de surface réalisés à l'aide 

d'éponges stériles et de 75 prélèvements du contenu de sacs d'aspirateurs réalisés à l'aide 

d'ustensiles stériles sur un site de production de poudre de lait. Les coliformes thermotolérants ont 

été dénombrés sur gélose V.R.B.L. incubée 24 heures +1- 1 heure à 44,5°C +1- 0.5°C. Un maximum 

de 10 souches par prélèvement a été identifié à l'aide de l'A.M.S. Vitek (AutoMicrobic System). Sur 

les 800 souches identifiées provenant de ce milieu, 96 étaient des Enterobacter sakazakii. Les acides 

gras membranaires de ces 96 souches ont été identifiés par C.P.G. 

Souches de référence: Elles proviennent de la Collection Institut Pasteur (C.I.P.) de Paris : 

-la souche AHF 55.33 provient de poudre de lait, 

-la souche 192 CIP 103581 est d'origine inconnue. 

Technique: Nous avons utilisé un Chromatographe Hewlett Packard modèle 5890 série II (Hewlett­

Packard Company- P. O. Box 23452- 1100 DZ Amsterdam Z.O.). Cet appareil est équipé d'un 

détecteur à ionisation de flamme, d'une colonne capillaire de silice non polaire 

(25 rn x 0,2 mm x 0,33 J..Lm épaisseur du film), ayant une phase stationnaire contenant 5% de méthyl 

phenylsilicone (référence 5060-9084, HP, USA), et d'un passeur d'échantillons automatique 

(référence 7673, HP, USA). Comme gaz vecteur nous avons utilisé de l'hydrogène C (bouteille B50, 

Air liquide, France). Un régulateur de pression assure une pression uniforme et constante à l'entrée 

de la colonne (30 ml/min.). La pression en tête de colonne a été maintenue à 70 kPa afin d'obtenir 

l'élution du pic de solvant à un temps de rétention de 1,6 minutes. La température de l'injecteur a été 

fixée à 250°C. Un intégrateur HP 336911 associé au chromatographe enregistre les profils 

chromatographiques et les temps de rétention des différents esters méthylés. 
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L'intégrateur est relié à un ordinateur: le Microbial Identification System (M.I.S.), qui permet 

le traitement des données. Ce système analyse les profils des acides gras à chaîne carbonée allant de 9 

à 20 atomes de carbone. Nous avons utilisé la version 3.8 de la banque de données TSBA, spécifique 

des bactéries aérobies. Les profils d'acides gras de la banque de données sont constitués de profils 

moyens en acides gras, résultant de moyennes réalisées à partir d'un minimum de 20 souches par 

espèce. L'exploitation des 96 profils d'acides gras a été réalisée en calculant la moyenne des 

proportions respectives de chaque acide gras, leur gamme de variation et la proportion de souches 

présentant chacun des acides gras étudiés. 

A partir de souches purifiées, une gélose T.S.A. est ensemencée selon la technique des 

quadrants et incubée 24 h +/- 2 h à 28°C +/-1 °C. Après incubation, les colonies confluentes des 

quadrants 2 et 3 sont prélevées à l'aide d'une pipette Pasteur et introduites dans un tube stérile. La 

préparation des échantillons comporte quatre étapes: 

-La première étape consiste à extraire les acides gras cellulaires par saponification. La 

saponification a pour objet la lyse des cellules, libérant les acides gras sous forme de savons (sels de 

sodium des différents acides). Dans la cellule bactérienne, ces acides gras sont normalement présents 

sous forme de lipides complexes. La saponification est réalisée à 100°C pendant 30 minutes en 

présence de soude et de méthanol. 

-Lors de l'estérification (deuxième étape), les acides gras libérés, peu volatils, sont 

transformés en esters méthyliques (à tension de vapeur plus élevée). Cette méthylation est produite à 

chaud à 80°C pendant 10 minutes, en présence d'acide chlorhydrique concentré et de méthanol. 

-L'extraction des acides gras estérifiés constitue la troisième étape. Les esters méthyliques du 

mélange passent en phase organique. L'extraction se passe à la température du laboratoire sous 

agitation par retournement en présence d'hexane et de Méthyl Tert-Butyl Ether (MTBE). 

-Enfin avant analyse, un lavage de la phase organique par une solution d'hydroxyde de 

sodium diluée est nécessaire afin d'éliminer toute trace de réactif et d'eau. 

2.5.2.4.4 - Test de Mackenzie 

Le test de Mackenzie a été proposé en 1948 par Mackenzie et al. pour la détermination rapide 

des E. coli sur la base de la production de gaz à partir de lactose et d'indole à partir de tryptophane 

après incubation 24 h à 44.5°C. 

Souches : Les 109 souches testées proviennent de B, elles représentent l'ensemble des espèces 

identifiées au cours de cette campagne de prélèvements. 

Technique: Après repiquage à 44.5°C sur gélose P.C.A. pendant 24 h, un tube d'eau peptonée et 

un tube de B.L.B.V.B. contenant une cloche sont ensemencés et mis à incuber à 44.5°C pendant 24 h 

à 48 h. Le test indole est positif lorsqu'un anneau rouge se forme en surface du tube d'eau peptonée 

après ajoût de quelques gouttes de réactif de Kovacs. Le test gaz est positif si une bulle est visible 

dans la cloche contenue dans le tube de B.L.B.V.B. Selon la norme ISO 6887 qui fait l'objet de la 
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norme française NF V 08-020 (Recueil de Normes Françaises, 1993), les E. coli présumés sont des 

bactéries qui, à 44.5°C, fermentent le lactose avec production de gaz et produisent de l'indole à partir 

du tryptophane en 24 h à 48 h. Il n'existe que trois espèces d'Enterobacteriaceae lactose positif 

capables de fermenter ce glucide avec production de gaz à 44.5°C : Escherichia coli (97% des 

souches), Klebsiella pneumoniae (81%) et Enterobacter sakazakii (71%) ; or parmi ces trois espèces 

Escherichia coli est la seule qui soit indologène, si l'on excepte les très rares souches indole positif de 

Enterobacter sakazakii (Richard, 1985). 

2.6 - RIBOTYPIE 

Souches : Les 20 souches traitées appartiennent à l'espèce Enterobacter sakazakii. Elles proviennent 

de l'usine A (2 souches) et de l'usine B (18 souches). Le choix des souches s'est effectué en tentant 

de traiter l'ensemble des profils Vitek les plus rencontrés, et en prenant des souches provenant de 

différents lieux de prélèvement. 

Technique : Le ribotypage a été effectué à l'aide du "Dupont Riboprinter Microbial Typing 

Technology" (Dupont Central Research and Development), installé au Campden Food and Drink 

Research Association, Microbiology department (Chipping Campden, Gloucestershire GL55 6LD, 

UK). Le profil génétique est généré à partir des opérons de l'ARN ribosomal (ARNr). La stabilité 

des gènes de l'ARNr dans les bactéries est très bonne, ceux-ci n'étant pas modifiés par les conditions 

nutritionnelles ou environnementales. Après utilisation d'enzymes de restriction spécifiques, les 

fragments d'ADN sont séparés par électrophorèse. Un système d'imagerie électronique permet alors 

de comparer le profil obtenu avec ceux se trouvant dans une base de données (figure 5). 



Figure 5 : Protocole utilisé pour le ribotypage de souches d'Enterobacter sakazakii. 
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2.7- METHODOLOGIE STATISTIQUE 
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Les locaux étudiés se trouvaient dans la zone sèche protégée de l'usine B. Le plan de 

prélèvement a été conçu pour permettre une analyse statistique, par une harmonisation des types de 

prélèvement et une répétition des prélèvements dans chaque pièce, afin de permettre des 

comparaisons fiables des charges microbiennes entre les différents locaux. Deux types de 

prélèvement ont été utilisés : l'éponge, à raison de 3 à 10 par local selon la surface de la pièce ; le 

prélèvement du contenu des sacs d'aspirateurs à l'aide de cuillères stériles, au nombre de 5 par 

aspirateur, chaque local possèdant au moins un aspirateur pour permettre un nettoyage à sec des 

surfaces. 
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Les comparaisons de charges microbiennes ont été effectuées respectivement pour les 

prélèvements de surfaces et les prélèvements du contenu de sacs d'aspirateurs. Les lots sont 

constitués pour les sols des prélèvements provenant d'une "unité géographique" de l'usine (local, 

palier), et pour les aspirateurs des 5 prélèvements provenant de chaque sac d'aspirateur. Les lots ont 

ainsi pu être classés pour chaque recherche microbienne. L'étude de la dispersion par lot a été 

préalablement effectuée à l'aide de la formule : 

!médiane - moyenne! 1 (écart type/ nombre de prélèvements) < 2 

Pour l'ensemble des lots cette équation s'est vérifiée, les lots ont donc pu être considérés 

comme étant relativement homogènes. Le test de Kruskal-Wallis a été effectué à l'aide du logiciel 

Statview. Le principe de ce test repose sur l'établissement pour chaque lot de valeurs d'un rang 

moyen correspondant à la somme, rapportée à l'effectif du lot considéré, du nombre de dépassements 

et d'égalités des valeurs de ce lot par rapport aux valeurs des autres lots. Ce classement a été réalisé 

par local et pour chaque recherche effectuée. La précision est établie par la valeur p : La probabilité 

d'égalité entre deux lots sera d'autant plus faible que cette valeur sera petite. Par exemple, pour une 

valeur p de 0.01, il y a seulement une chance sur 100 que deux lots comparés ne soient pas 

différents. Dans ce cas nous pouvons dire qu'il existe une différence statistique entre les deux lots de 

valeurs comparés. 

2.8 -DEFINITION DES ZONES SELON L'ACTIVITE ET L'HUMIDITE 

Les différentes zones étudiées sont la zone sèche protégée (ZSP), où se trouvent les locaux de 

production et où l'accès du personnel est restreint au minimum, la zone sèche semi-protégée (ZSSP) 

qui comprend les locaux de conditionnement et où l'accès du personnel est limité, celui-ci devant 

porter coiffe, blouse et couvre-chaussures ; la zone sèche non protégée (ZSNP), en libre accès et où 

se trouvent notamment les locaux de stockage ; et la zone humide interne (ZHI) comprenant 

essentiellement la condenserie et le stockage de lait. En usine la ZSP et la ZSSP ne font qu'une seule 

zone. Cependant les différences de trafic de personnel et de température des locaux nous ont amenés 

à envisager l'existence d'une zone intermédiaire. La répartition des locaux dans la zone de production 

nous a amenés à envisager. La définition exacte des ces zones est présentée ci-dessous : 



usine A 

ZSP (tour d'atomisation) : 

4el/2 

4e 

3e 

2e 

Post-Sécheur (transfert de la poudre de lait vers la zone de conditionnement) 

escalier du 4el/2 au Post-Sécheur 

ZSSP (locaux de conditionnement) : 

Stock totes (stockage de la poudre de lait dans des containers métalliques) 

Stock boîtes vides 

Local Albro (conditionnement de la poudre de lait dans des boîtes métalliques) 

Emballage (paletisation des boîtes) 

Ligne sacs (conditionnement de la poudre de lait dans des sacs) 

escalier sous le Post-Sécheur 

ascenseur 

ZSNP (essentiellement locaux de stocka~e): 

Salle accès zone protégée 

Stockage bigbags (sacs recevant la poudre de lait et se trouvant à l'intérieur des totes) 

Chaufferie 

Ferblanterie (fabrication des boîtes métalliques de conditionnement) 

Stock A (palettes vides) 

Stock B (palettes pleines) 

ZHI (étapes du procédé où se trouve le lait dans sa phase liquide - nettoya~e) : 

Lavage totes 

Stock préconcentré (produits de nettoyage) 

Condenserie rdc (évaporation) 

Condenserie 1er 

Condenserie 2e 

Standardisation (taux de matière grasse) 

Stockage lait 
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usine B 

ZSP: 

7e 

Se 

passerelle 4e 

locaux annexe 4e, 2e 112, 2e 

3e 

2e 

Post-Sécheur 

escalier du 7 e au 2e 

ZSSP: 

local entrée stock totes 

stock totes 

stockrdc 

local Albro 

Emballage 

sous-sol 

escalier sous le 2e 

ascenseur 

2.9 - EXPLOITATION DES RESULTATS 

L'étude des ratios a été effectuées à partir des rapports suivants : 

-Coliformes totaux/Entérobactéries (CIE), 

-Coliformes thermotolérants/Entérobactéries (TIE), 

-Coliformes thermotolérants/Coliformes totaux (TIC). 
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Ces ratios n'ont bien sûr pu être calculés que lorsque le dénombrement du germe figurant au 

dénominateur était supérieur au seuil de dilution. 

L'exploitation des seuils de dénombrement par recherche et par type de prélèvement se fait en 

calculant les proportions de prélèvements négatifs pour les seuils< 1 ufc/25cm2, < 10 ufc/25cm2, 

< 100 ufc/25cm2, < 1000 ufc/25cm2 et < 10000 ufc/25cm2 pour les prélèvements de surface ; et les 

seuils< 10 ufc/g, < 100 ufc/g et< 1000 ufc/g pour les prélèvements de résidus. 

Selon le Journal officiel de la république française (1991), "il convient de retenir que la valeur 

des méthodes de dénombrement microbien n'est pas absolue, quelle que soit la nature des milieux de 

culture utilisés. Il est généralement admis que la variabilité peut atteindre 112 log avec les milieux 

liquides." 



!RESULTATS 1 
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Tableau 3: Etude comparative des dénombrements obtenus par éponge et par écouvillon. 

Eponge (ufc/25cm2) (a) Ecouvillon (ufc/25cm2) (b) Rapport a/b 

180 < 40 > 4,5 

220 <40 > 5,5 

5.104 <40 > 1250 

1,3.104 <40 >325 

940 40 23 

670 3,8.104 0 

3.104 3,8.104 1 

45 <40 > 1 

2,5.104 <40 > 625 

6,7.103 80 84 

3.107 1,7.104 1,8.103 

3.107 3,7.104 810 

1,4.104 600 23 

8.105 3.107 0 

600 <40 > 15 

720 1,6.105 0 

1,6.104 520 30 

3.103 280 11 

3,3.107 6.103 5,5.103 

3.1.1.2 - Milieux utilisés 

Les résultats des dénombrements obtenus à partir des milieux V.R.B.G. à 37°C et V.R.B.L. à 

30°C montrent des similitudes pour certains seuils de dénombrement, notamment les seuils 

< 10000 ufc/25cm2 (respectivement 93% et 93%) et< 1000 ufc/25cm2 (respectivement 81% et 83%) 

pour les prélèvements de surface (tableau 4), et< 1000 ufc/g (respectivement 82% et 88%) pour les 

prélèvements de résidus (tableau 5). Cependant pour ces 3 seuils de dénombrement les résultats 

obtenus à partir du milieu V.R.B.L. à 44.5°C montrent de plus fortes proportions de prélèvements 

négatifs (96% ). 

Tableau 4: Proportions de prélèvements(%) par seuil de dénombrement sur 109 prélèvements de 

surface pour chaque dénombrement effectué. 

Seuil VRBG37°C VRBL30°C VRBL44,5°C 

< 10000 ufc/25cm2 93 93 96 

< 1000 ufc/25cm2 81 83 96 

< 100 ufc/25cm2 68 76 91 

< 10 ufc/25cm2 51 63 90 

< 1 ufc/25cm2 36 54 81 
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Tableau 5 : Proportions de prélèvements (%) par seuil de dénombrement sur 68 prélèvements de 

résidus pour chaque dénombrement effectué. 

Seuil VRBG 37°C 

< 1000 ufc/g 82 

< 100 ufc/g 61 

< 10ufc/g 47 

88 

68 

58 

96 

91 

84 

Les proportions observées à partir des milieux V.R.B.G. incubé 24 h à 37°C et V.R.B.L. 

incubé 24 h à 30°C ne diffèrent pas de plus de 5% (figure 6). 

Par contre, le milieu V.R.B.L. incubé 24 h à 44.5°C se distingue par des proportions élevées 

en Enterobacter cloacae (36% contre 15% à 30°C), Enterobacter sakazakii ( 11% contre 1% à 30°C), 

Escherichia coli (11% contre 2% à 30°C) et Citrobacter freundii (7% contre 1% à 30°C), alors que 

pour ce même milieu les proportions sont relativement faibles en Enterobacter agglomerans (24% 

contre 46% à 30°C) ainsi qu'en Pseudomonas aeruginosa (1% contre 10% à 30°C), cette dernière 

espèce ayant été observée contre toute attente sur le milieu VRBL. 
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D Ent. cloacae 

• Ent. aggl. 



45 

3.1.1.3 - Technig,ues d'identification 

3.1.1.3.1 - A.M.S. VITEK 

Les durées moyennes les plus courtes d'identification ont été obtenues avec les coliformes 

(5.2 h- 8.7 h), sauf pour le genre Citrobacter (> 10.5 h) et le genre Proteus (4.6 h). La plupart des 

autres genres (Serratia, Pseudomonas, Acinetobacter) ont présenté des durées moyennes 

d'identification supérieures à 10 h (tableau 6). Les seuils moyens d'identification de l'ensemble des 

genres étudiés sont supérieurs à 88%, mis à part le genre Citrobacter qui se situe à 73%. 

Tableau 6: Durées et seuils moyens d'identification par l' A.M.S. pour les genres les plus rencontrés 
au cours de cette étude. 

Identification Nombre Durée d'incubation Seuil 

Enterobacter 1571 8,7h (4h->13h) 91,4% (48%->99%) 

Escherichia 50 5,7h (4h->13h) 95,4% (50%->99%) 

Klebsiella 56 5,2h (4h->13h) 97,5% (84%->99%) 

Citrobacter 47 10,5h (4h->13h) 73,3% (46%->99%) 

Serratia 23 11,1h (6h->13h) 89,7% (48%->99%) 

Pseudomonas 46 15,4h (9h->18h) 88,2% (48%->99%) 

Acinetobacter 99 11,4h (6h->18h) 97,6% (71%->99%) 

Flavimonas 22 18h. 90,5% (66%->99%) 

Proteus 19 4,6h (4h->13h) 97,8% (88%->99%) 

autres genres 8 

non identifiés 427 18h 

TOTAL 2376 

- : sans objet 

Parmi les principaux coliformes étudiés, seules les espèces Enterobacter sakazakii, 

Enterobacter gergoviae, Enterobacter intermedius ainsi que le genre Citrobacter montrent quelques 

discordances d'identification entre les deux systèmes A.M.S. et API 20E (tableau 7). En revanche la 

concordance est bonne pour les espèce Enterobacter agglomerans (99% ), Enterobacter cloacae 

(97%), Enterobacter amnigenus (83%- 100%), Klebsiella pneumoniae (100%), Klebsiella oxytoca 

(100%) Serratia liquefaciens (100%) et le genre Escherichia (67%- 100%). 
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Tableau 7 : Comparaison de l'A.M.S. et du système API 20E. 

Identification A.M.S. Nombre Concordance 

/API20E 

Enterobacter agglomerans 74 73 99% 

Enterobacter cloacae 37 36 97% 

Enterobacter sakazakii 14 3 21% 

Enterobacter amnigenus 1 12 12 100% 

Enterobacter amnigenus 2 6 5 83% 

Enterobacter intermedius 8 0 

Enterobacter gergoviae 5 0 

Citrobacter diversus 5 0 

Citrobacter freundii 2 0 

Citrobacter amalonaticus 1 0 

Serratia liquefaciens 2 2 100% 

Serratia rubidaea 1 0 

Klebsiella pneumoniae 5 5 100% 

Klebsiella oxytoca 6 6 100% 

Klebsiella ozaenae 1 0 

Escherichia coli 15 15 100% 

Escherichia vulneris 3 2 67% 

Ewingella americana 1 1 100% 

Proteus mirabilis 1 1 100% 

Flavimonas oryzihabitans 1 0 

Yersinia frederiksenii 1 0 

Pseudomonas paucimobilis 1 0 

Acinetobacter calcoaceticus 1 0 

Total 203 161 79% 

La discordance entre l'A.M.S. et le système API concernant l'espèce Enterobacter sakazakii 

provient d'une défaillance de ce dernier système pour l'identification des souches inositol négatives. 

L'A.M.S. constitue donc un outil d'identification fiable pour cette espèce. 
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3.1.1.3.2 - API 20E 

Sur les 40 souches testées, 22 (55%) montrèrent des profils biochimiques différents à 37°C et 

30°C (tableau 8). Parmi ces 22 variations observées, 21 (95.4%) donnèrent une meilleure probabilité 

d'identification à 30°C, 17 (77 .3%) donnèrent une meilleure concordance avec l'identification 

AM. S. Vitek par une probabilité d'identification plus élevée ou par une identification différente de 

celle trouvée à 37°C, et 14 (63.6%) donnèrent un profil biochimique correspondant à une espèce 

différente de celle trouvée à 37°C. Parmi ces 14 identifications différentes, 10 (71.4%) concordaient 

avec celles trouvées par l'A.M.S. Vitek. Un test Citrate négatif à 37°C donna un profil d'Enterobacter 

intermedius alors qu'à 30°C la seule variation de ce test donna Enterobacter cloacae. L'accroissement 

des probabilités d'identification des espèces Enterobacter cloacae, Enterobacter agglomerans et 

Ewingella americana à 30°C est dû respectivement aux tests Vosges-Proskauer positif, melibiose 

negatif et citrate positif/rhamnose positif. La probabilité d'identification de l'espèce Enterobacter 

amnigenus était de 56% à 30°C, alors qu'à 37°C les tests arginine dihydrolase (ADH) négative, 

ornithine decarboxylase (ODC) négative et sodium citrate (CIT) négatif donnèrent Enterobacter 

agglomerans avec une probabilité d'identification de 43.7%. L'espèce Rahnella aquatilis a été 

identifiée avec une probabilité d'identification de 88.8% à 30°C, alors qu'à 37°C avec un test inositol 

négatif la souche fut identifiée comme Enterobacter agglomerans avec un pourcentage d'identification 

de 63.2%. 
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Tableau 8: Comparaison des identifications obtenues par l'A.M.S. à 35.2°C et par galerie API 20E 

incubées à 37°C et à 30°C. 
Identification Nombre Milieu d'origine Identification API à 37°C Biocodeà Identification API à Biocodeà 

.AMS ~ 37°C 30°C 30°C 
~x nombre de souches~ souches 
non identifié 1 VRBL30°C Enterobacter amnigenus 3305173 Enterobacter 3305173 

amnigenus 
56.3% 56.3% 

non identifié VRBG37°C Enterobacter agglomerans 1044553 Enterobacter 1044553 
agglomerans 

49.7% 49.7% 

Enterobacter gergoviae 3 VRBL 30°C (2x) Enterobacter agglomerans 1005173 Enterobacter 3305173 
amnigenus 

93% (x 2), 96% VRBG37°C 43.7% 56.3% 

Enterobacter 3 VRBL 30°C (2x) Enterobacter agglomerans 1044553 Enterobacter 1044553 
intermedius agglomerans 
90%, 92%(x 2) VRBG37°C 49.7% 49.7% 

Enterobacter 6 VRBG 37°C (4x) Enterobacter agglomerans 1005173 Enterobacter 3305173 
amnigenus amnigenus 
92%,96%, 98%(x 4) VRBL 30°C (2x) 43.7% 56.3% 

Enterobacter 1 VRBG37°C Citrobacter diversus 3144553 Citrobacter diversus 3144553 
amnigenus 
95% 93.3% 93.3% 

Yersinia frederiksenii 1 VRBG37°C Enterobacter agglomerans 1005773 Rahnella aquatilis 1005573 
90% 63.2% 88.8% pigment-

Flavimonas VRBG37°C Enterobacter cloacae 3304573 Enterobacter cloacae 3305573 
oryzihabitans 
90% 56.8% 86.6% 

Enterobacter cloacae 3 VRBG37°C Enterobacter cloacae 3304573 Enterobacter cloacae 3305573 
91%, 99%(x 2) 56.8% 86.6% 

Enterobacter cloacae 4 VRBG 37°C (2x) Enterobacter intermedium 1105573 Enterobacter cloacae 1305573 
98%(x 4) VRBL 30°C (2x) 54.3% 85.4% 

Citrobacter di versus VRBL44.5°C Escherichia hermanii 1144113 Escherichia hermanii 1144113 
59% 95.7% 95.7% 

Enterobacter sakazakii 9 VRBG 37°C (6x) Enterobacter amnigenus 3305173 Enterobacter 3305173 
amnigenus 

98%(x 9) VRBL 44,5°C (3x) 56.3% 56.3% pigment+ 

Enterobacter sakazakii VRBL30°C Enterobacter sakazakii 1305373 Enterobacter sakazakii 1305373 
97% 42.2% 42.2% pigment+ 

Enterobacter 3 VRBG 37°C (2x) Enterobacter agglomerans 1005173 Enterobacter 1005133 
agglomerans agglomerans 
95%, 99%(x 2) VRBL30°C 43.7% 88.8% 

Escherichia coli 1 VRBL30°C Escherichia coli 5004542 Escherichia coli 5004542 
99% 43.3% 43.3% 

Ewingella americana 1 VRBL30°C Ewingella americana .0005101 Ewingella ame ricana .0205111 
99% 52% 99.5% 

TOTAL 40 
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Au niveau biochimique, sur les 39 variations de tests biochimiques observées, (tableau 9), 36 

(92.3%) étaient dûes à une réaction négative à 37°C pour les tests citrate (13=33.3%), arginine 

(9=23.1 %), ornithine (9=23.1 %), Vosges-Proskauer (40=10.3%) et inositol (1=2.6%), alors que 3 

(7.7%) étaient dûes à des réactions positives à 37°C pour les tests saccharose (2=5.1%) et rhamnose 

(1=2.6% ). Plus précisément les tests citrate et omithine présentèrent respectivement 48.1% (13/27) et 

47.4% (9/19) de leurs réactions négatives à 37°C qui devinrent positives à 30°C, ce taux étant 

respectivement de 36% (9/25) et de 36.4% (4/11) pour les tests arginine et Vosges-Proskauer. 

Tableau 9 : Comparaison de réponses aux test biochimiques compris dans la galerie API 20E à 30°C 

et 37°C pour 40 souches d'Enterobacteriaceae. 
Test Résultats après 24h Résultats discordants Taux de 

biochimique d'incubation à 37°C (a) après 24h d'incubation variation b/a 
(+=positif; -=négatif) à30°C (b) 

ONPG 39 + 0 0.0% 
1 - 0 0.0% 

ADH 15 + 0 0.0% 
25- 9 36.0% 

LDC 1 + 0 0.0% 
39- 0 0.0% 

ODC 21 + 0 0.0% 
19- 9 47.4% 

CIT 13+ 0 0.0% 
27- 13 48.1% 

H2S 0+ 0 0.0% 
40- 0 0.0% 

URE 0+ 0 0.0% 
40- 0 0.0% 

TDA 0+ 0 0.0% 
40- 0 0.0% 

IND 6+ 0 0.0% 
34- 0 0.0% 

VP 29 + 0 0.0% 
11- 4 36.4% 

GEL 0+ 0 0.0% 
40- 0 0.0% 

GLU 40 + 0 0.0% 
0- 0 0.0% 

MAN 40 + 0 0.0% 
0- 0 0.0% 

INO 2+ 1 50.0% 
38- 0 0.0% 

SOR 12 + 0 0.0% 
28- 0 0.0% 

RHA 38 + 0 0.0% 
2- 1 50.0% 

SAC 32 + 2 6.2% 
8- 0 0.0% 

MEL 38 + 0 0.0% 
2- 0 0.0% 

AMY 39 + 0 0.0% 
1 - 0 0.0% 

ARA 39 + 0 0.0% 
1 - 0 0.0% 
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3.1.1.3.3 - Test de Mackenzie 

Les résultats indiquent que pour les souches traitées, seule l'espèce E. coli présente un test de 

Mackenzie positif (tableau 10). Les souches de Klebsiella oxytoca légèrement gaz positives ne 

peuvent prêter à confusion, la bulle de gaz étant très petite par rapport à celle obtenue avec les E. coli. 

Pour l'ensemble des espèces étudiées, la comparaison avec les pourcentages de souches positives en 

indole à 37°C présentés par API est bonne. L'espèce Enterobacter agglomerans 2, la seule souche 

positive pour ce test à 37°C, n'a jamais été identifiée, de même que les rares souches d'Enterobacter 

sakazakii indole positives. 

Tableau 10 : Résultats du test de Mackenzie pour des souches de coliformes provenant d'un 

environnement industriel. 

identification A.M.S. nombre de indole gaz % indole+ selon API 

souches Eour chague espèce 

Enterobacter agglomerans 30 négatif négatif biovar 1,3,4 : 1% 

biovar 2 : 99% 

Enterobacter cloacae 17 négatif négatif 0% 

Citrobacter freundii 12 négatif négatif 6% 

Enterobacter sakazakii 10 négatif négatif 1% 

Escherichia coli 10 positif positif 95% 

Serratia plymuthica 8 négatif négatif 0% 

Klebsiella oxytoca 3 positif négatif bio var 1 : 100% 

2 positif positif biovar 2 : 99% 

Klebsiella pneumoniae 4 négatif positif 0% 

1 négatif négatif 

Escherichia hermanii 3 positif négatif 100% 

1 négatif positif 

1 négatif négatif 

Escherichia vulneris 4 négatif négatif 0% 

Enterobacter intermedium 1 négatif négatif 0% 

Enterobacter amnigenus 1 négatif négatif 0% 

Serratia fonticola 1 négatif négatif 0% 

TOTAL 109 
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3.1.1.4- Exploitation des résultats d'identifications 

Trois critères ont été envisagés pour évaluer les proportions respectives de chaque espèce 

identifiée : 

a) la somme du nombre de colonies identifiées pour l'ensemble des prélèvements, 

b) le nombre de prélèvements majoritaires, 

c) le nombre de prélèvements positifs. 

Cinq types de germes ont été retenus sur la base de leur caractère thermotolérant : 

- le genre Esche rie hia (genre entérique), 

-l'espèce Enterobacter cloacae (espèce entérique), 

-l'espèce Escherichia coli (espèce entérique), 

-l'espèce Citrobacter freundii (espèce entérique), 

-l'espèce Enterobacter sakazakii (caractère thermotolérant décrit par Farmer et al. en 1980). 

Pour l'ensemble de ces germes, la proportion de colonies isolées met en évidence de manière 

nette ou très nette leur caractère thermotolérant (figures 7, 8, 9, 10 et 11). Les deux autres critères 

étudiés (b, c) ne font pas resortir cette tendance. Ces résultats semblent donc établir que le critère à 

retenir pour évaluer la proportion des germes identifiés dans un environnement industriel est le 

nombre de colonies (critère a). Le nombre de souches traitées permet d'accorder une certaine 

confiance à ces résultats. 
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Figures 7, 8, 9, 10 et 11 :Evaluation de différents critères qualitatifs sur plusieurs germes présumés 

thermotolérants. 
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3.1.2 - Etude préliminaire de la qualité microbiologique de l'environnement 

sur l'ensemble d'une unité de production 

3.1.2 1 - Choix d'un indicateur de maîtrise de la gualité microbiolo~igue de l'environnement 

L'étude globale des diverses flores microbiennes effectuée lors de la première campagne de 

prélèvements (Al) a montré que pour les prélèvements à l'éponge et pour le seuil considéré 

(< 100 ufc/cm2), les dénombrements effectués dans les différentes zones ne présentent pas de 

différence significative, sauf pour les G.A.M. dont les dénombrements sont légèrement plus élevés 

en zone sèche qu'en zone humide (figures 12, 13 et 14). Le manque d'homogénéité des prélèvements 

à l'éponge (sols, parois, matériel...) ainsi que les grandes différences de nombre d'échantillons entre 

les zones incitent à la prudence quand aux conclusions à tirer de ces résultats. 

Pour les résidus et au seuil de dénombrement< 100 ufc/g, l'ensemble des flores étudiées 

présente les dénombrements les plus faibles en zone de production et les plus élevés en zone humide, 

seuls les entérocoques se maintenant au même niveau dans toute la zone sèche mais présentant des 

charges plus élevées en ZHI (figures 12, 13 et 14). Il s'avère donc que dans le cas des prélèvements 

de résidus, la présence des Entérobactéries peut être mise en relation avec les conditions d'hygiène de 

l'environnement, leur présence étant d'autant plus faible que les contraintes de circulation du 

personnel sont fortes. Cette catégorie de germes est fréquemment utilisée comme indicateur de la 

qualité microbiologique du procédé industriel (voir chapitre 1.2.3.1). Les Entérobactéries peuvent 

donc être utilisées dans le cadre de notre étude pour déterminer les P.C.M .. La flore de 

l'environnement de l'usine est principalement composée de flore lactique, de Pseudomonas et 

d'Entérobactéries, notamment en zone humide, les staphylocoques et les Entérocoques étant dans 

l'ensemble les populations de germes les moins représentées. 
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3 - RESULTATS 

Les dénombrements effectués pour les trois campagnes de prélèvements sont présentés en 

annexes 1 (Al), 2 (A2) et 3 (B). Ils sont classés par local et par type de prélèvement. 

3.1 - ETUDE DU SITE A : ELABORATION D'UNE METHODOLOGIE D'ETUDE 

DE LA QUALITE MICROBIOLOGIQUE D'UN ENVIRONNEMENT INDUSTRIEL 

3.1.1 - Evaluation de la fiabilité des techniques utilisées 

3.1.1.1 - Techniques de prélèvement 

Les résultats des prélèvements d'air effectués lors de la campagne de prélèvements Al 

indiquent des charges en G.A.M. pouvant atteindre 200 ufc/m3 en ZHI alors que la charge en zone 

sèche n'excède pas 60 ufc/m3. Par contre l'air s'est avéré exempt d'Entérobactéries. Pour ce type 

d'usine les prélèvements d'air ne semblent donc pas indiqués pour la surveillance de la qualité 

rnicrobiologique de l'environnement en Entérobactéries, car ce type de germe n'y semble pas véhiculé 

par l'air. 

Lors de la première campagne de prélèvements (Al) les géloses contact s'étaient avérées peu 

lisibles pour le P.C.A. et peu efficaces pour le V.R.B.G .. Quant aux écouvillons les dénombrements 

étaient presque toujours inférieurs au seuil de dilution pour l'ensemble des flores recherchées, sauf les 

G.A.M .. 

Lors de la deuxième campagne de prélèvements (A2) une étude comparative a été menée pour 

évaluer les efficacités de prélèvement respectives de l'éponge et de l'écouvillon. Après avoir rapporté 

l'ensemble des dénombrements à une surface standard de 25 cm2, les résultats indiquent que 

15 (79%) dénombrements obtenus à partir des prélèvements à l'éponge sont supérieurs à ceux 

obtenus à partir des prélèvements à l'écouvillon (tableau 3). Tous les prélèvements à l'éponge ont été 

positifs en G.A.M., alors que 7 (37%) écouvillons se sont avérés négatifs pour cette recherche aux 

seuils considérés. 
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Figures 12, 13 et 14: Proportions de prélèvements présentant des dénombrements <100 ufc/cm2 ou 

1 our la zone de roduction incluant la ZSP et la ZSSP, la ZSNP et la ZHI. 
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3.1.2.2- Eléments de confirmation d'une modification de la sectorisation en zone protégée 

La distinction au sein de la zone de production d'un ensemble de locaux à trafic de personnel 

élevé trouve sa justification dans l'étude des résidus, ces locaux présentant dans l'ensemble des charges 

microbiennes plus élevées que ceux à trafic de personnel restreint (figure 15). 

Figure 15 : Incidence de la création d'une ZSSP sur la proportion de prélèvements de résidus 

résentant un dénombrement inférieur à 100 ufc/ . 
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Pour l'étude plus spécifique des Entérobactéries et des coliformes réalisée lors de la deuxième 

campagne de prélèvements (A2), l'étude des ratios montre que les coliformes thermotolérants 

représentent une faible partie des Entérobactéries et des coliformes totaux (ratios inférieurs à 0.5 pour 

plus de 75% des prélèvements), et ces derniers représentent une part importante des Entérobactéries 

(ratios supérieurs à 0.5 pour 47% à 84% des prélèvements), quelle que soit la zone considérée 

(tableaux 11.1 et 11.2). 

Une différence notable est observée pour le ratio CIE entre zone de production à fort trafic de 

personnel et zone de production à trafic de personnel restreint, la proportion de prélèvements 

présentant un ratio inférieur à 0.5 passant de 69% et 67% en ZSP à 43% et 50% en ZSSP. 
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Tableau 11.1: Proportions (%) de prélèvements par gamme de ratios, par zone et par mode de 

Erélèvement aErès création d'une ZSSP. 

ZSP ZSSP 

CIE TIE TIC CIE TIE TIC 
Ep. Rés. Ep. Rés. Ep. Rés. Ep. Rés. Ep. Rés. Ep. Rés. 

(14) (3) (14) (3) (7) (1) (22) (24) (22) (24) (17) (21) 

> 0,8 23 33 14 0 14 0 38 33 9 0 12 0 

0,8-0,5 8 0 0 0 0 0 19 17 0 0 0 9 

< 0,5 69 67 86 100 86 100 43 50 91 100 88 91 

Ep. : Eponges 

Rés. : Résidus 

E : Entérobactéries 

C: Coliformes 

T : Coliformes thermotolérants 

(nombre de prélèvements) 

Tableau 11.2 - suite 

ZSNP ZHI 

CIE TIE TIC CIE TIE TIC 
Ep. Rés. Ep. Rés. Ep. Rés. Ep. Rés. Ep. Rés. Ep. Rés. 

(22) (4) (22) (4) 20) (3) (15) (4) (15) (4) (10) (4) 

> 0,8 63 25 14 0 15 0 40 75 14 25 20 25 

0,8-0,5 21 25 0 0 0 0 20 0 0 0 0 0 

< 0,5 16 50 86 100 85 100 40 25 86 75 80 75 

Plus de 70% des prélèvements de résidus ont présenté en ZSP les seuils de dénombrement 

< 1000 G.A.M./g et< 10 ufclg en Entérobactéries, coliformes totaux et thermotolérants (figures 16, 

17, 18 et 19), et plus de 50% des prélèvements à l'éponge ont présenté en ZSP les seuils de 

dénombrement < 1000 ufc125cm2 en G.A.M. et< 1 ufc125cm2 en Entérobactéries, coliformes 

totaux et thermotolérants (figures 20, 21, 22 et 23). L'observation de charges plus élevées en ZSSP 

qu'en ZSP pour les G.A.M., les Entérobactéries et les coliformes totaux est nette pour l'ensemble 

des seuils considérés. Les prélèvements de résidus effectués en zone humide présentent les charges 

microbiennes les plus élevées. Cette observation n'est confirmée que pour les G.A.M. pour les 

prélèvements de surfaces à l'éponge. 

De même que pour l'étude globale de la flore microbienne effectuée lors de la campagne de 

prélèvements A 1, il ressort de la deuxième campagne de prélèvements A2 que les tendances les plus 

nettes sont obtenues à partir des prélèvements de résidus, les observations observées à partir des 

prélèvements à l'éponge de surfaces manquant en général de cohérence. 
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Figures 16, 17, 18 et 19 : Réponse des seuils de dénombrement pour les prélèvements de résidus, 

fig. G.A.M. 
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Figures 20, 21, 22 et 23 :Réponse des seuils de dénombrement pour les prélèvements de surfaces à 
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3.1.2.3 -Etude de la diversité sur les Entérobactéries: Observation de l'espèce Enterobacter 

sakazakii en zone proté~ée 

Sur la base des résultats présentés en 3.1.1.4, l'analyse des identifications a été effectuée en 

nombre de colonies pour chaque zone (figure 24). La proportion d'Enterobacter agglomerans est plus 

forte en zone sèche (près de 50%) qu'en zone humide (25%) où les proportions sont élevées en 

Pseudomonas aeruginosa (20% en ZHI contre 5% à 10% en zone sèche) et en Acinetobacter 

calcoaceticus (10% en ZHI contre 0% en zone sèche). 

Les identifications montrent une proportion plus faible d'Enterobacter en ZSSP qu'en ZSP 

(68% contre 82% en ZSP), et plus précisément d'Enterobacter sakazakii (4% en ZSSP contre 8% en 

ZSP) et d'Enterobacter cloacae (8% en ZSSP contre 24% en ZSP). L'espèce Escherichia coli, 

absente en ZSP, est trouvée en faibles proportions en ZSSP à un niveau sensiblement égal à ceux 

observés en ZSNP et en ZHI (3-5% ). 

A partir de ces identifications le risque microbiologique peut être restreint à l'espèce 

Enterobacter sakazakii, cette espèce étant plus susceptible de représenter un danger pour le 

consommateur de poudre de lait que l'espèce Enterobacter cloacae (voir chapitre 1.3 ; Simmons et al., 

1989). Outre la détermination des P.C.M. par la recherche des Entérobactéries, il apparaît donc 

nécessaire d'étudier précisément la répartition d'Enterobacter sakazakii en zone de production pour en 

contrôler la présence et en éviter la dispersion en zone de production. Quand à l'espèce Escherichia 

coli, son absence en zone de production protégée et sa faible présence dans les autres zones de l'usine 

en font un indicateur intéressant pour l'évaluation de la maîtrise de la qualité microbiologique de 

l'environnement. 
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3.2- ETUDE DU SITE B: FOCALISATION DE L'ETUDE ENVIRONNEMENTALE SUR 

LA ZONE PROTEGEE 

Cette étude s'est appuyée sur les résultats obtenus sur le site B, sous différents aspects : 

- les modalités de prélèvements ont été harmonisées, afin de pouvoir mener une analyse 

statistique de la répartition des germes étudiés et d'être en mesure de proposer des valeurs cibles. 

- outre l'étude de la répartition des Entérobactéries utilisées comme indicateurs de la qualité 

microbiologique de l'environnement, l'intérêt a été porté sur l'espèce Enterobacter sakazakii, trouvée en 

zone de production sur le site A. A cette fin les identifications ont été focalisées sur les colonies 

provenant de milieu V.R.B.L. incubé 24 h à 44.5°C, le caractère thermotolérant de l'espèce 

Enterobacter sakazakii ayant été confirmé au cours de la campagne de prélèvements A2. 
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3.2.1 - Répartition statistique des flores étudiées 

L'analyse statistique des dénombrements effectués à partir des prélèvements de surface a 

montré que dans l'ensemble, les locaux de la tour d'atomisation sont parmi les moins chargés en 

G.A.M., Entérobactéries et coliformes, sauf le 4e, le Se et le local Post-sécheur (tableaux 12.1 et 

12.2). Par contre les coliformes thermotolérants ont été principalement trouvés dans des locaux 

chauds (2e, 3e, 4e, Se), ainsi que dans des endroits où les mesures d'hygiène sont moins strictes 

(sous-sol, stock rdc, 1er humide). Le local Post-sécheur, sans doute insuffisamment isolés du local 

humide au 1er, figure également parmi les locaux les plus chargés en coliformes thermotolérants. En 

général, les locaux annexes présentent des charges faibles en ces différents germes. En revanche, les 

charges du local où se trouve la buse sont parmi les plus élevées en Entérobactéries, coliformes 

totaux et thermotolérants. Le classement met en évidence que le bas de la cage d'escalier est plus 

chargé que le haut, sauf pour les coliformes thermotolérants, la partie d'escalier comprise entre le 1er 

et le 3e étant dans ce cas la plus chargée. Ce classement est fiable, les valeurs p étant inférieures à 

0.0001. 
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Tableau 12.1 :Classement des locaux croissant selon le test de Kruskal-Wallis (sols). 

G.A.M. Somme Rang E Somme Rang 

( <0,0001) ( <0,0001) 

2e annexe 104,S 20,9 2e annexe SO,O 10,0 

Se 199,S 33,2 2e1/2 annexe 174,S 34,9 

2e 112 annexe 191,0 38,2 II 179,S 3S,9 

Albro S07,0 S0,7 7e 463,0 46,3,0 

3e 266,S S3,3 Stock totes 47S,S 47,6 

4e annexe S39,0 S3,9 I 2S2,S SO,S 

4e 167,0 SS,7 4e annexe S47,0 S4,7 

Se1/2 229,0 S7,2 Emballage 622,S 62,2 

2e 316,S 63,3 Albro 646,0 64,6 

Stock totes 638,S 63,8 Se1/2 270,0 67,S 

7e 669,S 66,9 3e 406,0 81,2 

II 336,S 67,3 2e 419,S 83,9 

Emballage 694,S 69,4 Sous-sol 848,S 84,8 

III 41S,S 83,1 N 443,S 88,7 

Stockrdc 8S2,0 8S,2 III 449,0 89,8 

I 4S9,0 91,8 4e 287,0 9S,7 

N 467,0 93,4 v 483,0 96,S 

Post sécheur 9S8,0 9S,8 Post sécheur 1001,0 100,1 

Sous-sol 999,S 99,9 Stockrdc 1014,0 101,4 

v S92,S 118,S 1er humide S71,0 114,2 

1er humide 693,S 138,7 Se 693,0 11S,S 

I: escalier 7e ->Se; II: palier sous Se-> 3e; III: palier sous 3e -> 2e 

IV: palier sous 2e -> 1er palier sous 1er; V: 2e palier sous 1er-> sous-sol 
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Tableau 12.2 - suite 

c Somme Rang T Somme Rang 

( <0,0001) ( <0,0001) 

2e annexe 77,5 15,5 2e annexe 157,5 31,5 

2e 112 annexe 148,0 29,6 1 157,5 31,5 

II 218,0 43,6 2e 1/2 annexe 224,0 44,8 

Stock totes 488,5 48,8 Albro 490,5 49,0 

4e annexe 516,5 51,6 II 245,5 49,1 

7e 519,5 51,9 Stock totes 517,5 51,7 

1 275,5 55,1 7e 523,0 52,3 

Albro 568,0 56,8 4e annexe 555,5 55,6 

Emballage 587,0 58,7 5el/2 223,0 55,7 

3e 303,0 60,6 Emballage 621,5 62,1 

5el/2 309,5 77,4 3e 369,5 73,9 

2e 404,0 80,8 2e 407,5 81,5 

Sous-sol 920,0 92,0 v 424,5 84,9 

III 461,0 92,3 III 428,5 85,7 

N 475,0 95,0 Sous-sol 883,0 88,3 

4e 293,5 97,8 N 456,0 91,2 

5e 602,5 100,4 5e 574,0 95,7 

v 512,5 102,5 Stock rdc 1014,0 101,4 

Post sécheur 1037,5 103,7 4e 312,5 104,2 

Stockrdc 1045,5 104,6 1er humide 570,0 114,0 

1er humide 533,0 106,6 Post sécheur 1141,0 114,1 

Les charges microbiennes observées sur les sols des différents locaux de l'usine peuvent être 

visualisées sur le plan présenté en page suivante (figure 25). 
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Figure 25 : Comparaisons de charges microbiennes entre locaux sur~le~si":'te~B~(s~o~ls'!...l)~. _______ --;71
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De même que pour les sols, les sacs d'aspirateurs se trouvant dans les locaux de la tour sont 

assez peu chargés en G.A.M., Entérobactéries et coliformes, sauf le 4e, le 7e, le local Post-sécheur 

au niveau du sol, et pour les G.A.M.le 4e annexe (tableaux 13.1 et 13.2). Concernant les coliformes 

thermotolérants, les locaux chauds (4e annexe, 4e, 5e) ainsi que les locaux du 1er présentent les 

charges les plus élevées. A l'exception du stock rdc, les locaux du 1er présentent des charges 

microbiennes supérieures à celles des locaux du rez-de-chaussée, sans doute en raison de la libre 

circulation des véhicules dans le Stock totes ainsi que de la présence d'un local humide. En général, 

les locaux annexes présentent des charges en ces différents germes très faibles. Ce classement est 

fiable, les valeurs pétant données inférieures à 0.0001. Les charges microbiennes observées dans le 

contenu des sacs d'aspirateurs des différents locaux de l'usine peuvent être visualisées sur la figure 

26. 

La répartition de Enterobacter sakazakii dans les différents locaux de l'usine peut être 

visualisée sur la figure 27, les graphes s'y trouvant ayant été réalisés de la même manière que pour 

les figures 25 et 26 à partir des rangs trouvés à l'aide du test de Kruskal-Wallis, avec des valeurs p 

inférieures à 0.0001. 
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croissant selon le test de Kruskal-Wallis (as irateurs). 

G.A.M. Somme Rang E Somme Rang 

( <0,0001) des ran s ( <0,0001) des ran s 

2e annexe 28,0 5,6 2e annexe 40,0 8,0 

2e 1/2 annexe 39,5 7,9 2e 1/2 annexe 40,0 8,0 

3e 73,5 14,7 2e 114,0 22,8 

Post sécheur passerelle 77,0 15,4 3e 129,0 25,8 

Albro 133,0 26,6 Albro 131,0 26,2 

Emballage 136,5 27,3 Emballage 131,0 26,2 

5e 143,5 28,7 Post sécheur passerelle 164,0 32,8 

2e 195,5 39,1 5e 185,0 37,0 

Stock totes au fond 224,5 44,9 4e annexe 188,0 37,6 

Post sécheur 260,0 52,0 Stock totes au fond 192,5 38,5 

Stockrdc 267,0 53,4 7e 266,5 53,3 

7e 298,5 59,7 Stockrdc 273,5 54,7 

4e annexe 311,0 62,2 Entrée Stock totes 302,0 60,4 

4e 315,5 63,1 Post sécheur 334,5 66,9 

Entrée Stock totes 347,0 69,4 4e 359,0 71,8 

Tableau 13.2 - suite 

c Somme Rang T Somme Rang 

( <0,0001) des ran s ( <0,0001) des ran s 

2e annexe 50,0 10,0 2e annexe 92,5 18,5 

2e 1/2 annexe 50,0 10,0 2e 1/2 annexe 92,5 18,5 

3e 107,0 21,4 2e 92,5 18,5 

Albro 112,5 22,5 3e 92,5 18,5 

2e 123,5 24,7 Albro 92,5 18,5 

Emballage 137,0 27,4 Emballage 118,0 23,6 

Post sécheur passerelle 169,0 33,8 Stock rdc 155,5 31,1 

5e 173,5 34,7 7e 163,0 32,6 

4e annexe 193,0 38,6 5e 221,0 44,2 

Stock totes au fond 208 41,6 Post sécheur passerelle 223,5 44,7 

7e 267,5 53,5 Stock totes au fond 229,5 45,9 

Stock rdc 267,5 53,5 4e annexe 265,0 53,0 

Entrée Stock totes 299,0 59,8 Entrée Stock totes 315,0 63 

Post sécheur 333,0 66,6 Post sécheur 336,5 67,3 

4e 359,5 71,9 4e 360,5 72,1 
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Figure 26 : Comparaisons de charges microbiennes entre 2' le site :: :~:teurs \ 
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Figure 27 : Comparaison des charges en Enterobacter sakazakii entre locaux sur le site B 
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3.2.2 - Propositions de valeurs de référence 

3.2.2.1 - Critères analytiques 

Cette étude a montré comme sur le site A que les Entérobactéries sont essentiellement des 

coliformes, et que les coliformes thermotolérants sont minoritaires : 

- les ratios TIE et TIC inférieurs à 0.5 représentent plus de 60% des prélèvements, 

-les ratios CIE supérieurs à 0.5 représentant entre 62% et 80% des prélèvements (tableau 14). 

Les coliformes thermotolérants recherchés à partir des prélèvements du contenu de sacs 

d'aspirateurs représentent une plus forte proportion des Entérobactéries et des coliformes en ZSP 

qu'en ZSSP, les ratios T/E et TIC inférieurs à 0.5 représentant respectivement 60% et 54% des 

prélèvements en ZSP, 100% et 90% en ZSSP. 

Les températures élevées trouvées dans la tour d'atomisation (jusqu'à 60°C) semblent donc 

favoriser les coliformes thermotolérants par rapport aux autres Entérobactéries. Cette observation était 

prévisible, mais elle semble impliquer la non-utilisation des coliformes thermotolérants comme 

indicateurs de mauvaises pratiques dans les locaux de la tour d'atomisation, leur présence n'y étant 

pas liée aux pratiques mais aux températures élevées de l'environnement. Par contre les ratios 

observés dans la tour d'atomisation seraient inacceptables en zone de conditionnement, les coliformes 

thermotolérants y étant naturellement peu présents. Cela signifierait nécessairement une mauvaise 

pratique ayant amené une contamination fécale par des germes comme Escherichia coli. 

Tableau 14 : Proportions (%) de prélèvements par gamme de ratios, par zone et par mode de 

prélèvement après création d'une ZSSP. 

Zone sèche protégée 

CIE TIE 
Sols 

(66) 

> 0,8 62 

0,5-0,8 21 

< 0,5 17 

Aspi. : Aspirateurs 

E : Entérobactéries 

C : Coliformes 

A spi. Sols 

(40) (66) 

80 14 

12 9 

8 77 

T : Coliformes thermotolérants 

(nombre de prélèvements) 

A spi. 

(40) 

22 

18 

60 

TIC 
Sols As pi. 

(62) (37) 

26 32 

10 14 

64 54 

Zone sèche semi-protégée 

CIE TIE TIC 
Sols A spi Sols As pi. Sols As pi. 

(56) (20) (56) (20) (54) (20) 

79 80 16 0 28 5 

7 0 9 0 7 5 

14 20 75 100 65 90 
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Pour les prélèvements du contenu de sacs d'aspirateurs, les seuils de dénombrement 

majoritairement observés sont les suivants : 

-de< 10000 G.A.M./g à < 100000 G.A.M./g (plus de 80% des prélèvements), la ZSSP 

étant un peu plus chargée que la ZSP (figure 28). 

- < 1000 ufc/g en Entérobactéries et coliformes (plus de 80% des prélèvements) (figures 29 et 30). 

- < 100 ufc/g en coliformes thermotolérants (plus de 70% des prélèvements) (figure 31). 

Pour les prélèvements à l'éponge, les seuils de dénombrement majoritairement observés sont 

les suivants : 

- < 10000 G.A.M./25cm2 (près de 90% des prélèvements) (figure 32). 

- < 100 ufc/25cm2 en Entérobactéries et coliformes (près de 90% des prélèvements) 

(figures 33 et 34). 

- < 10 ufc/25cm2 en coliformes thermotolérants (près de 80% des prélèvements) (figure 35). 

On peut proposer ces valeurs comme critères analytiques, avec 80% à 90% des 

dénombrements qui ne dépassent pas ces seuils. 
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Figures 28, 29, 30 et 31 : Incidence de la création d'une ZSSP sur la réponse des seuils de 

dénombrement pour les 

fig. 28 : G.A.M. fig. 29 : E 
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Figures 32, 33, 34 et 35 : Incidence de la définition d'une ZSSP sur la réponse des seuils de 

dénombrement 
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3.2.2.2 - Critères indicatifs 

L'étude des dénombrements en Enterobacter sakazakii a montré des niveaux de 

dénombrement élevés dans l'aspirateur (1,1.103 ufc/g) et sur le sol (60 ufc/25cm2) de la passerelle 

au 4e, dans l'aspirateur au sol (280 ufc/g) et sur la passerelle (110 ufc/g) ainsi que sur le sol sous la 

passerelle au fond à droite (50 ufc/25cm2) au local Post-sécheur, et dans l'aspirateur du local entrée 

stock totes (290 ufc/g) (tableau 15). 

Tableau 15 : Localisation et dénombrement d'Enterobacter sakazakii à partir du milieu VRBL incubé 

24 h à 44.5°C. 

Local T~pe de Erélèvement Lieu Dénombrement 

7e Aspirateur local 10/g, 20/g 

5e Aspirateur local 10/g 

4e Aspirateur local 11000/g, 4000/g 

Sol au fond passerelle 60/25cm2 

local annexe, 2 marche vers passerelle 1/25cm2 

Escalier Sol palier devant local annexe 4e 1/25cm2 

rebord marche 2e palier sous 3e 2/25cm2 

rebord marche 3e palier sous 3e 6/25cm2 

2e1/2 Sol local annexe, coin au fond à droite 4/25cm2 

Aspirateur local 2/g (1) 

2e Sol passerelle 3/25cm2 

Escalier Sol rebord marche en haut palier 2e 5/25cm2 

rebord marche, 1er palier sous 2e 6/25cm2 

Post sécheur Sol 1er palier passerelle 2/25cm2 

passerelle supérieure côté opposé 3/25cm2 

sous passerelle vers le fond à droite 50/25cm2 

Aspirateur sur la passerelle 110/g, 7/g, 15/g 

sur le sol 280/g, 10/g 

Stock totes Aspirateur local entrée 210/g, 110/g, 290/g, 

250/g 

au fond 20/g, 20/g, 10/g, 30/g, 

13/g 

Sol au fond à droite devant autre atelier 11/25cm2 

Albro Aspirateur local 2/g (1) 

Escalier Sol rebord marche 1er palier sous 1er 1/25cm2 

Sous-sol Sol interface côté véhicules, 5m 1/25cm2 

(1) après enrichissement sur eau peptonée tamponnée 24h à 37°C 
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En termes de prélèvements positifs en Enterobacter sakazakii, l'efficacité des prélèvements de 

sols à l'aide d'éponges est de 10% (151143). Par contre 29% (22/75) des prélèvements d'aspirateurs 

sont positifs en Enterobacter sakazakii, ces prélèvements appartenant à 60% des 15 aspirateurs 

contrôlés. 

Lorque l'espèce Enterobacter sakazakii est identifiée, elle est en général majoritaire. En effet, 

les moyennes des proportions respectives des germes identifiés dans les prélèvements contenant 

Enterobacter sakazakii sont de 58% pour Enterobacter sakazakii, 12% pour Serratia plymuthica, 8% 

pour Enterobacter agglomerans, 5% pour Enterobacter cloacae et Citrobacter freundii et 17% pour 

d'autres germes à Gram négatif. Il convient de souligner que 35% des prélèvements présentant 

Enterobacter sakazakii ne contenaient pas d'autre germe. 

A partir de ces observations les critères indicatifs suivants peuvent être retenus pour la zone de 

production : 

- < 10/g dans les aspirateurs à raison d'un minimum de trois prélèvements par aspirateur et de 5 

colonies identifiées par prélèvement à partir du milieu VRBL incubé 24 h à 44.5°C. 

- < 20/25cm2 sur les sols à partir d'un prélèvement à l'éponge et d'un minimum de 5 colonies 

identifiées par prélèvement incubé 24 h à 44.5°C. 

Ces valeurs, ainsi que les seuils majoritairement observés pour les prélèvements du contenu de 

sacs d'aspirateurs et de surfaces de sols à l'éponge, n'ont pas le caractère impératif des critères 

obligatoires, mais leur dépassement net et répété pourrait signifier une mauvaise maîtrise de la qualité 

microbiologique de l'environnement, et en particulier une déficience dans le contrôle de la présence de 

l'espèce Enterobacter sakazakii. Il conviendrait alors d'appliquer certaines mesures correctives touchant 

notamment à la fréquence des nettoyages et du changement de sacs d'aspirateurs, et éventuellement de 

réviser les pratiques de nettoyage, notamment à l'intérieur de l'égron à partir de la passerelle du 4e ainsi 

qu'à l'intérieur du post-sécheur. 

3.2.3 • Etude de la diversité sur les coliformes thermotolérants 

Pour les sols on observe les proportions suivantes (figure 36) : 

- environ 30% des colonies ont été identifiées comme Enterobacter agglomerans, 

-environ 15% ont été identifiées comme Enterobacter cloacae, 

Des proportions plus faibles en ZSSP qu'en ZSP sont observées pour les espèces suivantes : 

- Enterobacter sakazakii (4% en ZSSP contre 10% en ZSP), 

- Serratia plymuthica (2% en ZSSP contre 15% en ZSP), 

- Citrobacter freundii (10% en ZSSP contre 20% en ZSP). 
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Quand à l'espèce Pseudomonas aeruginosa, non observée en ZSP, elle présente en ZSSP une 

proportion de 12%. 

On observe donc que le genre Enterobacter représente environ 60% des colonies 

thermotolérantes identifiées à partir des prélèvements de surfaces à l'éponge. 

Figure 36 : Proportions des différentes espèces identifiées avec une ZSSP pour les prélèvements de 

surfaces de sols à l'é on e. 
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Pour les aspirateurs on constate des proportions plus faibles en ZSSP qu'en ZSP pour les 

espèces suivantes (figure 37): 

- Enterobacter agglomerans (3% en ZSSP contre 10% en ZSP), 

- Enterobacter cloacae (2% en ZSSP contre 12% en ZSP). 

Par contre une proportion très élevée en Enterobacter sakazakii est observée en ZSSP 

(60% contre 16% en ZSP). 

Quand à l'espèce Serratia plymuthica, elle représente environ 25% des colonies identifiées. 
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Figure 37: Proportions des différentes espèces identifiées avec une ZSSP pour les prélèvements du 

contenu de sacs d'as irateurs. 
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Il ressort de ces résultats que les sols sont plus chargés que les aspirateurs en Enterobacter 

agglomerans, alors que les aspirateurs sont plus chargés que les sols en Enterobacter sakazakii et en 

Serratia plymuthica. Globalement le genre majoritairement observé est Enterobacter ( 40% à 70% des 

colonies thermotolérantes identifiées). 
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3.3 - CARACTERISATION DE SOUCHES D'ENTEROBACTER SAKAZAKII EN 

RELATION AVEC L'ENVIRONNEMENT 

3.3.1 - Répartition des profils VITEK en usine 

La cage d'escalier semble véhiculer l'espèce Enterobacter sakazakii dans les locaux adjacents, 

la plupart des profils VITEK se retrouvant au même niveau géographique pour les locaux et la cage 

d'escalier (tableaux 16.1 et 16.2). C'est notamment le cas pour les profils 3221750372, 3321754362 

et 3321750372, observés au niveau du local annexe 2el/2 et dans la cage d'escalier entre le 2e et le 

3e. On observe cependant que l'ensemble des profils dominants se retrouve au local Post-sécheur et 

au stock totes, c'est-à-dire au niveau du 1er étage. 

Les distinctions observées entre profils ont essentiellement trait aux tests 

Indoxyl-~-D-Glucoside (2e chiffre en 2 ou 3), Inositol (7e chiffre en 0 ou 4), Arginine (9e chiffre en 

6 ou 7) et Omithine (lOe chiffre en 0 ou 2). On observe que 52% (551106) des souches présentent un 

profil Inositol positif, 56% (591106) présentent un profil Indoxyl-~-D-Glucoside positif, 61% 

(65/106) présentent un profil Arginine positif, et 87% (921106) présentent un profil Omithine positif. 

Si l'on occulte le test Indoxyl-~-D-Glucoside, on observe deux grands groupes de profils: 39% 

(421106) des souches présentent un profil Inositol positif/Arginine négatif, et 48% (511106) 

présentent un profil Inositol négatif/ Arginine positif. 

Ces caractéristiques biochimiques peuvent être spécifiques d'une provenance industrielle, et 

plus précisément de l'environnement d'une tour d'atomisation. Cependant la finalité de cette 

technique est avant tout d'obtenir une identification fiable et rapide, mais on ne peut associer un profil 

VITEK spécifiquement à un local ou à un groupe restreint de locaux. La caractérisation de souches 

doit donc être menée à l'aide de techniques dont le pouvoir discriminant a déjà été éprouvé, comme la 

ribotypie ou, comme nous le verrons plus loin, l'analyse des acides gras membranaire par C.P.G .. 
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Tableau 16.1 :Localisation des Erofils VITEK d'Enterobacter sakazakii. 

Profil VITEK Local Nombre et type de Total de prélèvements Nombre de 

Erélèvements Eositifs Eositifs/type/Erofil souches/Erofil 

3221750372 3e palier sous 3e 1 sol 4 sols/7 prélèvements 30 

en haut palier 2e 1 sol de 5 aspirateurs 

local annexe 2e 1/2 1 sol 

1er palier sous 2e 1 sol 

post sécheur 1 aspirateur sur la 

passerelle 

1 aspirateur au sol 

local entrée stock totes 3 dans 1 aspirateur 

stock totes 3 sols 

2 dans 1 aspirateur 

3321754362 5e 1 aspirateur 5 sols/5 prélèvements 26 

4e 1 aspirateur de 5 aspirateurs 

2e palier sous 3e 1 sol 

local annexe 2e 112 1 aspirateur 

passerelle 2e 1 sol 

post sécheur 2 sols 

1 aspirateur au sol 

stock totes 1 sol 

1 aspirateur 

3321750372 3e palier sous 3e 1 sol 4 sols/6 prélèvements 18 

local annexe 2e 112 1 sol de 3 aspirateurs 

en haut palier 2e 1 sol 

1er palier sous 2e 1 sol 

post sécheur 1 aspirateur au sol 

local entrée stock totes 2 dans 1 aspirateur 

stock totes 3 dans 1 asEirateur 
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Tableau 16.2 - suite 

Profil VITEK Local . Nombre et type de Total de prélèvements Nombre de 

prélèvements positifs positifs/type souches 

/profil /profil 

3221754362 4e 1 sol 7 sols/3 prélèvements 15 

1 aspirateur de 3 aspirateurs 

local annexe 4e 1 sol 

2e 1 sol 

post sécheur 2 sols 

stock totes 1 sol 

1 aspirateur 

albro 1 aspirateur 

sous-sol 1 sol 

3321754370 7e 2 dans 1 aspirateur 3 sols/ 6 prélèvements 12 

post sécheur 1 sol de 4 aspirateurs 

1 aspirateur au sol 

stock totes 1 aspirateur 

local entrée stock totes. 2 dans 1 aspirateur 

2e palier sous 3e 1 sol 

1er palier sous 1er 1 sol 

3321754762 4e 1 aspirateur 1 prélèvement d'1 1 

aspirateur 

3221750370 4e 1 sol 1 sol 1 

3331750372 4e 1 sol 1 sol 1 

3321650372 3e palier sous 3e 1 sol 1 sol 1 

3231754372 post sécheur 1 aspirateur sur la 1 prélèvement d'1 1 

passerelle aspirateur 

7321754370 stock totes 1 aspirateur 1 prélèvement d'1 1 

aspirateur 
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3.3.2 - Répartition des profils de ribotypie en usine 

Les ribotypages réalisés à Campden sur 20 souches montrent pour les 18 souches provenant 

du site B des regroupements géographiques concernant certains ribogroupes (tableau 17), notamment 

le ribogroupe 10005 qui est observé majoritairement au stock totes (3 souches sur 4), et le ribogroupe 

10006 qui n'a été observé qu'au niveau du 2e. 

Pour l'ensemble des 20 souches étudiées on a observé une réponse inositol constante par 

ribogroupe, les ribogroupes inositol positif correspondant plutôt à des souches provenant de locaux 

se trouvant dans la tour d'atomisation, et les ribogroupes inositol négatif correspondant plutôt à des 

souches provenant des locaux se trouvant au niveau du 1er étage (Post-sécheur, stock totes). 

Les souches provenant de l'usine A sont d'un autre ribogroupe (10022) que celles trouvées 

sur le site B, ce qui laisse supposer que l'on puisse déterminer l'usine d'origine d'une souche par 

cette méthode. Cependant ces observations demandent à être corroborées par de plus amples 

analyses, le nombre de souches traitées étant faible. 

Tableau 17: Classement de souches d'Enterobacter sakazakii par ribogroupe (A2 +B). 

Lieu Type de Ribogroupe Inositol 

prélèvement 

2e, passerelle près du ventilateur Sol 10001 positif 

4e annexe, entrée passerelle Sol 10001 positif 

2e 1/2 annexe Aspirateur 10001 positif 

Albro Aspirateur 10001 positif 

Stock totes devant porte Sol 10011 positif 

Se Aspirateur 10011 positif 

4e Aspirateur 10011 positif 

Stock totes au fond Aspirateur 10011 positif 

2e palier sous 3e Sol 2847 positif 

Post-sécheur, palier passerelle Sol 2847 positif 

1er palier sous 1er Sol 2847 positif 

7e Aspirateur 2847 positif 

2e 1/2 annexe, coin au fond Sol 10005 négatif 

Entrée stock totes Aspirateur 10005 négatif 

Stock totes au fond Aspirateur 10005 négatif 

Stock totes au fond Aspirateur 10005 négatif 

Palier en haut escalier 2e Sol 10006 négatif 

1er palier sous 2e Sol 10006 négatif 

Post-sécheur, bouche d'égoût (C2) Eponge 10022 négatif 

Ascenseur, au centre (C2) Résidu 10022 négatif 
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3.3.3 · Effet de la température environnementale sur la composition en acides 

gras membranaires 

Les 96 souches identifiées comme Enterobacter sakazakii par l'A.M.S. Vitek ont donné la 

même identification en premier choix par la C.P.G. Le pourcentage moyen d'identification des 96 

souches est de 84.7% avec une gamme de variation comprise entre 64.0% et 94.1%. Une fiche de 

résultat d'une analyse d'Enterobacter sakazakii par la C.P.G. est présentée en annexe 4, ainsi que la 

visualisation des pics d'acides gras correspondant à cette analyse en annexe 5. 

Le profil moyen des 96 souches étudiées ne présente pas de différence notable avec celui de la 

souche référencée AHF 57.33, dont l'origine est de la poudre de lait (tableaux 18.1, 18.2 et 18.3), 

excepté un taux de 16:1 ro7c plus faible (respectivement 20.4% et 21,9% ). Par contre la souche 

indole positive référencée 192 CIP 103581 (Collection Institut Pasteur) présente de plus forts taux en 

12:0 (respectivement 3.1% et 1.6%) et 16:1 ro7c (respectivement 23.9% et 21.9% ), et un taux plus 

faible en 14:0 (respectivement 5.6% et 8.3%). Enfin le profil moyen de la base de données du M.I.S. 

présente un taux plus faible en acides gras saturés (respectivement 35.8% et 39.5%), ainsi qu'un taux 

plus élevé en sommes caractéristiques (respectivement 39.7% et 36.5%), notamment en sommes 

caractéristiques 7 (respectivement 32.2% et 28.0%). 

L'étude des gammes de températures (respectivement 20°C-30°C; 30°C-40°C; 40°C-50°C) 

montre une fréquence plus élevée en 15:0 (15.0% ; 2.5% ; 6.5%) pour la gamme de températures 

20°C-30°C, une fréquence plus faible en 18:0 (60.0% ; 20.0% ; 50.0%) et l'absence de 

19:0 Cyclo ro8c (7.5%; 0.0%; 6.5%) pour la gamme de températures 30°C-40°C, et une fréquence 

plus élevée en 17:0 (7.5% ; 5.0%; 12.5%) pour la gamme de températures 40°C-50°C (tableaux 

18.1 , 18.2 et 18.3). La combinaison des deux critère température et trafic de personnel montre pour 

la gamme de températures 20°C-30°C des fréquences plus élevées en zone de conditionnement pour 

les 18:0 et 19:0 Cyclo ro8c (respectivement 68.7% et 9.4%, contre 25.0% et 0.0% en zone de 

production). 
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Tableau 18.1 : Proportions des différents acides gras membranaires de souches référencées 

d'Enterobacter sakazakii ainsi que de souches provenant d'un environnement industriel selon la 

tem~rature et le trafic de 12ersonnel. 

20- 30°C 

Nature des Zone de production, Zone de conditionnement, Total (40 souches) 

acides gras trafic restreint (8 souches) trafic important (32 souches) 

frég. mo~. écart frég. mo~. écart frég. mo~. écart 

Saturés 100,0% 38,9 38,1-39,7 100,0% 39,9 38,7-41,1 100,0% 39,7 38,7-41,1 

dont 12:0 100,0% 1,6 1,3-1,8 100,0% 1,6 1,34-1,8 100,0% 1,6 1,3-1,8 

14:0 100,0% 8,7 8,2-9,1 100,0% 9,0 8,1-9,4 100,0% 9,0 8,1-9,4 

15:0 12,5% 0,0 0,0-0,3 15,6% 0,0 0,0-0,4 15,0% 0,0 0,0-0,4 

16:0 100,0% 28,5 26,1-29,2 100,0% 29,0 27,8-30,4 100,0% 28,9 26,1-30,4 

17:0 12,5% 0,0 0,0-0,3 6,2% 0,0 0,0-0,4 7,5% 0,0 0,0-0,4 

18:0 25,0% 0,1 0,0-0,4 68,7% 0,3 0,0-0,6 60,0% 0,2 0,0-0,6 

Insaturé 

16:1 ro7c 100% 22,8 21,7-23,4 100,0% 22,1 20,0-23,4 100,0% 22,2 20,0-23,4 

Cyclo 87,5% 0,79 1,0-1,3 100,0% 1,3 0,8-2,0 97,5% 1,2 0,0-2,0 

dont 17:0 Cyclo 87,5% 0,79 1,0-1,3 100,0% 1,3 0,8-2,0 97,5% 1,2 0,0-2,0 

19:0 Cyclo roSe 0,0% 0,0 0,0 9,4% 0,0 0,0 7,5% 0,0 0,0-0,3 

Inconnu 100,0% 0,7 0,7-0,9 90,6% 0,7 0,0-0,8 92,5% 0,7 0,0-0,9 

dont 14.503 100,0% 0,8 0,7-0,9 90,6% 0,7 0,0-0,8 92,5% 0,7 0,0-0,9 

13.961 0,0% 0,0 0,0 3,1% 0,0 0,0 2,5% 0,0 0,0-0,6 

Sommes 100,0% 36,7 35,2-37,9 100,0% 36,1 34,9-37,1 100,0% 36,1 34,9-37,9 

caractéristiques 

dont 3 100,0% 8,4 7,9-9,1 100,0% 8,6 7,4-9,5 100,0% 8,6 7,9-9,5 

7 100,0% 28,3 27,3-29,1 100,0% 27,4 26,1-29,0 100,0% 27,6 26,1-29,1 

aLa position de la double liaison peut être établie en comptant à partir du methyl (ro) de la chaîne carbonée. 

bLes acides gras notés "inconnu" ne sont pas répertoriés dans la banque de données. Les chiffres 14.503 et 13.961 

correspondent à l'ECL, ou Equivalent Chain Length, valeur calculée pour chaque pic obtenu et comparée avec les ECL 

des acides gras méthylés de souches référencées se trouvant dans la banque de données. 

CLes sommes caractéristiques représentent des groupes de deux ou trois acides gras qui n'ont pu être séparés par la 

C.P.G. La somme caractéristique 3 contient les acides gras 16:1 iso 1 et/ou 14:0 30H. La somme caractéristique 7 

contient au moins un des isomères suivants: 18:1 ro7c, 18:1ro9t, 18:1ro9c et/ou 18:1 ro12t (les isomères cis et trans 

sont indiqués par les suffixes c et t, respectivement). 
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Tableau 18.2 - suite 

30-40°C 

Nature des Zone de production, Zone de conditionnement, Total (40 souches) 

acides gras trafic restreint (28 souches) trafic imEortant (12 souches) 

frég. mol::. écart frég. mol::. écart frég. mol::. écart 

Saturés 100,0% 39,5 38,2-40,3 100,0% 38,4 36,6-40,2 100,0% 39,1 36,6-40,3 

dont 12:0 100,0% 1,6 1,4-1,7 100,0% 1,7 1,5-1,8 100,0% 1,6 1,4-1,8 

14:0 100,0% 8,7 8,1-9,5 100,0% 8,7 8,4-9,0 100,0% 8,7 8,1-9,5 

15:0 3,6% 0,0 0,0-0,3 0,0% 0,0 0,0 2,5% 0,0 0,0-0,3 

16:0 100,0% 29,0 28,2-29,8 100,0% 28,0 26,2-29,8 100,0% 28,7 26,2-29,8 

17:0 7,1% 0,0 0,0-0,3 0,0% 0,0 0,0 5,0% 0,0 0,0-0,3 

18:0 39,3% 0,2 0,0-0,4 25,0% 0,1 0,0-0,5 20,0% 0,1 0,0-1,0 

Insaturé 100,0% 21,6 20,1-23,4 100,0% 22,6 20,7-23,6 100,0% 21,9 20,1-23,6 

16:1 ro7c 100,0% 21,6 20,1-23,4 100,0% 22,6 20,7-23,6 100,0% 21,9 20,1-23,6 

Cyclo 100,0% 1,49 1,10-2,02 91,67% 0,87 0,0-1,62 97,5% 1,3 0,0-2,1 

dont 17:0 Cyclo 100,0% 1,49 1,10-2,02 91,67% 0,87 0,0-1,62 97,5% 1,3 0,0-2,1 

19:0 Cyclo ro8c 0,0% 0,0 0,0 0,0% 0,0 0,0 0,0% 0,0 0,0 

Inconnu 92,9% 0,7 0,7-0,8 91,7% 0,7 0,0-0,8 92,5% 0,7 0-0,8 

dont 14.503 92,9% 0,7 0,7-0,8 91,7% 0,7 0,0-0,8 92,5% 0,7 0-0,8 

13.961 0,0% 0,0 0,0 0,0% 0,0 0,0 0,0% 0,0 0,0 

Sommes 100,0% 36,7 35,1-38,9 100,0% 37,3 35,7-39,0 100,0% 36,9 35,1-39,0 

caractéristiques 

dont 3 100,0% 8,5 7,9-9,0 100,0% 8,5 7,4-9,0 100,0% 8,5 7,4-9,0 

7 100,0% 28,2 26,2-30,9 100,0% 28,6 27,7- 30,2 100,0% 28,3 26,2-30,9 
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Tableau 18.2 - suite 

40-50°C 

Nature des Zone de production,trafic Total (96 souches) 

acides gras restreint (28 souches) 

frég. mo~ écart frég. mo~. écart 

Saturés 100,0% 40,1 38,7-42,2 100% 39,5 36,6-42,2 

dont 12:0 100,0% 1,6 1,5-1,8 100,0% 1,6 1,3-1,8 

14:0 100,0% 8,8 8,3-9,3 100,0% 8,8 8,1-9,5 

15:0 6,2% 0,0 0,0-0,1 8,3% 0,0 0,0-0,4 

16:0 100,0% 29,2 28,5-30,6 100,0% 28,9 26,1-30,5 

17:0 12,5% 0,0 0,0-0,2 7,3% 0,0 0,0-0,4 

18:0 50,0% 0,2 0,0-0,8 41,7% 0,2 0,0-1,0 

Insaturé 100,0% 21,1 19,6-22,5 100,0% 21,9 19,6-23,6 

16:1 ro7c 100,0% 21,1 19,6-22,5 100,0% 21,9 19,6-23,6 

Cyclo 100,0% 1,7 0,8-2,3 97,9% 1,3 0,0-2,3 

dont 17:0 Cyclo 100,0% 1,7 0,8-2,3 97,9% 1,3 0,0-2,3 

19:0 Cyclo roSe 6,2% 0,0 0,0-0,2 4,2% 0,0 0,0-0,3 

Inconnu 87,5% 0,7 0,0-0,9 91,7% 0,7 0,0-0,9 

dont 14.503 87,5% 0,7 0,0-0,9 91,7% 0,7 0,0-0,9 

13.961 0,0% 0,0 0,0 1,0% 0,0 0,0-0,6 

Sommes 100,0% 36,8 34,7-37,4 100,0% 36,5 34,7-39,0 

caractéristiques 

dont 3 100,0% 8,4 7,7-8,9 100,0% 8,5 7,4-9,5 

7 100,0% 28,0 26,6-29,0 100,0% 28,0 26,1-30,9 

L'étude des rapport acides gras saturés/acides gras insaturés et C16:0/C16:1 ro7c (tableau 19) 

montre des ratios plus élevés dans la gamme de températures 40°C-50°C (respectivement 1 ,90 et 

1,40) que dans la gamme de températures 20°C-40°C (respectivement 1,79 et 1,30). Cette 

observation doit cependant être modérée par le fait que le nombre de souches provenant de la gamme 

de températures 40°C-50°C est relativement faible (16 souches contre 80 pour la gamme de 

températures 20°C-40°C). 
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Tableau 19 : Effet de la température ambiante des lieux de prélèvement sur le ratio 

acides gras totaux saturés/insaturés et acides gras hexadecanoiques saturé/insaturé pour des souches 

d'Enterobacter sakazakii. 

Gamme de températures 

(nombre de souches) 

TOTAL 

(96) 

souche test AHF 57.33 

souche test 192 CIP 103581 

AG : Acide Gras. 

AG saturés/AG insaturés 

moyenne écart 

1,79 1,64-2,03 

1,79 1,55-1,99 

1,90 1,76-2,15 

1,81 1,55-2,15 

1,95 

1,60 

16:0/16:1 ro7c 

moyenne écart 

1,30 1,19-1,52 

1,30 1,11-1,44 

1,40 1,27-1,56 

1,32 1,11-1,56 

1,44 

1,19 

La comparaison effectuée avec les profils des souches ribotypées (tableau 17) indique qu'au 

profil 10011 correspond un ratio acides gras saturés/acides gras insaturés supérieur à 1,90 (tableau 

20). La ribotypie est une technique de typage dont la fiabilité est reconnue. Or, 2 des 4 souches 

présentant le ribogroupe 10011 provenaient de locaux présentant une température élevée, le 4e et le 

5e. La coïncidence de tendances entre certains résultats obtenus par ribotypie et par C.P.G. pourrait 

constituer un élément d'argumentation en faveur de l'intérêt de cette dernière technique comme outil 

de caractérisation de souches provenant de l'environnement. 

Tableau 20 : Proportions respectives des acides gras saturés par rapport aux acides gras insaturés 

pour des ribogroupes de souches d'Enterobacter sakazakii provenant d'un site industriel. 

ribogroupe (nombre de souches) AG saturés/AG insaturés 16:0/16:1 ro7c 

Mo~enne Ecart Mo~enne Ecart 

2847 (4) 1,75 1,67-1,83 1,29 1,24-1,34 

10011 (4) 1,96 1,92-2,03 1,45 1,40-1,52 

10001 (4) 1,85 1,78-1,92 1,37 1,32-1,42 

10005 (4) 1,77 1,64-1,89 1,27 1,19-1,35 

10006 (2) 1,76 1,70-1,83 1,29 1,22-1,36 

AG : Acide Gras. 
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4 - DISCUSSION 

4.1 - NATURE DE L'ENVIRONNEMENT DES USINES ETUDIEES 

4.1.1 - Flore identifiée 

En 1988, Muytjens et al. examinèrent 141 différentes poudres de lait provenant de 35 pays et 

trouvèrent que 52.5% contenaient des membres de la famille Enterobacteriaceae. L'espèce 

Enterobacter sakazakii était troisième en fréquence ( 15%) après Enterobacter agglomerans (27%) et 

Enterobacter cloacae (23% ), soit un total de 65% pour ces trois espèces. Les identifications de 

colonies issues du milieu VRBG ont déterminé la présence de ces trois espèces dans des proportions 

proches de 50% pour Enterobacter agglomerans, 15% pour Enterobacter cloacae, et 2% pour 

Enterobacter sakazakii, soit un total de 67%. L'ordre est donc le même que celui observé par 

Muytjens et al. ainsi que la somme des proportions de ces trois espèces, mais le pourcentage en 

Enterobacter ag glome rans est deux fois plus élevé alors que les pourcentages en Enterobacter cloacae 

et surtout en Enterobacter sakazakii sont plus faibles. 

L'observation d'une similitude entre la répartition des espèces d'Entérobactéries dans 

l'environnement de production et celle du produit relatée par Muytjens et al. met en évidence une 

relation forte entre le produit et l'environnement de production, et confirme la nécessité de contrôler 

ce dernier pour garantir la sécurité du produit. 

Il convient de noter qu'hormis dans des locaux présentant un faible niveau hygiénique (local 

stockage au rez-de-chaussée, sous-sol), les espèces Klebsiella oxytoca et Klebsiella pneumoniae 

n'ont été identifiées que dans le local Post-sécheur et le local humide, ces deux pièces n'étant 

séparées que par une porte. Cette observation confirme l'influence de l'environnement sur la 

répartition des espèces microbiennes, le genre Klebsiella étant plutôt trouvé dans des environnements 

humides. 

4.1.2 - Réalité d'une modification de la sectorisation en zone de production 

Plusieurs éléments plaident en faveur de la réalité d'une zone à trafic de personnel élevé 

présentant un niveau hygiénique intermédiaire en zone de production : des charges microbiennes plus 

élevées, à l'exception des entérocoques dont le niveau est constant dans toute la zone sèche, une 

proportion plus forte des coliformes totaux et plus faible des coliformes thermotolérants par rapport 

aux Entérobactéries, et une répartition différente des espèces identifiées. L'absence d'Escherichia 

coli, de Pseudomonas aeruginosa et du genre Klebsiella dans la zone de production à faible trafic de 

personnel indique que ces germes, observés en zone de conditionnement, ne font pas partie de 

l'environnement de la zone de production et que leur présence serait signe de mauvaises pratiques 

amenant notamment la présence d'eau. 
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L'augmentation des fréquences de certains acides gras, notamment les 18:0 et 

19:0 Cyclo roSe, pour les souches d'Enterobacter sakazakii trouvées en zone de production et dans la 

gamme de températures 20°C - 30°C, est un élément nouveau susceptible de présenter un intérêt non 

négligeable comme marqueur d'activité du lieu d'origine d'une souche d'Enterobacter sakazakii, et 

pouvant peut-être s'appliquer à d'autres souches de coliformes. Cependant cette application ne peut 

être envisagée que si une étude portant sur la stabilité de ces critères est réalisée, notamment 

lorsqu'une souche est repiquée plusieurs fois en laboratoire. 

Ces observations montrent une influence des conditions environnementales sur la répartition 

des flores microbiennes, notamment les conditions de trafic et de température ; elles indiquent que la 

signification de l'observation de germes à caractère indicatif doit être mise en relation avec leur 

présence dans l'environnement, comme cela a été observé pour les coliformes thermotolérants qui, 

favorisés par les températures élevées trouvées dans la tour d'atomisation, y perdent leur connotation 

fécale. 

4.1.3 - Niveaux hygiéniques observés 

4.1.3.1 - Résidus 

Pour la poudre de lait les normes produits sont~ 50000 G.A.M./g et~ 10 coliformes/g 

(Codex, 1991). Les seuils observés à partir des prélèvements de résidus de poudre de lait contenus 

dans les sacs d'aspirateurs étaient compris entre < 10000 et < 100000 G.A.M./g, et 

< 1000 coliformes/g. Cependant l'apparente importance des dénombrements de coliformes ne doit 

pas être considérée comme étant révélatrice d'une mauvaise maîtrise de la qualité microbiologique de 

l'environnement, un facteur 100 entre la norme produit et les dénombrements observés sur des 

résidus de poudre de lait au contact de l'environnement ne paraissant pas démesuré. 

4.1.3.2 - Surfaces 

Dans des salles protégées en production de plats cuisinés, le risque pour la salubrité du 

produit est faible pour < 5 G.A.M./25cm2, moyen pour < 50 G.A.M./25cm2, et fort pour 

< 250 G.A.M./25cm2 (CNEVA et SDHA- DGAL, 1991). Cependant les standards varient suivant 

les process industriels, le risque d'altération du produit différant suivant sa nature. D'autre part il 

n'est pas exclu que la sensibilité des différentes méthodes de prélèvement diffère, les prélèvements 

réalisés à l'aide d'éponges s'étant montrés plus sensibles au cours de notre étude que ceux réalisés à 

l'aide d'écouvillons. Tenant compte du fait qu'aucun incident n'a été signalé durant les campagnes de 

prélèvement, on peut considérer que dans des unités de production de poudre de lait, le risque est 

négligeable pour un seuil de dénombrement compris entre< 10000 et< 100000 G.A.M./25cm2. 
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4.1.3.3 - Air 

Concernant la qualité de l'air, en industrie de fabrication de poudre de lait les critères sont 

< 200 cfufm3 pour un air de bonne qualité, et > 2000 cfutm3 (Radmore et Lück, 1984) ou 

> 1250 cfutm3.(Hedrick et Heldman, 1969) pour un air de mauvaise qualité. Les charges 

microbiennes observées au cours de cette étude se situaient toutes sous le seuil < 200 cfutm3. Cela 

correspond avec les dénombrements observés par Kleiss (1992) à l'aide du préleveur RCS sur un site 

de production de poudre de lait, mais les moyennes des dénombrements observés en 1989 par Kang 

et Frank à l'aide du même préleveur (de 1095 cfu!m3 à 2011 cfu!m3) et par Radmore et Lück en 1984 

à l'aide du préleveur Sartorius MD2 (1800 cfutm3) sont plus élevées. D'autre part, sur 209 

échantillons d'air prélevés sur 31 sites de production de poudre de lait, Radmore et Lück n'en ont 

observé que quatre positifs en Entérobactéries. Sur les 46 prélèvements d'air que nous avons 

effectués à l'aide du préleveur Ochlovar, aucun n'a été positif en Entérobactéries. Sous réserve de 

différences possibles de sensibilité des méthodes de prélèvement, cette observation révèle un niveau 

hygiénique de l'air élevé et signifie une bonne maîtrise de la qualité de l'air. Le risque 

microbiologique par contamination aérienne du produit est donc faible. 

Mossel ( 1967) recommande l'usage d'une échelle mobile adaptée au type de process industriel 

pour maîtriser la présence des Enterobacteriaceae. Les valeurs observées au cours de cette étude 

peuvent être prises comme référence pour établir à l'usage des standards hygiéniques. Cependant ces 

standards devront être adaptés aux conditions de production (présence de travaux, production intense 

ou réduite ... ). 

4.2 - DETERMINATION DE POINTS POUVANT CONSTITUER DES P.C.M. 

L'étude des P.C.M. ne fait intervenir que les locaux par lesquels passe le produit. Ne sont 

donc pas concernés les locaux annexes, le stock rez-de-chaussée, le sous-sol et la cage d'escalier. Il 

convient cependant de ne pas négliger le risque de contamination horizontale à partir des locaux 

annexes et de la cage d'escalier, notamment entre le 2e et le 4e où les charges microbiennes sont assez 

élevées et où Enterobacter sakazakii a été trouvé. Les endroits où ont été observées des charges 

microbiennes élevées ne sont pas nécessairement des P.C.M., si le produit est correctement isolé de 

l'environnement. Cela est normalement le cas dans la tour d'atomisation, alors que dans les locaux de 

conditionnement (stock totes, local Albro) le risque d'une contamination du produit par 

l'environnement n'est pas exclu. Ces derniers locaux semblent donc devoir être l'objet d'attentions 

particulières (contrôles répétés, modification des procédures de nettoyage). Cependant il convient de 

maîtriser la dispersion des Entérobactéries dans les locaux de la tour d'atomisation afin d'en éviter la 

colonisation et d'éviter une contamination du produit en cas de disfonctionnement du procédé. 

L'étude statistique indique que pour les Entérobactéries et les coliformes, les lieux à surveiller 

sont le 7e, le 5e où se trouve la buse d'atomisation, la passerelle 4e, le local Post-sécheur et les 

locaux entrée stock totes et stock totes. 
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Pour Enterobacter sakazakii les lieux pouvant constituer des points critiques sont la passerelle 

4e, le local Post-sécheur, les locaux stock totes et entrée stock totes, et dans une moindre mesure le 

local Albro où le produit est à l'air libre mais où les charges en Enterobacter sakazakii ne sont pas 

trop élevées. 

4.3 - PROPOSITION D'UNE METHODOLOGIE DE SURVEILLANCE DE LA 

QUALITE MICROBIOLOGIQUE DE L'ENVIRONNEMENT 

4.3.1 - Contrôle du respect des bonnes pratiques hygiéniques par la recherche 

d'Escherichia coli 

Dans les unités de production de lait en poudre traitées dans cette étude, l'espèce Escherichia 

coli n'a été identifiée que sur quelques prélèvements susceptibles de la contenir, comme des semelles 

de sabots ou des surfaces de sols en zone humide. A partir de cette investigation de l'environnement, 

nous pouvons affirmer que Escherichia coli ne fait pas partie de la flore habituelle du type d'atelier 

traité, mais peut s'y trouver si les règles d'hygiène ne sont pas respectées. Sa recherche peut donc 

être proposée dans le cadre d'un plan de contrôle de l'hygiène de l'environnement, sa présence sur la 

chaîne de production étant directement liée à de mauvaises pratiques. 

Le test de Mackenzie constitue une épreuve satisfaisante mais à la condition formelle d'être 

réalisé dans des conditions extrêmement strictes de température. Les tests haute température ont été 

proposé pour la première fois par Eijkmann en 1904, mais la température de 44°C- 44.5°C n'est pas 

forcément la meilleure car elle élimine des souches d'origine fécale (Leclerc et Haslay, 1993). 

Au-dessous de 44°C, et surtout à partir de 42°C, des espèces comme Klebiella oxytoca donnent des 

gaz en bouillon bilié et de l'indole en eau peptonée, exactement comme les Escherichia coli (Jacquet et 

Coiffier, 1978). La méthode "Canadian Health Protection Branch" stipule une température 

d'incubation de 45°C pour l'énumération de coliformes fécaux, compromis entre 44.5°C (grande 

sensibilité) et 45.5°C (grande spécificité) (Weiss et al., 1983). Selon Francis et al. (1974), la 

température de 44.5°C est la meilleure pour le comptage d'E. coli. Un gain de temps peut être obtenu 

s'il y a addition de L-tryptophane au milieu B.L.B.V.B., le délai de 8 h étant alors suffisant pour 

qu'une colonie de Escherichia coli donne une culture abondante avec production de gaz et d'indole 

(Richard, 1985). Cependant ce milieu n'est pas validé. Afin de lever toute ambiguïté, notamment par 

rapport à certaines souches de Klebsiella oxytoca gaz positif et d'Enterobacter sakazakii indole 

positif, Jacquet et Coiffier (1978) préconisent l'incubation 24 h à 37°C d'un tube d'eau peptonée ainsi 

que d'un tube de bouillon au malonate de sodium. La dualité "indole+, malonate-" est caractéristique 

de l'espèce Escherichia coli. 

Récemment un milieu sélectif a été mis au point pour la recherche d'Escherichia coli, le milieu 

Rapid' E. coli (Restaino et al., 1990; Ogden et Watt, 1991). Ce milieu permet la recherche directe et 

le dénombrement de ce germe dans les produits destinés à l'alimentation humaine ou animale, les 

colonies d'Escherichia coli apparaissant bleues après clivage du substrat chromogène par la 

13-D-glucuronidase, enzyme qu'à part Escherichia coli seules quelques espèces de Salmonella et de 
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Shigella possèdent. Le prix d'une boîte contenant ce milieu est proche de 3 Francs. Si le test de 

Mackenzie semble fiable, il présente par rapport à ce milieu l'inconvénient de ne pas permettre 

d'effectuer de dénombrement, et d'autre part il revient plus cher (environ 10 Francs par test). 

L'utilisation préférentielle du milieu Rapid' E. coli semble donc indiquée pour contrôler la présence 

d'Escherichia coli tout au long du process. 

4.3.2 - Contrôle de la présence d'Enterobacter sakazakii 

Seuls 10% des prélèvements de surfaces de sols se sont montrés positifs pour la présence de 

ce germe, alors que ce chiffre était de 29% pour les 75 prélèvements de sacs d'aspirateurs appartenant 

à 9 des 15 aspirateurs étudiés, soit 60% des aspirateurs étudiés. Ainsi l'accumulation de poudre de 

lait dans un espace restreint favoriserait la présence de ce germe, connu pour avoir été précedemment 

isolé de préparations lactées déshydratées. Ces résultats plaident nettement en faveur de 

l'investigation préférentielle des sacs d'aspirateurs par rapport aux prélèvements de sols dans le cadre 

de la recherche d'Enterobacter sakazakii dans un environnement industriel similaire à celui traité dans 

cette étude. Il est nécessaire d'effectuer au moins 3 prélèvements par aspirateur, le pourcentage de 

prélèvements positifs dans les neuf aspirateurs où ont été trouvés ce germe étant de 46%, ce 

pourcentage variant de 20% à 100%. 

Le caractère thermotolérant de Enterobacter sakazakii, précedemment décrit par Farmer et al. 

en 1980, est ici très nettement confirmé. Cette observation semble indiquer que le milieu V.R.B.L. à 

44.5°C est le plus adapté pour la recherche de ce germe. Sur ce milieu et pour les deux usines 

étudiées Enterobacter sakazakii s'est trouvé en proportion majoritaire dans les prélèvements où il a été 

identifié. 

4.4 -APPRECIATION DE LA FIABILITE DES TECHNIQUES UTILISEES 

4.4.1 - Prélèvements de surface à l'éponge 

La principale limite de ce test est le caractère aléatoire de la charge microbienne des surfaces 

traitées à l'éponge et à l'écouvillon (Tebbutt, 1991), même si ce biais a pu être réduit en choisissant 

des surfaces très voisines et dont l'emplacement correspondait aux mêmes conditions de trafic de 

personnel. Sous réserve de cette limite, les résultats semblent indiquer une meilleure efficacité de 

prélèvement des éponges, ce qui va dans le sens de l'affirmation du Guide Pratique d'Hygiène 

Hospitalière (Taibi, 1989) selon lequel l'écouvillonnage n'a qu'une valeur qualitative et ne rend 

absolument pas compte de la contamination réelle. Des travaux récents ont suggéré que les bactéries 

se trouvent surtout sous forme de biofilm plutôt que seules (Brouillaud-Delattre et Cerf, 1993). 

L'écouvillonnage pourrait casser ces colonies. L'efficacité de prélèvement des bactéries limiterait la 

sensibilité de cette méthode (Taibi, 1989). Par contre l'éponge, en raison de son humidité résiduelle 

et de sa bonne préhension, permet d'appliquer une pression plus forte qu'avec un écouvillon et 

possède 
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une efficacité de prélèvement élevée. L'utilisation préférentielle de l'éponge pour l'étude de surfaces 

de grande dimension comme les sols semble recommandée, l'écouvillon restant irremplaçable pour 

les prélèvements effectués dans des recoins ou à l'intérieur d'appareils. 

4.4.2 - Milieux de culture 

La similitude des identifications effectuées à partir des milieux V.R.B.G. à 37°C et V.R.B.L. 

à 30°C provient de ce que l'essentiel des Entérobactéries identifiées appartient au groupe des 

coliformes. Cette observation s'applique également aux dénombrements effectués à partir de ces deux 

milieux, notamment pour les seuils de dénombrement< 1000 ufc/25cm2 et< 1000 ufc/g. De même 

que le dénombrement des Entérobactéries procure une alternative au dénombrement des coliformes 

quand ceux-ci sont absents de la flore étudiée (Brodsky, 1994), lorsque ces derniers sont très 

largement majoritaires comme observé dans notre étude, il est préférable de les dénombrer plutôt que 

les Entérobactéries. Cette remarque coïncide avec de précédents résultats obtenus à partir de 

camembert (Heim et al., 1987). Les résultats des dénombrements et des identifications soulignent 

l'intérêt que présente le milieu V.R.B.L. à 44.5°C dans la mise en évidence de germes entériques 

( Citrobacter, Klebsiella, Escherichia coli, Enterobacter cloacae) ainsi que de souches d'Enterobacter 

sakazakii provenant d'un environnement industriel. 

Pour les contrôles du laboratoire concernant cette dernière espèce, la méthodologie proposée 

est de la rechercher dans les aspirateurs à raison d'un minimum de trois prélèvements par aspirateur et 

de cinq colonies identifiées par prélèvement, et d'utiliser le milieu V.R.B.L. à 44.5°C, ce germe se 

développant particulièrement bien dans ces conditions. La présence d'un pigment jaune sur gélose 

nutritive est un élément essentiel dans la recherche de ce germe. 

Il est intéressant de noter que malgré la bile présente dans les milieux deux genres inattendus 

s'y développent: Pseudomonas sur VRBG à 37°C et VRBL à 30°C, dans des proportions identiques 

( 10%) ; et Acinetobacter sur les deux milieux et aux trois températures étudiés, dans les mêmes 

proportions (4%). Si les Entérobactéries et notamment les coliformes sont favorisés par ces milieux, 

ils ne représentent donc pas la totalité des micro-organismes s'y développant. 

4.4.3 - A.M.S. VITEK 

Plusieurs études comparatives ont rapporté des efficacités d'identification par l'A.M.S. de 

souches cliniques de 88.8% après 5 h d'incubation et de 95% après 8 h (Jorgensen et al., 1983), de 

98.2% (Bailey et al., 1985), de 97% pour E. coli et 93.8% pour les Entérobactéries (Knight et al. 

1990), de 86% (Plorde et al., 1986), de 86% pour des germes à Gram négatif fermentants et non­

fermentants et de 94% après réalisation de tests complémentaires (Macias et al., 1995), de 92.4% 

après 10 h et 96.1% après 18 h (Robinson et al. 1995). L'identification des bacilles entériques 

demande 8 h (Barry et al., 1982). Lors de notre étude la concordance d'identification avec le système 

API 20E pour les bacilles à Gram négatif en général a été de 79% (161/203) (Kleiss et al., 1995), et 

plus spécifiquement de 81% ( 160/198) pour les Entérobactéries et 100% pour E. coli, ce qui est 
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satisfaisant pour des souches de l'environnement pouvant présenter des caractéristiques biochimiques 

atypiques. La fiabilité de l'A.M.S. semble aussi bonne que celle du système API 20E, pour lequel les 

pourcentages d'identification rapportés ont été de 82% à l'espèce (Cox et Mercuri, 1978), 85% au 

genre et 75% à l'espèce (Van Vuuren et al., 1981), 90.7% à l'espèce sur des souches cliniques après 

5 h d'incubation en utilisant un index d'identification modifié et 96.8% en 48 h après réalisation de 

tests additionnels (Jorgensen et al., 1983), 86% à l'espèce et 91% au genre (Cox et al., 1983), 

87.7% à l'espèce en 24 h et 96.3% en 48 h après réalisation de tests additionnels (O'hara et al., 

1992), 77% à l'espèce en 24 h et 96% en 48 h après réalisation de tests additionnels (O'hara et al., 

1993), 79% pour des germes à Gram négatiffermentants et non-fermentants et 93% après réalisation 

de tests complémentaires (Macias et al., 1995), 90.3% à l'espèce (Robinson et al., 1995). 

Le traitement de 3200 souches en 12 semaines avec un pourcentage élevé de souches 

identifiées confirme la rapidité de traitement de l'A.M.S. Il convient de préciser que le genre 

Citrobacter identifié par l'A.M.S., et plus précisément l'espèce Citrobacter diversus, n'a pas été 

identifiée comme telle par le système API 20E, ce dernier proposant l'espèce Escherichia hermanii. 

Mis à part le genre Citrobacter, l'ensemble des genres rencontrés au cours de cette étude présente des 

seuils moyens d'identification satisfaisants. L'A.M.S. ne contient pas l'espèce Rahnella aquatilis 

dans sa base de données et l'identifie comme Enterobacter agglomerans (Alballaa et al., 1992), bien 

que l'absence de pigment exclue toute confusion (Hoppe et al., 1993). Il est vrai que cette espèce, 

saprophyte de l'environnement, exceptionnellement isolée chez l'homme immunodéprimé (Harrell et 

al., 1989; Alballaa et al., 1992; Maraki et al., 1994) et chez l'animal, n'a été décrite qu'en 1989 par 

Richard comme ayant des caractères bactériologiques très proches d'Enterobacter agglomerans 

biogroupe G 1. 

L'observation d'une forte proportion en Serratia plymuthica parmi les coliformes 

thermotolérants isolés dans les sacs d'aspirateurs doit être modérée par le fait que l'identification par 

galerie API 20E de l'unique profil de Serratia plymuthica ainsi que du seul profil de Citrobacter 

freundii trouvés au cours de cette étude ait donné Enterobacter agglomerans. Si la déficience de la 

base de données de l'A.M.S. Vitek pour ces deux espèces était établie, on pourrait alors affirmer que 

les coliformes thermotolérants identifiés dans les aspirateurs sont composés pour 75% à 95% du 

genre Enterobacter, l'espèce Enterobacter agglomerans étant majoritaire en zone de production (50%) 

et l'espèce Enterobacter sakazakii étant majoritaire en zone de conditionnement (64%). 

En conclusion, si l'on excepte le genre Citrobacter et l'espèce Rahnella aquatilis, l'A.M.S. 

semble être un outil fiable pour l'identification de coliformes issus de l'environnement et pour le 

traitement d'un grand nombre de souches bactériennes en un laps de temps relativement court, 

notamment dans le cas d'études écologiques. 
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4.4.4 - Galeries API 20E 

La base de données API 20 E s'est avérée déficiente dans l'identification des souches inositol 

négatives d'Enterobacter sakazakii, confondant cette espèce avec Enterobacter amnigenus bien que 

les colonies soient pigmentées en jaune. L'observation de ce pigment est un caractère essentiel dans 

l'observation de Enterobacter sakazakii (Goullet et Picard, 1986). 

L'étude comparative sur les températures d'incubation laisse supposer que la température de 

30°C est préférable pour l'identification de coliformes (présumés) provenant d'un environnement 

industriel, en particulier lorsque la présence des espèces Enterobacter agglomerans, Enterobacter 

amnigenus, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Ewingella americana et Rahnella aquatilis est 

suspectée. La norme française NF V 08 015 (Recueil de Normes Françaises, 1993) recommande une 

température d'incubation de 30°C pour la détection et l'énumération des coliformes provenant d'un 

environnement technologique, et une température d'incubation de 35°C ou 37°C lorsqu'il s'agit de la 

santé publique. Mossel et al. ont montré en 1986 que les coliformes psychrotrophes n'étaient pas 

inhibés à 37°C mais que leur croissance était meilleure à 30°C. La température de 30°C est celle qui a 

été retenue pour l'incubation de la galerie API 20EC, spécifique des coliformes (Renaud et al., 

1990). 

4.4.5 - Analyses des acides gras membranaires par la C.P.G. 

Les identifications par C.P.G. ont été entreprises pour tester les capacités d'identification de 

cette méthode et pour tenter de mettre en évidence des relations entre les profils d'acides gras 

membranaires et la température des sites de prélèvement des souches. Cette série d'identifications n'a 

été envisagée qu'après avoir achevé l'exploitation des divers résultats obtenus au cours de cette étude 

écologique. Par conséquent les souches identifiées avaient déjà subi plusieurs repiquages : une fois 

sous forme de spots pour les transporter, deux à trois fois pour les purifier en vue d'identification par 

l'A.M.S. Vitek, une fois pour les conserver en tube de Félix et les transporter, enfin une à deux fois 

pour les isoler et obtenir des quadrants nets en vue d'identification C.P.G., soit un total de cinq à 

sept repiquages. Il semble inévitable qu'une dérive du profil en acides gras se soit produite, 

interdisant une analyse phylogénétique des résultats et en limitant l'exploitation au dégagement de 

tendances par l'étude des moyennes de pourcentages en acides gras et de leurs fréquences, à 

l'exemple de Huys et al. (1994). 

4.4.5.1 - Identification d'Enterobacter sakazakii 

L'efficacité d'identification du M.I.S. peut être jugée excellente pour l'espèce Enterobacter 

sakazakii, la concordance avec les identifications obtenues par I'A.M.S. Vitek étant de 100%. Ce 

résultat ne va pas dans le sens des observations de Bergan et Sorheim (1984) selon lesquels l'intérêt 

de la C.P.G. est de distinguer les bactéries oxydantes des bactéries non oxydantes parmi les bactéries 
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à Gram négatif, cette méthode ne permettant pas une identification fiable des espèces appartenant à la 

famille des Entérobactéries, trop homogènes dans leur composition en acides gras. 

Le profil moyen de la base de données du M.I.S. présente des différences avec le profil 

moyen des 96 souches analysées, notamment un taux en acides gras saturés plus faible, laissant 

supposer qu'il faudrait effectuer une réactualisation de cette base de données concernant l'espèce 

Enterobacter sakazakii, par exemple en distinguant une base de données "souches sauvages" et une 

base de données "souches industrielles". Les taux rencontrés en acides gras insaturés concordent 

avec l'assertion de Silbert et Vagelos (1967) selon lesquels ce taux doit représenter environ 20% des 

acides gras totaux pour un bon fonctionnement de la membrane. 

4.4.5.2 - Appréciation de l'origine d'une souche d'Enterobacter sakazakii 

L'application d'une température supérieure à la température de destruction provoque des 

lésions cellulaires. Certaines cellules seront détruites alors que d'autres seront seulement stressées. 

Selon Brissonnet et al. (1994), il est important de distinguer deux sortes de traitements: ceux capables 

d'induire une mutation, (stress oxydatif, nutritionnel, chimique, thermique) et ceux ne provoquant 

que des lésions (stress osmotique). En réponse à un stress thermique, les microorganismes 

synthétisent des protéines de choc thermique et diminuent fortement la synthèse des autres protéines 

(Neidhart et Vanbogelen, 1981; Lindquist et Craig, 1988). L'étude présente se proposait d'étudier 

l'effet, non d'un stress, mais d'une mutation induite par la température sur la composition en acides 

gras de la membrane microbienne. Les cellules bactériennes modifient la composition de leurs lipides 

pour maintenir la fluidité de leur membrane en fonction de leur phase de croissance mais également en 

fonction des variations de la température (Drucker, 1977). 

Dans le cadre d'une démarche de type H.A.C.C.P., il peut être nécessaire de déterminer 

rapidement l'origine d'une souche bactérienne dans une unité de production (Notermans et al., 

1994a). L'augmentation du ratio acides gras saturés/acides gras insaturés lorsque la température 

ambiante s'élève concorde avec de précédentes observations selon lesquelles une élévation de 

température entraîne une augmentation progressive du taux en acides gras saturés, notamment en 

C 16, et une diminution correspondante du taux en acides gras insaturés (Marr et Ingraham, 1962 ; 

Cronan et Gelmann, 1975 ; Cronan, 1978 ; Fukanaga et al., 1995). Les ratios acides gras 

saturés/acides gras insaturés et C16:0/C16:1 ro7c de la souches AHF 57.33 provenant de poudre de 

lait sont élevés (respectivement 1.95 et 1.44), ce qui indique que cette souche pourrait avoir 

contaminé le produit au cours de la production dans un local à haute température. Par contre, la 

souche référencée 192 CIP 103581 présente des ratios plus faibles (respectivement 1.60 et 1.19) que 

ceux des 96 souches (respectivement 1.81 et 1.32) ; cette souche atypique ne présente un intérêt que 

par le fait qu'elle est positive pour un maximum de caractères biochimiques, notamment l'indole, 

mais elle n'a aucun rapport avec des souches industrielles. 

Cette technique peut être envisagée dans la détermination de l'origine de souches 

d'Enterobacter sakazakii dans des unités de production de poudre de lait par rapport à la température 



95 

des locaux, afin d'établir la source d'une contamination par ce germe et d'appliquer rapidement des 

mesures correctives dans le cadre d'un plan H.A.C.C.P. 

4.4.6 - Ribotypie 

Une relation a pu être envisagée entre une température environnementale élevée et 

l'observation du ribogroupe 10011, mais le nombre insuffisant de souches traitées ne permet pas 

d'émettre un jugement sur cette technique. Cependant la ribotypie représente un outil très discriminant 

pour l'investigation d'incidents nosocomiaux causés par Enterobacter cloacae (Haertl et Bandlow, 

1993 ; Weisher et al., 1993 ; Weisher et Kolmos, 1993 ; Grattard et al., 1994), Pseudomonas 

aeruginosa (Blanc et al., 1993) ou Citrobacter (Morgan et al., 1992). 



CONCLUSION 



96 

5 - CONCLUSION 

5.1 · OBSERVA TI ONS RECUEILLIES 

Cette étude a permis d'établir que dans ce genre d'usine, les charges de l'ensemble des flores 

considérées (G.A.M., Entérobactéries, coliformes totaux, coliformes thermotolérants, 

staphylocoques, pseudomonas, flore lactique) augmentent graduellement à mesure que l'on s'éloigne 

de la zone de production, à l'exception des entérocoques dont le niveau très faible est constant dans 

toute la zone sèche. Les Entérobactéries peuvent être utilisées comme germes indicateurs de la 

maîtrise de la qualité microbiologique de l'environnement industriel, leur présence étant fonction du 

niveau hygiénique de l'environnement. Les Entérobactéries trouvées en zone de production sont 

essentiellement des coliformes. La présence de coliformes thermotolérants dans cette zone de 

production avec un indice de présence élevé peut être corrélée avec une adaptation des coliformes aux 

hautes températures rencontrées dans les locaux de la tour d'atomisation Uusqu'à 60°C), cette 

catégorie de germes ne peut donc pas être utilisée comme indicateur de mauvaises pratiques 

hygiéniques. L'identification des espèces trouvées sur le milieu V.R.B.L. incubé 24 h à 44.5°C a 

permis d'observer que certaines espèces non entériques pouvaient s'y développer, telles Enterobacter 

agglomerans ou Enterobacter sakazakii. Cette observation confirme le caractère abusif de l'appellation 

coliformes fécaux pour les coliformes thermotolérants. 

L'étude de la répartition des différentes espèces de coliformes identifiées a fait apparaître que 

le genre prédominant est Enterobacter, et les espèces majoritaires sont Enterobacter ag glome rans et 

dans une moindre mesure Enterobacter cloacae, l'espèce Enterobacter sakazakii se trouvant en 

troisième position. Ce dernier germe, qu'il convient de surveiller particulièrement en raison de sa 

pathogénicité opportuniste, a été trouvé dans certains locaux de la tour d'atomisation (local Post­

sécheur, passerelle du 4e, cage d'escalier). De manière générale les sacs d'aspirateurs favorisent le 

développement ou la concentration d'Enterobacter sakazakii. L'analyse des acides gras membranaires 

par la C.P.G. peut être envisagée comme outil de caractérisation de souches d'Enterobacter sakazakii, 

espèce utilisée comme modèle pour cette étude. Enfin l'absence ou la très faible présence des genres 

Escherichia, Pseudomonas et Klebsiella dans la zone de production, et plus plus précisément des 

espèces Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae et Klebsiella oxytoca, 

indique que ces germes ne font pas partie de l'environnement de cette zone et que leur présence serait 

signe de mauvaises pratiques amenant notamment la présence d'eau. 

L'utilisation d'un plan statistique a permis d'effectuer des comparaisons fiables entre locaux, 

les prélèvements ayant été effectués de manière représentative. La répétition des prélèvements dans un 

même local ainsi que l'harmonisation des types et des modalités de prélèvements sont des conditions 

indispensables pour dégager des tendances de manière fiable. Grâce à cette démarche, des relations 

entre les charges microbiennes et l'environnement ont pu être avancées : une température élevée ou 

des mesure d'hygiène moins strictes en liaison avec la présence de coliformes thermotolérants 

(présence de carton, d'eau) ; la présence d'eau ou le trafic de personnel corrélées avec des 

dénombrements élevés pour l'ensembles des recherches effectuées (G.A.M., Entérobactéries, 



97 

coliformes totaux et thermotolérants). La présence de ces différents groupes de germes dans des 

locaux très chauds (jusqu'à 60°C), en particulier la présence d'Enterobacter sakazakii, implique 

qu'une contamination post-atomisation n'est pas impossible si le produit est insuffisamment isolé de 

l'environnement. 

5.2 - PERSPECTIVES 

A partir des hypothèses observées pour l'usine B sur les résultats quantitatifs des différentes 

flores recherchées, une étude statistique ciblée sur les lieux susceptibles d'être des Points Critiques à 

Maîtriser serait à réaliser pour observer les effets de mesures correctives avec un suivi mensuel de 

l'évolution des charges microbiennes. L'aspirateur semble être un moyen particulièrement intéressant 

d'investigation de l'environnement, concentrant la contamination des surfaces dans un espace clos. 

Les seuils à appliquer seraient de < 10000 G.A.M./g à < 100000 G.A.M./g, < 1000 ufc/g en 

Entérobactéries et coliformes totaux, et< 100 ufc/g en coliformes thermotolérants. Dans la mesure où 

les résultats des dénombrements et des identifications en Entérobactéries et coliformes sont en général 

très proches, dans ce type d'usine il semble inutile d'effectuer ces deux recherches en parallèle. 

L'impact des conditions environnementales sur la proportion des acides gras membranaires 

d'Enterobacter sakazakii par C.P.G. devra être précisé sur quelques souches provenant de divers 

environnements dont la température aura été mesurée précisément au moment du prélèvement, et qui 

n'auront été repiquées qu'une ou deux fois afin d'éviter toute variation des profils en acides gras. 

L'excellente capacité d'identification du M.I.S. pour ce germe permet d'éviter la confirmation par 

galerie API 20E. Il est regrettable pour l'interprétation des résultats qu'aucune souche d'Enterobacter 

sakazakii n'ait été isolée du produit au cours de cette étude, la seule référence étant en l'occurence la 

souche AHF 57.33 provenant de l'Institut Pasteur de Paris. Il paraît indispensable d'effectuer une 

recherche active à partir du milieu V.R.B.L. à 44.5°C (présence de pigment après repiquage sur 

T.C.S. à 30°C) afin de pouvoir effectuer des comparaisons de profils d'acides gras entre les souches 

provenant du produit et les souches issues d'environnements présentant diverses températures. 

Au niveau industriel, les retombées de cette étude se situent dans l'application des résultats 

obtenus sur des sites de production présentant des caractéristiques d'organisation de locaux et des 

pratiques semblables à celles des deux usines traitées, notamment la méthodologie de surveillance de 

l'environnement microbiologique, les modalités de prélèvement et les seuils de dénombrement à 

appliquer dans la détermination des Points Critiques à Maîtriser concernant les G.A.M., les 

Entérobactéries, les coliformes totaux et thermotolérants, et plus précisément Enterobacter sakazakii. 

Enfin une étude plus lourde serait à entreprendre sur animaux afin d'évaluer la pathogénicité 

des souches d'Enterobacter sakazakii éventuellement trouvées dans le produit, mais également celle 

de souches trouvées dans l'environnement afin de définir avec précision le risque qu'elles présentent 

et de cibler sur d'éventuelles souches réellement pathogènes les mesures de sécurité. 
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ANNEXES 

1) Dénombrements A 1. 

2) Dénombrements A2. 

3) Dénombrements B. 

4) Enregistrement d'une identification d'Enterobacter sakazakii en chromatographie phase gazeuse. 

5) Graphe correspondant à l'annexe 4. 



Annexa 1 ; résultats des dénombrements el recherches efleclués sur les prélèvements de la campagne A 1 (Janvier 1993) 

1 • TOUR 4ème 1/2 

III·TOUR4àme 

IV· TOUR 3 ème 

V ·TOUR 2 ème 

2 
1 -Air 10/1 
1 - Air 10/1 

7 
0 

3 2 • Résidu 10/1 capot do protection des treuils descente passerelle 3 000 < 1 0 1 0 < 1 0 1 0 
4 2 - Résidu 10/1 aspira leur 3 600 < 1 0 1 o 1 400 3 000 

........ ? ......... ~ .. : .. !3.6.~!.d.)J ... 1.~(.! ... i!:?.P.!~.!).\!!Y.~ .......................................................................................................................................................... ? .. ~0.9 ................. :'.1.9 ............... :o.1.0. ................... ~.Q.Q ...................... ..7..0..Q ........... . 
203 1 • Air 20/1 1 5 
204 1 • Air 20/1 0 
206 2 • Résidu 20/1 poudre graisse sur chaine d'enlrainemonl du ventilateur <10 <10 10 10 <10 

209 2 • Résidu 20/1 lait sec aggloméré sur manche racloir 1 600 2 000 200 200 4 000 
290 2 • Résidu 20/1 intérieur carter courroies d'entralnomenl <20 <20 20 <20 <20 

291 2 • Résidu 20/1 lait sec aggloméré sur diaphragme sous buse 400 00 4 4 <4 

6 1 • Air10/1 21 
0 1 • Air 1 0/1 0 

200 
2 000 

...... ?. .. 90.9. ... 

10 
4 000 
400 
160 

7 3 ·Eponge 10/1 bord lanë\ra 300 cm2 'l2 000 <10 10 <10 10 <llO 
9 3 ·Eponge 10/1 caniveau devant ascenseur 300 cm2 100 000 <10 10 74 000 110 000 <llO 
1 0 3 • Eponge 10/1 bouche d'égoûl au fond à drollo 450 cm2 4ll0 < 1 o 1 0 < 10 1 600 < 10 
11 2 • Résidu 10/1 près mur Ouest sous descente évacuation d'eau 64 000 < 1 o < 1 0 1 0 0 1 o < 1 0 
1 2 2 • Résidu 1 011 sous tuyauterie arrivée lécithine gorge arrondie bordure ciment 50 cm 1 0 0 < 1 0 < 1 0 1 0 1 0 < 1 0 
1 3 2 • Résidu 1011 aspirateur 1 000 < 1 o < 1 0 1 0 1 0 < 1 0 

..... ?..9. ..... .?..: ... Fl.~.~!d..IJ .. 1.1Jf.1 . .J?.~!!~ .. d.~ ... ~i).l!J.1 .................................................................................................................................................... !>. . .0.0.9 ................. :'.~ 0. .................... ~9 ..................... ::.~9 ......................... ~ 0. ......................... :'. ~9 ......... ······· 
2 0 5 2 • Résidu 20/1 sur venlilalour extracteur Nord 1 2 0 < 6 6 < 6 6 < 6 
2 0 0 2 • Résidu 20/1 sur venlllalour extracteur Sud 6 4 0 < 4 4 0 0 0 0 6 4 0 < 4 

294 2 - Résidu 20/1 écailles de peinture provenant du support du treuil < 10 < 10 < 1 0 < 10 < 10 < 10 

1 4 1 • Air 10/1 
1 5 1 • Air 10/1 
16 3 - Eponge 10/1 chemin da câbla à gauche de l'entrée 
1 7 2 • Résidu 1 B/1 dessus prise d'air extérieur au fond à droite 
1 0 3 • Eponge 1 B/1 BOO cm2 eau de condonsalion do balle rie do refroidissement d'air 
19 3 • Eponge 10/1 1400 cm2 traces sèches condensation ballerio do refroidissement d'air 
2 0 2 • Résidu 10/1 aspirateur 
21 4 • Rodac 10/1 poignée couvercle tamis du fond (priJs du trou) 
22 4- Rodac 10/1 poignée couvercle tamis du fond (près du trou) 

26 

960 
1 000 

1,6E+06 
960 
400 
16 

23 4- Rodac 10 /1 poignée couvercle tamis priJs entrée 45 

0 
<10 
<10 

67 000 
<10 
<10 

0 

<10 
10 

30 000 
<10 
<10 

10 
10 

160 000 
10 

300 

10 
10 

1 ,3E+06 
<10 
300 

000 
<10 
<00 
<00 

<10 

., 

U' FC 

<10 
<10 
<10 

<10 
<200 
<20 
<4 

<10 
<10 
<10 
<10 
<10 
<10 
<40 
<6 
<4 

<10 

<10 
<10 
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2 4 4 - Rodac 10 /1 poignée couvercle tamis près entrée 0 
25 2 ·Résidu 10/1 sur 1/2 capot tamis près entrée 50 <10 10 10 <10 <10 <10 <10 
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2 0 0 

2 9 7 1 • Air 20/1 1 5 
290 1 - Air 20/1 

26 1 • Air 10/1 
27 1 • Air 10/1 
3 2 3 • Eponge 1811 300 cm2 bord fenêtre droite 
3 3 2 • Résidu 1011 sur balle rie de post séchage 
3 4 2 • Résidu 1011 prise d'air bleue 

3 5 2 • Résidu 10/1 buse d'aspirateur 
3. 
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90 000 200 000 <1 /0 <100 <100 
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Annexe 1 : résultats dos dénombrements et recherches onoctués sur los prélèvements oe ta campagna M -, lJanvmr 1 :JlJJ} 
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sur 
40 3 - Eponge 10/1 1000 cm2 bouche d'6goûl à gaucho 14 000 <10 10 6 400 10 000 <00 <10 <10 
41 3 - Eponge 10/1 300 cm2 caniveau devant ascenseur 160 000 <10 16 000 40 000 50 000 <00 <10 <10 

...... ~.? ...... :l .. : .. ~P..<l.n.m: .. ) 9!.! ... 1.9.9.9..5.rn..~ .. U'?.r9.() ... a.r.r~~.d.!.~ .. ~u,r ... rn..U.f.. !~.t~.riQ~E... ..... . . .. ..... ......................................... ~ ... f>E ••9.f> ........ _10 0.0.0. .... .G.tl. Q0.9. ...... 1 .• ~ E+9.f> ............. 1 ,:JE +06 ....... 7 200 <10 1100 

299 2 • Résidu 20/1 dans carter protection entrainemcnt ventilo recyclage poudre !lOO 6 3 420 120 120 <3 <3 
300 1 ·Air 20/1 2:; 
301 1 ·Air 20/1 0 
302 2 • Résidu 20/1 arbre moteur recyclage et grille protection 1 100 4 000 560 0 000 11 000 160 <4 <•l 

Vl· POST SECHEUR 30 1 • Air 10/1 50 
31 1 • Air 10/1 0 
37 1 - Air on contrebas 1 011 11 
30 1 - Air en contrebas 1011 0 
43 1 -Air 16/1 32 
44 1 - Air 10/1 0 
45 2 • Résidu 1 011 résine epoxy entrée 3 200 <10 10 300 10 <10 <10 <10 
46 1 - Air au fond 1011 6 
47 1 - Air au fond 18/1 0 
48 2 - Résidu 18/1 poussières sur chemin do câbles à gauche 1 000 <10 10 600 10 <10 <10 <10 

49 3- Eponge 18/1 2000 cm2 pied Installation centrale 16000 10 4000 800 10 <00 <10 <10 
50 3 - Epongo 10/1 3500 cm2 dessous plôtement au fond 24 000 10 16 000 10 10 <60 <10 <10 
51 4 - Rodac 10/1 couvercle aval ou fond 10 
52 4 - Rodac 1 0/1 couvercle aval au rond 0 
53 4- Rodac 10/1 couvercle amont au fond 255 
54 4 - Rodac 1 011 couvercle amon! au fond 18 
55 1 - Air 10/1 en haut échelle au fond 44 
56 1 - Air 1011 on haul échelle au fond 0 
57 2- Résidu 10/1 pied avant droit au fond 200 <20 20 <20 20 <20 <20 <20 
50 4 - Rodac 1011 couvercle caoutchouc en aval du tamis vors 1 or 55 
59 4 • Rodac 1 011 couvercle caoutchouc en aval du tamis vors 1 or 0 
60 4 - Rodac 1 0/1 couvercle aval en contrebas 25 
61 4 - Rodac 18/1 couvercle aval en contrebas 0 
62 3 - Eponge 10/1 1500 cm2 bouche d'égoùl devant entrée 3,0E+OG 200 000 <10 1,0E+06 3,0E+06 430 000 <10 24000 

63 3 - Eponge 10/1 1500 cm2 bouche d'égoüt à gauche 1,6E+06 90 000 40 000 640 000 190 0~0 160 000 <10 <10 

64 3- Eponge 18/1 2000 cm2 bord do trou sous tôle on métal coin gaucho au fond 8 000 10 10 10 10 L <00 <10 <10 

65 3- Eponge 10/1 1200 cm2 3 marches d'escabeau 400 000 <10 60 000 55 000 64 000 9 600 3G 000 5 GOIJ 

66 3 - Eponge 1 0/1 3000 cm2 poutrelle parallèle au posl sécheur pros ontr6o 140 000 10 12 000 2 400 10 <00 10 <10 

67 1 - Air 10/1 vers 1er 4 
68 1 - Air 1011 vors 1er 0 
69 2- Résidu 18/1 passerelle métallique au fond 5 200 <20 <20 20 20 <20 <20 <20 
7 0 3 - Eponge 1011 coulée dépôts divers post sécheur au fond 2 000 < 1 0 1 0 1 0 1 0 < 0 0 < 1 0 < 1 0 

..... !..~ ....... :J .. : .. i::P.<l.r19!! ... 1.!J.I.) ... !?.<l);l.~!.~!! ... d.:.~g.().Ql ... ?.~ ... !!~!).!~.0.~!!.~ ............................................................................................................ ?~ ... 9.0() ............... ~.1.9 ................ 9 ... 9.9.0. ............. .?. ... ~9.9 ....................... ~ .. CJ ......................... ~.9.9 ................... :ê .. 1 9 .......... < 1 o 
304 2- Résidu 20/1 sur bouchon métallique tête amon! au fond 1 000 <200. 200 200 <200 <200 <200 <200 

3 05 5 - Ecouvillon 20/1 rebord bouchon do vidange au fond 12 000 < 1 2 1 2 < 1 2 13000 L < 1 2 < 1 2 < 1 ~; 
306 2- Résidu 20/1 dessus lêlo amont 16 000 <100 <100 <100 <100 1 000 <100 <100 
307 1 -Air 20/1 20 
308 1 - Air 20/1 o 
309 2 - Résidu 20/1 dessus lôlo amon! 400 000 <200 200 <200 200 000 

<10 <10 <10 < 

2110 



Annexe 1 : résullals dos dénombrements ol recherches ollectués sur les prélèvements do la campagne f\~1 (Janvier 1993) 

[p FC 

<4 <4 
312 1 • Air 20/1 au lond 7 
313 1 • Air 20/1 au lond 0 
314 2 • Résidu 20/1 sur bouchon mélalliquo cl joint dessus rclroidisscur Moisissures <30 30 <30 <30 <30 <30 <:lll 
315 2 • Résidu 20/1 tuyau dessus post sécheur ., 000 0 400 20 20 5 200 <20 <20 <20 
316 2 • Résidu 20/1 écailles peinture rail support treuil couvercle post refroidisseur 200 10 <10 <10 200 200 <10 <10 
317 1 • Air 20/1 vers 1er 20 
316 1 • Air 20/1 vers 1er 

Il· ESCAUEFVASCENSEUR ----~-f?..L .. ~ .. : .. I:.P.~!:l9.!! ... 1.~!.Ui.2! .. t:.~!r.! .. 9.~Y.Ç.~!l .. iJ.Y ... !!?.':l~ ... ~!?.~!l.':l2.!l.Y.! ... 1QQ .. t:.~.~----·--················----·················································~··1·Q .. Q9.Q ............. :::.1.9. ................... ~.!.Q .................. ~.Q.9 ........................ ..t..o ........................ :'.Il 0. ................. ::: 1 o <10 
202 2 • Résidu 20/1 escalier vors terrasse mouches 21300 <20 2400 <20 2400 <20 <20 <20 
287 3 • Eponge 20/1 escalier d'accés 4èmo 112 coulées sur mur gaucho niveau câblgo <llO <10 <10 ... <10 <10 <llO <10 <10 
295 2 - Résidu 20/1 sas sortie terrasse mouches dans cage d'escalier 41J 000 <100 <100 <100 21000 L 2000 <100 <100 
296 2 • Rôsldu 20/1 escalier 4ème dessus cabine douches poulrello côtô câblage 4 IJOO 4 000 10 200 1 200 600 <10 <10 
303 2 - Rôsidu 20/1 balayures sol ascenseur 1 600 <4 1 IJOO 160 2 200 240 <4 <4 

319 2 • Résidu 20/1 escalier 1 or el 2èmo étage balayures sur marchas 130 000 0 000 56 000 17 000 llO 000 5 000 <10 uoo 

VIl· STOCK TOTES 72 1 • Air 113/1 passerelle 1 112 ·> 1 or 
73 1 - Air 113/1 passerelle 1 1/2 ·>1er 0 
74 3 - Eponge 16/1 pas do porte vors 1 ar 220 000 <10 100 000 113 000 10 <00 10 5 600 
75 4 • Rodac 18/1 porto da séparation 1er 1/2 ·> 1er côté lor 17 
76 4 • Rodac 113/1 porta do séparation 1 or 1/2·> 1er côté lor 0 
77 3 • Eponge 16/1 1 m2 pas do porte devant salle de contrôle 190 000 10 !JO 000 2 400 j30 000 2 400 10 1 600 
70 3 • Eponge 16/1 1/4 surface roue Fenwlck n"10 37 000 <10 3 200 IJOO 4 000 0 000 <10 <10 
79 1 - Air 18/1 1 1/2 ·>lor 7 
80 1 - Air 16/1 1 1/2 ·>1er 0 
Ill 2 - Résidu 1 0/1 rebord mur el luyauterio à gauche porta 1 1/2 ·> 1er 1 200 <10 <10 10 10 <lÜ <10 <10 

02 2 - Résidu 16/1 sac poubelle 3 500 30 10 10 10 1 500 10 <10 
03 3 • Eponge 16/1 300 cm2 tuyau da remplissage big·bag Moisissures <10 1 600 <10 10 <00 <10 <10 
04 3 - Eponge 1 0/1 lanôtro porte de contrôla 1m2 BOO <10 <10 <10 <lÜ <80 <10 <10 
85 1 - Air 18/1 14 
86 1 - Air 18/1 0 
87 2- Résidu 16/1 support de marche + piètement platolorma 1 1/2 ·> lor 96 000 80 88 000 96 000 20 2 000 20 <20 

BB 2 • Résidu 19/1 lissuros sol à côté posta da remplissage lolos 1 200 <10 600 10 200 <10 <10 <10 

69 1 • Air 19/1 sallie stock lotos 23 
90 1 - Air 19/1 salle stock Iotas 0 
91 4 - Rodac 19/1 hublot sur vis Paris partie diagonale vors la haut 13 
92 4 • Rodac 19/1 hublot sur vis Paris partie diagonale vers le haut 0 
93 4 • Rodac 19/1 hublot lissuré sur vis Paris partie horizontale 45 
94 4 • Rodac 19/1 hublollissuré sur vis Paris partie horizontale 0 
95 3 - Eponge 19/1 900 cm2 surface supérieure Iole n"11 1 600 <10 <lÜ <lÜ 10 <80 <10 <10 

96 3 • Eponge 19/1 lace Intérieure couvercle du tolo n•11 960 <10 <10 <10 10 <80 <10 <10 

97 1 - Air 19/1 7 
98 1 - Air 19/1 0 
99 2 - Résidu 19/1 chemin da câbles sous passerelle métallique 1 1/2 -> 1 cr 700 200 10 <10 600 <10 <10 <10 

100 2 - Résidu 19/1 sur poutrelle horizontale niveau murat séparation 2 600 540 10 10 1 600 60 <10 <10 

101 2 ·Résidu 19/1 jonction soVmur, ciment 1,4 rn x 5 cm <5 <5 <5 <5 <5 <5 <5 <5 

102 2 - Résidu 19/1 poutrelle métallique sous remplissage lolos, poste pilotage 1 1300 70 <10 10 10 20t <10 <10 

600 <10 10 10 10 200 <10 <10 
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Annexe 1 : résullals des dénombrements el recherches elfeclués sur les prélèvements do la campagne A 1 (Janvier 1993) 
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2 • Résidu 19/1 dessous piètement el sol, niveau muret do séparation 1 400 <10 10 2 400 1 400 <10 <10 <10 
105 1 • Air 1911 salle au fond 7 
106 1 • Air 1911 salle au fond 0 
107 2 • Résidu 1911 rebord fenêtre, au niveau de la rigole 4,0E+07 130 000 260 000 400 4(10000 L 1 ,6E+07 <20 <20 
10(1 2 • Résidu 1911 support fixation métallique d'un tuyau près ascenseur 320 000 430 56 000 <10 40 000 <10 <10 < 1 () 
109 3 • Eponge 1911 fenêtre près ascenseur 32 000 <10 10 10 17 000 <00 <10 G<l 000 
110 3 • Eponge 1911 3200 cm2 dessus pupitre do commando des machines vidange lolos sacs 110 000 <10 10 10 16000 L 24 000 <10 <10 
111 2 • Résidu 19/1 dessus butoir métallique sous fenêtres près ascenseur 150 x 20 cm 64 000 1 900 20 20 16 000 11 600 <20 <20 
112 2 • Résidu 1911 sous pied d'ancrage transport poudre pour sacs près mur 360 200 200 2 160 <2 <2 <2 
113 4 • Rodac 19/1 palello en bois sur le sol 35 
114 4 • Rodac 1911 palolle en bois sur lo sol 0 
115 4 • Rodac 1911 surface d'un carton boitas for blanc vidas 2 
116 4 • Rodac 1911 surlaco d'un carton boites for blanc vides 0 
117 2 • Résidu 1911 poils do balai 11 000 9 200 <200 <200 4000 L 12 000 <200 <200 
118 3 • Eponge 1911 400 cm2 ramasse-poussière 11 000 <10 10 <10 10 <00 <10 <10 
119 2 • Résidu 19/1 plalo·formo machines vidange étuis 80 x 40 cm 14 000 3 000 15 000 400 7 000 5 000 <10 <10 
120 3 • Eponge 19/1 pupitre de commando vertical 9000 cm2 4 000 <10 10 <10 10 <80 <10 <10 
121 1 • Air 1911 0 
122 1 • Air 19/1 0 
123 3 • Eponge 1911 fouilles de carton posées sur boites vides <80 <10 <10 <10 10 <00 <10 <10 
124 2 • Résidu 19/1 chiffon salo dorrillro lolos 1 000 <10 <10 <10 <10 400 <10 <10 
125 2 • Résidu 19/1 copeaux do bols, grains, pousslllros côté slockago palellos bois 2 000 200 200 10 1 000 <10 <10 <10 
126 2 • R(lsldu 1911 morceaux do corton do séparation boites vides 4 400 70 <10 ·:.:10 .1 400 3 000 <10 <10 
127 3 • Eponge 19/1 dessus lance d'incendie 2500 cm2 16 000 10 10 <10 10 <00 <10 <10 
130 4 • Rodac 19/1 porte transport poudre vors sacs 15 
131 4 • Rodac 1911 porte transport poudre vers sacs 0 
132 4 - Rodac 19/1 porte transport poudre vors sacs 7 
133 4 - Rodac 19/1 porte transport poudre vers sacs 0 
134 2 - Résidu 1911 machine vidange lotes sacs bàll el bloc moteur T2 1 600 660 400 <10 600 600 <10 <10 
135 3 - Eponge 19/1 plate-forme machines vidange lolos 4000 cm2 220 000 480 72 000 10 60 000 9 600 <10 <10 
136 3 - Eponge 19/1 entrée local chaufferie 900 cm2 260 000 <10 20 000 6 400 46 000 <00 <10 <10 
138 2 - Résidu 1911 machina vidange lotes - boilier n•2 niveau bloc moteur 240 200 10 10 600 400 <10 <10 
139 3 - Eponge 19/1 plala·lormo transport poudra vers sacs 6400 cm2 110 000 1 400 32 000 10 10 <60 <10 <10 
140 3 - Eponge 19/1 tableau corn. dessus al face près mach. trans. poudre vers sacs 6000 cm2 20 000 <10 6 400 10 <10 <llO <10 <10 
141 3 - Eponge 1911 machina vidange totes armature 160 cm2 260 000 <10 24 000 <10 10 32 000 <10 <10 

150 3 - Eponge 19/1 5000 cm2 feuille carton posée sur boites vides 43 000 <10 10 <10 10 <llO <10 <10 

151 3 - Eponge 19/1 6500 cm2 tapis métallique Moisissures <10 <10 <10 10 <60 <10 <10 

153 2 - Résidu 19/1 40 x 10 cm angle mur/sol près salle stock boites vides Moisissures 400 10 <10 10 <10 <10 <10 

161 2- Résidu 19/1 support big bag balance n"1 720 240 3 <3 3 <3 <3 <3 

166 4 - Rodac 19/1 poignée ascenseur 6 
167 4 - Rodac 1911 poignée ascenseur 0 
170 3 - Eponge 1911 900 cm2 sous pallelisour 4 !lOO 640 <10 <10 <10 4 000 <10 <10 

162 3 - Eponge 19/1 roue avant droite du chariol échantillons 220 000 6 800 10 600 10 12 000 10 <10 

VIII- STOCK BOITES VIDES 126 1 - Air 1911 près entrée 3 
129 1 - Air 19/1 près entrée 0 
142 1 - Air 1911 au fond 5 
143 1 - Air 19/1 au fond 0 
144 4 • Rodac 1911 carton do séparation palollos 20 
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Annexe 1 : résultats dos dénombrements el recherches effectués sur los prélèvements do la campagne .}-\ -'1 (Janvier 1 !J!J3) 

[J' FC 

0 
152 2 • Résidu 1 !J/1 angle mur/sol, insectes, poussières 1,0E+07 3 700 1 600 <5 <5 25 000 <5 <S 
156 2 • Résidu 19/1 niveau lenèlre poudre, insectes, poussières 1 000 400 10 <10 1200 L <10 <10 <10 
183 1 • Air 19/1 au centre Il 
184 1 • Air 19/1 au centra 0 

XVIII ·LIGNE SACS 173 4 • Rodac 19/1 couvercle sur ouverture en aval porto plate-forme 4 
174 4 • Rodac 19/1 couvercle sur ouverture en aval porto plate-forme 0 
175 4 - Rodac 19/1 panneau accès au tapis de transport à droite plate-forme 4 
176 4 • Rodac 19/1 panneau accès au lapis do transport à droite plale·lorma 0 
177 1 • Air 19/1 plate-lorme 10 
170 1 - Air 19/1 plate-lorme 0 
179 4 - Rodac 19/1 couvercle sur vis de transport plalo-!orme 42 
180 4 • Rodac 19/1 couvercle sur vis de transport plate-lorme 
181 2 ·Résidu 19/1 sous lere plate-lorme poutrelle do soulion dessus vis transport 5 400 2 400 30 <30 4 000 600 <30 <30 
194 1 - Air 19/1 5 
195 1 - Air 19/1 0 
261 5 • Ecouvillon 19/1 500 cm2 lapis vars extérieur 1,2E+06 1,2E+06 12 2200 <12 1,2E+06 <12 <12 

261 bis 5 - Ecouvillon 19/1 500 cm2 lapis vers extérieur 200 000 33 000 4 600 <12 50000 L 37 000 <12 <12 
262 4 - Rodac 19/1 sous plexiglas près sortie 0 
263 4 • Rodac 19/1 sous plexiglas près sortie 0 
264 5 • Ecouvillon 19/1 + jonction pied/sol sous poste do remplissage 400 000 13 000 <12 <12 <12 2!JO 000 <12 <12 
265 2 - Résidu 19/1 aspirateur 330 340 36 <3 24 66 <3 <J 
266 2 • Résidu 19/1 poils do balai 3 400 220 800 <20 400 <20 <20 <20 
267 3 - Eponge 1!JI1 1 m2 sol sortie 180 000 16 000 120 000 10 10 2 400 10 <10 
260 4 • Rodac 19/1 sous plexiglas au centre 0 
269 4 • Rodac 19/1 sous plexiglas au centre 0 
270 2 • Résidu 19/1 gaines d'aspiration niveau poste do remplissage 4 000 460 20 <20 20 <20 <20 <20 
271 2 • Résidu 19/1 poudre sur poutrelle métallique près du sol 6 800 6 400 1 000 200 4 000 10 <10 <10 
272 3 - Eponge 19/f 1200 cm2 dessus coude tuyau rouge 48 000 320 12 000 10 10 <80 10 <Hl 
273 2 • Résidu 1911 poudre collée au niveau injection poudre 90 <10 200 <10 10 <10 <10 <10 
275 2 - Résidu 1911 bec d'aspirateur 200 <2 llO 4 <2 <2 <2 <2 

XIV • LOCAL ALBRO 196 3 - Eponge 19/1 ù~llé air conditionné eau de condensation 160 <10 <10 <10 <10 <00 <10 <10 

197 5 - Ecouvillon 19/1 'remplisseuse boites chemin de câbles 12 <12 12 <12 <12" <12 <12 <12 

190 3 • Eponge 19/1 250 cm2 eau de condensation unité de re!roidissemonl Moisissures 10 <10 <10 10 <llO <10 <10 
199 1 • Air 19/1 12 
200 1 - Air 19/1 0 
201 5 - Ecouvillon 1911 jonction sol/pied amont droil (sous boites) 260 000 110 000 40 000 <12 <12 5 400 <12 <12 
202 5 • Ecouvillon 1911 10 cm2 air conditionné + filtre entrée 26 000 2 200 12 <12 <12 3 200 <12 < 12 
203 2 • Résidu 19/1 3e tapis de liaison après remplisseuse déchois noirs jonction sol/pied 2 000 <20 400 <20 000 400 <20 <::0 

204 2- Résidu 19/1 insectes plaque lampe UV 65 x 55 cm 1,6E+07 3,5E+07 llO <00 <00 130 000 <00 <[10 

205 5 • Ecouvillon 1911 convoyeur avant étolie jonction sol/pied 2 400 12 12 <12 <12 <12 <12 <12 

206 5 • Ecouvillon 1911 10 cm2 lillre air conditionné 3 Moisissures <12 12 <12 <12 <12 <12 <12 

207 3 - Eponge 19/1 pourtour 1/3 lenëtre en haut vars extérieur Moisissures <10 <10 <10 10 <llO <10 <10 
208 5 - Ecouvillon 19/1 lapis de liaison central plaque gauche 50 cm2 Moisissures <12 <12 <12 <12 <12 <12 < Î 2 

209 5 - Ecouvillon 1911 guido droit sous capot central bande verte niveau table do posée 110 120 <12 <12 <12 ?.40 <12 <12 

210 3 • Eponge 1911 900 cm2 carter plexiglas vers étuis 2 400 llOO 10 <10 10 .00 <10 <10 

Moisissures <10 10 <10 10 <00 <10 < 10 
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3 • Eponge 19/1 5000 cm2 angle mur/sol près sertisseuse 500 000 170 000 160 000 10 10 4U UUU <10 <10 

215 5 • Ecouvillon 19/1 bord clincheuse 4B <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 

216 3 • Eponge 1 9/1 1 m2 sol sortie vers étuis 770 000 64 000 110 000 10 16 000 260 000 <10 <10 

217 2 • Résidu 19/1 dessus étoile 2 000 4 uoo 20 <20 20 <20 <20 <20 

21U 4 • Rodac 1 9/1 sous plexiglas près scrlisscuso 0 
219 4 • Rodac 19/1 sous plexiglas pros sertisseuse 0 
221 4 • Rodac 19/1 sous plexiglas après sertisseuse 2 
222 4 • Rodac 19/1 sous plexiglas après sertisseuse 0 

223 2 • Résidu 19/1 carter de protection sol sous remplisseuse B2 000 300 BOO <10 2 BOO 2 000 <10 <10 

224 4 • Rodac 19/1 sous plexiglas central 10 
225 4 • Rodac 19/1 sous plexiglas central 0 
220 2 • Résidu 19/1 aspirateur 12 000 <200 <200 • <200 6000 L <200 <200 <200 

229 2 • Résidu 19/1 3 x 3 trous dans le sol Envahi <20 <20 <20 1 600 <20 <20 <20 

230 2 • Résidu 19/1 sertisseuse poudre, graisse, huile Mois issu ros 40 20 <20 20 GO <20 20 

231 4 • Rodac 19/1 sous plexiglas niveau étolie 15 
232 4 • Rodac 19/1 sous plexiglas niveau étoile 0 

233 4 • Rodac 19/1 poils brosse niveau remplisseuse 11 

234 4 • Rodac 19/1 poils brosse niveau remplisseuse 0 

XVI-ETUIS 249 1· Air 19/1 35 

250 1· Air 19/1 0 

251 5 • Ecouvillon 19/1 fenêtre vers lorblanlorlo 12 000 3 400 <12 <12 <12 G 600 <12 <12 

252 2 • R6sidu 19/1 poubelle sous bureau BOO BO 250 B 160 L 210 <4 <4 

253 4 • Rodac 19/1 poignée porto coulissante 
254 4 • Rodac 19/1 poignée porte coulissante 0 

255 1 • Air 19/1 près porto coulissante 10 

256 1 • Air 19/1 pros porto coulissante 0 

257 5 • Ecouvillon 19/1 + jonction pied/sol armature pros porte coulissante Moisissures <12 12 <12 12 <12 <12 <12 

25B 5 • Ecouvillon 19/1 câbles niveau sol 1 200 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 

259 2 • Résidu 19/1 poils de balai 60 000 20 000 6 BOO <20 2 400 64 000 <20 <20 

260 2 • Résidu 19/1 papier bouchant un trou (passage tuyau) 24 000 350 10 <10 9 000 1 500 <10 <10 

ZONE SECHE NON PROTEGEE 
IX· RECHAUFFEUR D'AIR 137 3 • Eponge 19/1 !loo cm2 sas sortie BO 000 <10 16 000 10 16 000 <BO <10 BOO 

146 2 • Résidu 19/1 fissure mur Ouest 200 <10 10 <10 10. 120 <10 <10 

147 3 -Eponge 19/1 sol coin Nord • Ouest 250 000 400 42 000 10 40 000 <BO <10 <10 

146 3 -Eponge 19/1 traces d'eau près pilier do support au fond 6 400 <10 <10 <10 10 <BO <10 < 1(1 

149 2 - Résidu 19/1 sur filtre prise d'air 3 000 3 600 10 <10 4 000 4 000 <10 <10 

154 1 • Air 19/1 2 

155 1 • Air 19/1 0 

157 2 • Résidu 19/1 lampe au-dessus escalier 1 200 <30 <30 <30 <30 <30 <30 <30 

15B 3 • Eponge 19/1 1,50 rn do main courante escalier notre el orange 2100 <10 10 <10 10 <00 <10 <11l 

159 2 • Résidu 19/1 poils de 3 balais 200 <10 10 <10 200 L <10 <10 <10 

160 3 ·Eponge 19/1 300 cm2 poutrelle de support mezzanine prise depuis l'escalier 4000 <10 10 <10 <10 <00 <10 < 1 (j 

162 4 • Rodac 19/1 surface filtres à gaucho rangée sup6rleure petite salle 200 

163 4 • Rodac 19/1 surlaco lillros à gaucho rangée supérieure petite salle 

164 4 • Rodac 19/1 filtres à droite pelile salle 95 

165 4 • Rodac 19/1 lillres à droite petite salle B 

2- Résidu 1!J/1 polit csc;~llor +plate-forme BO cm x 1,50 m BOO <20 20 20 r;nn <;>0 <20 
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Annexe 1 : résultats dos dénombrements el recherches effectués sur les prélèvomenls oe la campagne n • 
\VdiiVIt.H I~;JùJ 

lP FC 

2 
172 1 - Air 19/1 0 

X· SALLE ACCES 165 3 • Eponge 19/1 1m2 sol entrée zone blanche 420 000 19 000 130 000 10 110 000 32 000 <10 <10 
166 3 • Eponge 19/1 500cm2 bouche d'égoûl centrale 21 000 BOO 2 400 10 10 <!JO <10 <10 
1!37 3 • Eponge 19/1 sol vers salle évapo 690 000 130 000 130 000 10 10 <!JO <10 32 000 
188 3 • Eponge 19/1 bouche d'égoûl centrale dépôt brun (rouille) dans cloche <llO <10 <10 <10 <10 <UO <10 <10 
1!39 3 • Eponge 19/1 500 cm2 trou dans mur passage tuyaulorle vers zono blanche 64 000 800 10 !lOO 10 <00 <10 <10 
190 3 • Eponge 19/1 poussières sur toutes les lames air souillé 56 000 <10 10 10 <10 <llO <10 <10 
191 2 • Résidu 19/1 dessus tuyauterie 1 m rouge 1 m gris avant trou 4 000 <10 <10 <10 1 600 600 <10 <10 
192 3 • Eponge 19/1 semelles de 5 paires de sabots blancs 29 000 76 000 52 000 40 000 24 000 !l 000 <10 <10 

..... ~.~-~ ..... 3. .. : .. ~P.C?D9~ . ..!.~./.! ... r.!!!?.C?E~!..~'?.~.~ .. !.Qf.l.~.\~.Q .........................•••.•.......•.•...••.••••..................................................•......•...................... ~.1 .9.90. ............... :< .. !.9. .................... 1 .. 9 ....................... !.9. ........................... 1.9. ........................ :<.~.o ................ :' .. 1 o ................. < 1 o 
351 3 • Eponge 20/1 1 m2 sol devant zone blanche 2,4E+06 130 000 10 64 000 10 640 000 <10 <10 
377 3 • Eponge 20/1 couloir vors lavage lolos milieux 900 cm2 sol 640 000 !l 600 32 000 <10 16 000 G 400 <10 <10 

Xl ·LOCAL STOCKAGE BIG OAG 276 1 - Air 20/1 60 
277 1 - Air 20/1 2 
278 3 • Eponge 20/1 coulées bordure sur mur 1,20 m 130 000 <10 <10 <10 64000 L <llO <10 <10 
279 3 • Eponge 20/1 bouche d'égoûl 2,4E+06 140 000 10 10 1600000 L 1,3E+06 <10 <10 
280 3 • Eponge 20/1 400 cm2 eau résiduelle sous patelle de stockage 2,4E+06 360 000 1,3E+06 10 640000 L 2,0E+06 <10 <10 
261 3 • Eponge 20/1 1400 cm2 bas porte plastique noire droite 1,4E+06 130 000 260 000 10 140 000 60 000 <10 <10 

XV· EMBALLAGE 213 1 - Air 19/1 pros local Albro 15 
214 1 • Air 19/1 près local Albro 0 
220 5 • Ecouvillon 19/1 déchois noirs palets do sorlissage <12 <12 <12 <12 12 <12 <12 <12 
226 1 • Air 19/1 !l 
227 1 • Air 19/1 0 
235 2 • Résidu 19/1 poils de balai 43 000 9 000 9 000 30 30 39 000 <30 <30 
236 5 • Ecouvillon 19/1 cloison métallique, dépôts noirs dans angle, près porte vers Albro 16 000 2 400 720 <12 <12 11 000 <12 <12 
237 3 • Eponge 19/1 4000 cm2 coursive plate-lorme 10 000 10 10 10 <10 <!JO <10 <10 
236 3 • Eponge 19/1 1 m2 sol près local Albro 640 000 43 000 140 000 2 400 10 160 000 10 <10 
239 3 - Eponge 19/1 2500 cm2 sol sous lavabo, eau 1,6E+06 40 000 1,6E+06 64 000 <10 160 000 <10 BOO 000 
240 5 - Ecouvillon 19/1 plate·forme Moisissures <12 <12 <12 <12 240 <12 <12 
241 4 • Rodac 19/1 tiipis avant azote 
242 4 • Rodac 19/1 tapis avant azote 
243 5 • Ecouvillon 19/1 poutres, câbles au-dessus cloche de dégazage <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 

244 2 • Résidu 19/1 sous lavabo, pointure écaillée +joint pourri 1,0E+08 48 000 700 000 40 000 200000L 36 000 <10 <10 

245 5 • Ecouvillon 19/1 rebord cloche n•4 4!3 000 1 400 12 <12 <12 11 000 <12 < 1 ;· 

246 3 • Eponge 19/1 500 cm2 bord creux fenêtre vers extérieur 6 400 400 10 <10 <10 4 000 <10 <10 
247 3 • Eponge 19/1 bord creux fenêtre vors extérieur 120 000 12 000 16 000 1 600 10 64 000 <10 <10 

248 2 • Résidu 19/1 SOx 5 cm convoyeur vers Albro 1 500 400 100 <100 2 000 5 200 <100 <100 

XVII-FERBLANTERIE 460 5 • Ecouvillon 20/1 160 m2 passerelle dessus boitier Moisissures <12 <12 <12 12 <12 <12 < L~ 

461 5 • Ecouvillon 20/1 rebord fenêtre vers étuis 60 000 12 <12 <12 53 000 9 200 <12 <12 

462 4 • Rodac 20/1 coin au fond 4 
463 4 • Rodac 20/1 coin au fond 0 
464 4 • Rodac 20/1 balance sous cadran 15 
465 4 • Rodac 20/1 balance sous cadran 0 
471 1- Air 20/1 
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Annexe 1 : résullals des dénombrements el recherches effectués sur les prélèvements de la campagne M _..,1 (Janvier 1993) 

u> FC 

XXIV· VIDE SACS 435 4 • Rodac 20/1 boîtier près entrée 0 
436 4 • Rodac 20/1 boilier près entrée 0 
437 4 • Rodac 20/1 panneau intérieur machine centrale 0 
438 4 • Rodac 20/1 panneau Intérieur machine conlralo 0 

XXV· STOCK P.E (A) 439 5 • Ecouvillon 20/1 400 cm2 margelle on coin 600 000 30 000 34 000 12 <12 600 000 <12 <12 
440 4 • Rodac 20/1 porto 10 
441 4 • Rodac 20/1 porto 
442 4 • Rodac 20/1 palollo au contre 0 
443 4 • Rodac 20/1 palollo au cenlro 0 
448 1 • Air 20/1 30 
449 1 • Air 20/1 0 

XXVI • STOCK M.P (0) 466 3 • Eponge 20/1 4000 cm2 bordure fonôlro ligne sacs 360 000 240 000 190 000 000 10 16 000 <10 <10 
467 5 • Ecouvillon 20/1 300 cm2 dessus boilier 2 500 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 
468 2 • Résidu 20/1 40 x 10 cm angle mur/sol 2,0E+07 5 000 100 000 200 0 600 300 000 <10 <10 
469 1 • Air 20/1 25 
470 1 • Air 20/1 0 

ZONE HUMIDE PROPRE 
Xli· STOCK PRECONCENTRE 372 3 • Eponge 20/1 900 cm2 sol entrée 62 000 10 10 <10 10 <00 <10 <10 

373 4 • Rodac 20/1 tableau do contrôle prlls boulon contrôle lemps 5 
374 4 • Rodac 20/1 tableau de contrôle près boulon contrôla lemps 0 
375 3 • Eponge 20/1 1400 cm2 dessus tableau de contrôle avec schémas <00 <10 <10 <10 <10 <00 <10 <10 
454 1 • Air 20/1 25 
455 1 • Air 20/1 0 

Xlii-LAVAGE TOTES 371 2 ·Résidu 20/1 1000 cm2 derrillre machine à laver 1,0E+00 900 000 1,0E+OB 1,0E+08 1,0E+08 1,0E+08 <10 <10 

376 3 • Eponge 20/1 900 cm2 sol sortie 140 000 1 600 10 10 10 4 BOO <10 <10 

378 5 • Ecouvillon 20/1 36 cm2 dessus boilior prise à droite entrée <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 

379 4 • Rodac 20/1 b?iller contrôle Inscription autocollant rouge 0 
380 4 • Rodac 20/1 boîtier contrôle inscription autocollant rouge 0 
381 3 • Eponge 20/1 2000 cm2 x 2 rail d'accés prlls porto machine à laver 2,0E+06 32 000 190 000 <10 1600000 L 44 000 <10 1,4E+Oii 

382 4 • Rodac 20/1 fenêtre fissurée 35 
383 4 • Rodac 20/1 fenêtre fissurée 10 
456 1 • Air 20/1 20 
457 1 • Air 2011 0 

XX· CONDENSERIE 2ème 384 5 • Ecouvillon 20/1 dessus bollier prise <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 <12 

385 4 • Rodac 20/1 boilier électrique 7C 4 
386 4 • Rodac 20/1 Boilier électrique 7C 0 
387 3 • Eponge 20/1 500 cm2 rebord fenêtre 24 000 <10 10 <10 10 <80 <10 <10 

388 4 • Rodac 20/1 couvercle évapo 26 
389 4 • Rodac 20/1 couvercle évapo 0 

390 2 • poils do balai 4,0E+08 1,9E+07 2,0E+07 33 000 1,6E+07 960 'lOO <20 <20 

391 5 • Ecouvillon 20/1 250 cm2 bord porte moisissures <12 <12 <12 <12 <1l <12 <12 

392 4 • Rodac 20/1 pilier en coin 2 
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Annexe 1 : résultats des dénombrements et recherches efloctués sur les prélèvements do la campagne Jr'). 'j (Janvier 1993) 

[J' FC 

0 
450 1 ·Air 20/1 200 
451 1 • Air 2011 0 

XIX-CONDENSERIE 1er 352 2 • Résidu 20/1 dans lentes carrelage sous pastourisaleur 1,0E+09 9 000 4,0E+07 0 000 O,OE+07 900 000 <100 4U 000 
353 2 • Résidu 20/1 2omo plaqua d'égoül 1,0E+06 10 000 <10 13 000 300 000 1,0E+06 <10 <10 
354 2 • Résidu 20/1 50 cm2 plate-lorme O,OE+07 4 000 300 000 64 000 140 000 72 000 <4 140 00() 
355 2 • Résidu 2011 ]oinl carrelage 1,0E+00 40 000 10 <10 10 260 000 <10 <10 
356 4 • Rodac 2011 porto ballante partie orange 45 
357 4 • Rodac 2011 porlo ballante parUe orange 0 
350 4 • Rodac 2011 tableau controle près boulon marche/arrèl 50 
359 4 • Rodac 20/1 tableau contrôle près boulon marche/arrôl 3 
360 2 • Résidu 20/1 gravier mortier près nouvelle dalle I,OE+OO 23 000 900 <10 <100 160 000 <10 <10 
363 2 • Résidu 20/1 50 x 10 cm polit réduit 040 60 420 60 600 <3 <3 <3 
365 5 • Ecouvillon 20/1 250 cm2 dessus tableau contrôle 96 000 <12 7 200 <12 22000L <12 <12 ., 12 
366 4 • Rodac 2011 sol près escalier sortie 155 
367 4 • Rodac 2011 sol près escalier sorlie 10 
360 4 • Rodac 2011 sol devant échangeur à plaques 105 
369 4 • Rodac 20/1 sol devant échangeur à plaques 17 

369bls 4 • Rodac 20/1 sol près lrou couvert de planches 15 
370 4 • Rodac 20/1 sol prlls trou couvert do planches 
452 1 • Air 20/1 150 
453 1 • Air 20/1 0 

XX· CONDENSERIE rdc 394 4 • Rodac 2011 Intérieur pilier coin 20 
395 4 • Rodac 20/1 Intérieur pilier coin 
396 5 • Ecouvillon 20/1 180 cm2 dessus poUl tableau do contrôle 1,2E+06 40 000 5 400 <12 <12 1,2E+06 <12 <12 

397 3 • Eponge 2011 1000 cm2 dessus tuyau vors évapo près mur 52 000 10 10 <10 10 <00 10 10 
390 5 • Ecouvillon 20/1 230 cm2 dessus boilior mural blou 400 <12 12 <12 12 L <12 <12 <12 

399 4 • Rodac 20/1 tuyau en coin 20 
400 4 • Rodac 20/1 luyau en coin 0 
401 4 • Rodac 20/1 pilier on coin (Intérieur) 15 
402 4 • Rodac 20/1 pilier en coin (intérieur) 0 
403 2 • Résidu 20/1 30.x 5 cm bas pilier, angle 2,0E+07 3 600 240 000 2 600 120 000 640 <4 <~ 

404 5 • Ecouvillon 20/1 150 cm2 bas tuyau près mur couloir 1 800 <12 12 <12 12 L <12 <12 <12 

405 4 • Rodac 20/1 intérieur pilier central 60 
406 4 • Rodac 20/1 Intérieur pilier central 0 
450 1 • Air 20/1 100 
459 1 • Air 20/1 0 

XXI· TANKS LAIT FRAIS 417 2 • Résidu 20/1 bouche d'égoül 1,0E+06 500 000 160 000 10 98000 L 1,0E+06 <10 <10 

421 2 • Résidu 20/1 300 cm2 rainures el !rous sous condenseurs 1,0E+00 100 000 40 000 8 500 40 000 1,0E+08 <10 2 200 

407 4 • Rodac 2011 lenêlre en coin 65 
400 4 • Rodac 20/1 lenêlre en coin 105 
409 5 • Ecouvillon 20/1 dessus boilier derrière lanks 1 400 <12 12 <12 960 <12 <12 <12 

420 5 • Ecouvillon 20/1 250 cm2 dessus boilior do commando 8 500 <12 12 <12 77000 L <12 <12 <12 

410 3 • Eponge 2011 1m2 plancher marron 2,0E+06 00 000 10 10 510 000 53f' 000 <10 640 000 

415 3 • Eponge 20/1 6000 cm2 sol onlréo 1,0E+07 96 000 18 000 10 400 000 1,LE+07 <10 <10 

odac 20/1 boilier commande près porte 
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Annexe 1 : résultats dos dénombrements et recherches eHectués sur los prélèvements da la campagna M -, (Janvoor lU:JJ) 

El' FC 

porta 
413 4 • Rodac 20/1 lenètro en coin 2 
414 4 • Rodac 20/1 lcnêtre en coin 0 
418 4 • Rodac 20/1 lonôtro en coin 2 
419 4 • Rodac 20/1 lenètre on coin 0 
416 2 • Résidu 20/1 600 cm2 dessus boîtier central 13 000 <40 40 <40 400 2 1300 <40 <40 
444 1 • Air 2011 40 
445 1 • Air 20/1 

XXIII· DISSOLUTlON 422 4 • Rodac 20/1 lenêlre lissuréa 70 
423 4 • Rodac 20/1 lonètre lissurée 52 
424 5 • Ecouvillon 20/1 dessus boiller prise sous lonlllre 720 000 62 000 50 000 7 000 600000 L 10 000 <12 <12 
425 2 • Résidu 20/1 dessus boiliar mural 2,0E+07 50 000 2,4E+07 16 000 80 000 3,6E+07 <200 <200 

426 4 • Rodac 20/1 mur on coin à droite entrée 14 
427 4 • Rodac 20/1 mur on coin à droite entrée 0 
428 5 • Ecouvillon 20/1 dessus boîtier prise sur machina centrale 1,2E+06 1 400 47 000 <12 72000 L 240 000 <12 290 üüü 
446 1 • Air 2ü/1 30 
447 1 • Air 20/1 0 

ZONE HUMIDE SALE 
XXII· QUAI DE RECEPTION 429 3 • Eponge 20/1 1m2 quai déchargement avant javellisation 1,0E+07 1,0E+07 10 1,0E+07 1,0E+07 1,0E+07 <10 1,0Et07 

430 3 • Eponge 20/1 1m2 quai déchargement après javellisation 1,0E+07 1,0E+07 1,6E+04 800 000 3,2E+06 1,0E+07 <lÜ 1,0Et07 

XXVII· AIRE NEITOYAGE 431 2 • Résidu 20/1 rigolo 9 600 2 400 1 600 100 1330 3 500 0 

CAMIO'IS 432 4 • Rodac 20/1 enboüt tuyau 15 
433 4 • Rodac 20/1 enboüt tuyau 2 
434 5 • Ecouvillon 20/1 400 cm2 dessus boîtier 190 000 4 200 5 300 <12 613000 L 140 000 <12 <12 

XXVIII-TERRASSE A 2 • Résidu 20/1 EGRON pied bouche d'extraction no2 1,0E+08 900 000 1,0E+013 10 000 1,0E+OB 1,0E+013 <lÜ <10 

B 2 • Résidu 20/1 EGRON bouche d'égoüt 1,0E+08 140 000 400 000 1,0E+07 <lü. l,OE+üB <lü <10 

c 2 • Résidu 20/1 EGRON bouche d'égoül 1,0E+08 900 000 1,0E+013 l,OE+OB <lÜ 1,0E+08 <10 <10 

0 2 • Résidu 20/1 angle terrasse (totes) (erlls échelle) 110E+013 900 000 400 000 75 000 <10 1 ,üEtOO <lü <10 

VRBG .. Entérobactérlos 
SK " Staphylocoques totaux 
BEA = Entérocoques 
MAS ,. Flore lactique 
CFC ,. Pseudomonas 
BP .. Staphylococcus aureus 

PC " Llsterla 
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Annwxa 2 : r6tultats del dênombremenla el recnercnea enectuea am 1'88 p•u•uvu'""'""" .,.,. ... " .......... v .. :- . , --

C.T./lStl\12 

ZONE 1/VM/DE PROTEGEE 

TOUR 4EME 112 

1 • 162 • 09/08 Rêsklu • Sur chemin do cAblos, vannos A gauche do la porto < 200 < 10 < 10 < 10 

1 • 163 • 09108 Résidu • Oossua lance <fincondio el câbles A gauche do la busa 200 10 < 10 < 10 

1 • S3 • 09/08 Eponge • Boa do la lonêtro prlo do la buse • 120 x 20 cm 2400 < 1600 < 00 < 00 < 00 

1·!>4.09/08 Eponge • Sel p<•s do la buse • 50 x 30 cm 1500 40000 000 < 00 < 00 < 00 

1 • 56. 09108 Eponge • Palier ln1orm6dlo~o • 1 m2 10000 1,50E+06 3700 < 00 < 00 -: 00 

1 • 57 • 09/08 Eponge • Mur prlo do la buse c616 opposé A la porlo • 1 m2 10000 75000 190 < 00 < 00 < 00 

TOUR4EME 

2 • 161 • 09100 R6oldu ·Boe d"aoplrolour < 200 < 10 < 10 < 10 

2 • 164 • 09/08 R6oldu • Dans bouche d"6go0t A <lfolla do ron1r6o 200 10 < 10 < 10 

2. 51 • 09108 Eponvo • Pat do la porto côl6 oocolior • 30 x 30 cm 900 180000 5000 66000 1000 64000 1000 59000 1600 

2. 52. 09108 Eponvo ·Rampe our 1 m cage <foocaller 500 < 1600 < 00 < 00 < 00 

2. 55. 09108 Eponoe .. Sol devant rascenseur .. 1m2 10000 190000 400 < 00 < 80 < 00 

TOURJEME 

3 • 165 • 09/08 Rêlidu • Sur chemin da cAbles, supports mt\talliquee pièce en retrait à gauche do l'entrée < 200 < 10 < 10 < 10 

3 • 166 • 09108 R6sldu • Oosouo machine prbs do la porlo du k(COilachnlquo 6600 140 140 < 10 

3 • 187 • 09108 R6sldu • Pollo do balai ol do bro11o <200 < 10 < 10" < 10 

3 • 166 • 09/08 Résidu· Sac d'asplraleur 600 < 10 < 10 < 10 

3. 58 • 09108 Eponvo • Pas da la porto c616 oocaller 10000 1.10E+06 2700 < oo < 00 < 00 

3 • 5G • 09108 Eponge • Fenêtre l gaUcho do renlr6o 10000 < 1600 < 00 < 80 < 00 

3. 60 • 09108 Eponge· Fanêlraloco A renlr6o 10000 < 1600 < 00 < 00 < 00 

3. 61 • 09/08 Eponge .. Local technlquo au lond, dessus rebord machine près du mur .. 1/2 m2 5000 1600 8 < 80 < 00 < 00 

3. 62 • 09/08 Eponge .. Sol devant rascanseur dans lo caniveau 10000 40000 120 480 1 < 00 < 00 
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Annexe 2 : rbullolo dee dênombromonls ol rochorchos olloclués sur los prélèvomonls do la campagne A~· (AoiJI 1993) 

t:.T. t:.T .liScm2 

TOUR 2EME 

4 • 169 • 09/08 Résidu • Poudre de lail sur rebord mochinefie au fond ;\ gaucho 200 < 10 < 10 < 10 

4 • 170 • 09/08 Résidu • Sec d'aspiJaleur 24000 < 10 < 10 < \0 

4 • 171 • 09/08 Résidu • Poils do balai 66000 < 10 < 10 < \0 

4 • 30 • 10108 Eponge • Sol prill do la lonêlro l gaucho do l'onkéo • 30 x 30 cm 900 6400 100 < 00 < 00 < 00 

4 • 30blo • 10/08 Ecouvillon • Sol prk do la fonélro • gaucho do ronlréo • 5 x 5 cm 25 < 40 

4 • 40 • 10/08 Eponge • SoC devant raacenaeur • 30 x 30 cm 900 0000 220 400 11 <00 < 00 

4 • 4(lblo • 10108 Ecouvillon· Sol davanl rascensour • 5 x 5 cm 25 < 40 

4•63.0W08 Eponge • Quatre marches d'escalier .. 30 x 200 cm 6000 21000 07 1000 7 1000 4 < 00 

4•84.0W08 Eponge • Local au fond, dessus tuyautoria • 1 m2 10000 29000 72 < 00 < 00 < 00 

4·B5.0W08 Eponge • Doooua bnrlquo Of&ngo, locallochnlquo • 1 m2 10000 59000 150 2000 5 1000 2 < 00 

l'OST SECIIE\JR 

5. 172. IXI/08 Résidu ·Sac d'aspiraleur < 200 < 10 < 10 < 10 

5 • 173 • 09/08 Résidu • poils do 2 balais, local on conlrobas 1000 < 10 < 10 < 10 

5 • 174 • 09/08 Résidu· Produil fini possogo lorl/2 vors lor (poudra) 200 < 10 < 10 < 10 

5. 68 • 09108 Eponge • Sol pas do la porlo lnlérlour • 112 m2 sur époxy ; 112 m2 sur b6lon 10000 70000 170 17000 42 16000 40 < 00 

5. 67. IXI/08 Eponge • Parois lnt6rieures bouche d'êgoû\ lt. gauçhe de l'enlrêe • JO x GO cm 1000 1,00E+09 1,39E+07 4,00E+06 56000 4,00E+OG 56000 3, 70E-+06 51000 

5·6B.OWOO Eponge • Poatakheur amont c6lê mur gauchf:? (prltlence de poudre)· 200 x 10 cm 2000 5,00E+06 62000 160000 2000 14000 170 560 

5·60.0WOO Eponge • Poslséchour aval, rebord onglo près du mur du lond (pr6aonco do poudra) • 20 x 30 cm 600 50000 2100 5400 220 3100· 130 < 00 

5·70.0WOO Eponge • Passage luyaulorio dans le mur l gaucho do rontréo • 30 x 30 cm goo 1300 J6 640 19 640 10 < 00 

5. 71 • IXI/08 Eponge • Oeasus collrel d'essais DT 0 - JO x 20 cm 600 3200 130 < 80 < BO < 00 

5·72.0W08 Eponge • Posts6cheur amont elMa droit, douus gros 1uyaul • 400 x 20 cm 8000 1600 5 < 00 < 00 < 00 

5. 73. 00/08 Epongo • Poolaéchour aval, dossus poutrollo konsversalo prk du plalond 1000 21000 520 < 00 < 00 < 00 

5. 74 • 00/08 Eponge • Bord du kou recouvorl do lôlo, coin gaucho opposé à l'ontréo • 20 x 50 cm 1000 24000 '600 19000 470 < 80 < 80 

5·75.0W08 Eponge • Porto lor 1/2 vara lor, c616 poslaéchour 20000 1600 2 BOO 1 < 00 < 00 

5. 77 • 00/08 Eponge • Dessus tuyaulerla transfert poudra 1er1/2 vers 1er .. 1 m2 10000 1,00E+09 2500000 < 00 < 00 < 00 
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Anne•• 2. : r6suhela dM d6oombrttnenta et reeherchea efloclu61 aw ln pr6"Y•men1a de la campagne M-G \1\0UI IVV.JI 

C;l Jl~cm2 
, ... ,. ; -·".t ,,. fi.-';·-;:~·;a *'~~ff~"'l-.-~~-:·.~;,.:rl'{'f'i-?''l~--...~-~~;1~~~.-\t··jr~~~:ri«:-~~t~·''-'PC··:~~~ n~---~-{~T·'·l·i(t'l~,:c~r·l'q•_·~::t-'.?.:.:~/:t.r,.~,<::~:-·~1~ -~-.,~i: ·:-'-' r:· -T '·~ -_: ~ ._,.. .-. l.,, ... ,\_._,~·:4:.'~: .. ,, .-~:·:~·: -~-1 :/f, .j~-:~·':<~~ -~ ;;_?~"';·J ·,~"['"tt:·~----~~: , •. -. · !_.<<:~:~--,<~~::;_··-I:f''/\{-~·iTi ~ -.---~~-:-- · ·_ -.~.--~·:.·-·-- ·; -, 

' 
5 • 78 • 0!1108 Eponge • Potl·o6chaur aval, doosua luyaulorio c616 lnl6rlour • ~00 x 20 cm 8000 22000 GD DO 0 <DO <DO 

5 • 7D • otii08 Eponge • Mur v•rak:el aoua poata6cheur, avec liKes de llaln6as d'eau .. :Ml x JO cm 900 3200 D9 1700 H <DO < 00 

5. 80. 09106 Eponge • 3 nwd>oo d'oocobeou 1200 100000 2100 22000 460 21000 440 640 1 J 

ESCAUEII/ASCENSEUR 

•• 118 • ODI08 Rbkll· Rkklla colhla on perUo een~olo ~~0000 6200 7400 4JO 

1 • 18D • 10108 Rbkll • Poudro ot pouool .. o ... escoUe< (7) 7GOOO 12000 0600 2GOO 

STOCK TOTES 

7•1.01110e Eponge • P .. t•lorme aup6rlwre • 20 a GO c.m 1200 1.70EtOG J5000 110000 2JOO 05000 1000 80 

7. 10 • ODI08 Eponge • Largew do la por1o ... 10 cm vero a.Uo occh 1one blanche 1500 48000 800 00 1 <00 < 00 

7 • 101 • 00101! 116oldu • s .. leo deuil monlonlo do roacaUer .roce•• plololormo G~OOOO sso 480 < 10 

7 • 102 • otii08 R6oldu • Plololormo oup6rlouro ph du rompllaoogo lolo•. • 40 x ~0 cm 16000 ~~0 uo < 10 

7 • IOJ • 09108 R4skkl· Sur mardwa de \1, 2MI• JM111Ie de hau11er d'aoc'-• au rempliauge \otes J4000 ~00 170 ISO . 
7 • 104 • 09108 Rhkll· Au-<l"ouo w chotgour 6\oc~lquo 200 < 10 < 10 < 10 

7 • 105 • ODI08 Rhldu • Oe11ua reqJfiaaeuse aaca • gaudw <200 < 10 < 10 < 10 

7 • 106 • ODI08 R6aldu • Aspirateur niveau remplluag• lotes : aac + d6eheta pc-ovenenl du moteur 2600 <10 < 10 < 10 

7 • 107 • ODI08 Rhkll • Aoplrolour niveau rempliuago lolooloac 6600 ISO GO < 10 

7 • 108 • 00108 Rhkll • Aoplrol ... nlvaou rompliaooga IOiea : d6cholo 1> la )oncllon luyo...,ouo 20000 920 JSO < 10 

7 • 109 • ODI08 Rbkll • Aaplralour conllaf : ln16rlour do la buoo plaollquo grloo 22000 1000 5GO 20 
\ 

\ 
7 • 11 • OUI08 Eponge • Sol prlo loloo • ~0 x ~0 cm IGOO ~GOOO 720 < 00 . < oo· <00 

7 • 110 • 09108 R6oldu • Doooouo 1apllroulanl pour ~olloa : bolo el pouulllreo . J6000 320 240 10 

7. 111.09108 R6tkJu • S\Oekage mat6rlol (clef, ramasse-pouu16re. marteau) • la bau du remp&i.neur \otes : poudre grla• + morcaau de carton ~GOO GO 60 < 10 

7. 112.09108 Rhldu • Poudre 1> foK16rleur do 2 IGloo 1800 10 < 10 < 10 

1 • 113 • 09108 n•aldu • 1er poate .S. vidange tolea : poudce "" bAU el detaua carter avec luite d'huile 1200 < 10 < 10 < 10 

. 
7 • 11~ • ODI08 R6sldu • 1M poele de vkJange lotn :poudre rbll6e dana le collecteur ba du bucuklmenl 600 < 10 < 10 < 10 

1 • 115 • ODI08 R6okll • Poudre r6oklleAa ph du mur ve<O rox16rleur U400 ISO 170 < 10 

1 • 117 • 09108 R6aldu • Dololgrolllo do11ouo llonopo<lour pololloo 7800 1100 470 4JO 

3/11 

l-~·----



Anne•t 2 : •••uhata dn d4oombftmtntl tl recherches tlreclu6a aur lea pt61hemenla de la campagne M; (AoQt IVVJ) 

; ~ 

C_.T.IHeml 

7. 118. 091'08 R6sldu • Caniveau niveau porte d"aœh l reacalier 70000 voo 1000 < to 

7 • tZ • 09108 Eponve • Couvercle du r•mpUsaour • 90 a 40 cm 3600 29000 200 560 • HO 2 < 00 

7 • 120 • 09106 Rhldu • Jonction ooVmur pb de 1a potto d'ac:cbs do matôriol 1•oo JO < 10 < 10 

7. 121 • 0111118 Noldu • Poudro ponnl klo lotes dano plbco on ro~oil t6000 20 10 < 10 

7. 122. 0111118 R6oklu • Pob de ba1oi 40000 200 250 20 

7 • 123 • 00108 A6tklu • Poudre rHkJu.n. contre un mut' dana plke en retrall <200 < 10 < 10 < 10 

7 • 12V , 091'08 "''ldu • MlK de dparallon'plkt en relrall : pousalluea. monier BOO 10 < 10 < 10 

7, IJ , OV/08 Eponge • Parois lnlorneo bollcho d'6go61 200 7,70E+OG 060000 060 120 V60 120 < 00 

7 • 132 • 10108 R6aldu • PoRt de balol 66000 270 210 < 10 

7 • Ill • 10108 n•aklu • Sdut .. bola IOUI rkhene du pa1oUiuut/d6peUe1\sour 20000 1200 640 < 10 

-
7. 14 • 0111118 Eponge • Sol onkh 1ona blanche • 50 • 70 em 35-00 400000 J400 27000 100 JOOOO 210 2200 16 

7. 4. 00108 Eponge • Pkl1olormo '"""'""'' rempllsaeur ooco • 40 x 40 em 1600 4,50Et06 7000 1,20E+00 IVOOO 770000 12000 22000 J<O 

7·5.00108 Eponge • Corlono, palonot • 7 • 10 • 10 em 700 4000 170 00 J <00 < 00 

7 • &. OV/08 Epongo • DIU lnl6rlour p<omltro unl16 de vldango toloo • 100 • 10 em 1000 210000 5200 5000 120 4200 100 <00 

7. 7. 00108 Eponge • HuRo our ool • 50 • 50 em 2500 480000 4000 1000 ID 560 6 <DO 

\ 

7. 76. 00108 Epongo • Porto 11<112 voro ,.,, c616 olockogololll 20000 1,40tt09 1,75Et00 100000 220 <'DO· < 00 

7 ••• 00108 Eponge • Ramaooo-poun,.ra • 2 • 15 K 15 cm 450 320000 10000 640 36 000 .. <00 

7 •IIV • OQ/08 R6oldu • Poudro on diP6fonla endroits pannlleo tolee 3000 20 < 10 < 10 

STOCK DOITES VIDES 

•• 2. 00108 Eponge • Sol po•• onk6o • 50 • 50 cm 2500 340000 3400 5100 51 2200 22 < 80 

• ·3. 0111118 Epongo • Mur 11ock- bolloo • 40 • 40 cm 1600 < 1600 <00 . <00 . < 00 
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ZONE 5Ea/E liON I'IJOTEGEE 

IIEC~UFFEUII D'An 

Il • 124 • 00/01 llhlcl.l • M'""" en boa "" ltnlkn 'air ~ka' 150000 76000 84000 10 

11 • 125 • 09/01 AhlliJ. Epon~tenel nw• au-dtUUI de la POfTlJ• prh dJ mut VIII rniJdeur 560000 330 270 < 10 

Il • 42 • 10/01 Eponge • Sol l gaucho dt hnlrh • 30 1 30 an 000 1.BOE+08 50000 ..... 000 1200 -46000 1300 < 80 

11 • 42blo • 10101 ECOU\o1llon. Sol l goudlt dt ronUh • 5 x 5 an 25 < 40 

11 • 4l • 10/01 Epongt ·Ott- bolltr mactlrlt, poUIIocol 000 480000 13000 410000· .• 13000 480000 13000 < 80 

11 • 4lbla • 10~1 Ec«MMon• Ota--. bol1er madine. pel\ local·~ xs an 25 < 40 

11 • 11 • 09/01 Eponoe • Dord porte ven u.tldeur • 200 x 10 an 2000 3.2DE+Oif "0000 120000 1500 < ao < DO 

SAULACCES :ZOHE BLAHCIIE 

u . 128 • 00/01 Rhlcl.l • Doucht rUgoQI C«llralt < 200 < 10 < 10 < 10 

n . u • 00101 Epongt • Sol tn coin prh dt la pori•, upttl proprt • 40 1 40 an 1600 11000 170 < 80 < ao . < ao 

. 
12 • 11. 00101 Eponge • s.moan dt 3 pllroo dt ubolo 1100 200000 .cooo 7400 100 ,5100 ao 180 

12 • 17 • 00/01 Eponge • s.m.Jn dt 3 pllrta dt dlount ... o 1800 1,10E+07 zzoooo 130000 1800 150000 2100 3000 <l 

1Z. u • 00/01 Epongt • Sol en coin cOll poalo dt coniiOI• 1600 27000 420 < ao < 10 . < 80 

12 • 44 • 10/01 Epongt • Sol pu dt la porto actla 1ono blanche, cOll non prollgl 000 34000 040 < 80 < ao . < ao 

U • 44blo • 10101 EccKMIIon • Pu dt Jo porto attlo 1ono blondlo, cOll non prol6gl 25 40 

1Z • 41 • 10/01 Epongt • Sol dtvonllo porlt vtro lo condtnotrlt • 30 1 30 an 000 1100 44 < 10 . < 80 < 80 
\ 

U • 40bla • 10/01 ECO\MIIon • Soldtvtnllo por1t vora la condtnotdt • 51 5 cm 25 < 40 

HOINEAU lOCAL POSTE DE COHTAOlE 

13 • 47 • 10/01 Eponge • Sol tnlrlt cOll lnllrltur • 30 1 30 cm 000 24000 HO 540 15 510 u < 80 

U • 47blt • 10/01 EcotMIIon • Sol tnlrh c016 ln"rl ... • 5 • 5 cm 2S 31000 1500 

STOCKAGE. DIO DAO 

14 • IZI • 00/01 lllalcl.l •I'CMII'" ltlong cl.! nu von h•lldour 11000 < 10 < 10 < 10 

14 • Il • 00/01 Epongo • Eloglrt dt rongomonl dto bolln 2000 30000 370 < 10 . < 10 < 10 
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NVW•• tl. 0 , ..... , ... v•• -•.-.•·-· -···-· ··- - · 

14 • 41 • 10All "Pongo • Scll prh do la boutho d'lgoQI ou C411ko (llocoo .ruu) • 30 x 30 an 800 1,10E•06 30000 ~ 10 ~ 10 • 10 

14 • 411Ao , 10All EcO<NIIIon • Scll prh do la boud>O lflgoOl au conlto (Itou d'nu) • s x s an 25 38000 uoo 

COUlOf\ MIES DU STOCKAGE DIGDAQ 

1S • 20 , OIAII "Pong• • Porto do loloon onllo eo<Jolr oluRo a<do 1000 liand>O 1000 110000 2700 160 4 160 4 < 80 

1S • 11 , OIAII "Pongo • Scll c6lt lovogo loin • 40 x 40 an 1600 210000 3300 • 80 . < 80 • 80 
... 

1S • U, OfAII "Pong• • r,....,,, dono boudlO .rtgoOl 200 1,8oE•o7 2,2SE•OI 880 110 640 80 • 60 

tMDAUAGE 

Il • IIZ • OIAII RloldU • Poudrt livoouloUml'f"l bollll, prh dola ubk>O l611phorlq.ro 600 ~ 10 < 10 < 10 

Il • '" • 01101 RhldU • DIM do CIIIDR lUI lo lai prh dU lavabo 200 10 • 10 ~ 10 

11 • lU • OIAII RloldU • Jolnl pourol, polnu,. lcal1lh auloUr dU lavabo 1,soe.o8 ~ 10 ~ 10 ~ 10 

. 
11 • 111 • OIAII RhldU. Cowordo on plaoU.,... do bollo dons uno groodo p.Wth ~ 200 ~ 10 ..,< 10 < 10 

11 • lU • IOAII RloldU. Martho-plod tl rllrllroo dons lo toi dovonl r10consour 1SOOO < 10 ~ 10 ~ 10 

11 • Il , OIAII "Pong• • lnlUaur dU lavabo HOO 6,20(+08 1,2DEt07 180000 3700 150000 J100 ::z 20000 -4600 

Il • lt • OOAII Epongo • Tapit prh du dod>Ot dt dlguago 2000 1600 20 80 1 180 2 ~ 80 

11 • Il • OIAII "Pongo • Sol pu do la po~o .,,. local Albro • 30 x 30 an DOO 270000 7500 240000 1700 210000 5800 < 80 

11 • U • OIAII "Ponvo • Oto.U. calinollllphorlq.ro 2400 210000 2200 240000 2500 210000 2200 < 80 

Il • Il. OIAII Epongo • Po~o plulq.ro .. ,. no lorl>lonldo • \ m2 10000 1.40E+OD l.SOE+08 < 80 . ~ 60 < 10 

Il • H • OOAII Epongo • Dt•- bolhr da ClOIIIr<llt, mur avoclavabo • 10 x 10 an 600 220000 D200 1DOOOO 7DOO HOOOO 5000 < 10 

11 • as • 01101 Eponge. Soue Il bord•ro. cOll propro • 150 x 30 an 4500 51000 zao 13000 72 1700 D < 80 

11 • H , OIAII [pongo • Do•- calino .. nltolo l >!Ilot lalnlha (paon go dot bollu) • 1 m2 10000 8,50E+OI 2,4oE•o8 150000 370 < 10 . c 80 

11 • 17 , OIAII Eponge • Sol dovanl porto plaoUo vo" locol oiOd<ago ·120 x 30 an 3&00 I.IOE+OI 17000 7.::zoe.oe 50000 e.tOE+OI 41000 ::z.tOE+OI l$000 

If • tl, OIAII Eponge • Fonlllt .. ,. rulldour, c6lt oppool local Albro • 1 m2 10000 1,30E•07 210000 8.30E+07 230000 7,10E+07 1DOOOO o.ooEto7 .220000 

11 • tt , OOAII Eponge • Souo la banl•ro. c611 non prollg4 • ISO x 30 an HOO 110000 1000 5200 2t 4100 27 410 
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NV'lfl• Il: RlfUII ... u•• _,_,..,.. .. ,,.,. .. .,. •• •·-·~·-·-- -···---

FD\DlAHTElliE 

17 • 221 • 10~1 Epcngo • Sol dovonl uAo on ro~all• 30 x JO om DOO 22000 610 6~0 18 8~0 18 < 80 

17 • 2Zeblo • 10~1 Ecouvllon • Sol dovonloolo on roltoll• $x$ an 25 < ~0 

17 • 221. 1"1 Epcngo • Sol "''' do lt porlo vora lo .....Colr • 30 x ~o an 000 $80000 18000 HO 13 ~20 D < 80 

17 • ZZebla • 10~1 EcotMilon • Sol prh do la porlt voro lo C<JUiolr • s 1 $ an 25 520 21 

VIDE SACS 

11 • 217 • 10~1 Epcnga • Sol dovonll' po~• voro olod< M.r. 1\ • 30 x ~o an DOO 21000 720 < 80 . < 10 < 80 

11 • ZZ7blo , 10~1 ECO\MIIon • Sol dovonl porlo voro olod< M.P ./\ • s x $ an Z5 110000 1400 

SToÇK P.E.A. 

11. 1~ .10~1 Rlll<ll· Pollo <li balll acaod\6 • c6ll labloau d"tllldliJIO 11000 1ZO JO < 10 

uoc;K M.r.o. 

20 • ZZD , 10~1 EpOIIJIO • Mil• ""''''"' prh d\J1 plllor • 30 x JO an DOO 110000 l100 < 80 - < 80 . < 10 

. 
:10 • ZZGI>Io • 10~1 EcOIMilon • Mglo mur/toi prh d\J1 plllor • $ x 5 an 2S 210 11 

LONE NUMIDE INTUINE 

STOCK PllœotiCEHTIIE 

21 • U, OD~I Epcngo • Sol prh <llloclllavall' loin • ~0 1 ~0 an 1100 1,IOE+06 28000 JOOO ~7 2400 37 < 80 

21 • JI • OD~I Epcngo • Sol prh do la ~· voro .....Colr • ~0 x ~o an 1600 1,~0E+OD 2,10Et07 tao 2 < 80 . < 80 

LAVAOf.TOTES 
\ 

·•. 
22 • 22, OD~I Epcngo • Du do la pollo plnlquo • zo x $0 an 1000 130000 3200 80 2 < 80 < 80 

22 • 221 • IOAII Epcng•. n .. do ••••Il' doololu. 1$0 •• an DOO 240000 6700 10000 530 21000 $80 160 

zz • 221bla • 10AII EooU\'IIIon • Rai machlno "••orlu loin·$ x 5 an 2S 10 

22·24,00~1 Epcngo- Cdn pr\o por1t plnlquo • $0 x $0 cm 2500 210000 2100 2~00 2~ 1400 14 < 80 

22 • U. ODAII EponJIO • 10 cm lUI...- peaquo d"lgoOI ol dlcholl manon• onlro plo<fJ• ol ool 1000 D,IOEtOO 2,~QE+08 2,10E+OD 1,50[+07 2,10E+OD B,50E+07 2,20E+OO ~.SO(t-07 

22 • 31. ODAII Epcngo • ool pr\1 do la lonl~o • ~ o x ~0 cm uoo 1,10E+07 170000 JIOO 50 3100 sa 3300 Sl 
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Annexe 2: ''•ultata dH d•nombr•meols el techwches elfoclu6s sur le• p616vemenl• de la campegne ~?- ,AoOI 1993) 

.,, ..... : 
j{\C.T.I25ctn2 

··~ 1 , .• }"'' tél~ .• oTis J 'f( tiw;..-··.r.:•:ùx•r;; .... , ·,;,:n,r·< ''""t'c'·~..-ù''~"'.(-;5 ·.:>;'~v.': :'W,;<,·y*';,' ·;· .. >,}.;;·. ;u:;;'.~. t .. ·;·:o:-::ya--~.r:.;:· R.n :·· :;,','!"· ;\~·;· ~ '," .,' ......... :, .·~ ':. : -~~· ·: ';"' < ·.:· ,. ,..~,,···; ,-, ;;:·,::.·' 
At'' If 

_.;:;,:;:-·•,cf'.>" . ..,.,,< .;":' ;;··;·'·Z 'W :t' •' iq è ' 
C>ONDEtlSERIE 2EME 

23 • 127 , OVIOG n6aklu • 06chall po h üune poul>ona. • c616 de Il pomj>e 190000 200000 ~0 < 10 

23 • 2S. 09108 Eponge • Condenseur pb de reaceUer .. zs K 25 cm 62~ J,~OE+OG 140000 80 J < 80 < 00 

23 • 26 • 09108 Eponge • Soualuyou p<b de lo pompe 62~ 160000 6~00 720 29 < 00 < 80 

23 • 27. 09108 E.- • Sol on coin au lond l gauche • 40 x 40 cm IGOO I,90E+OG JOOOO < 00 . < 00 < 00 

23. 21 • 09108 Eponge .. DHiout ~ el enlonnolr d' 6VacuaUon de conden .. t JOOO I,OOE+07 1~0000 <00 < 00 • 80 

23 • 29 • 09108 Eponge • Sol po .. do roacallo< • 40 x ~0 cm 1600 GOOOOO 11000 < 00 <00 < 80 

CONOENSERIE 1ER 

24 • IJO • 09108 R6aklu • Sur plololormo coin drol~ alockago d"ouUia : nlvoou jonc:llon cenlralo 1,20E+OO < 10 < 10 < 10 

24 • Ill , 09108 R6aldu • Doaconlo do condonut our plololormo coin droll (humklo) 1,20E+OV 10000 10000 9200 

2~·JO,CXIIOO Eponge • Sol • JO x ~0 cm 1200 7SOOO 1600 < 80 <00 < 80 -
2~ • JI , 0!1108 Eponge • Elcalet .cc:•• 1..-ralle .. 4 pemllwea marche• JOOO 2.40E•06 20000 1400 12 S60 s < 80 

24 • l2 • 0!1108 Eponge • Sol p<lo deo .-onoeuta (upocl p<opre) • 40 x ~0 cm 1600 2VOOO ~~0 160 2 <00 < 80 

24 • 3l • 0!1108 Eponge • Sel denllro roacolor • 40 x 40 cm 1600 120000 1900 80 1 <80 < 00 

24. ~ • 09108 Eponge • DoiiUI lablo pour ex~Uio (poo p<opro) • JO x ~0 cm 1200 58000 1200 < 00 . <80 < 00 

C>ONDEtlSElliE RDC 

25 • 100 • 09108 Eponge • 3 mllcheo oocaller 900 1,00E•07 280000 <00 . <00 . <DO 

\ 

25 • 145 • 0!1108 R'oklu • MOfller/)olnla do cartolago •. 16000 < 10 < 10· < 10 

25 • 148 • 00108 R6aklu • O.avlor ol ublo dana un onclen puoogo do luyaulorlo (10c) 2000 < 10 < 10 < 10 

2S • 187 • 09108 n••klu. Jolnl pourri • la buo du piller d"angle dol 6veporaleuu 640000 2000 JOOO < 10 

25 • 188 • 09108 Ns&du • Vielle limaille de rar pr•• du mur deni••• les condonseura 960000 ~800 ~000 < 10 

25. 41 • 0!1108 Eponge • Eou r6akluolo ,..,, leo tondonaouro • 1m2 10000 1,50E+09 3,75E+00 <80 . <80 . < 00 

25 • 45 • 0!1108 Eponge • Sur p<emlor 6vaporelour uoo 100000 '2600 <80 . <80 . • 80 

25 • ~· • 09108 Eponge • Sel couloir occ•• local palenoo.l>olleo • JO x JO cm voo 270000 7500 00 2 80 2 <80 

,, .. 



RE.CEI'TIOHI.AIT 

21. 222 • 10~1 Epongo • Sol dtvonlla po<lo prh du paoloudsolour • 30 x JO an DOO l.ZDEtos J.llEt07 2100 58 ••• 27 100 

21 • 222blt • 10~1 Ecouvillon • Sel pu dt la porlt prh du paslourlsalours • ~ x ~ an 25 17000 680 

21 • 22l • 10~1 Epongt • Sol dtvtnlla pol\o do aorh vors lt quoi • JO x 30 an 800 I,IOE+08 J,06E+07 1,20[+08 J,JJE+07 5,80[+07 1,~6E+06 180000 5000 

21 • UJblo , 10~1 Ecouvillon • Sol dovonllo porto do oorto von lo quoi• 5 x 5 an 25 37000 1500 

TAIIKS lAIT FRAIS 

u. 214. 10~1 Epongo • Sol dovonlla porlo domonl our la volo do d>tmln do ltr • 30 x 30 an 800 500000 HOOO uo tl uo Il < 80 

17 • ZZ4blt • 10~1 ECOU\IIIIon • Sol dovonlla pori• domont tur la velo do dlorrln dt lor • 5 x 5 an 25 600 H 

DI~UITION 

21 • 22S • 1~1 Epq• • &of. p•• d• la porte lnt'rl.ur • 30 ac 30 an 800 2,DOE+07 110000 240000 6700 240000 8700 27000 no 

21 • 21!1blo • 1~1 E<>o..,.on • l'•• do lo pol\o lnlld- • s x s an 2S l,OOE+07 1.:ZOE+OI 

ZONEIIllltiiOEEXTtRNE 

TEIVIASSUOUR 

Zl • 141 • 10~1 1111116.1 •l'rh do la 2kno dlomlnh 100000 110000 110000 84000 

20 • 142 • 10~1 Rloi6J • Arf,Jt ou lond l gtUdlt 33000 5400 4100 sooo 

21. 14l. 1~1 Rfoi6J • Prh do rtgoOI l o611 dt rtnlrh 100000 300000 300000 210000 

\ 

TEIIIIASSE 2EME 

JO • 144 , 10~1 Rflldu•lcll 1,30[+08 1200 < 10 < 10 

E • Enl4robocUdu 

C • CollonnoaloiMDl 

C,T, • Collormu loi-
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Annoxo :J : rêsullats dos dênombromonts ol rcchorchos olloctuos sur los pr01ovomoms oo 1a o;ami'"Y"u "' 
V'VIU I..J..J"11 

•}\ N~:;,$,\iiM~1.~~;J:}i~~\i~$li"{,~*1M~f%ai~~;~l Dl!~~Rif7tlÙN'oû.~ni:L~YEMËN'fh~f#4~tYrt~i~i'(~\fJ W1\~t!?\'(Ù,~·:.ù~i1'.G:A.M:{:.:;: Gi.\;M }25 c n\2;i\~~y: E;~'*Ygi.\:i l:IZS.c m2i\i;·:-:,:':('c}ii:!.~:;ii~ 'c:/2s'c ;,',2ir'\•;•!; c~ r;'i <·:.~i. c. 'r ./2 5 cm 2 

7o • coin au fond à drollo • 11/04 115000 1150 1:!000 1:!0 12000 120 12000 120 

2 7o • coin à gaucho • 11/04 160000 1600 < 00 < 00 - < 00 

:J 7o • coin à drollo aprlls onlrl\o • 11/04 175000 1750 < 00 - < 00 - < 00 

4 7o • coin au fond à gaucho • 11/04 40000 400 00 1 00 1 00 

5 7o • coin à drollo (moucho) • 11/04 22000 220 < 00 - < 00 - < 00 

6 7o • ontro 2 colonnos à gaucho • 11/04 275000 2750 2:!0000 2:!00 160000 1600 < 00 

7 7o • contro do la plllco • 11/04 310000 :!100 000 0 ··- 000 0 00 

0 7a • sous tuyautorlo au fond à drollo • 11/04 3:!5000 3:!50 240 2 240 2 < 00 

9 7a • ontra machlnos à drollo • 11/04 200000 2000 < 00 - < 00 . < 00 
10 7o • ontro colonna ot mur au lond à drolto • 11/04 27000 270 160 2 160 2 00 

17 5o • coin à gaucho • 11/04 14000 140 3400 34 2200 22 560 6 

10 Sa • prlls ontrôo à drollo • 11104 140000 1400 19000 190 10000 100 4000 40 

19 5o • coin au fond à gaucho • 11/04 53000 530 24000 240 - 1600 16 !lOO 9 . 
20 5o • coin à drollo • 11104 11000 110 4200 42 4000 40 J!lOO J!) 

25 5o • nlvoau mlllou mur laco··ontrôo • 11/04 02000 020 4000 40 640 6 < 00 

105 So • coin au fond à drolto • 1 0104 30000 300 1600 16 1200 12 320 J 

21 So1/2 • mlllou mur drollo • 11/04 140000 1400 560 6 560 6 160 2 

22 5a1/2 • prlls oscallor • 11/04 64000 640 1400 14 1400 14 < llO 

2:! 5o112 • coin au fond à drollo • 11/0o\ 00000 !lOO 560 6 560 6 < 00 

24 5o1/2 • coin au fond à gaucho • 11/04 \ 170000 1700 2000 20 1000 10 400 4 
\ 

JO 4o • au lond passorollo prbs 2o ôchollo • 11/04 320000 3200 130000 1300 130000 1300 59000 590 

31 4o • êchollo d'acclls au cyclono du fond • 11/04 130000 1300 100000 1000 96000 960 96000 960 

32 4o • anglo ot boucho d'êgoüt ontrôo passorollo • 11/04 4000 46 < 00 . < llO - < 00 

34 Jo • coin au lond à gaucho • 11/0o\ 26000 260 3000 JO 1200 12 1200 12 

JS Jo • coin à gaucho ·11/04 00000 000 1600 16 400 5 240 2 

36 Jo ·coin à drollo • 11/04 J4000 J40 160 2 00 1 < 00 

J7 Jo • mlllou plbco ontro apparolls • 11/04 4,20E+06 42000 110000 1100 3200 J2 1600 16 

JO Jo • coin au lond à drollo • 1110<\ 64000 640 400 5 < 00 - < 00 
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Annexe 3 : résullals des dénombrements el recherches effectués sur los prélèvements do la campagne B 

3 9 2e • entre mur gauche el centre sous tuyauterie • 11/04 

42 2o ·passerelle avec poudre el luyaul plastique près ventilateur, sur la gaucho· 11/04 

4 6 2e • sur plaque métallique sous arrivée lécithine, lace entrée • 11/04 

4 7 2e • sous corde de frappe el contre le rebord passage cyclone, au lond à droite • 11/04 

4 9 2e • coin à drolle près de la bouche d'égoûl • 11/04 

8 1 Post-sèche ur • 1er palier passerelle • 12/04 

82 Post-sécheur· coin à droite près de la colonne eau (poudre sur la plaque d'égoûl). 12/04 

8 3 Post-sécheur • passerelle inlérleure • 12/04 

84 Post-sécheur· passerelle supérieure • 12/04 

8 5 Post-sécheur • sous passerelle vers le lond à dr olle • 12/04 

86 Post-sécheur· passerelle supérieure cOté opposé· 12/04 

8 7 Post-sécheur • devant escalier passerelle au fond à gauche • 12/04 

8 8 Post-sécheur • 1 or palier passerelle côté mur • 12/04 

8 9 Post-sécheur • cnnlvenu pnrllo controle à gaucho enlréo • 12104 

90 Post-sécheur· devant porte d'accès local humide (traces de pas) • 12/04 

95 1er, local humide ·entrée (traces sur le sol)· 12/04 

96 1er, local humide· près mur lace entrée (sol sec)· 12/04 

(Avril 1994) 

78000 

126000 

140000 

70000 

370000 

260000 

700000 

315000 

280000 

230000 

115000 

530000 

130000 

260000 

2,00E+06 

8,00E+06 

2,20E+06 

97 1er, local humide· milieu mur droite (sol encrassé)· 12/04 4,00E+09 

98 1er, local humide· coin au fond à droite, près bouche d'égoûl el eau stagnante (sol sec)· 12/04 1,90E+08 

99 1er, local humide· coin à droite près stq:kage de matériel (sol encrassé). 12104 1,90E+07 

51 4e, local annexe • coin gaucho • 12/04 

52 4o, local annexe • dessus plaque Inox au fond à gaucho • 12104 

53 4e, local annexe • coin droit • 12104 

54 4e, local annexe • coin au fond à droite • 12/04 

55 4e, local annexe· coin au fond à gauche (mouche)· 12/04 

56 4e, local a11nexe • ontréo passerelle à gauche • 12/04 

57 4e, local annexe • centre pièce vers la drolle • 12104 

58 4e, local annexe· deux marches de l'escalier d'accès à la passerelle de droite. 12/04 

26000 

13000 

300000 

6400 

1600 

390000 

21000 

150000 

2/10 

,Q,A.M./25cm2 ' E. 

780 

1260 

1400 

700 

3700 

2600 

7000 

3150 

2000 

2300 

1150 

5300 

1300 

2600 

20000 

00000 

22000 

4,00E+07 

1,90E+06 

190000 

260 

130 

3000 

64 

16 

3900 

210 

1500 

560 

000 

240 

16000 

50000 

6600 

3400 

1500 

3200 

4000 

160 

20000 

5500 

4500 

000 

7000 

160 

6 

9 

3 

160 

500 

66 

34 

15 

32 

40 

2 

200 

55 

45 

0 

70 

2 

400 

800 

< 00 

10000 

50000 

4000 

3200 

1100 

3100 

4000 

160 

20000 

5500 

2600 

560 

1200 

00 

1,30E+06 13000 1,30E+06 

1,70E+00 1700000 5,90E+07 

12000 120 11000 

000 

< 00 

105000 

000 

000 

00 

720 

240 

0 

1050 

9 

0 

7 

2 

000 

< 00 

105000 

400 

400 

00 

560 

240 

4 

9 

100 

500 

40 

32 

11 

31 

40 

2 

200 

55 

26 

6 

12 

13000 

590000 

110 

0 

1050 

4 

4 

6 

2 

< 80 

640 

< 00 

1200 

32000 

1000 

1400 

800 

1400 

4700 

160 

20000 

3400 

2600 

5GO 

1000 

00 

165000 

3,30E+07 

1400 

< 00 

< BO 

13000 

< 00 

240 

< 80 

< 00 

240 

c:r./25cm2 

6 

12 

320 

10 

1 4 

0 

14 

4l 

2 
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34 

26 

6 

10 

1650 

330000 

14 
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2 
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Annexe 3 : résultats dos dénombrements el recherches effectués sur los prélèvements de la campagne [! (Avril 1994) 

1 ':, Noi;céi?;,~;\;)f.{il\L)}jiA1\~~;;;!f;l{((j{;,0;',!:1;X)li\{oESCRlP"J10N:Pu,pl'lEI.I>veMENT,\' ti:t\~/,\2,:ii!:t,;;J\'(i >/ ;:;{:. •:.,':,·:••··i .• ··' 
--- -- ----- ------- ----------------~ 

.G.A;M. · G:A.M.125cm2,, > E.. ·., t/25crn2 .,, .. •· •c ... ,· ,.C./25cm2 C.T. C.'f./25cm2 

59 4o, local annexe • deux marches on haut vers la passerelle à gaucho • 12104 125000 1250 240 2 240 2 160 2 

60 4e, local annexe • plateforme devant ouverture d'une trémie sur la gauche • 12104 7,00E+06 70000 000 0 < 00 < 00 

65 2e, local annexe • moteurs 0605/0609 • 12/4 16000 160 < 00 < 80 < 00 

66 2o 1/2, local annexe • coin à gauche • 12104 05000 050 < 00 < 00 < 00 

67 2e 1/2, local annexe • coin à droite • 12104 32000 320 00 1 00 1 < 00 

68 2e 1/2, local annexe • coin au fond à droite • 12104 105000 1050 1600 16 000 0 720 7 

69 2e, local annexe • moteurs 0603/0604 • 12104 < 1.600 < 00 --· < 80 < 00 

70 2e 112, local annexe • coin au fond à gaucho • 12104 53000 530 160 2 < 00 < 00 

71 2e 1/2, local annexe • centre pièce - 12104 40000 400 00 1 < 00 < 00 

72 2e, local annexe • sous armoire électrique 6V3, coin de la plaleforme • 12104 21000 210 < 00 < 00 < 00 

74 2e, local annexe • moteurs 8600/0600 • 12104 125000 1250 < 00 < 00 < 00 

78 2e, local annexe • parUe centrale • 12104 13000 130 < 80 - < 00 < 00 

113 Stock lolos· gaucho entrée, 1m du mur au mlllou onlro 2 rangées do lolos· 10/04 16000 160 < 00 < 00 . < 00 

114 Stock lolos· droite entrée, milleu couloir Fonwlck, 1m du mur el dos lolos. 10/04 415000 4150 < 00 < 00 - < 00 

115 Stock lolos· vors la droite, 1m du lill 9 en fonclionnemonl (poudre) -10/04 70000 700 720 7 640 6 < 00 

116 Stock lolos • au fond à droite, 1 rn du lill SR hors foncllonnomenl - 1 0104 140000 1400 1100 11 000 9 < 00 

117 Stock lolos • 1 rn dos lills du fond, entre les deux - 10/04 110000 1100 00 1 < 00 < 00 

110 Stock lolos - loul au fond à droite, devant porte vers autre aleller (courant d'air entrant) - 10/04 400000 4000 11000 110 11000 110 1600 16 

119 Stock lolos· vers la droite, bascule V2 (près d'un Fenwick garé) - 10/04 25000 250 400 5 400 5 240 2 

120 Stock lolos- plus loin à droite, derrière b,ascule V3 hors fonclionnemenl- 10/04 6400 64 160 2 160 2 < 00 

122 Stock lolos - à droite, au fond de la salle stockage tilts, près de palolles on bois - 10104 150000 1500 240 2 < 00 < 00 

123 Stock lolos • coin toul au fond à droite, salle condillonnemenl lills, près d'une machine - 1 0/04 2,00E+06 20000 000 9 000 0 000 0 

130 Ade, stockage - coin au fond à droite • 10104 190000 1!JOO 6300 63 6000 60 6000 60 

131 Ade, stockage - coin à droite • 10/04 400000 4000 1400 14 1200 12 < 00 

132 Ade, stockage - milieu mur droit • 1 0/04 175000 1750 6400 64 2100 21 1000 10 

133 Rdc, stockage - centre pièce vers la droite - 1 0/04 105000 1050 1300 13 1200 12 < 00 

134 Ade, stockage • contre mur lace entrée - 10/04 4,00E+06 40000 2400 24 2400 24 240 2 

138 Rdc. stockage - entrée - 18/04 150000 1500 0200 02 0000 00 3000 30 
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139 Rdc, stockage· coin au lond à gaucho {lace entrée)· 18/04 

140 Rdc, stockage • contre pièce près pilier· 18/04 

141 Rdc, stockage • milieu mur à droite entrée, lace à une porto • 18/04 

142 Rdc, stockage • milieu mur gauche • 18/04 

13 5 Albro • coin au lond à gaucho • 1 0/04 

136 Albro • coin au lond à droite devant sortie • 18/04 

143 Albro • sous 2/3 chaine • 10/04 

1 4 4 Aibre • entrée droilo • 1 8/04 

145 Albro • entrée gaucho • 18/04 

146 Albro • milieu mur gaucho après entrée • 18/04 

14 7 Albro • sous balance près bureau • 10/04 

148 Albro • sous 1/3 chaine • 18/04 

151 Albro • vara la lin do la chaine, cOté extérieur • 18/04 

157 Albro ·au lond sous la chaine après le coudo, cOté Intérieur· 18/04 

152 Emballage· coin au lond à gauche· 18/04 

153 Emballage ·coin pièce milieu mur du fond prlls sortie et ligne • 18/04 

15 4 Emballage • coin tout au bout à gaucho • 18/04 

15 5 Emballage • milieu pièce près ligne, sur la gaucho· 18/04 

156 Emballage • milieu pièce, sur la gaucho • 18/04 

158 

159 

160 

Emballage • entrée droite • 18/04 
\ 

Emballage • soi quadrillé près chaine lace entrée, près Aibre • 18/04 

Emballage • entrée au fond près Aibre, soi 1/2 quadrillé plastique • 18/04 

161 Emballage • milleu pillee, entre 155 ot 156, plus vers l'entrée • 18/04 

16 2 Emballage • entrée gauche • 18/04 

163 Sous-sol • lntorlace Intérieure près ascenseur· 18/04 

164 Sous-sol· devant porto escalier • 18/04 

165 Sous-sol • interface vers salle tuyauteries, début du couloir à gaucho • 18/04 

16 6 Sous-soi • milleu palier devant ascenseur • 18/04 
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Annexe J: résultats des dénombrements el recherches effectués sur les prélèvements de la campagne D (Avril 1994) 

~-~-.:>: .limON OÙ PRELliVEMENr>ii,tl.;}i;{Y':\:}î\;lli/i.;;;>•<;it i , ... •.· 'G.A:M. ·G.A.M./25cm2. e. 
1 6 7 Sous-sol - milieu couloir cOté ascenseur -10104 

16 0 Sous-sol - Interface côté piétons - 10104 

169 Sous-sol· Interface côté Fenwlcks- 10/04 

170 Sous-sol- interface côté pillions, 5m- 11l/04 

1 71 Sous-sol - Interface côté Fenwlcks, 5m - 1 0/04 

1 7 2 Sous-sol - milleu couloir, côté inlerlace - 1 ll/04 

1 2 Palier 7o - 11/04 

13 1er palier sous 7o - 11/04 

1 4 2e palier sous 7e, local électrique (llux d'air Irais) - 11/04 

1 5 Palier 5o - 11104 

1 6 Rebord do marche, rainure - 11/04 

26 Palier sous 5o, coin opposé à la fenêtre (trace do pas) - 11/04 

2 7 Dernière marche sous 5o, rainure - 11/04 

2 0 Palier devant local 4e annexe - 11/04 

2 9 Palier 4o - 11/04 

4J Palier Jo -11104 

44 1er palier sous Jo (+ rebord marche)- 11/04 

45 2e palier sous Jo(+ rebord marche)- 11/04 

40 Je palier sous Je(+ rebord marche)- 11/04 

7 J Palier 2e - 12104 

75 Palier en haut escalier 2o (+rebord marche)- 12104 
\ 

76 1er palier sous 2o (+ rebord marche)- 12104 

77 2e palier sous 2e(+ rebord marche) - 12104 

79 Je palier sous 2e (+ rebord marche)- 12104 

60 Palier 1er - 12104 

104 1er palier sous 1er{+ rebord marche) - 10/04 

109 2e palier sous 1er (+rebord marche) - 18104 

110 Je palier sous 1er {+rebord marche)- 10104 

111 Palier rdc, face porta - 1 0/04 

112 Palier sous-sol, face porte - 16/04 

170000 

130000 
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Annexe J : résultats des dénombrements et recherches effectués sur los prélèvements do la campagne 13 

121 Palier sous rdc (+rebord marche)- 10104 

201 Aspirateur 7e -11104 

202 Aspirateur 7e -11104 

20J Aspirateur 7e ·11104 

204 Aspirateur 7e - 11104 

205 Aspirateur 7e - 11104 

206 Aspirateur 5o - 11104 

207 Aspirateur 5o - 11104 

200 Aspirateur 5o - 11104 

209 Aspirateur 5o - 11/04 

210 Aspirateur 5o - 11/04 

216 Aspirateur 4e - 11/04 

217 Aspirateur 4e - 11104 

210 Aspirateur 4e - 11104 

219 Aspirateur 4o - 11/04 

220 Aspirateur 4e - 11/04 

211 Aspirateur Je - 11104 

212 Aspirateur Jo - 11/04 

21J Aspirateur Jo - 11104 

214 Aspirateur Je - 11/04 

215 Aspirateur Jo - 11/04 

221 Aspirateur 2e - 11/04 

222 Aspirateur 2o - 11104 

22J Aspirateur 2o - 11/04 

224 Aspirateur 2e - 11/04 

225 Aspirateur 2e - 11104 

{AVIli llJ:J'I) 

G.A~M/( ·.• •. G.A.M:I25cm2· 

505000 5050 

29000 

25000 

22000 

72000 

13000 

1400 

1200 

3400 

000 

5600 

14000 

54000 

17000 

56000 

150000 

1000 

200 

400 

400 

400 

6000 

6000 

11000 

7400 

4800 

6110 

'E; ' E/25cm2 ' c .. ; C./25cm2 C.T. C.T.f25cm2 

16000 160 16000 160 560 6 

140 140 < 10 

200 200 20 

120 00 < 10 

240 240 10 

1700 1600 20 

10 < 10 < 10 

00 60 60 

620 600 590 

45 40 10 

60 50 20 

14000 14000 14000 

42000 30000 24000 

16000 15000 0400 

15000 14000 3000 

49000 47000 47000 

60 60 < 10 

10 < 10 < 10 

40 < 10 < 10 

20 20 < 10 

20 20 < 10 

20 20 < 10 

20 20 < 10 

10 10 < 10 

50 50 < 10 

10 10 < 10 



!\nnexe 3 : résultats des dénombrements et recherches ellectués sur les prélèvements de la campagne 0 (Avri11994) 

,/cNo\':.>~;1q&;\~i;~;:;%i\1~!:(;;',i(,t1;~i'(;\:;~;~:f~ii)I;<ÇEsèfllpWN OUPAELEVEMÊNrit!l;i;;;;if.;!)j'!ifi\i;t1'(i''i\fl·,üY:ill'> {i:. \G:A:M., · G.A.M./2Sc;;--,;/:-E. (; .. , ,.·E/25cm2 ''· i;'irc.; i; ,c,/'1.5cm2,'·· c.r. · C.T./25cm2 

2 4 1 Aspirateur post-sécheur sur passerelle - 12104 

2 4 2 Aspirateur post-sécheur sur passerelle - 12104 

2 4 3 Aspirateur post-sécheur sur passerelle - 12104 

244 Aspirateur posl-sécheur sur passerelle - 12/04 

2 4 5 Aspirateur post-sécheur sur passerelle - 12104 

246 Aspirateur post-sécheur - 12104 

2 4 7 Aspirateur posl-sécheur - 12/04 

248 Aspirateur posl-sécheur - 12/04 

249 Aspirateur post-sécheur - 12104 

250 Aspirateur post-sécheur - 1210-f 

226 Aspirateur local annexe 4e sur passerelle - 12/04 

227 Aspirateur local annexe 4e sur passerelle - 12/04 

220 Aspirateur local annexe 4e sur passerelle - 12104 

229 Aspirateur local annexe 4e sur passerelle - 12/04 

230 Aspirateur local annexe 4e sur passerelle - 12104 

231 Aspirateur local annexe 2e 1/2 - 12104 

232 Aspirateur local annexe 2e 1/2 - 12104. 
\ 

233 Aspirateur local annexe 2e 1/2 - 12104 

234 Aspirateur local annexe 2e 1/2 - 12104 

235 Aspirateur local annexe 2e 1/2 - 12/04 

236 Aspirateur local annexe 2e - 12104 

237 Aspirateur local annexe 2e - 12104 

238 Asplraleur local annexe 2e - 12/04 

239 Aspirateur local annexe 2e - 12/04 

240 Aspirateur local annexe 2e - 12/04 

400 130 
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22000 10000 

13000 0200 
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BOOO 220 
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22000 130 

42000 00 
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< 200 < 10 

< 200 < 10 
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< 200 < 10 

< 200 < 10 

200 < 10 

< 200 < 10 

< 200 < 10 

< 200 < 10 

< 200 < 10 

7/10 
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30 < 10 
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60 30 

15000 2BOO 

7400 5200 

17000 11000 

200 100 

BBOO B400 

110 100 

00 60 
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30 30 

100 100 

< 10 < 10 

< 10 < 10 

< 10 < 10 

< 10 < 10 

< 10 < 10 

< 10 < 10 

< 10 < 10 

10 < 10 

< 10 < 10 

< 10 < 10 



Annexe 3 : résultats dos dénombrements el recherches effectués sur les prélèvements do la campagne u \AVIli I:J:JqJ 

:? No'}f'1;j'}1')~:!;;~il/:j']~(fiq%?~i0iJ'i}\·'.;;:(;!ù1j;:i~lllËSCRIPT10N -'/) ile ; \ G.A:M. G~A.M./25cm2. • · ~( .··.•·E/25cm2i'; • C.;; 'C~/25cm2 C.T./25cm2 

251 Aspirateur local entrée stock totes - 1 0104 30000 610 570 210 

252 Aspirateur local entrée stock totes • 1 0104 64000 430 400 220 

253 Aspirateur local entrée stock totes - 10104 40000 670 620 200 

254 Aspirateur local entrée stock totes - 10104 72000 1600 1400 250 

255 Aspirateur local entrée stock totes • 1 0104 70000 700 260 200 

256 Aspirateur stock lotos au fond • 18/04 10000 60 60 20 

257 Aspirateur stock lolos au fond • 10/04 7000 60 60 10 

250 Aspirateur stock totos au fond - 10/04 11000 00 00 20 

259 Aspirateur stock lotes au lond - 10/04 10000 70 70 JO 

260 Aspirateur stock totes au fond • 10/04 10000 00 00 40 

261 Aspirateur Albro • 10/04 600 < 10 < 10 < 10 

262 Aspirateur Albro - 10/04 1000 210 100 < 10 

263 Aspirateur Albro • 1 0/04 1400 < 10 < 10 < 10 

264 Aspirateur Albro • 10/04 3200 100 40 < 10 

265 Aspirateur Albro • 1 0/04 3200 10 < 10 < 10 

266 Aspirateur emballage • 1 0104 1200 < 10 < 10 < 10 

267 Aspirateur emballage • 1 0104 1200 < 10 < 10 < 10 

268 Aspirateur emballa go • 1 0104 1400 < 10 < 10 < 10 

269 Aspirateur emballage • 1 0104 1600 210 200 < 10 

270 Aspirateur emballage • 1 0104 1200 220 200 20 

271 Aspirateur stockage 1 or • 1 0/04 16000 4000 4600 90 

272 Aspirateur stockage 1er • 1 0/04 8000 60 60 < 10 

273 Aspirateur stockage 1er - 1 0/04 12000 140 60 < 10 

274 Aspirateur stockage 1 or • 1 0/04 25000 3000 2000 20 

275 Aspirateur stockage 1er - 1 0/04 54000 600 600 < 10 

0/10 
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Annexe 3 : résultats des dénombrements el recherches elfectués sur les prélèvements de la campagne 0 (Avril 1994) 

',\.' Noll~f;;tlfJ~!!{l.;:t\t:;;t~)~ijî;J]ifi~. ":i1!;·.j(i;,;u;toESCRlp:tlON DUPAELEVEMd~'l'f.t\fj;;.~;,~;';z,;,i;;:;~:;;~i\'fV';\ ::;;;'~(; i : ,: \ G.A.M. . G.A. M .l25cm2 '. ·. ,< '1:. E/25 c m2 

63 1er -Interface côté protégé niveau séparation, couloir Fenwicks • 1B/04 B15000 B150 

6 4 1er • inlerlaco côté protégé niveau séparation, couloir piétons - 1B/04 

1 0 0 1er - Interface côté protégé à Sm, couloir piétons • 18/04 

1 02 1er - Interface côté protégé à Sm, couloir Fcnwlcks • 1B/04 

1 03 1er • milleu couloir zone protégée, >Sm de l'interface - 18104 

1 0 1 1er • zone non protégée, 1 m de l'interface, milieu couloir • 1B/04 

124 Ade- Interface côté protégé, 2m de la porte, au milieu, côté Fenwlcks • 18104 

125 Ade- Interface côté protégé, 2m de la porte, côté piétons- 18104 

126 Ade· Interface côté protégé, à la fin do l'Interface (5·10m), côté Fenwlcks • 18104 

127 Ade· Interface côté protégé, à la fin do l'interface (5-10m), côté piétons· 18104 

129 Ade - milleu couloir zone protégée, >10m de l'interface • 18104 

12B Ade- zone non protégée, près de l'interface - 1B/04 

149 Ade· Interface côté protégé devant porte Albro • 10/04 

150 Ade· Interface côté non protégé devant porte Albro • 10/04 

175 Ade· Interface côté protégé au fond emballage· 1B/04 

17 4 Ade • Interface côté non protégé au fond emballage • 1B/04 

430000 

160000 

1 ,20E+06 

BOOOO 

2,20E+06 

690000 

670000 

400000 

510000 

560000 

4,00E+06 

560000 

2,20E+OG 

135000 

140000 

176 

177 

173 

91 

106 

Ade - Interface côté protégé emballage vers Albro • 18/04 31 0000 

Ade· Interface côté non protégé emballage vers Albro • 18/04 320000 

Ade· Interface côté non protégé passage Fenwlcks près entrée emballage (traces de pneu)· 18/0• 670000 

7e • Interface côté protégé • 12/04 1,30E+06 

7e • Interface côté non protégé, côté terrasse - 18/04 

11 7e - sas - 11/04 

40 4e- sas· 11/04 

41 3e • sas • 11/04 

50 2e ·sas· 11/04 

6 1 1er • devant ascenseur • 12/04 

13 7 Ade • devant ascenseur • 18104 

6 2 Contre ascenseur - 12/04 

4,00E+06 

210000 

410000 

225000 

32000 

155000 

390000 

910000 

9/10 

4300 

1600 

12000 

BOO 

22000 

6900 

6700 

4000 

5100 

5600 

40000 

5600 

22000 

1350 

1400 

3100 

3200 

6700 

13000 

40000 

2100 

4100 

2250 

320 

1550 

3900 

9100 

< BO 

1600 

< 80 

720 

BO 

7200 

480 

240 

1600 

32000 

17000 

64000 

< BO 

4000 

BO 

1000 

BOO 

13000 

1400 

3200 

< BO 

< BO 

6400 

7000 

BO 

2800 

2400 

16000 

16 

7 

72 

5 

2 

16 

320 

170 

640 

40 

10 

B 

130 

14 

32 

64 

7B 

20 

24 

160 

< 80 

560 

< 80 

640 

< BO 

2400 

< BO 

240 

1200 

32000 

6500 

60000 

< 80 

4000 

< 80 

< 00 

800 

10000 

1000 

3100 

< 80 

< 80 

5000 

7600 

80 

2700 

2400 

15000 

C./25em2 

6 

6 

24 

2 

12 

320 

65 

600 

40 

B 

100 

10 

31 

50 

76 

27 

24 

150 

C.T. 

< BQ 

320 

< 80 

< BO 

< 80 

560 

< 00 

< 00 

160 

4000 

6400 

20000 

< 00 

000 

< BO 

< 00 

< 00 

< BO 

< BO 

< BO 

< BO 

< BO 

2600 

3200 

< 80 

2100 

320 

6700 

C.T./25cm2 

3 

6 

2 

40 

64 

200 

0 

26 

32 

21 

3 

67 



Annexe 3 : résultats des dénombrements et recherches ellectués sur les prélèvements de la campagne 0 (Avril 1994) 

DESC~ll;lllONDUf>l'tELEVEMENT:::;XN#:id'iMXt1~}ft;';,;;p['L\>h > ;; !\ '<G.A.M/: ·, G.A.M./25ern2 '' · , E. · E/25crn2 

1 07 Terrasse 7e, coin Nord - 18/04 4,00E+07 

100 Terrasse Ge, coin Sud près d'une bouche d'égoût - 10/04 4,00E+OG 

9 2 Se - petit local près du palier - 12/04 1,90E+OG 

3 3 4e - entrée local lécithine - 11/04 1,10E+OG 

9 3 Je - petit local près du palier - 12/04 450000 

9 4 2e • polit local près du palier • 10/04 535000 

E • Entérobactérlos 

C .. Colllormes totaux 

C.T ... Coliformes thermotolérants 

\ 

10/10 

400000 

40000 

19000 

11000 

4500 

5350 

4300 

290000 

< 00 

< 00 

240 

320 

43 

2900 

2 

3 

4100 

205000 

< 00 

< 00 

240 

320 

C./25<an2 

41 

2050 

2 

3 

c.r. c:r.t25cm2 
~ 

< 00 

20000 200 

< 00 

< 00 

00 

320 3 



Annexe 4 Emegistrement d'une identification d'Enterobacter sakazakii 
en C.P.G. 

ID: ~43 

Bottle: 6 

U51 590112288 
3.7?5 6128 
4.729 1213 
7. 201 230,6 
7. 971 2261 
9. 013 t=, 

"" 
9. 528 142i8 

10.070 6i%i 
10.~5 ?9288 
1U91 Zi &0 
13.517 S1632 
13.822 131 z 
f-~~* 2û3?6 
••tf'JH!: . . 
f:t-*"~ S16~2 
H·l~-fH~ 

~h'f:f't Ar T Gtël 

E~i E -SR~fiZ, SS/1 
SPmE [RU:OB(] 

o.m 6.991 
0.033 1. nez 10.521 
0.035 1. 057 12.000 
o. 0~3 l.Ci 1 13.993 
O.C~6 1. œo lUCS 
O.Di8 15.1?& 
0.015 o. 980 15.191 
0.045 0 ,, • . . tl, 15.B20 
O.DH o.s;o 1 s. 999 
o. 051 O. 5Si 16.830 
0.018 D. 938 17. S2i 
o.m o. 536 17.993 

SGLlŒ PŒK 
51.':'1 In f:ë{ure 3 
12:0 
11:0 . . 
ur.kr.C'i.in 1 U03 

S'.J11 In ft::ture 3 
1f:1 ii{C 

16:0 
17:0 CYCLO 
SL\'1 lr: f e:;ture 7 
lS:O • . . 
Slt~EO fLRiURE 3 

S~LO fLRIURE 7 
. 

Rr~ ~;,-.ed Rr~ Zl~d Tdal ~t Htr Ref 

nRiA:f94ROS341 1 ~-OCH~ 09:33:11 

Date cf run: 5-0CHi 12:05:09 

CoYled Z 

( !\in rt 
2. ~B m d:viët~s -o. 001 unl:no;~n 10. S2& 
us ECl ci:viates 0.000 ~tftrtlt~e O.OGZ 
B.72 ECL ~~ides -0.001 P.dm;,ce -0.001 
G.B5 (CL ~~:iëtts ll.D02 

S. 21 tLL d~:iëtts 0.001 H:O 30H:'16:1 ISO I 
22. S3 [CL d:l.'iët:s û.Oû3 
28.71 m dtviëtes -0.001 hfm;,ce -O.Dü2 
o. ii [Cl dh'i:tts o.ocz Rtterence 0.001 

2B.t.n m cltvi:tts -o. üûl 1S:1 "=·9c/:.:12t/:.J7c 

o. i6 fCL &.t•i:\~s -0. DG1 F.:ference -0.0-32 
7 .f9 12:0 R~OE? u;;bo;.on 10. 9~8 

16:1 lS.3 Iii 1:0 3GH 14:0 3DH/l6: 1 150 I 
ZB.SO 18:1 • 7 c/;.;~t/•12 t 1S:1 ..-9c/\;12t/;;7c 

iB:1 v1Ztl;.;9L'w7c 

m û:viaUc,, Rd m Shift 

S9üî122S8 zmsz 2763&0 99.70 5 C.üDZ o. 001 

lSBR ff.ev 3.E~] f1ïtervha<:~er ................... D.SS2 
L ~ka;:akii •••• , . , .•• , ... , , .. C.BSZ 
[. ,;gg)C;-;erèl~;;* •.• , , •• , •......• 0.580 <Er•ir.ia htrhicGla group) 
[. clv:::~~ •... , ..•••.....•.• 0.535 (nclud<s RiCC 3SSî9 "hch is atyplc.ëll 

Kle-~~fe}~a .................... D. 512 
t pr:~or.iae .• , .•..•.• , ... , , . 0.542 

K. p. F•=u.;v;;i~ •.•••••..•.••. o. m 
CLIN LP.ev 3.SDJ [r~t~rGG:cler . .............. , ... D.52S 

L së1: :d: i i . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0 . S2B 
[. cJ G5Cëe , , , , , , , , , , , , , , , • , , • Ü. 283 

(. c. SC subgrou;> R>. , . • . • • , . . . • . • f!. 2E3 
Sal~ondla ••••.•••••••••••• , •• 0.3;'3 

S. typhircxitl"' •..• , ....• , ..... , 0. 37S 
S. chdere:::sui s ......••. , .•• , .• O. 2€;1 

S. c. cklere-esuis, , ••.• , •••.• , • 0.2S1 
Cè">p\•lo0:c\tr • , •••.• , • , •••••••• 0.278 ((ho:ol=t€, blood, MH/bload, CD2) 

C. fdus · .• , •• , •.•.•....•.... 0.278 (Choco]de, blood, t1H/blood, C02) 
C. f. fd;.;s .. , .••..•.... , ..• O.Z?B <Chocdëte, blood, tîH/blc.Gd, CD2l 
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Annexe 4 : .Enregistrement d'une identification d'Enterobacter sakazakii 
en C.P.G. 

I'HS Syst~ Svft;;c-~e Uev: U) (5;.; s/n: 3mR70û37) (H.J s/n: Z94~R10294) DRlR:f94i05311 1HCH1 09:33:11 
Continu:: m ENJHRI:RZ,SS/1 [A[RDBEJ 5-0Cl-91 12:05:09 

Cœ~i>5rison 11ith lSBR [t.ev 3.B(JJ: [derotëd:r-s.::kë:abi Distënce: U23 

D 10 15 20 25 30 35 ~0 ~5' 50 55 bO 65 70 75 Sil BS 90 95 100 

12:0. • • • • • • • ·--* 

1 ':0. • • . . . . • -l-

unkn~n 14.503. • . ""* 
16:1 w?c •••• , • 

16:0 •.•..•.. 
17:0 CYCLD .•••. -x•---
1 8:0. • • • • • . . ·--
Sll"t'î~O fERlUP.E 3. • • +-

Su:'.~[O flRiU?.E 7 .• 

----+x--
--+--x. 

Di stance: 3-&SO 

il 5 10 15 20 25 30 35 '0 45 SO 55 60 65 ?0 75 Ec!J SS 90 95 1 DO 

12:0. • • . • • . . . +x 
i ~ :0. . .... ' ' t-

15:0. . • • • . • • l-

16:1 ..,{c • •• , •• 

lf,:Q. • • • • • • • • 

1?:0 CYCLO. • • • • • x-+-, 

17:0. • . . • . . . ·-
1 E:O. • • • • • • • x+ 

19:0 CYCLO liSe .•. •­
Sll":iŒ fERiWE 3 .• 
str.~ro r w ur.E ? • • 

1 ---. 

. ---•--x . 
-x-•---. 

. ---•---x. 
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Annexe 5 
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