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Du 15 novembre 2022 au 30 juin 2023, I'Université de Liege a été mandatée par la Région
Wallonne pour la réalisation d’'une étude permettant de fixer un délai réaliste entre la saignée et
I'éviscération dans le cadre du suivi de I'étude sur les opportunités de développement de
I'abattage a la ferme en Wallonie. Ce mandat a fait suite a une premiére étude menée par
I'Université intitulée « Etude des opportunités de développement de I'abattage a la ferme en
Wallonie », commanditée par les mémes cabinets, soit les Ministres Tellier en charge du Bien-étre
animal et Borsus en charge de I’Agriculture.

Pour la présente convention, un budget de 46.000 € a été débloqué, destiné a couvrir les 6 mois
d’étude initialement prévus. Un mois et demi supplémentaires ont, par la suite, été accordés en
raison du temps nécessaire pour les expériences, mais sans budget supplémentaire.

Cette étude a été réalisée sous la supervision de deux promoteurs, professeurs a la Faculté de
Médecine vétérinaire :

= Nicolas Korsak, Agrégé de Faculté, titulaire de la chaire d'Inspection des Denrées alimentaires
au sein du Département des Sciences des Denrées alimentaires de la Faculté de Médecine
vétérinaire (ULiege)

= Marc Vandenheede, Chargé de cours, titulaire de la chaire d’Ethologie vétérinaire et Bien-Etre
des animaux au sein du Département de gestion vétérinaire des Ressources Animales de la
Faculté de Médecine vétérinaire (ULiege)

Elle a été conduite par :

= Alexia Maldague (médecin vétérinaire), assistante au sein du Département des Sciences des
Denrées alimentaires de la Faculté de Médecine vétérinaire (ULiége)

Ont également participé a I’étude en qualité de référent.e.s :

= Georges Daube, Professeur ordinaire, titulaire de la chaire de Microbiologie des Denrées
alimentaires au sein du Département des Sciences des Denrées alimentaires de la Faculté de
Médecine vétérinaire (ULiege)

= Antoine Clinquart, Professeur ordinaire, titulaire de la chaire de Technologie des Denrées
alimentaires au sein du Département des Sciences des Denrées alimentaires de la Faculté de
Médecine vétérinaire (ULiege)

= Ludovic Martinelle, Attaché de recherche, directeur de la Ferme Pédagogique et
Expérimentale de la Faculté de Médecine vétérinaire (ULiége)

= (Coralie Lagamme, assistante au sein du Département des Sciences des Denrées alimentaires
de la Faculté de Médecine vétérinaire (ULiege)

L’équipe de recherche a également bénéficié de I'appui de consultant.e.s :

= Sylvie La Spina, docteure-ingénieure agronome qui a publié différents travaux suite a son
expérience et ses recherches antérieures dans le cadre de missions sur les possibilités
d’abattage a la ferme pour Nature et Progrés entre 2015 et 2019, et qui a participé a I'étude
sur les opportunités de développement de I'abattage a la ferme en 2021-2022



Frédéric Farnir dans le domaine statistique : Professeur ordinaire, titulaire de la chaire de
Biostatistiques et bioinformatique au sein du Département de gestion vétérinaire des
Ressources Animales de la Faculté de Médecine vétérinaire (ULiege)

Bernard Taminiau dans le domaine génomique : Professeur associé et assistant au sein du
Département des Sciences des Denrées alimentaires de la Faculté de Médecine vétérinaire
(ULiege)

En outre, '’équipe de recherche tient a remercier :

Le personnel des abattoirs partenaires pour l'aide apportée a laréalisation des expériences ex
situ

Céline D’Alessandro et Patricia Simon, pour 'aide apportée a I'application du protocole en
laboratoire

Sébastien Crévecceur, Elisa Martinez et Raphaélle Minutelli pour I'aide apportée ala formation
en travaux de laboratoire

Nadege Collienne pour son aide apportée lors des prélévements a I'abattoir

Pierre Vandevoorde et Benjamin Klein pour le prét de matériel nécessaire au relevé des
températures



Depuis plusieurs années, on constate un intérét croissant pour le bien-étre animal en Europe. Les
éleveurs et consommateurs sont de plus en plus nombreux a se préoccuper du stress pouvant
toucher les animaux de production, notamment avant I'abattage. Dans cette optique, différents
pays d’Europe s’intéressent a la possibilité de mise en place de solutions d’abattage a la ferme,
notamment la Belgique. De mai 2021 a janvier 2022, 'Université de Liege a été mandatée par la
Région Wallonne pour la réalisation d’'une étude sur les opportunités de développement de
I'abattage ala ferme en Wallonie. La mise a mort a la ferme de 'animal suivie de la prise en charge
de sa dépouille par un abattoir agréé fait partie des possibilités qui ont été analysées. Certains
obstacles entravant la mise en place de ce scénario en Belgique avaient alors été identifiés. Parmi
ceux-ci, une exigence de ’Agence Fédérale pour la Sécurité de la Chalne Alimentaire (AFSCA) qui
précise que si I'animal n’est pas éviscéré sur place, seules 45 minutes peuvent s’écouler entre sa
mise a mort a la ferme et son éviscération a 'abattoir. Considérant qu’en pratique, les parties
prenantes (abattoirs et vétérinaires) ne souhaitent pas éviscérer les animaux a la ferme pour des
questions pratiques et d’hygiene, cela ne laisse qu’un trés faible intervalle de temps possible entre
la mise a mort a la ferme et 'arrivée a I’abattoir agréé.

C’est en raison d’'un manque de données scientifiques sur I'impact éventuel d’'un allongement du
délai saignée-éviscération sur les caractéristiques microbiologiques et organoleptiques des
viandes, et d'une absence de délai précis défini au niveau européen, que I’AFSCA a établi un délai
maximal court par principe de précaution (45 minutes). La présente étude a été commandée par
la Région Wallonne dans I'objectif d’apporter des informations scientifiques préliminaires sur la
qualité microbiologique des viandes issues de bovins dont la saignée et 'éviscération auraient été
différées. Pour ce faire, des parois musculaires de bovins en contact avec les intestins ont été
écouvillonnées aux temps TO, T1 (TO + 45 min), T2 (TO + 1h30), T3 (TO + 2h15), T4 (TO + 3h) et
T 5 (TO + 3h45) par I'intermédiaire de deux protocoles distincts. Un protocole ex situ réalisé a
I'abattoir al’aide de flanchets et d’intestins isolés de bovins abattus, et un protocole in situ réalisé
ala ferme expérimentale de 'ULiege en ayantlaissé tous les organes en place apres I'abattage. Les
produits issus des prélevements ont d’'une part été ensemencés sur des milieux permettant la
culture de la flore totale aérobie mésophile, des Enterobacteriaceae et d’E. coli et, d’autre part, ont
été soumis a une PCR quantitative visant a évaluer le niveau de la flore totale bactérienne.

Les résultats des dénombrements ont montré qu’aucune des cinq carcasses écouvillonnées lors
du protocole in situ ne dépassait les limites satisfaisantes en termes de criteres microbiologiques
imposées par 'AFSCA. Seul un demi-flanchet parmi les dix écouvillonnés lors du protocole ex situ
a dépassé la limite d’acceptabilité, mais ces contaminations s’expliquent aisément par les
nombreuses manipulations subies par les flanchets et les intestins (parfois percés) préalablement
aux prélévements. L’évolution du nombre de bactéries dénombrées avec le temps va a 'encontre
de 'hypothése d'un phénomene de translocation bactérienne depuis la lumiere de I'intestin dans
les quatre heures post-mortem. De fait, les échantillons dans les deux protocoles ont plutot été
soumis a des contaminations externes ponctuelles, plus importantes lors des premiers
prélévements, mais se stabilisant avec le temps et n’atteignant jamais un point de rupture a partir
duquel on observerait une translocation bactérienne soudaine et continue. Cette observation a été
également confirmée avec les résultats obtenus suite a la PCR quantitative.

Ces résultats viennent soutenir les données issues de quelques études, peu nombreuses, déja
publiées sur le sujet, et correspondent également aux résultats microbiologiques issus de viandes
de bovins abattus a la ferme dans d’autres pays.
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1.1. L’abattage a la ferme : définition et intérét

Au sens du Réglement (CE) n°1099/2009 sur la protection des animaux au moment de leur mise
a mort!, le terme « abattage » signifie « la mise a mort d’animaux destinés a la consommation
humaine ». L'abattage a la ferme est donc une notion qui implique que les animaux soient mis a
mort sur leur lieu de vie, sans nécessiter de transport préalable vers un abattoir. Les outils utilisés
dans ce cadre peuvent ensuite prendre différentes formes suivant que toutle processus d’abattage
et d’habillage se réalise a la ferme, ou seulement une partie.

L’abattage a la ferme permet de supprimer en tout ou en partie différentes sources de stress
précédant l'abattage, telles qu’une partie des manipulations, le chargement/déchargement des
bétailléres, le transport, le mélange avec des animaux inconnus et les variations brusques de
I'environnement. Ces sources de stress peuvent impacter la qualité de la viande?, et entrainer de
la frustration chez des éleveurs soucieux de leurs animaux, mais qui n’ont aucun controle sur cette
étape3.

Le transport des animaux en particulier a fait derniérement 'objet de considérations au niveau
européen. La commission d’enquéte du parlement mise en place en juin 2020, pour investiguer
I'application pratique du Reglement (CE) n 1/2005 du Conseil du 22 décembre 2004 relatif a la
protection des animaux pendant le transport et les opérations annexes#, a relevé de nombreux
manquements et violations de ce reglement au sein des Etats-membres. Parmi leurs
recommandations, les députés encouragent fortement a réduire au maximum le transport
d’animaux vivants, et préconisent « le transport de carcasses et de viande plutét que les animaux
en transit vers l'abattoir, dans la mesure du possible ».5

Avec I’évolution des mentalités en matiere de bien-étre animal etles modifications législatives qui
I'accompagnent, un intérét grandissant pour I'abattage a la ferme s’est rapidement développé et
depuis quelques années, plusieurs pays I'envisagent concretement. Certains comme I’Allemagne
ou la Suisse le pratiquent déja, tandis que d’autres prennent le temps d’étudier les considérations
pratiques, logistiques et sanitaires avant de le mettre en place. On peut, dans ce dernier cas de
figure, citer la France, le Grand-Duché du Luxembourg, les Pays-Bas et la Belgique. En Belgique,
tant les gouvernements flamand et wallon ont exprimé leur intérét pour cette pratique au travers
de financements débloqués pour réaliser des études de faisabilité. La derniére en date
commanditée par la Flandre s’est cloturée en mars 2023, tandis que celle de la Wallonie avait été
publiée un an plus tot.

1.2. Possibilités pour la Wallonie

Dans I'étude de faisabilité réalisée pour la Wallonie, différents scénarii avaient été analysés sur
base de ce qui était légalement et techniquement réalisable au moment de I'étude. Les possibilités
allaient d'une simple mise a mort (étourdissement et saignée) a l'entiereté des opérations
d’abattage et d’habillage réalisées au sein du lieu d’élevage des animaux. Alors qu’a I'instar des
abattages d’'urgence réalisés actuellement, la premiere solution impliquait la collaboration des



abattoirs agréés existants pour réceptionner et prendre en charge la dépouille saignée arrivée de
la ferme, la seconde impliquait le développement d’abattoirs dits mobiles (aménagés dans des
camions et semi-remorques) complétement autonomes. Il était imaginé de stationner ces derniers
directement a la ferme pour fournir un service a domicile, ou bien sur une « aire d’accueil » lui
permettant de recevoir et de prendre en charge des dépouilles d’animaux mis a mort dans
différentes fermes environnantes (scénario « mixte »).

Pour chaque cas de figure, il s’agissait d’envisager les aspects économiques, sanitaires,
environnementaux, sociaux et relatifs au bien-étre animal. Les cofits réels d'un service d’abattage
a la ferme ont été chiffrés et les conditions de mise en place identifiées. Chaque possibilité était, a
I'’heure de la remise du rapport, confrontée a certains freins plus ou moins surmontables.

Des études de marché ainsi que des concertations avec des éleveurs wallons intéressés par
I'abattage a la ferme ont mené a la conclusion que le développement d’abattoirs mobiles (pour
ongulés domestiques) se déplagant a chaque ferme était moins adapté a la Wallonie. De fait, le
déplacement de ces abattoirs est chronophage (temps de transport et d’installation) et demande
un minimum de 3 personnes déployées sur place. Pour ces raisons, un minimum d’animaux doit
étre abattu par ferme afin de rentabiliser I'activité sans facturer un prix d’abattage trop élevé. Or,
une enquéte réalisée aupres des éleveurs wallons intéressés au moment de I'étude avait révélé
que la majorité de ces éleveurs présentaient des besoins d’abattage trop faibles pour justifier le
déplacement d’'un abattoir mobile. Hormis pour I'abattage de volailles qui peut s’avérer plus
intéressant qu’en abattoir fixe, les abattoirs mobiles représentent un grand défi économique et
logistique. Cela s’est illustré récemment (2022) avec la faillite du grand projet d’abattoir mobile
que la société Beeuf Ethique avait lancé en 2021 en Bourgogne®, bien que les raisons réelles de
cette faillite restent floues.

Alinverse, la Wallonie est plutot en faveur d’'un scénario impliquant uniquement la mise a mort
ala ferme en raison de son territoire relativement restreint, permettant aux éleveurs de se situer
rarement a plus d’'une heure d'un abattoir?. De plus, cette pratique s’apparente a ce qui est réalisé
depuis plusieurs années avec les abattages d’'urgence sur l'exploitation, illustrant la faisabilité
technique. Cependant cette solution, contrairement a la précédente, ne permet pas de pallier a un
important probleme actuel qui est la diminution du nombre d’abattoirs, en particulier des petits
abattoirs, en Belgique. Si cette pratique se mettait en place en Wallonie, il pourrait étre
intéressant, dans un second temps, d’envisager de la coupler avec des abattoirs mobiles situés sur
une aire d’accueil temporaire en plus des abattoirs fixes déja existants, afin d’augmenter l'offre
dans les régions ou I'on compte moins d’abattoirs fixes.

1.2.1. L’abattage ala ferme avec UMA! et abattoirs fixes en Belgique

Jusqu’'a récemment, le Reglement européen (CE) n° 853/20048 précisait que seuls des animaux
vivants destinés a I'abattage pouvaient étre introduits dans les abattoirs agréés (exception faite
des animaux abattus d’urgence ainsi que du gibier d’élevage et sauvage).

Avec I'évolution des habitudes de consommation, dans un souci d’amélioration du bien-étre des
animaux et en accord avec la stratégie « De la ferme a la table »® qui promeut un systéeme
alimentaire durable au travers d’une agriculture respectueuse de 'environnement et du bien-étre
animall9, ]a Commission a revu ce réglement en avril 2021. Apres consultation du projet d’acte
aupres des Etats-membres en octobre 2020, cette révision de I'annexe IIl a été publiée
officiellement le 20/08/2021 dans le Journal officiel de 'Union européenne. Depuis lors : « Jusqu’a
trois animaux domestiques de l'espéce bovine, autres que des bisons, ou jusqu’'a six animaux

! Unité mobile d’abattage
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domestiques de l'espéce porcine ou jusqu’a trois solipédes domestiques peuvent étre abattus a la
méme occasion dans l'exploitation d'origine, lorsque [l'autorité compétente l'autorise ». Des
discussions au niveau européen seraient actuellement en cours pour ouvrir cette pratique aux
ovins également.11

Le texte européen n’émet pas d’exigences strictes par rapport a I'abattage des animaux sur
I'exploitation, laissant le soin aux Etats-membres d’apporter plus de précisions si nécessaire. En
Belgique, ’'AFSCA a publié officiellement fin septembre 2021 une circulaire intitulée "Circulaire
relative aux abattages d’ongulés domestiques sur les lieux d’élevage”. A ’heure actuelle, deux points
majeurs constituent un frein sur la mise en place de 'abattage ala ferme avec UMA et abattoir fixe
en Belgique.

Premierement, la dépouille de I'animal abattu doit étre transportée de maniére hygiénique vers
un abattoir a 'aide d'une unité mobile d’abattage (UMA) spécialement congue a cette fin (Figure
1.1). Il s’agitla d’'une remorque plus ou moins élaborée suivant les modéles développés, se limitant
soit a un outil de transport, soit servant en plus d’outil de contention et de saignée de I'animal.
L’Allemagne, notamment, compte plusieurs entreprises qui se sont spécialisées dans la vente de
ces UMA.
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Figure 1.1. Bovin transporté dans une UMA commermallsee par la socnete Innovatlve Schlachtsysteme en Allemagne
Crédit photo : SRF/Stefan Wiithrich. Source: https:
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Le texte européen précise que 'unité mobile d’abattage doit « faire partie d’'un abattoir agréé par
l'autorité compétente ». Selon l'interprétation de '’AFSCA, cela signifie que les UMA doivent étre
reprises dans 'agrément d'un abattoir agréé et que son systéme d’autocontrdle doit couvrir le
fonctionnement de 'UMA. Cette mesure décourage la majorité des abattoirs wallons a collaborer
avec des éleveurs désireux d’abattre leurs animaux a la ferme. De fait, un probleme provenant
d’'un abattage a la ferme risquerait de menacer toutes les activités de I'entreprise (ex : perte de la
validation du systéme d’autocontréle voire perte de I'agrément). Ces derniers, pourtant pour la
plupart non opposés au principe d’abattage a la ferme, souhaiteraient un éclaircissement au
niveau de I'interprétation européenne du texte, pronant davantage un fonctionnement équivalent
a celui d’'une activité agréée complémentaire a celle de I'abattoir mais indépendante des activités
de celui-ci, a I'image des autorisations spéciales pour le transport a chaud des carcasses 2.
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Un deuxieme point critique concerne le temps maximum qui peut s’écouler entre saignée et
éviscération. Si le reglement européen n’émet pas d’exigence particuliere, outre le fait que les
dépouilles doivent étre réfrigérées si plus de deux heures s’écoulent entre le moment de I'abattage
et 'heure d’arrivée a 'abattoir, ’AFSCA impose un délai plus contraignant. Elle précise en effet
dans sa circulaire que si plus de 45 minutes risquent de s’écouler entre la saignée a la ferme et
I'éviscération al’abattoir, cette derniere doit étre réalisée a la ferme. Cette possibilité a cependant
été d’emblée rejetée car I'éviscération est une étape critique en ce qui concerne les risques de
contamination microbiologique des carcasses!3, et donc risquée si elle n’est pas réalisée dans
d’excellentes conditions. L’éviscération (des bovins surtout) demande de I'’espace et de la hauteur,
le tout dans un environnement controlé que peuvent garantir les installations d’abattoirs, ce qui
est rarement le cas pour les exploitations agricoles. De maniere générale, les parties prenantes
(abattoirs wallons, vétérinaires) ne sont pas al’aise avecl’idée de réaliser I'éviscération a la ferme.
Si I’éviscération a la ferme n’est pas souhaitable et que celle-ci doit se dérouler a I'abattoir, cela
laisse néanmoins une marge de temps de transport autorisée trés faible entre I’exploitation
agricole et I'abattoir fixe. Aprés discussion des aspects pratiques avec différents exploitants
d’abattoir, il s’est avéré qu’il faut en moyenne 5 a 10 minutes pour décharger de 'UMA la dépouille
de I'animal abattu et I'intégrer a la chalne d’abattage, et 10 a 25 minutes, a partir du moment ou
la dépouille est intégrée a la chaine, avant d’atteindre 1'étape d’éviscération sur la chaine. Aux 45
minutes de délai accordées par I’AFSCA entre la saignée et 1'éviscération, il faudrait donc déja
soustraire entre 15 et 35 minutes nécessaires pour la prise en charge a 'abattoir. Cela ne laisse
donc qu’un tres faible laps de temps possible pour le transport des animaux abattus.

A ce stade, I’AFSCA ne s’est pas montrée préte a modifier le délai initialement prévu, mais s’y est

montrée ouverte a la condition que des preuves relatives a la qualité microbiologique de ces
viandes soient apportées.
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2.1. Mise a jour de la situation en Belgique et en Europe

La production de gaz dans les intestins susceptible de rendre I'éviscération hygiénique plus
délicate, la contamination bactérienne et les impacts sur la qualité organoleptique des viandes
constituent des craintes en cas d’éviscération différée!4. Al'’heure actuelle, on ignore précisément
a partir de quel moment post-mortem ces signes de dégradation commencent a apparaitre,
d’autant qu’ils dépendent également de facteurs intrinséques et extrinseques tels que la
température et 'humidité extérieurels. Ainsi, aucune exigence précise n’est émise a ce sujet dans
les textes légaux. Ce manque de données a toujours généré un doute quant a 'existence ou non
d’un risque a consommer des viandes dont le délai d’éviscération serait augmenté par rapport a
la normale!l. Cela s’est souvent avéré contraignant, notamment en cas de panne sur les chaines
d’abattage, lors desquelles les abattoirs sont parfois contraints de se voir refuser les carcasses par
I'autorité sanitaire ou de devoir réaliser des analyses microbiologiques coliteuses pour s’assurer
de leur conformité. Plus récemment, avec la révision du reglement (CE) n° 853/2004 autorisant
I'abattage d’ongulés domestiques sur l’exploitation et causant en pratique un allongement
inévitable du délai entre saignée (a laferme) et éviscération (a I'abattoir), la question est revenue
al'ordre dujour. Al'heure actuelle, la Commission européenne préconise uniquement de réaliser
I'éviscération « sans retard indu », laissant le soin aux Etats-membres de fixer un délai national
précis s’ils le souhaitent.

Cette liberté suscite beaucoup de discussions et de doutes, si tant est qu'il est actuellement
question de définir un délai précis au niveau européen afin d’'uniformiser les pratiques. Cette
proposition fait en effet suite a une enquéte entre Etats-membres qui comptait 12 votes en faveur,
8 votes opposés et 3 votes incertains a l'intégration d'un délai maximal entre saignée et
éviscération dans la réglementation européennelé. Dans 'attente de la concrétisation éventuelle
de cette proposition, plusieurs pays ont déja défini un délai national avec les moyens dont ils
disposent.

D’aprés nos sources :

- Les autorités sanitaires francaises ne se sont pas encore prononcées et restent ouvertes
aux discussions pour recevoir des témoignages et connaissances sur le sujetl?, qui
devraient alimenter une révision de leur reglementation nationale a I'lautomne 2023 ;

— La Suisse (hors UE), qui avait initialement imposé un délai de 45 minutes, a récemment
réenvisagé cette condition pour l'augmenter a 90 minutes dans sa révision de
I'Ordonnance du Département fédéral de l'intérieur concernant I'hygiene lors de
I'abattage d’animaux18 ;

- En Allemagne, les autorités vétérinaires ne sont pas centralisées de sorte que chaque Land
(16 au total) fixe ses exigences propres. Ceux-ci ne définissent jamais de délai précis entre
saignée et étourdissement, mais établissent plutot un temps de transport maximal entre
exploitation et abattoir, qui varie entre une et deux heures!® en fonction des régions,
facilitant ainsi la faisabilité de I'abattage a la ferme dans ce pays ;

'La « normale » représentant alors le temps moyen, sur la chaine d’abattage, qui sépare la saignée de I'éviscération, soit
approximativement 10-25 minutes.
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- En Autriche, le ministere fédéral des affaires sociales, de la santé, des soins et de la
protection des consommateurs a apporté des précisions nationales quant a
I'interprétation du réglement européen, mais pas concernant le délai saignée-
éviscération20.

En comparaison, la situation en Belgique est beaucoup plus compliquée en raison du délai
particulierement court imposé par 'AFSCA. Par mesure de précaution, celui-ci a été fixé a 45
minutes entre saignée et éviscération, bien qu’on ignore sur quelles bases ce délai précis a été
déterminé. D’apres la FEBEV!], I’AFSCA se serait basée sur des recommandations obsoletes qui
avaient al’époque été émises dans le guide de la fédération al’attention des abattoirs. Depuis lors,
le comité scientifique de 'AFSCA a été sollicité pour travailler sur diverses questions, dont celle
de la sécurité sanitaire de la viande en cas d’éviscération retardée. Dans ses conclusions, on peut
lire : « Il n’existe dans la littérature aucune preuve que I'éviscération tardive présente un risque pour
la qualité microbienne de la carcasse (...). Sur base de la littérature, aucun délai maximal ne peut
étre proposé entre la mise a mort des animaux et leur éviscération. ».21

Si le délai de 45 minutes n’est, a 'heure actuelle, renseigné que dans la circulaire relative aux
abattages d’ongulés domestiques sur les lieux d’élevage, il est question de l'intégrer dans la
prochaine révision générale de la « 1égislation hygiene » prévue par I'’AFSCA.

La présente étude tend a apporter des preuves récentes qu'un délai d’éviscération d’au moins 2 h
post-saignée ne provoque pas de translocation bactérienne significative depuis le tube digestif
vers les parois musculaires, avant que cet arrété royal ne soit modifié, en se concentrant sur les
aspects microbiologiques plus qu’organoleptiques. La Belgique possédant un territoire
relativement restreint en comparaison d’autres pays d’Europe, un délai de 2 h permettrait
facilement aux exploitations se situant jusqu’a 1h30 de transport vers un abattoir de bénéficier de
I'abattage a la ferme. Dans I'’enquéte réalisée par I'équipe de recherche lors de la premiere phase
de I'étude, les éleveurs intéressés par I'abattage ala ferme se situaient a une distance moyenne de
49 km de leur abattoir, distance pouvant facilement étre parcourue dans le délai en question.
L’hypothese préliminaire selon laquelle un délai saignée-éviscération d’au moins deux heures ne
constitue pas de risque sanitaire se base sur deux types de sources (développées dans le point
2.2):

- Lapremiere provient de la littérature scientifique. Une équipe de recherche en particulier
s’est beaucoup intéressée a la question dans les années 70 (voir point 2.2). Peu d’études
semblables ont été poursuivies depuis lors, mais davantage d’informations sont
disponibles concernant la pratique de la chasse. En effet, il n’est pas rare que I’éviscération
du gibier sur le terrain se réalise plus d’'une heure apres le tir, et plusieurs études se sont
penchées sur les caractéristiques de ces viandes.

- La deuxiéme provient de témoignages de pays voisins (Allemagne principalement,
pionniere de l'abattage a la ferme) récoltés lors de la premiere phase de I'étude de
faisabilité de 'abattage a la ferme en Wallonie. Plusieurs expériences d’abattage ala ferme
au sein de pays frontaliers ont faitI'objet de suivis microbiologiques intéressants qui n’ont,
malheureusement, pas donné lieu a des publications scientifiques dans des journaux a
comité de lecture. Ces données sont néanmoins disponibles publiquement et des
discussions avec les différents auteurs ont permis d’apporter des précisions sur certains
points (voir point 2.2).

I Fédération Belge de la Viande
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Il aurait pu étre envisagé de se renseigner sur les résultats d’analyses microbiologiques de
carcasses de bovins ayant été abattus d’urgence en Belgique. En effet, les exigences pour les
animaux abattus dans ce cadre visent a ce qu'ils soient transportés a ’abattoir aprés leur mise a
mort « sans délai inutile » et que les viandes soient soumises a des analyses de laboratoire. En
pratique, il nous a été renseigné que les animaux abattus d’urgence n’étaient jamais ou tres
rarement éviscérés sur place, et que leur délai d’éviscération pouvait facilement atteindre deux
heures. Ces cas précis et pas si rares (qui concernaient 2.428 bovins en Belgique en 201922)
soutiennent certes la conclusion selon laquelle il est slir de consommer ces viandes, mais pas la
preuve nécessaire de I'absence de translocation bactérienne vers le muscle. En effet, les examens
bactériologiques réalisés dans ce cas sont dits « en profondeur », c’est-a-dire qu’ils recherchent
davantage la manifestation d’'une maladie systémique qui renseignerait de I'état sanitaire de
I'animal abattu, plutdt que des preuves d’'une contamination musculaire superficielle.

2.2. Résumé de la littérature et témoignages existants

La translocation bactérienne est un phénomene lors duquel des bactéries vivantes ou leurs
produits traversent la barriere intestinale?3. In vivo, ces dernieres peuvent emprunter deux voies
différentes pour rejoindre d’autres sites. Les bactéries, soit via les entérocytes (voie
transcellulaire) soit via les jonctions serrées (voie paracellulaire), empruntent le systéme
lymphatique ou plus rarement veineux pour rejoindre la circulation systémique a partir des
ganglions lymphatiques mésentériques ou de la veine porte?3. En temps normal, des mécanismes
de défense mécanique (épithélium muqueux), écologique (microbiote) et immunitaire (IgA et
cellules immunitaires) empéchent des pathogénes de quitter le tractus gastro-intestinal, et ce
méme plusieurs heures apres la mort?4. Ce phénomene de translocation a donc surtout été décrit
dans des cas pathologiques impactant ces systemes de défense, bien qu’il semble qu’il se produise
aussi avec des bactéries commensales chez des animaux en bonne santé, sans conséquence
délétere. Dans I'étude menée par Dahlinger et al.25, des bactéries intestinales ont été retrouvées
dans les ganglions lymphatiques mésentériques de plus de 50 % des chiennes saines
ponctionnées, les chercheurs apparentant cela a un évenement physiologique normal illustrant la
tolérance de l'organisme envers sa flore commensale. Cependant, le fait que les bactéries
composant cette flore étaient exemptes de la circulation sanguine portale ou périphérique de ces
chiennes prouve que cette propagation se limite strictement aux ganglions lymphatiques.

Avec une éviscération retardée, il est a craindre que des microlésions de la paroi intestinale
causées par le gonflement post-mortem ou l'autolyse débutante ne soient responsables du
relargage de bactéries aux tissus environnants. Selon Gill et al2é, seule une rupture du systéme
digestif permettrait la libération d’entérobactéries vers la cavité abdominale, et les phénomeénes
responsables de sa dégradation (protéolyse enzymatique, gonflement) ne méneraient pas a sa
rupture avant 2 jours post-mortem, chez des animaux sains. De fait, 'équipe de chercheurs n’a
constaté aucune croissance bactérienne (E. coli, C. perfringens, B. cereus et P. fluorescens) sur les
muscles des membres postérieurs et du dos ainsi que dans les ganglions inguinaux de 30 carcasses
d’ovins non éviscérées pendant 24 h a 20 °C.

Ces observations ont été confirmées plus récemment, lorsqu’une étude réalisée en Afrique du Sud
sur 16 carcasses a révélé que le passage d’entérobactéries a travers la barriére intestinale est
absent a négligeable chez les gnous noirs exposés a des retards d'éviscération allant jusqu'a 5
heures (a des températures situées entre 10 et 18 °C).
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En comparaison, les articles en rapport avec la pratique de la chasse tendent vers les mémes
conclusions. Par exemple, une étude de 2016 a démontré qu’il n'y avait pas davantage de
contamination microbienne sur une carcasse de gros gibier sauvage éviscérée endéans les 30
minutes et les 4 heures post-mortem??. 1l convient néanmoins de souligner que dans les études
relatives au gibier sauvage, les criteres microbiologiques sont souvent pris en considération en
complément d’autres analyses (par exemple organoleptiques), au risque d’étre moins completes.
De plus, les muscles écouvillonnés sont généralement situés a une certaine distance du tractus
digestif (idéalement il devrait s’agir des muscles abdominaux).

Certaines expériences d’abattage a la ferme sur le terrain semblent aussi confirmer ces théories.
Entre 2012 et 2015, I'Office vétérinaire du Rottal-Inn en Allemagne a effectué des analyses
microbiologiques (bactéries aérobies mésophiles, entérobactéries, clostridies) sur 119 carcasses
de bovins abattus a la ferme dont le délai entre saignée et éviscération avait excédé une heure
(jusque 2 heures), sans réfrigération. Tous les résultats se sont avérés négatifs28. Pour 'anecdote,
le chef de groupe du bureau d'hygiéne des viandes du Rottal-Inn nous avait également rapporté
que deux accidents avaient eu lieu a 1'abattoir VION de Pfarrkirchen en 2015, a la suite desquels
62 carcasses ont été éviscérées apres plus de 2 heures (dont une fois apres 3,5 heures). La aussi,
les examens bactériologiques qui avaient été initiés n'ont abouti a aucun résultat critique29.

Parmi d’autres expériences européennes d’abattage a la ferme, les carcasses de 46 bovins abattus
dans les unités mobiles d’abattage de Dokkum (Pays-Bas), ainsi que les carcasses de 66 porcs plein
air abattus dans une ferme en Baviere ont été soumis a des examens microbiologiques. Ces
résultats ont révélé que toutes les carcasses de bovins testées ne présentaient pas un taux de
contamination supérieur aux carcasses de bovins abattus conventionnellement30, et que 64 des
66 carcasses de porcs se situaient toutes dans les limites acceptables, et ne différaient pas entre
un délai d’éviscération de moins d'une heure, ou de plus d’'une heure et demie (jusque 2h30)31.
Paradoxalement, la valeur médiane la plus élevée pour le nombre d’entérobactéries a méme été
obtenue pour une durée d’'éviscération inférieure a une heure.

Cependant, il convient de noter que les deux remorques utilisées dans le cadre de ces expériences
étaient munies d'un systéeme de réfrigération.

Apres discussion avec les auteurs de ces expériences, il s’est avéré que ce systeme était souvent
activé avec les UMA de Dokkum car les trajets excédaient la plupart du temps deux heures. Dans
le cas des porcs, le systeme de réfrigération n’était pas activé étant donné que les abattages se

sont tous déroulés en automne et en hiver.
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L’équipe de recherche a tenté d’apporter des preuves préliminaires qu'une viande issue d'un
bovin abattu a la ferme et dont le délai d’éviscération excédait 45 minutes pour atteindre jusque
4 heures, pouvait toujours étre déclarée apte a la consommation humaine. Elle a donc, au travers
de I’élaboration de protocoles nouveaux, cherché a répondre aux questions suivantes :

1. Constate-t-on une contamination bactérienne qui pourrait étre attribuée a un phénomeéne de
translocation sur les muscles de carcasses de bovins saignés mais non éviscérés ?

2. Sioui, quelle estla cinétique de contamination de ces muscles et a quel moment constate-t-on
un « point de rupture » ?

3.1. Prélevements sur le terrain

La convention initiale prévoyait uniquement le protocole exsitu décrit ci-dessous, en
collaboration avec un abattoir. Cependant, la réunion du comité d’accompagnement du
05/01/2023 amené ala conclusion que, pour renforcer lafiabilité des résultats etleur acceptation
par I'AFSCA, il était judicieux de les compléter par des résultats issus d'un protocole se
rapprochant davantage des conditions réelles d’abattage a la ferme, décrites ci-dessous en tant
que protocole in situ .

3.1.1. Protocole ex situ

Ce protocole est qualifié d’ex situ en raison du fait que les structures ont été écouvillonnées apres
avoir été séparées de la carcasse, et ne sont pas restées a leur emplacement physiologique. Cette
méthode consistaita prélever sur la chaine d’abattage d'une part un tractus digestif et d’autre part
un flanchet de bovin sain, avant de les mettre en contact étroit et de les disposer dans des bacs
laissés a température ambiante. Les flanchets étaient dirigés avec la face péritonéale vers le
tractus digestif en vue de reconstituer I'environnement digestif entouré de la paroi abdominale.
IIs n’étaient séparés que pour réaliser les prélévements par écouvillonnage a différents temps
stratégiques.

Ce protocole prévoyait de recruter un abattoir désireux de travailler avec I'équipe de recherche
et disposé a fournir des flanchets et intestins de bovins, ainsi qu'un lieu de travail pour permettre
de réaliser les différents préléevements. Ainsi, des bovins sains seraient sélectionnés pour
I'expérience avec l'aide de l'abattoir et différents jours de prélévement seraient déterminés. A
I'issue des examens ante et post-mortem, les bovins auront été déclarés aptes a la consommation
humaine et leurs parties pourraient étre utilisées pour I'expérience.

En premier lieu, il a été question de travailler avec un certain abattoir (nommé ci-aprés « abattoir

A »). Des premiers prélevements y ont été réalisés début décembre 2022 dans le but de tester et
valider le protocole établi. Ce premier test a par la suite amené I'équipe de recherche a contacter
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un autre abattoir partenaire en raison de contraintes techniques et financiéres. En effet, les
flanchets y étaient facturés a un prix élevé (approximativement 500 euros) et ne pouvaient étre
fournis qu’apres refroidissement complet (c’est-a-dire a 1 °C au départ), car I'atelier de découpe
craignait que la découpe a chaud n’endommage la carcasse. De plus, la distance physique entre
'atelier de découpe et I'abattoir ou se réalisaient les prélévements rendait compliqué le transfert
hygiénique du flanchet jusqu’au lieu de prélevement.

Un autre abattoir (ci-aprés nommé « abattoir B ») a été contacté en second lieu et il a été décidé
d’y réaliser tous les prélevements nécessaires. Un objectif initial de 5 bovins femelles et 5 males a
été fixé, avant analyse statistique des résultats. La premiere expérience a 'abattoir A a permis
d’identifier les points d’attention et d’adapter le protocole et le matériel nécessaire dans le but de
diminuer au maximum les contaminations initiales des flanchets comme de l'intestin. Des
adaptations ont encore été apportées au fil des prélevements al’abattoir B, en fonction de ce qu'il
était possible d’y faire tout en évitant de perturber les activités de I'abattoir.

Les informations précises concernant les journées-type de prélevement, comprenant la récolte
des échantillons pour chaque journée d’abattage a I'abattoir B, sont décrites ci-dessous.

a) Récupération des organes

1) Dans la zone propre de I'abattoir, un flanchet issu d'un bovin a d’abord été prélevé de la
carcasse par des ouvriers de I'abattoir aprés avoir subi un pré-refroidissement (shock chilling)
d’approximativement une heure. En effet, I'abattoir a expliqué ne pouvoir légalement
travailler des carcasses a chaud, c’est-a-dire au-dessus de 16 °C. Le flanchet récupéré a ensuite
été découpé en deux parties égales afin de permettre de réaliser en paralléle I'expérience sur
deux tubes digestifs différents. Ces demi-flanchets ont alors été déposés par des ouvriers de
I'abattoir dans un bac en plastique préalablement nettoyé.

2) Peu apres, deux intestins de bovins différents ont été prélevés. Lors du premier jour de
prélévement, le tube digestif a été collecté depuis le tapis roulant par lequel les visceres sont
acheminés vers la boyauderie mais par apres, le protocole a été ajusté. Dés le deuxiéme jour
de prélévement, les intestins ont été prélevés directement sur la chaine d’abattage et
transférés aussitot dans un sac poubelle noir propre, lui-méme disposé dans une poubelle a
déchets de classe B2 propre. Le tube digestif sélectionné avait préalablement été ligaturé de
part et d’autre a I'aide de clips en plastique placés aux extrémités de celui-ci, puis coupé de
sorte que l'intestin était isolé du reste du systeme digestif. La premiere phase test a I'abattoir
A a permis de tirer la conclusion que seule l'utilisation des intestins était pertinente pour
I'expérience, et non celle des préestomacs pour les raisons suivantes :

- Pour des raisons anatomiques, le muscle, s’il est placé sur le rumen et non en-dessous, se
retrouve en contact avec la phase gazeuse du rumen, qui n’est pas la phase pertinente en
termes de population bactérienne et de migration de bactéries au travers de la paroi.

- La paroi des pré-estomacs, et en particulier du rumen, possede une épaisseur bien plus
importante que celle de l'intestin, ce qui constitue certainement un frein physique
supplémentaire a la migration des bactéries.

3) Une fois les deux demi-flanchets et intestins récoltés, ceux-ci étaient acheminés dans un local

attenant a des zones de récupération et tri des déchets d’abattoir avec acces sur I'extérieur.
Des sondes de température reliées a un datalogger ont été placées dans I’épaisseur du muscle
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d'un demi-flanchet, entre les anses intestinales sur lesquelles il allait étre posé, et a
température ambiante. Les demi-flanchets ont alors été déposés sur les intestins, avant de
refermer les sacs sur le tout entre deux prélevements. La taille des sacs utilisés a été adaptée
au fil des journées de prélevements afin qu'une fois fermés, ceux-ci recouvrent la totalité des
échantillons.

Fig.3.1. De gauche a droite : Vue d’ensemble du local de travail a I'abattoir B et disposition des bacs contenant les

4)

5)

demi-flanchets et intestins

Pour réaliser les prélevements, un des opérateurs se munissait de gants préalablement
désinfectés a I'alcool et récupérait les flanchets en contact avec les intestins dans le sac. Il les
déposait ensuite sur un support recouvert par un plastique propre de sorte de présenter a
I'opérateur la face interne du muscle qui était en contact avec les intestins.

Fig.3.2. Gauche : table de travail a I'abattoir. Droite : morceau de flanchet sorti du sac pour étre écouvillonné.

L’opérateur a écouvillonné les demi-flanchets a différents temps. Le temps TO correspondait
au temps avant la premiere mise en contact avec l'intestin. Le plan de travail de la convention
initiale prévoyait de réaliser des préléevements apres 0 minute, 20 minutes, 45 minutes, 1h,
1h40, 2h, 2h20, 3h et 4h. Cependant aprés réflexion, il a été convenu d’allonger les délais de
prélévements pour diminuer les risques de biais dus aux manipulations multiples, et d’'utiliser
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un intervalle régulier (toutes les 45 minutes) afin de disposer de données normalisées. Ainsi,
les temps de prélevements suivant TO correspondaient a T1 (T0+45 min), T2 (TO + 1h30), T3
(TO+2h15), T4 (TO + 3h) et T5 (T0+3h45).

La méthode employée pour I’écouvillonnage est qualifiée de non-destructrice. Dans les études
citées au point 2.2, les chercheurs ont généralement utilisé la méthode destructrice qui
consiste a prélever un morceau de muscle par I'intermédiaire d’'une biopsie (« excision »).
Néanmoins, si cette méthode permet une meilleure récupération des micro-organismes, il y a
aussi un risque de résultats faussement négatifs en raison de la faible taille d’échantillon
biopsié étudié. La méthode non destructrice permet une récolte des bactéries sur une surface
plus étendue.

La surface d’écouvillonnage correspondait a la taille du demi-flanchet qui était fourni, et
variait donc d’'une fois a I'autre. Les prélévements ont été réalisés a I'aide d'un écouvillon
humidifié suivi d’'un écouvillon sec. L’écouvillon humidifié était une éponge abrasive
communément employée lors des contrdles officiels dans le secteur viande (3M Sponge stick
3,8 x 7,6 cm, 10ml letheen broth), imbibée de 10 ml de diluant et conditionnée dans un sac
hermétique stérile. L’écouvillon sec était un coton stérile et son passage avait pour objectif
d’absorber le liquide excédentaire afin d’éviter que le diluant de 'éponge ne « mouille » les
flanchets et n’humidifie trop le milieu, risquant de biaiser les résultats. La méme personne a
réalisé tous les prélévements, en passant I'éponge sur la surface des flanchets d’abord
verticalement, puis horizontalement, et pour finir en diagonale avec une pression soutenue.
La personne chargée de frotter I'éponge sur les muscles était équipée de gants stériles,
changés a chaque éponge utilisée. Les cotons stériles étaient ensuite disposés avec I'éponge
associée dans les mémes sacs hermétiques pour étre également analysés. Une fois les
prélevements réalisés, les sacs contenant les échantillons ont été placés dans une boite
isotherme contenant des blocs congelés avant d’étre acheminés vers le laboratoire.

Fig 3.3. Ecouvillonnage du flanchet al'aide de 'éponge abrasive
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3.1.2. Protocole in situ

Le second protocole est qualifié d’in situ en raison du fait que les organes écouvillonnés ont
demeuré a leur position physiologique au moment des prélevements. Plus précisément, les
prélevements ont été réalisés sur des dépouilles de vaches fraichement abattues mais non
éviscérées, de sorte que la situation imitait le plus possible les conditions réelles futures
d’abattage a la ferme.

A) Vaches abattues

Ces abattages ont été réalisés au sein de la ferme pédagogique et expérimentale de 'Université de
Liege (FEPEX), en collaboration avec cette derniére. La ferme, qui gere entre autres une
exploitation laitiere, était disposée a fournir a 'équipe de recherche des vaches de réforme
destinées a I'abattoir. Méme sila FEPEX dispose aussi de bovins de race Blanc Bleu Belge destinés
a la production de viande, les abattages se sont limités au cheptel laitier car en raison du retard
d’éviscération, la carcasse entiére de la vache abattue était considérée comme impropre a la
consommation humaine et destinée a I'équarrissage. Au vu du budget disponible, il n'était pas
possible d’appliquer cette méthode sur un large panel d’échantillons, ou sur des taurillons
viandeux étant donné leur valeur bouchére.

b) L’acte d’abattage

Le jour de 'abattage, la vache destinée a étre abattue a été isolée de ses congénéres et amenée a
I'extérieur des étables, dans un renfoncement mural sur un sol bétonné (fig.3.4). Accrochée au
licol a un anneau d’attache, elle a préalablement été tondue a I’endroit qui allait étre ouvert pour
procéder par la suite rapidement aux opérations.

Fig.3.4. Lieu de préparation de la vache a I'abattage
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Les vaches ont été abattues conformément aux bonnes pratiques d’abattage32, étourdies au
pistolet a tige perforante puis saignées dans la minute par un médecin vétérinaire formé et
diplomé ECVPHI. Avant de réaliser la saignée, celui-ci s’est assuré de lefficacité de
I'étourdissement par un contrdle adéquat des signes d'inconscience (absence de mouvement de
redressement, apnée, réflexe cornéen négatif)33. La saignée a eu lieu le plus rapidement possible
(dans la minute) aprés I'étourdissement sur vache couchée (écroulée suite a I'étourdissement), a
I'aide d’'un unique couteau utilisé pour sectionner a la fois la peau de la région du cou, les deux
artéres carotides et les veines jugulaires.

Apres avoir fixé des sangles au-dessus des boulets des deux membres postérieurs, la dépouille a
été soulevée a l'aide d'un chargeur frontal d’'une hauteur approximative de 3,5 métres et déposée
sur le flanc gauche sur une table en inox. L’espace d’entrée ne permettant pas de rentrer avec la
dépouille sur la table dans le local a césarienne initialement désigné pour y réaliser les
prélevements, les étapes suivantes se sont déroulées juste a I’extérieur de celui-ci, a 'entrée de
I’étable, a distance des autres bovins.

Fig.3.5. Suspension de la dépouille a I'aide d'un chargeur frontal aprés la saignée

v European College of Veterinary Public Health
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Fig.3.6. Lieu de travail et de prélevements pour le protocole in situ

c) Prélevements et prise de températures

Une fois la dépouille positionnée sur la table, la zone formant le creux du flanc droit a été nettoyée
et désinfectée a I'aide de 3 passages de compresses imbibées d’iso-Bétadine® savon suivis de 3
passages de compresses imbibées d’alcool pur, en formant des cercles s’éloignant du centre du
creux du flan de maniére centrifuge.

Dans des conditions qui se sont voulues les plus propres possible (aprés placement d’'un champ
opératoire stérile et a 'aide d’outils stérilisés), une laparotomie de la fosse lombaire droite a été
réalisée par incision cutanée de 20 cm de longueur, approximativement 15 cm sous le sacrum
entre I'angle de la hanche et la derniére cote (voir figure 3.7) jusqu’a exposition du péritoine
viscéral des intestins.

Fig.3.7 Zone correspondant ala surface écouvillonnée (encadrée en rouge)
https://www.istockphoto.com/fr/photos/vache-profil

23



Fig.3.8. Ouverture du flanc jusqu’a exposition des intestins

Lorsque les intestins ont pu étre exposés et que les muscles abdominaux profonds en contact avec
ceux-ci étaient accessibles, 'opérateur muni d’'une blouse et de gants stériles a procédé au premier
écouvillonnage. Les muscles abdominaux profonds ont été écouvillonnés aux mémes temps que
ceux décrits dans le protocole ex situ, a 'exception de deux vaches qui ont aussi été écouvillonnées
a un temps T6, correspondant au T5 mais réalisé sur l'autre flanc du bovin. Cet écouvillonnage
supplémentaire permettait d’avoir une idée de l'éventuelle contamination de muscles qui
n’avaient jusqu’alors pas été soumis a des biais éventuels dus aux frottements préalables répétés
ou aux manipulations exercées pour exposer la zone a écouvillonner. Le méme matériel a aussi
été employé, a I'exception du fait que I'éponge utilisée disposait d'un manche pour faciliter
I'opération. La zone d’écouvillonnage était également considérablement plus petite,
correspondant approximativement a la longueur du manche de I'éponge (12 cm) sur la largeur
d’ouverture du creux du flanc. Une plus grande ouverture aurait augmenté les risques de
contamination environnementale, et se serait éloignée des conditions réelles intra-abdominales.

La méme personne a réalisé tous les prélevements afin d’assurer la constance de la pression
appliquée sur le muscle lors du passage de I'éponge. Placée dorsalement a la dépouille, en passant
I’éponge sur la surface des muscles dorsalement a ventralement puis cranialement a caudalement
et pour finir en diagonale avec une pression soutenue. Aprés chaque prélevement, les éponges et
cotons ont été scellées dans leur sac d'origine, puis placées dans une boite réfrigérante en
attendant d’étre transférées vers le laboratoire.

Entre chaque écouvillonnage, les bords de l'incision ont été remis en contact de maniére a

« refermer » la cavité abdominale et remettre les muscles en contact avec les intestins, afin de
conserver les conditions internes réelles de la carcasse (en termes de température et d’oxygene).
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Fig.3.9. Procédure d’écouvillonnage du protocole in situ

by

En paralléle des écouvillonnages, des sondes de température reliées a un datalogger ont été
placées respectivement a l'extérieur de dépouille, enfoncées dans I'épaisseur des muscles
abdominaux profonds (sonde pénétrante) et entre les anses intestinales afin d’étudier I'évolution
de différentes températures (température ambiante, température abdominale interne et
température du muscle) et I'effet éventuel de celles-ci sur les résultats au fil du temps.

Ces sondes ont été placées avant le premier prélévement et laissées en place tout au long de la
procédure, jusqu’au dernier prélévement. Les sondes n’ont cependant pas été replacées dans le
flanc gauche des vaches écouvillonnées a Té6.

d) Echantillonnage microbiologique d'air

Ultérieurement aux journées d’abattage, un prélevement de l'air de la piéce dans laquelle avaient
été pratiqués les écouvillonnages a été réalisé a 'aide d’'un échantillonneur d'air portable pour des
volumes de 10 L, 100 L, 500 L et 1000 L d’air a une vitesse de 4 tours par minute. Ceci avait pour
objectif de renseigner sur la charge microbienne environnante a I’endroit ou avaient été réalisés
les préléevements.

3.2. Ensemencements au laboratoire

Les échantillons, qu'ils proviennent de I'abattoir B ou de la FEPEX, ont été acheminés vers le
laboratoire de microbiologie de la Faculté de Médecine vétérinaire directement apres avoir
procédé au dernier écouvillonnage, de sorte que les prélevements étaient généralement réalisés
le matin et les ensemencements I'aprés-midi du méme jour.
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La flore intestinale des bovins est constituée en majeure partie d’organismes anaérobies stricts 34,
mais nous n’avons cependant ensemencé les échantillons que dans des milieux permettant la
croissance d’E. coli, d’Enterobacteriaceae et de la flore totale aérobie mésophile, qui représentent
des milieux d’intérét pour tout contrdle dans le secteur agroalimentaire. Nous n’avons pas jugé
pertinent de cultiver ces bactéries en anaérobiose pour les raisons suivantes :

- Les protocoles employés ne respectaient pas les conditions anaérobies, de sorte que des
bactéries anaérobies strictes n’auraient pu résister dans des environnements en contact
avec I'oxygéne.

- Le phénomene de translocation concernerait bien plus rarement les bactéries anaérobies
qu’aérobies, la translocation des anaérobies n’ayant été signalée que dans des
circonstances extrémes3s. De fait, les anaérobies pathogéenes comme les Clostridium
nécessitent plusieurs heures pour que les spores puissent germer et se développer dans
une carcasse, le temps que I'oxygene résiduel disparaisse et que le potentiel redox du
milieu diminue suffisamment. Ces éléments laissent donc a croire que leur présence sur
les surfaces écouvillonnées était tres peu probable.

L’ensemencement et le dénombrement des germes totaux aérobies mésophiles a été réalisée
conformément a la norme ISO 4833-2:2013/Cor1 : 2014, le dénombrement des entérobactéries
conformément a la norme ISO 21528-2:2004 et le dénombrement d’E. coli par la norme ISO
7251:2005 modifiée par une incubation a 37 °C.

Chaque éponge, qui contenait initialement 10 ml de diluant, avait été replacée dans le sac stérile
sur le lieu de prélevement, avec le coton stérile correspondant. Au laboratoire, 10 ml de diluant
(eau physiologique 0,09 %) supplémentaires ont été ajoutés dans chaque sac afin de disposer
d'une quantité suffisante de liquide pour les analyses ultérieures. Chaque sac a ensuite été
mélangé individuellement a l'aide d'un stomacher pendant 2 minutes afin d’amener toutes les
bactéries contenues dans les éponges etles cotons en suspension. Les suspensions résultantes ont
été étalées sur 3 milieux de culture différents en utilisant a la fois la technique d’ensemencement
en profondeur « dans la masse » et en surface :

- Plate Count Agar (PCA - Flore totale)

- Violet Red Bile Glucose (VRBG - Enterobactériaceae)

- Tryptone-bile-glucoronate (TBX - E. coli)

En fonction du niveau de contamination de I'échantillon, I'une ouI’autre méthode pouvait s’avérer
plus pertinente. L’ensemencement en surface permettait de faciliter le dénombrement
d’échantillons fortement contaminés. Ces ensemencements ont été réalisés a l'aide d'un
ensemenceur en spirale EasySpiral de chez Interscience. L’échantillon a été déposé sur chaque
milieu précoulé a raison de 0,1 ml.

L’avantage de la profondeur par rapport a la surface est que cette technique est plus sensible sur
un échantillon faiblement contaminé. Elle permet donc de mettre plus de colonies bactériennes
en évidence par le biais de I'utilisation d’'une quantité de suspension-mere 10 fois plus élevée que
dans la surface. Lorsque les prélevements étaient peu ou pas contaminés par des entérobactéries
et E. coli, c’est donc préférentiellement ce résultat-la qui a été pris en compte. Les
ensemencements en profondeur ont été réalisés manuellement, en déposant au fond d’une boite
de Pétri 1ml de suspension avant de couler le milieu gélosé dessus. En théorie donc, il fallait
s’attendre a dénombrer 10 fois plus de colonies sur les boites ensemencées en profondeur qu’en

surface.
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Pour I’échantillonnage d’air, une boite remplie de milieu PCA précoulé a été utilisé.

Aprés ensemencement, les boites de Pétri ont été incubées en aérobiose a 30 °C (PCA) et 37 °C
(TBX et VRBG).

Les échantillons restants (aprés prélévement pour analyse microbiologique) ont été congelés
pour la réalisation de PCR ultérieures.

3.3. Dénombrements

Les dénombrements ont été réalisés pour chaque boite apres 24 h (TBX et VRBG) et 72 h (PCA).
Bien que ces dernieres aient aussi été dénombrées apres 24 h au cas ou les échantillons seraient
trop contaminés ultérieurement, ce sont les résultats finaux a 72 h qui ont été retenus.

Les résultats ont d’abord été exprimés sous forme de résultats bruts, c’est-a-dire en nombre de
colonies observées a I'ceil nu apres les différentes périodes. Pour pouvoir traiter les données
issues des boites sur lesquelles aucune colonie n’a été observée, il fallait obligatoirement disposer
d'une valeur. Pour ces échantillons inférieurs a la limite du seuil de dénombrement, une
valeur arbitraire égale a la moitié de la valeur du seuil de dénombrement a été choisie, soit
0,5 colonie par boite ensemencée sans dilution préalable.

Ces résultats bruts ont ensuite été exprimés en ufcV/cm? afin de répondre aux normes de 'AFSCA
et pouvoir rapporter tous les résultats a une méme surface, rendant ainsi les résultats
comparables. Pour ce faire, les zones écouvillonnées ont toutes été mesurées, puis leur surface a
été définie. Le résultat en ufc/cm? a été obtenu selon le calcul suivant :

ufc/cm? = (nombre de colonies dénombrées par ml ensemencé X 20*) / surface écouvillonnée

* 20 correspond aux 10 ml de diluant initiaux contenues dans I'éponge, additionnés de 10 ml de diluant
ajoutés au laboratoire.

Les dénombrements (ufc/cm?) ont ensuite été transformés en log (log10) avant l'analyse pour
répondre a I'hypothese de normalité.

Etant donné qu’a chaque écouvillonnage, on ne pouvait exclure 'hypothése qu'une « micro-
couche » de muscle ait pu se détacher par I'action de I'éponge abrasive, il fallait tenir compte des
contaminations aux temps précédents, en plus de la contamination étudiée au temps considéré.
Ainsi, la contamination totale au temps Tx correspond a la contamination au temps Tx additionnée
de la contamination au temps Tx-1. Des deltas (différence logarithmique des populations de
microorganismes aux deux temps voisins) ont ensuite été déterminés en calculant la différence
entre la contamination au temps Tx et la contamination au temps Tx-1.

V Unités Formant des Colonies
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3.4. Traitement des résultats

3.4.1. Comparaison aux critéres microbiologiques établis par
I’AFSCA

Dans un premier temps, les résultats exprimés en log ufc/cm? ont été comparés aux critéres
microbiologiques légalement applicables aux carcasses d’ongulés domestiques. Ces limites sont
établies par le reglement européen (CE) No 1441/2007 de la Commission du 5 décembre 2007
modifiant le reglement (CE) n® 2073/2005 concernant les critéres microbiologiques applicables
aux denrées alimentaires3¢ et sont re-précisés dans la circulaire relative aux critéres
microbiologiques applicables aux carcasses d’ongulés domestiques et a la possibilité
d’assouplissement de la fréquence d’échantillonnage pour les « petits abattoirs », établie par
I’AFSCA37. Cette derniere précise les seuils établis pour les méthodes d’échantillonnage non
destructrices telles qu'employées dans la présente étude, sur base de I'Arrété Royal du 30
novembre 2015 relatif a I'hygiéne des denrées alimentaires d’origine animale.

Deux valeurs limites sont fournies dans les tableaux 3.1 et 3.2. Les résultats de I'analyse de
dénombrement des colonies aérobies et des entérobactéries sont considérés comme :

- satisfaisants lorsque le log calculé est inférieur ou égal a la valeur m,
- acceptables lorsque le log calculé se situe entre m et M,
- insatisfaisants lorsque le log calculé est supérieur a M38,

Plan
s Li : . . -
. A . d'échantillonnage (1) imites () Méthode danalyse| . . . Action en cas de résultats insa-
Catégorie de denrées alimentaires Micro-organismes de référence (‘,.) Stade d'application du critére fisfaisants
n c m M
2.1.1 Carcasses de bovins, d'ovins, | Nombre de colonies 3.5 log‘ 5.0 log‘ IS0 43833 Carcasses aprés I'habillage. | Améliorations de I'hygiéne de
de caprns et d’équidés (%) acrobies ufc/em~ ufc/em= mais avant le ressuage Iabattage et réexamen des
log moyen | log moyen contréles de procédé
quotidien quotidien
Enterobacteriaceae 15 lng 25 1o§ ISO 21528-2 | Carcasses aprés I'habillage, | Améliorations de I'hygiéne de
ufc/em” ufc/em= mais avant le ressuage I'abattage et réexamen des
log moyen | log moyen contriles de procédé
quotidien quotidien

Tableau 3.1. Criteres microbiologiques fixés par le reglement européen (CE) No 1441/2007

Micro-organismes Limites
(UFC/em?)
m M
Carcasses de bovins, Colonies aérobies 3,0 log 45 log
d’'ovins, de caprins et
d'équidés Enterobacteriaceae | 1,0log | 2,0 log

Tableau 3.2. Criteres microbiologiques fixés par I'’AFSCA
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3.4.2. Analyses statistiques

Dans un second temps, des analyses statistiques ont été réalisées dans plusieurs buts. Les
questions auxquelles I'’équipe de recherche cherchait a répondre étaient les suivantes :

1. La croissance des bactéries dans le modele abattoir et le modéle FEPEX est-elle
équivalente ? Les résultats pour les deux méthodes sont-ils donc comparables ?

2. La croissance des bactéries évolue-t-elle de maniere significative avec le temps
d'écouvillonnage, au regard, d'une part, de la concentration en bactéries a chaque temps
et, d'autre part, de la variation de la concentration de bactéries entre deux temps (deltas)?
Est-elle significativement différente a un temps par rapport a un autre ou pas ?

3. Est-ce que la puissance statistique des données est suffisante pour en tirer des résultats
pertinents ou faudrait-il davantage de résultats, donc d'abattage/prélevements?

Modeéle statistique

Pour répondre a ces questions, il a été proposé d’utiliser un modéle mixte faisant intervenir le lieu
d’abattage (facteur fixe a 2 niveaux : « Fepex » ou « Abattoir »), le temps aprés abattage (facteur
fixe répété a 7 niveaux : 0, 45, 90, 135, 180, ou 225 minutes) et 'interaction entre ces deux facteurs
(2*7 = 14 niveaux). En outre, comme il s’agit de données mesurées de maniere répétée sur les
mémes individus, il a été proposé d’introduire une structure de corrélation entre les résidus des
mesures effectuées surle méme individu (facteur aléatoire propre a I'individu).

Deux remarques sur le design expérimental :

= L’effet du sexe était a priori peu probable. De plus, si le sexe des vaches issues du protocole in
situ était connu, la maniere de classifier des paires flanchet-intestins, parfois issues d’animaux
de sexe différent, est moins évident. Cet effet n’a donc pas été pris en compte dans les analyses.

= Dans le protocole ex situ, le nombre de sondes de températures étant limité, seule la
température d’'un des deux demi-flanchets en contact avec les intestins a été relevée. Les
températures abdominales pour les couples flanchet-intestins dans le protocole ex situ ne sont
données que pour les premiers intestins de chaque flanchet. Il est supposé que la température
était la méme pour les seconds intestins a I'abattoir.

Le modéle mathématique suivant a été utilisé pour répondre aux questions posées :
Yik = pu+vi + 7+ 0y + i + Bo * Tagjx + Bim * Timyj + Big * Tiag + €y
Dans ce modele :

* Yk estune concentration associée a I'individu k du groupe i au temps j,

= 4 estune moyenne générale,

= y; estl’effet du groupe i,

* 1 estl'effet du tempsj,

= (y7);j estlinteraction entre le groupe i et le temps j,

=, estl'effet aléatoire de I'individu k,

* Ba*Ta;j estunterme de régression linéaire de la concentration sur la température
ambiante,
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*  Bim * Timj estun terme de régression linéaire de la concentration sur la température
intramusculaire,

* Bia * Tia;j, estun terme de régression linéaire de la concentration sur la température
intra-abdominale,
e;ji estle résidu aléatoire associé a la mesure Y; ;.

Il faut signaler que :

= L’effet aléatoire «individu » permet d’introduire une corrélation entre les mesures
successives sur le méme individu, ce qui est nécessaire. Par contre, un tel effet suppose
que la corrélation entre deux mesures successives estidentique a celle entre deux mesures
plus éloignées dans le temps, ce qui peut étre abusif. Une alternative est de modéliser une
« autocorrélation » entre résidus. Dans ce cas, la corrélation entre résidus diminue pour
des mesures éloignées dans le temps. Le modele exploitant cette structure
d’ « autocorrélation » sera testé et comparé au modele employant une structure de
« symétrie composée » (c’est-a-dire le systeme introduisant un effet aléatoire individuel).

3.5. PCR guantitative

Pour renforcer les résultats de la microbiologie par culture, des PCR quantitatives ciblant la flore
totale ont été réalisées sur les échantillons issus du protocole in situ. Plus précisément, I'objectif
de celles-ci était de confirmer I'absence de translocation de bactéries qui ne se multiplieraient pas
sur les milieux de culture utilisés depuis les intestins vers la paroi musculaire a un temps T,
laquelle se manifesterait par une augmentation soudaine et continue de bactéries a partir de ce
temps.

3.5.1. Extraction d’ADN

L’ADN bactérien a préalablement été extrait des échantillons restants a ’'aide du DNeasy Blood &
Tissue Kits (Quiagen, Belgique). Aprés centrifugation d’1,5 ml d’échantillon (sauf pourle T1 de la
vache 2 pour lequel 1 ml a été prélevé), le culot formé a été mélangé a 180 pl d'une solution
composée de lysozyme (20 mg/ml) dissout dans du tampon de lyse (Tris-Cl 20 mM, pH 7,4, Na
EDTA 8,2 mM, Triton X-100 20mg/ml, molecular biology water). Aprés une incubation d'une
heure a 56 °C, 5 billes de Zirconia, 25 pl de protéinase K et 200 pl de tampon de lyse fourni par le
kit ont été ajoutés dans le but d’'induire la lyse chimique et mécanique des parois et des
membranes bactériennes. Les échantillons ont a nouveau été incubés pendant 1h a 56 °C puis
centrifugés pour éliminer les débris cellulaires. 200 pl d’éthanol ont ensuite été additionnés au
surnageant récupéré avant de verser le mélange sur la colonne de spin. S’en sont suivis 2 cycles
de nettoyage/centrifugation a I'aide de 500 pl de tampon de lavage, avant I'ajout de 50 pl de
tampon d’élution. Aprés centrifugation, 2 pl de surnageant final ont été isolés et analysés au
spectrophotomeétre afin d’évaluer la concentration finale en acides nucléiques et la pureté des
échantillons. Le reste a été congelé a -22 °C avant la réalisation de la qPCR.
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3.5.2. PCR en temps réel

La charge bactérienne des échantillons a été estimée en réalisant une PCR quantitative ciblant les
régions hypervariables V2-V3 de I'ADNr 16S a l'aide des amorces 16S-Forward [5'-
ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3’] et 16S reverse [5’-ATTACCGCGGCTGG-3’]. Des standards d’ADN
ont préalablement été obtenus a partir de produits PCR purifiés de spores de C. difficile, et
quantifié a l'aide de PicoGreen (Thermo Fischer Scientific, Waltham). Des dilutions par 10 de cet
ADN ont été réalisées pour générer une courbe standard. 10,5 pl d’'un mélange contenant 0,25 pl
de primer F, 0,25 pl de primer R, 6,25 pL de Rox SYBR 2xMasterMix (Eurogentec, Seraing,
Belgium) et 3,75 pL d’eau moléculaire ont été déposés dans chaque puit de la plaque PCR. 2pl de
chaque dilution de standards, des produits d’extraction purs, des produits d’extraction dilués 10
fois et d'un controle négatif (nuclease-free water) y ont ensuite été ajoutés. Tous les standards,
produits d’extraction et le controle négatif ont été chargés sur la plaque en dupliquat.

Les données ont été générées par un appareil de PCR en temps réel en appliquant le profil
thermique suivant : 1 cycle a 50 °C pendant 2 min; 1 cycle a 95 °C pendant 10 min ; 40 cycles a 95
°C pendant 15 s puis a 60 °C pendant 1 min. Une courbe de dissociation a été dressée dans
I'intervalle de 64 a 95 °C a la fin du cycle afin de vérifier la spécificité de I'amplification. Les
résultats finaux exprimés en logarithme de base 10 du nombre de copies par cm? ont été déduits
a partir des CT renseignés par la machine.
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4.1. Echantillons

4.1.1. Al’abattoir B

Les flanchets de trois bovins males et deux bovins femelles ont été écouvillonnés ont été
écouvillonnés entre mars et avril 2023. Les ages de ceux-ci variaient entre 2,5 et 7 ans. Les
intestins qui ont été associés aux flanchets étudiés provenaient majoritairement de males
viandeux, a I'exception de deux. Les données sur les ages n’étaient pas toujours disponibles pour
les bovins desquels provenaient les intestins.

Malgré I'application des ouvriers d’abattoir lors des manipulations, certains intestins ont été
percés lors de I'éviscération sur la chaine. Généralement, ce constat était posé dans le local utilisé
pour réaliser les prélévements, avant de les mettre en contact avec les flanchets. De fait, du jus
issu du tractus digestif était observé a la surface de la séreuse. Comme il n’était a ce stade plus
envisageable de retourner sur la chaine pour prélever un intestin intact, la portion qui semblait
percée a été enfouie sous les autres anses afin que la paroi de 'intestin en contact avec le flanchet
ne soit pas trop contaminée.

Echantillon Ag,e Sexe Filiére Race Remarques particuliéres! Surface (cm2)
(années)
. A: 932,75
Flanchet 1 7 F Viande BBB / B: 980
. N'a subi aucun A: 742
el 2 49 2 Heiale 3 refroidissement B: 1149,5
. A: 434
Flanchet 3 6 M Viande BBB / B: 6785
. A: 821,5
Flanchet 4 4,5 M Viande BBB / B: 866,25
] A: 770,25
Flanchet 5 2,5 F Viande BBB / B: 640
Intestins 1 / M Viande /
Intestins 2 / M Viande /
Intestins 3 / M Viande /
Intestins 4 / M Viande Percés
Intestins 5 1 M Viande /
Intestins 6 1 M Viande Percés
Intestins 7 1 M Viande Percés
Intestins 8 1 M Viande /
Intestins 9 6,5 F Viande /
Intestins 10 5,5 F Viande /

Tableau 4.1. Profil des bovins ayant fourni les flanchets et intestins al'abattoir B
1 « / » signifie qu'il n’y arien a signaler. 2 Comme expliqué au point 3.1.1, chaque flanchet a été subdivisé en deux
demi-flanchets déposés sur deux intestins différents. Ces deux demi-flanchets ont été nommés A et B.
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4.1.2. Vaches abattues a la FEPEX

Les vaches sélectionnées pour 'abattage étaient des vaches laitiéres de réforme de race Holstein
dgées de 2 a 10 ans. Deux vaches ont été apportées par un marchand a la FEPEX le matin méme
de leur abattage, en raison du fait que peu d’animaux de réforme étaient disponibles a la FEPEX
ces jours-la. Les vaches issues de la FEPEX présentaient un score corporelV! important en
comparaison des vaches de réforme apportées par un marchand (voir tableau 4.2).

Nb vélages R
Individu Race Sexe | Filiere Origine Age (années) 8 corporel (sur
/lactation 5)
Pie-Noire- .
Vache 1 , F Lait FEPEX 10 5 3,75
Holstein
Vache2 | Pie-Noire- | o Lait FEPEX 45 2 3,75
Holstein
Pie-Noire- .
Vache 3 . F Lait FEPEX 3 1 3,5
Holstein
Vache 4 | Tie-Noire- | p Lait | MARCHAND 2 1 1,75
Holstein
Vache5 | Fierouge | p Lait | MARCHAND 45 / 2,25
Holstein

Tableau 4.2. Profil des vaches ayant été abattues a la FEPEX

4.2. Températures

4.2.1. Protocole in situ

a) Température ambiante

Le protocole initial prévoyait de travailler dans un local a césarienne chauffé a une vingtaine de
degrés. Néanmoins, des contraintes liées au déplacement de la dépouille et a la place disponible
pour rentrer n’ont pas permis de travailler dans le local préalablement désigné pour effectuer les
écouvillonnages. Les manipulations ont donc été réalisées dans un endroit attenant a ce local, a
I'extrémité de 1'étable, a c6té d'une porte donnant acces a I'extérieur. Les abattages ayant été
réalisés au début du printemps (tableau 4.3), les températures ambiantes n’ont jamais dépassé 16
°C. Le jour d’abattage le plus frais, le thermometre affichait une température initiale de 5 °C.

VI Le score corporel évalue I'état d’'embonpoint des vaches laitiéres. Il est compris entre 1 (vachetrés maigre) a5 (vache
trés grasse).
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b) Température intra-musculaire

La température initiale des muscles obliques de I'abdomen des vaches fraichement abattues était
comprise entre 23,4 a 33,9 °C, avec une moyenne initiale de 28 °C et une décroissance moyenne
entre le temps TO et T5 de 3,9 °C. Les vaches qui présentaient une température initiale plus élevée
ont connu la décroissance de température la plus importante avec le temps. Les différences de
température intramusculaires entre les vaches peuvent, du moins en partie, étre expliquées par
leur tempérament, ou des facteurs de stress38. Par exemple, la vache 1 a montré un tempérament
tres calme, par rapport a la vache 2 qui s’est davantage débattue a la pose du licol. De plus, les
vaches provenant du marchand, soumises a davantage de stimuli stressants en raison de leur
transport préalable et I'exposition a un environnement nouveau, présentaient une température
intra-musculaire plus importante que les vaches issues de la FEPEX.

c) Température intra-abdominale

Les températures intra-abdominales sont les plus élevées qui ont été enregistrées avec une
moyenne de température initiale de 35,4 °C. Il convient de noter que la prise de température intra-
abdominale est susceptible d’étre exposée a davantage de biais que la prise intramusculaire. De
fait, la sonde employée pour le relevé de ces températures n’étant pas pénétrante mais juste
positionnée entre les anses intestinales, il est probable que celle-ci ait été accidentellement
déplacée lors des différents prélévements, ce qui expliquerait certaines différences de
températures soudainement plus importantes, comme entre T3 et T4 pour les mesures de la vache
1. De plus, les sondes étaient placées aléatoirement entre les anses intestinales, et certaines
sondes ont sans doute été placées plus en profondeur que d’autres.

Vache 1 Vache 2
prlgf;::n(li(fnt Températures (°Celsius) prgfél;:lr?:nt Températures (°Celsius)
Te Tm Ta Te Tm Ta
TO 13h30 10 23,4 37,5 13h21 10,7 27,1 39,1
T1 14h15 10,2 249 36,4 14h06 10,6 27,6 37,6
T2 15h 10,2 24,3 34,6 14h50 10,6 26,5 35,6
T3 15h45 10,3 23,4 31,8 15h35 10,8 25,7 341
T4 16h30 10,3 23,3 22,7 16h20 10,7 24,7 33
T5 17h15 10,2 22,8 22,6 17h05 10,8 24 324
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Vache 3 Vache 4
pr}éf;;:ncll:nt Températures (°Celsius) pr};le;J:r::nt Températures (°Celsius)
Te Tm Ta Te Tm Ta
TO 11h28 5 25 34,7 11h30 10 33,9 33,8
T1 12h13 5 24,8 33,2 12h15 10 29,2 319
T2 12h58 6 24,7 31,2 13h 10 28,4 31
T3 13h43 6 23,5 30,9 13h45 10 27,3 30
T4 14h30 6 22,8 29,6 14h30 11 27 289
T5 15h15 7 21,7 29,0 15h15 11 27 28,2
T61 15h28

Vache 5
prl;fé:lJ:n(:snt Températures (°Celsius)

Te Tm Ta
TO 13h11 16 30,5 31,7
T1 13h56 16 27,7 30,4
T2 14h40 15 26,8 30,5
T3 15h25 15 26,9 30,10
T4 16h10 15 25,2 27,3
T5 16h53 15 249 26,7
T61 17h22 15

Tableau 4.3 Résultats des relevés de température ala FEPEX

Légende : Te = température ambiante, Tm = température intramusculaire, Ta= température de la cavité abdominale
1 Les sondes de température n’ont pas été replacées pour le prélevement dans le flanc gauche

4.2.2. Protocole ex situ

a) Température ambiante

Tous les relevés de température ambiante a l'abattoir confondus étaient compris dans la
fourchette 9-15 °C. Ces conditions de température se rapprochent fortement de celles en
conditions in situ. Dans les deux cas, elles correspondaient de pres aux températures extérieures
enregistrées ces journées-13, car les pieces ou étaient réalisés les prélévements donnaient sur un
accés direct a 'extérieur.
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b) Température intra-musculaire

Etonnamment, les températures intra-musculaires enregistrées étaient sensiblement proches des
températures intra-musculaires enregistrées a la FEPEX, alors qu’ils avaient préalablement subi
un pré-refroidissement, comme indiqué par l'abattoir. Cependant, un shock chilling d’'une heure
seulement ne fait qu'amorcer le refroidissement en surface, ce qui s’illustre bien ici. Seul un
flanchet s’est démarqué par sa température comparativement basse au regard des autres
(flanchet 5 - voir tableau 4.4). Ainsi, en isolant les données de température de ce dernier flanchet
des quatre autres, on obtient une température moyenne intra-musculaire initiale de 24,5 °C,
contre 28,0 °C a la FEPEX.

Aucun commentaire particulier n’avait été fait par le personnel de I'abattoir quant a un traitement
différent du flanchet 5 par rapport aux autres, et cette différence de température s’explique
difficilement. Elle pourrait étre en partie attribuable au fait qu’il s’agissait du bovin le plus jeune
et le plus léger, présentant sans doute une masse musculaire et graisseuse moins importante que
les autres. Paradoxalement, le flanchet dont il avait été dit qu’il n’avait subi aucun refroidissement
n'a pas présenté la température la plus chaude, ce qui démontre sans doute a quel point le
refroidissement est a ce stade tres superficiel.

Les températures intra-musculaires évoluent également differemment avec le temps. Les trois
premiers flanchets présentent une évolution négative de la température intra-musculaire avec le
temps, tandis que les deux derniers ont visiblement été réchauffés au contact des intestins.

c) Température intra-abdominale
La température entre les anses intestinales chute plus vite que lors des expériences a la FEPEX et

est moins élevée de base, sans doute attribuable a la position de la sonde qui peut bouger lors des
manipulations.

10/03 - Flanchet 1 17/03 - Flanchet 2
pi‘lsél:\::n(::nt Températures (°Celsius) pif;::l:::m Températures (°Celsius)

Te Tm Ta Te Tm Ta
TO 8h54 1 222 32,3 9h09 13,2 24,2 37,5
T 9h39 10,1 221 201 | oS4 12,7 24,5 31,5
T2 10h24 101 21,9 26,8 10h39 13 234 28,2
T3 11h09 102 217 251 11h24 13,8 21,9 28
T4 11h54 96 214 24 12h09 145 22,1 27,2
T5 12h39 10,2 213 233 12h54 14,8 22,3 28,6
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31/03 - Flanchet 3

14/04 - Flanchet 4

plg(::‘::lgznt Températures (°Celsius) plgng:rsznt Températures (*Celsius)
Te Tm Ta Te Tm Ta
o 8h29 14,5 29,3 33 8h33 144 22,2 37,8
T1 9h14 135 26,6 337 oh18 13 2338 34,4
T2 9h59 13 25,3 314 | 10007 13 236 32,6
T3 10h44 14 24,5 291 | 10BS0 12,5 24,10 29,10
T4 11h29 " 24 274 11h36 14 24 25,8
TS 12h13 1 237 262 12h18 14 24 24
21/04 - Flanchet 5
prl-el’:‘lai:l\::n(::nt Températures (°Celsius)
Te Tm Ta
TO 8h25 g 1 338
T1 9h10 8 127 321
T2 9h53 9 14,5 31,5
T3 10h51 10 158 30
T4 11h24 10 16,8 28,9
T5 12h09 11 17 28,2

Tableau 4.4 Résultats des relevés de température

Légende : Te = température ambiante, Tm = température intramusculaire, Ta=température de la cavité abdominale

4.3. Dénombrements

4.3.1.

Protocole in situ

Il convient de préciser que le temps de prélevement TO correspondait en réalité a un délai de 20-
30 minutes post-mortem. En effet, cetintervalle de temps était nécessaire pour attendre la fin de
la saignée, bien positionner la dépouille sur la table, et préparer le site de prélevement
(désinfection, ouverture, etc.). Ces 20-30 minutes correspondent en fait a un temps d’éviscération
«normal » dans un abattoir.
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Vache 1 2 3 4 5

Heure d’étourdissement 13h10 13h02 11h03 11h04 12h40

Heure de prélevement a TO 13h30 13h21 11h28 11h30 13h11

Tableau 4.5. Heures auxquelles les vaches ont été étourdies et leur carcasse écouvillonnée au temps TO

Les résultats bruts de comptage et calculs ultérieurs sont présentés dans les tableaux 4.6 et 4.7.
Tous les échantillons issus des prélevements a la FEPEX se situent sous la valeur seuil de
dénombrement (aucune colonie au bout de 24h) en E. coli et Enterobacteriaceae, a
I’exception de quelques prélévements ponctuels. Plus précisément:

- Lavache 1a T3 qui présentait 4 colonies d’entérobactéries
- Lavache 2 qui présentait 1 colonie d’entérobactéries a T2 et une et deux colonies d’E. coli
aT1 et T2 respectivement

Les échantillons ne sont en revanche pas exempts de flore totale aérobie mésophile, et ce des le
premier prélevement. Le milieu PCA n’étant pas sélectif sur le type de bactérie, toutes les bactéries
aérobies environnementales et pathogénes ou non sont susceptibles de pousser sur ce milieu. De
fait, si 'environnement s’est voulu le plus propre possible, il n’était pas completement stérile et
l'air circulant dans une étable contient toujours un certain nombre bactéries de environnantes.
Cela s’est confirmé au dénombrement des boites de Pétri utilisées pour I'échantillonnage d’air
ambiant. Seule la boite qui avait servi a I'extraction de 10 litres d’air a pu étre dénombrée, les
autres étant trop chargées et ce, dés 24h. Trois cents colonies ont été dénombrées sur la boite
de 10 L apres 24 h, indiquantune charge bactérienne environnante équivalente a au moins
3x104 bactéries/m3.

Il est intéressant de noter que les prélévements plus contaminés le sont ponctuellement et que la
contamination ne semble pas graduelle. De plus, contre toute attente, T5 ou T6 ne représentent
jamais les temps qui sont les plus contaminés. Concernant la vache 2, les deux seuls échantillons
sur lesquels ont été trouvés des E. coli correspondent également au temps présentant le plus de
flore totale. Ce n’était pas le cas de la vache 1 qui n’a présenté des Enterobacteriaceae qu’au temps
T3.

Méme si ces données ne sont disponibles que pour deux vaches, les résultats des T6 sont
intéressants. En effet, ils ne sont pas soumis au biais des frottements précédents (prélévements a
I'éponge) et représentent le temps d’écouvillonnage le plus tardif. On constate que s’ils sont bien
négatifs pour les Enterobacteriaecae et pour les E. coli, ils représentent les valeurs les plus basses
en flore totale aérobie par rapport a tous les temps écouvillonnés sur le flanc droit.
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Résultats bruts E. coli (CFU/100 cm?)

Echantillon TO (0 min) T1 (45 min) T2 (1h30) T3 (2h15) T4 (3h) T5 (3h45) T6 (3h45)
Vache 1 <SD <SD <SD <SD <SD <SD

Vache 2 <SD 5 10 <SD <SD <SD

Vache 3 <SD <SD <SD <SD <SD <SD

Vache 4 <SD <SD <SD <SD <SD <SD <SD
Vache 5 <SD <SD <SD <SD <SD <SD <SD

Résultats bruts Enterobacteriaceae (CFU/100 cm?)

Echantillon TO (0 min) T1 (45 min) T2 (1h30) T3 (2h15) T4 (3h) T5 (3h45) T6 (3h45)
Vache 1 <SD <SD <SD 20 <SD <SD

Vache 2 <SD <SD 5 <SD <SD <SD

Vache 3 <SD <SD <SD <SD <SD <SD

Vache 4 <SD <SD <SD <SD <SD <SD <SD
Vache 5 <SD <SD <SD <SD <SD <SD <SD

Résultats bruts flore totale aérobie (CFU/100 cm?)

Echantillon TO(Omin) T1(45min) T2(1h30)  T3(2h15) T4 (3h) TS5 (3h45)  T6(3h45)
Vache 1 600 900 150 850 850 450

Vache 2 200 1100 3550 400 750 950

Vache 3 833 1000 1333 1667 2917 2167

Vache 4 1333 1000 1083 1000 1417 750 83
Vache 5 167 2333 333 417 2167 750 250

Tableau 4.6.Résultats bruts des dénombrements d’E. coli, des Enterobacteriaceae et de la flore totale aérobie, exprimés
en CFU/100 cm?

Remarque : « <SD » correspond aux valeurs seuils de dénombrement définies pour chaque prélevement pour lequel
aucune colonie n’a été dénombrée. Le nombre de colonies dans ce cas a donc arbitrairement été fixé a 0,5 et la valeur
seuil présentée en vert ci-dessus été calculée sur base du calcul développé au point 3.3. Les valeurs en gras représentent
les résultats des échantillons pour lesquels au moins une colonie a été détectée.

4.3.2. Protocole ex situ

Les résultats bruts issus du protocole ex situ sont présentés au tableau 4.7. Il est a noter que les
flores totales aérobies n’ont pu étre dénombrées aprés les deux premiers jours de prélevements,
soit pour le flanchet 1 et le flanchet 2. En effet, les colonies présentes sur la boite étaient trop
nombreuses et incomptables a I'ceil nu. Par la suite, le protocole a été adapté et une dilution
supplémentaire a été réalisée pour permettre le dénombrement.

Aucun flanchet n’était contaminé par E. coli au temps TO avant la mise en contact avec les intestins.
En revanche, presque tous les flanchets, mais particulierement le 5, 6,9 et 10, étaient contaminés
par des Enterobacteriaceae avant méme qu'’ils n’aient été mis en contact avec le tractus digestif.
Cela s’estillustré a lalecture des boites de flore totale aérobie. Les parois musculaires d’'un animal
vivant sain qui vient de mourir sont pratiquement stériles de bactéries aérobies. Les bactéries
présentes a la surface de celles-ci aussi peu de temps apres la mort sont assurément le fruit de
contaminations sur la chaine d’abattage. Lorsque la flore totale exprimée par 100 cm? est calculée
pour TO, d'une part pour les bovins abattus a la FEPEX et, d’autre part, a I'abattoir, on constate
que les contaminations initiales étaient déja plus de 13 fois supérieures a I’abattoir par
rapport a la FEPEX. Il convient de tenir compte de cette information pour les interprétations
ultérieures.

Tout comme a la FEPEX avec la technique d’écouvillonnages répétés, le nombre de colonies
n'augmente pas graduellement avec le temps mais présente a certains moments de petits pics de
contamination non prévisibles. Dans certains cas, c’est d’ailleurs les prélevements réalisés au
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temps TO qui sont les plus contaminés de toute la série, laissant penser que le premier frottement
réalisé avec I'éponge stérile a 6té une couche superficielle qui venait d’étre contaminée.

Le couple flanchet 2-intestins 4 a fait objet d'un comptage exceptionnellement élevé dés la mise
en contact avec les intestins (T1) qu’il s’agisse des E. coli, des Enterobacteriaceae ou de la flore
totale aérobie. Le jour du prélevement, il avait été constaté que les intestins 4 avaient été troués
lors de I'éviscération, ce qui explique assurément le pic de contamination dés la mise en contact
avec le flanchet. Les intestins 6 ainsi que les 7 avaient également été troués, mais la différence de
contamination avec les autres n’est pas aussi frappante. Ces résultats dépendent sans doute de la
facon dont le flanchet était disposé sur les intestins troués. Lorsque l'endroit percé était
clairement identifié, celui-ci était enseveli sous les autres anses pour éviter de contaminer le
flanchet, mais il est probable que I'endroit percé n’ait pas toujours été bien identifié des le début
ou que la contamination ait déja eu lieu préalablement.

Il ressort également des tableaux ci-dessous que dans certains cas, la contamination aux
Enterobacteriaceae des échantillons semble concorder avec la contamination aux E. coli, c’est-a-
dire que lorsque des augmentations des premiéres sont observées, on constate des augmentations
des deuxiemes au méme moment. Pour certains prélévements, les valeurs sont méme identiques
(par exemple au T3 du flanchet 2 - intestins 4). E. coli étant une bactérie Gram négative faisant
elle-méme partie de la famille des Enterobacteriaceae, on peut conclure, dans ces cas, qu'il
s’agissait en fait de contaminations par les mémes bactéries.

Résultats bruts E. coli (CFU/100 cm?)

Echantillon TO (0 min) T1 (45 min) T2 (1h30) T3 (2h15) T4 (3h) T5 (3h45)
Flanchet 1 - intestins 1 47,2 94,3 98,6 90,1 171,5
Flanchet 1 - intestins 2 65,3 38,8 110,2 83,7 93,9
Flanchet 2 - intestins 3 18,9 27,0 43,1 35,0 78,2
Flanchet 2 - intestins 4 2122,7 2122,7 1217,9 4802,1 26098,3
Flanchet 3 - intestins 5 32,3 221,2 193,5 175,1 294,9
Flanchet 3 - intestins 6 2,9 5,9

Flanchet 4 - intestins 7 17,0 111,5 174,5 572,0 533,2
Flanchet 4 - intestins 8 2,3 2,3 6,9
Flanchet 5 - intestins 9 2,6 5,2 2,6 2,6 7,8
Flanchet 5 - intestins 10 34,4 15,6 15,6 6,3 3,1

Résultats bruts Enterobacteriaceae (CFU/100 cm?)

Echantillon TO(Omin)  T1(45min) T2 (1h30) T3 (2h15) T4 (3h) T5 (3h45)

Flanchet 1 - intestins 1 2,1 96,5 163,0 135,1 122,2 184,4
Flanchet 1 - intestins 2 244,9 367,3 857,1 2163,3 2530,6
Flanchet 2 - intestins 3 16,2 32,3 43,1 67,4 91,6
Flanchet 2 - intestins 4 2505,4 2314,0 1496,3 4123,5 14162,7
Flanchet 3 - intestins 5 115,2 55,3 221,2 248,8 124,4 294,9
Flanchet 3 - intestins 6 507,0 53,1 17,7 1,5 5,9 2,9
Flanchet 4 - intestins 7 12,1 26,7 92,1 310,2 901,6 630,1
Flanchet 4 - intestins 8 4,6 6,9 2,3
Flanchet 5 - intestins 9 675,1 41,5 5,2 2,6 2,6 280,4
Flanchet 5 - intestins 10 190,6 71,9 37,5 15,6 15,6 18,8
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Résultats bruts flore totale aérobie (CFU/100 cm?)
Echantillon TO (0 min) T1 (45 min) T2 (1h30) T3 (2h15) T4 (3h) T5 (3h45)

Flanchet 1 - intestins 1 / / / / / /
Flanchet 1 - intestins 2 / / / / / /
Flanchet 2 - intestins 3 / / / / / /
Flanchet 2 - intestins 4 / / / / / /
Flanchet 3 - intestins 5 30415 15668 4147 18433 9217 26728
Flanchet 3 - intestins 6 2358 3242 4716 3242 3832 4422
Flanchet 4 - intestins 7 1697 5817 9452 18904 24236 59136
Flanchet 4 - intestins 8 231 1385 924 924 3001 3925
Flanchet 5 - intestins 9 5712 18695 7270 7270 3376 2337
Flanchet 5 - intestins 10 2188 5625 3438 1250 3750 3125

Tableau4.7.Résultats bruts des dénombrements d’E. coli, des Enterobacteriaceae et de la flore totale aérobie, exprimés
en CFU/100 cm?

Remarque : « <SD » correspond aux valeurs seuils de dénombrement définies pour chaque prélévement pour lequel
aucune colonie n’a été dénombrée. Le nombre de colonies dans ce cas a donc arbitrairement été fixé a 0,5 et la valeur
seuil présentée en vert ci-dessus été calculée sur base du calcul développé au point 3.3. Les valeurs en gras représentent
les résultats des échantillons pour lesquels au moins une colonie a été détectée.

4.4, Comparaison aux criteres microbiologiques

Les graphiques de I'évolution des contaminations bactériennes avec le temps sont présentées
dans les figures 4.1, 4.2 et 4.3. Les contaminations sont exprimées en log cfu/cm? et tiennent
compte des contaminations aux temps précédents (addition des contaminations de chaque
temps). Les valeurs en log encadrées sur les graphiques représentent les limites de satisfaction et
d’acceptabilité fixées par I’AFSCA (voir point 3.4.1). Ni le réglement européen, ni '’AFSCA n’ayant
défini de limites précises en ce qui concerne les E. coli, nous avons arbitrairement fixé leurs seuils
aux mémes valeurs que pour les Enterobacteriaceae. En effet, les résultats bruts ont illustré le fait
que souvent, les augmentations d’'Enterobacteriaceae concordaient avec les augmentations
d’E. coli, ce qui laisse a penser que celles-ci étaient majoritaires dans cette famille de bactéries.
Seule I'évolution des contaminations du protocole ex situ est présentée dans les graphiques car,
concernant les animaux écouvillonnés lors du protocole in situ, tous les résultats pour les
concentrations en E. coli, Enterobacteriaceae et flore totale se situent dans l'intervalle
« satisfaisant » établi par I’AFSCA, c'est-a-dire en-dessous de la limite minimale imposée
(annexe 3). De fait, la majorité des prélévements se situaient en-dessous du seuil de
dénombrement pour les E. coli et les Enterobacteriaceae, et les contaminations en flore totale
aérobie peuvent étre considérées comme négligeables.

Pour les flanchets écouvillonnés avec le protocole ex situ, seul I'’échantillon « flanchet 2 - intestins
4 » a présenté des valeurs d’E. coli et Enterobacteriaceae supérieures a la limite d’acceptabilité
(flore totale non disponible pour cet échantillon). Pour rappel, les intestins 4 avaient été percés
lors de I'éviscération ainsi que les intestins 6 (dont les valeurs restent sous la limite de
satisfaction) et les intestins 7 (dont les résultats se situent dans l'intervalle de tolérance). En ce
qui concerne les prélévements a l'abattoir, nous constatons que la majorité des
prélévements ne dépasse pas la limite de satisfaction, 6 se situent dans l'intervalle de
tolérance et un seul dépasse la limite d’acceptabilité.

Les graphiques illustrent bien le pic de contamination entre TO et T1 pour certains flanchets,

mettant en évidence 'avant et apres mise en contact avec les intestins.
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Figure 4.1. Evolution des E. coli des échantillons issus du protocole ex situ au cours du temps
NB : les valeurs encadrées correspondent aux limites de satisfaction et d’acceptabilité établies par '’AFSCA
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Figure 4.3. Evolution de la flore totale aérobie des échantillons issus du protocole ex situ au cours du temps
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4.5. Analyses statistigues

Les données, analysées avec la procédure MIXED du logiciel SAS/STAT 12.1, sont les valeurs
normalisées exprimées en log CFU/cm? comme illustrées dans les graphiques ci-dessus. Ces
derniers s’averent intéressants pour donner une premiere idée du comportement des données. 11
est utile de rappeler que pour pouvoir interpréter des informations, il a été considéré que les
boites ne contenant aucune colonie visible en contenaient en fait 0,5 (qui correspond a la moitié
du seuil, soit 1 colonie). La surface d’écouvillonnage étant beaucoup plus large sur les flanchets a
I'abattoir que sur les carcasses non éviscérées a la FEPEX explique pourquoi les valeurs de
contamination de certains flanchets se situent en-dessous de celles des vaches de la FEPEX, alors
que beaucoup de valeurs brutes issues de ces vaches étaient pourtant nulles (voir annexes).

4.5.1. Structures de corrélation

Comme mentionné au point 3.4.2, deux structures de corrélation ont été testées. Les modeles
obtenus ont été comparés via le critere d’'information d’Akaike (AIC), pour lequel des valeurs plus
faibles correspondent a de meilleurs modeles. Le tableau 4.8 donne les résultats de ces
comparaisons.

AIC Autocorrélation Symétrie composée
E. coli 88,5 119,3
Enterobacteriaceae 126,4 157,4

Flore totale 15,5 28,5

Tableau 4.8 : AIC pour les modeles testés
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Il ressort de ce tableau que pour les 3 mesures, le modéle avec autocorrélation est préférable.
Nous avons donc utilisé ce modele par la suite. Pour nos données pour lesquelles les mesures
successives sont prises a des intervalles réguliers, cela signifie que la corrélation entre résidus
vaut :

r(eijk'eimk) = Plj_ml

ol p est un parameétre a estimer. Dit autrement, la corrélation entre deux mesures prises a 45
minutes d’intervalle vaut p, celle entre deux mesures prises a 90 minutes d’intervalle vaut p?, etc...

Les (auto)corrélations estimées pour les 3 mesures sont données dans le tableau 4.9.

E. coli 0,9277
Enterobacteriaceae | 0,8808
Flore totale 0,9227

Tableau 4.9. Coefficients d’autocorrélation pour les 3 mesures.

4.5.2. Régressions

Le tableau 4.10 présente les coefficients de régression des concentrations sur les différentes
températures.

Il ressort de ce tableau que la température ambiante et la température intramusculaire ne
semblent pas impacter les concentrations (du moins, dans I’'étendue des valeurs observées
pour ces deux parametres). Par contre, la température intraabdominale (qui est plus
variable dans les données) semble avoir un effet notamment pour les Enterobacteriaceae,
et plus légerement sur E. coli dont les concentrations semblent diminuer avec
I'augmentation de la température (béta négatif). Il a donc été proposé que cette température
intraabdominale soit conservée dans le modéle final, et que les deux autres températures ne
soient plus modélisées.

(IB4l > 0) - (IBgim!| > 0) - (IBiql > 0)
E. coli -0,021 0,6964 -0,007 0,8164 -0,057 0,0257
Enterobacteriaceae | -0,028 0,6749 -0,027 0,4809 -0,117 0,0007
Flore totale -0,026 0,4954 0,026 0,2005 -0,025 0,2020

Tableau 4.10. Coefficients de corrélation et valeurs p associées.
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4.5.3. Facteurs de classification

Les facteurs temps, groupe et l'interaction groupe * temps (pour tester siI'effet du temps differe
entre les groupes) ont donc également été testés dans les modéles (tableau 4.11).

Valeurs p Temps Groupe Temps*
‘ Groupe
E. coli <,0001 0,3222 0,0060
Enterobacteriaceae 0,0932 0,0427 0,3781
Flore totale <,0001 0,0100 0,9487

Tableau 4.11. Valeurs p des différents effets de classification.

En résumé, il y a un effet du temps (croissance) marqué pour E. coli et pour la flore totale aérobie,
mais moins marqué pour les Enterobacteriaceae, qui ont effectivement un profil globalement plus
« plat ». Les groupes sont peu distincts (mélangés) pour E. coli (p > 0.05), alors qu’ils apparaissent
plus distinctement pour les deux autres mesures (p < 0.05). Enfin, il existe une interaction assez
marquée pour E. coli, ce qui correspond sans doute a cette croissance importante observée dans
les premiéres mesures pour des échantillons « Abattoir » alors que ce phénomeéne n’est pas
apparent pour les échantillons « FEPEX ». Comme il s’agit sans doute de croissances artéfactuelles,
cette analyse a été refaite en ne considérant pas la premiere mesure pour les données pour
lesquelles cette mesure pourrait étre faussée (flanchets 1 et 2 pour E. coli et Enterobacteriaceae,
intestins 5 pour E. coli). Les résultats figurent dans le tableau 4.12.

Valeurs p Temps Groupe Temps*
Groupe
E. coli <,0001 0,7740 0,4573

Enterobacteriaceae 0,0044 0,0094 0,4471

Tableau 4.12. Valeurs p des différents effets de classification aprés
suppression des données artéfactuelles.

On peut voir que les effets du groupe et du temps apparaissent cette fois plus clairement pour les
Enterobacteriaceae, et que 'interaction observée pour E. coli semblait effectivement bien provenir
de ces données douteuses mesurées en TO.

En résumé, il a été proposé de :

= Modéliser les corrélations résiduelles par une autocorrélation,

= Ne régresser que sur la température intra-abdominale,

=  D’exclure les données artéfactuelles en TO de I’étude,

= De ne pas modéliser d’interaction Temps*Groupe, qui est non-significative.

Le modeéle final utilisé est donc:
Yijg = +vi + 7 +Big * Tiag + ey

dans lequel les résidus associés a un méme individu sont supposés auto-corrélés.
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Les résultats obtenus avec ce modele sont présentés dans les tableaux qui suivent (tableaux 4.13
a 4.15). Le tableau 4.13 montre une influence significative de I'effet du temps sur les
contaminations bactériennes dans les trois groupes de bactéries étudiées, ainsi qu'une
influence du groupe sur les concentrations en Enterobacteriaceae et flore totale. La
température intra-abdominale influence également de maniére significative les
concentrations en Enterobacteriaceae.

Le tableau 4.14 montre que les augmentations importantes se situent entre TO (0 minutes
apres abattage) et T2 (90 minutes aprés abattage), puis les concentrations tendent a se
stabiliser pour atteindre un plateau.

Le tableau 4.15 montre des concentrations significativement plus élevées a I'abattoir qu’en
ferme pour les Enterobacteriaceae etla flore totale, alors que la différence pour E. coli n’est
pas significative au seuil o = 5 %.

Valeurs p Temps Groupe T®
IA
E. coli <,0001 0,7393 0,0986
Enterobacteriaceae 0,0012 0,0115 0,0242
Flore totale <,0001 0,0158 0,0994

Tableau 4.13. Valeurs p des différents effets de classification.

E. coli Enterobacteriaceae Flore totale
Différence A p(A > 0) A p(A > 0) A p(A > 0)
T, —T, 0,3695 | <,0001 | 0,2078 | 0,0002 | 0,5210 | <,0001
T, — T, 0,2379 | 0,0006 @ 0,1378 @ 0,0097 | 0,1570 0,0099
T; — T, 0,1112 | 0,1103 | 0,1218 | 0,0296 @ 0,0739 | 0,2391
T,—T; 0,0697 | 0,3687 @ 0,0240 @ 0,6921 | 0,0666 0,3357
Ts—T, 0,1056 | 0,7393 | 0,0465 0,3378 | 0,0792 | 0,1568

Tableau 4.14. Différences entre temps et valeurs p associées

E. coli Enterobacteriaceae Flore totale
Différence A p(A > 0) A p(A > 0) A p(A > 0)
Abattoir — Fepex | -0,0919 | 0,7393 1,2348 0,0115 | 0,7178 ' 0,0158

Tableau 4.15. Différences entre groupes et valeurs p associées
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4.6. PCR quantitative

Les résultats des cycles de seuil (CT)V! ainsi que des conversions en nombre de copies d’ADN/cm?
obtenus sont présentés dans le tableau 4.16.

Seuls les CT des dupliquats de produits d’extraction dilués 10 fois ont été utilisés. Beaucoup des
CT des produits d’extraction purs présentaient des valeurs supérieures au contréle négatif, ce qui
témoigne de la présence d’inhibiteurs dans ces puits.

Les résultats de la PCR quantitative (qPCR) peuvent laisser croire a la présence de bactéries qui
n'auraient pas été détectées par culture. Cependant il convient d’interpréter ces résultats avec
prudence. La PCR quantitative et la culture sur gélose sont deux méthodes trés différentes
permettant de mettre en évidence la présence de bactéries ou de ’ADN de celles-ci sur des milieux.
La qPCR permet la quantification du nombre de copies d’'un segment du géne codant pour 'ARNr
16S présent chez toutes les bactéries. A la différence des cultures qui ont été effectuées dans la
présente étude, celle-ci reflete la présence d’'un géne présent chez toutes les bactéries, y compris
celles qui ne se multiplient pas sur les milieux de culture utilisés (bactéries anaérobies strictes,
psychrophiles ou thermophiles, mycoplasmes, par exemple). De plus, ce gene peut aussi étre
détecté si les bactéries ne sont plus viables. Cependant, il n’est pas possible de déterminer la
charge bactérienne précise car les génes ciblés peuvent étre présents en plusieurs copies chez une
méme bactérie, le nombre de copies variant en fonction de la taille du génome et surtout de la
vitesse de multiplication de la bactérie39. De plus le standard est composé de produits de PCR et
non d’ADN extrait, ce qui augmente l'efficacité de la PCR. Pour cette raison, il est davantage
pertinent de l'utiliser dans ce cadre pour illustrer I'évolution des résultats aux différents temps
plutot que d’essayer d’en déduire une concentration précise de bactéries vivantes.

Considérant que la valeur du CT est inversement proportionnelle a la quantité d’ADN contenue
dans les échantillons, on constate étonnement que TO présente dans tous les cas (sauf T1 de la
vache 2) la valeur CT la plus basse. Il faut aussi remarquer que les deux prélévements réalisés a
T6 sur 'autre flanc donnent des résultats similaires aux TO par qPCR. En revanche, ils ne vont pas
dans le sens des résultats des dénombrements PCA pour lesquels TO et T6 représentaient les
valeurs LOG de colonies les plus basses. On pourrait, sur base de ces observations, émettre
I’hypothese de la présence de bactéries (vivantes ou non) non détectées par culture a la surface
du muscle avant 'ouverture de la cavité abdominale. La premiére action abrasive de 1'éponge
aurait contribué a supprimer ces sources d’ADN provenant sans doute majoritairement de
bactéries anaérobies, tandis que l'ouverture réalisée présentait une voie d’entrée pour les
bactéries aérobies présentes dans l'air ambiant, qui ont plutét eu tendance a augmenter
légérement apres TO.

Dans tous les cas, les CT moyens et les LOG du nombre de copies d’ADNr 16S varient peu entre les
échantillons de temps différents et semblent trés stables avec le temps.

VI' Nombre de cycles nécessaires pour atteindre une valeur seuil de fluorescence
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Vache | Temps | CT moyen Résulta}ts qPCR (log nombre de Résultats dénombrements
copies d’ADNr 16S/cm?) PCA (log CFU/cm?)
TO 19,41 6,4 0,78
T1 20,07 6,2 0,95
e T2 21,35 5,8 0,18
T3 21,26 5,9 0,93
T4 21,28 5,9 0,93
T5 21,80 57 0,65
TO 20,07 6,5 0,30
T1 20,25 6,6 1,04
e 2 T2 20,70 6,3 1,55
T3 21,37 6,2 0,60
T4 20,23 6,5 0,88
TS 20,58 6,4 0,98
TO 19,10 6,3 0,92
T1 20,13 6,0 1,00
e S T2 20,28 5,9 1,12
T3 20,00 6,0 1,22
T4 21,31 5,6 1,46
T5 20,99 57 1,34
TO 18,40 6,9 1,12
T1 18,93 6,8 1,00
T2 20,82 6,2 1,03
Vache 4 T3 21,18 6,1 1,00
T4 21,32 6,1 1,15
T5 22,15 5,8 0,88
Te6* 18,90 6,8 -0,08
TO 18,19 7,2 0,22
T1 21,81 6,3 1,37
T2 20,39 6,6 0,52
Vache 5 T3 21,20 6,4 0,62
T4 21,33 6,4 1,34
TS 20,94 6,5 0,88
Te* 18,21 7,2 0,40

Tableau 4.16. Tableau comparatif des bactéries obtenus apres qPCR et apres dénombrement sur milieu PCA

Note : les résultats des deux derniéres colonnes sont ici exprimés sans addition des contaminations des temps
précédents

*T6 correspond a un premier prélévement réalisé dans l'autre flanc et pas a un 7¢me prélévement.
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5.1. Les protocoles employés

Le projet a utilisé deux protocoles distincts. Un protocole ex situ plus facile et moins onéreux a
mettre en ceuvre, ainsi qu'un protocole in situ qui s’est voulu plus proche de la réalité de terrain
pour venir compléter les résultats du premier.

Les résultats de I'analyse statistique indiquent une influence du groupe (in situ ou ex situ) sur les
concentrations en Enterobacteriaceae eten flore totale, avec des concentrations significativement
plus élevées en abattoir qu’a la FEPEX. Ceci confirme que le protocole in situ permet de travailler
dans des conditions moins contaminées et plus proches d’une situation réelle, et que le protocole
ex situ pourrait difficilement se substituer au protocole in situ pour des expériences similaires. Il
convient néanmoins de noter une certaine confusion entre le site d’abattage et le type
d’échantillon (vache ou paire flanchet-intestins). Par conséquent, il n’est pas possible de conclure
avec certitude a un effet du site d’abattage car la présence d'une différence entre « FEPEX » et
« Abattoir » n’indique pas nécessairement une différence entre les deux sites. En effet, la
différence pourrait étre due a une différence entre les deux types d’échantillons étant donné que
les races ainsi que la finalité des bovins utilisés dans les deux groupes n’étaient pasles mémes. De
fait, les vaches utilisées pour le protocole ex situ étaient des BBB a finalité viandeuse tandis que
les vaches du protocole in situ étaient des laitieres de réforme. Il est établi que des facteurs
intrinséques comme la génétique, I'age et le sexe influencent la composition du microbiote4?. Des
facteurs extrinséques, principalement I'alimentation qui varie en termes de rapport
concentrés/fourrages chez les laitieres et viandeuses, influencent également significativement les
populations bactériennes contenues dans le tube digestif4l. Le fait qu'une variation de la flore
intestinale influence le phénomeéne de translocation bactérienne chez les ruminants reste
hypothétique. Selon Wiest et al.42, en médecine humaine, certaines bactéries présentent en effet
plus de facilité a transloquer que d’autres, comme les bactéries pathogenes intracellulaires
facultatives (espéces Salmonella) ou certaines entérobactéries (E. coli, entérocoques,
streptocoques,...).

5.2. Peut-on croire a un effet de translocation bactérienne
s’amplifiant avec le temps ?

Les résultats obtenus au cours de cette étude ne mettent pas en évidence un phénomeéne de
translocation bactérienne. Plusieurs observations confortent cette affirmation.

Il convient en premier lieu de se concentrer sur I’évolution des contaminations pour les trois
catégories de flores bactériennes étudiées, qui tend a atteindre un plateau a partir des derniers
prélévements. Cette tendance s’illustre au travers des différents graphiques présentés au point
4.4, mais également a lalecture des deltas de plusieurs échantillonsVlll (présentés en annexe) dont

Vil Les deltas correspondent a la différence logarithmique de la population des microorganismes a deux temps
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I'analyse statistique montre que les augmentations importantes se situent entre TO (0 minutes
apres abattage) et T2 (90 minutes apres abattage).

Un « relargage » des bactéries depuis le tractus intestinal vers la cavité péritonéale aurait donné
lieu a une courbe de contamination suivant une cinétique différente, exponentielle. Nous aurions
assisté a une augmentation soudaine, rapide et continue des contaminations, et non a un
ralentissement de celles-ci avec le temps. De plus, le milieu intestinal étant trés chargé en
bactéries étudiées, les valeurs de cfu/cm? obtenues auraient été bien supérieures. Dans le cas
présent, la quasi-totalité des échantillons se sont trouvés sous le seuil de satisfaction imposé par
I’AFSCA. Dans le cadre du protocole ex situ, nos observations laissent supposer la présence de
contaminations superficielles initiales et inévitables dans les conditions dans lesquelles il a été
concu. Il semblerait ensuite que l'action de frottement de I'éponge abrasive ait rapidement
«raclé » la majorité des micro-organismes en surface, limitant la multiplication par la suite.
L’'influence significative de 'effet du temps sur les trois catégories de bactéries serait donc plutot
attribuable a ces contaminations extérieures qu’'a un phénomene de translocation. Comme le
modele a montré qu’il n’existait pas d’interaction entre le temps et le groupe et que les données
issues des deux protocoles ont été mélangées, le méme effet a été rapporté avec le protocole in
situ. Cependant, il convient de garder a l'esprit d’'une part que le nombre d’échantillons du
protocole ex situ était double par rapport a celui de !'in situ, dans lequel les valeurs d’'un ou deux
bovins ont pu biaiser I'analyse par I'effet de faible effectif, et d’autre part que la valeur seuil de
dénombrement n’était pas identique dans les deux groupes (en raison de la différence dans la
surface écouvillonnée).

En deuxieme lieu, les résultats individuels ala fois des cultures sur gélose et de la PCR restent trés
stables au cours du temps et n’indiquent pas non plus de moment de rupture a un moment donné.
Il est d’ailleurs fréquent de retrouver davantage de contaminations a T1 - T2 qu’a T4 - T5, ce qui
conforte 'hypothese que les contaminations proviennent majoritairement des manipulations
inhérentes aux protocoles.

Dans le protocole in situ, le prélévement au temps « T6 » réalisé sur deux bovins illustre la quasi-
stérilité (aérobie) du muscle 4 heures apres l'abattage, muscle exempt de tout biais liés aux
différents prélévements. Il convient néanmoins d’interpréter ces résultats avec précaution, car le
flanc gauche écouvillonné au T6 n’était pas en contact avec les mémes structures que le flanc droit.
En effet, le flanc gauche est majoritairement en contact avec le rumen tandis que le flanc droit
soutient majoritairement les intestins. Pour les mémes raisons que celles citées au point 3.1.1 (a :
prélévement des organes), les bactéries sont sans doute moins susceptibles de transloquer depuis
le rumen que les intestins.

5.3. Ya -t-il un effet de la température sur les contaminations ?

Apres la mort, diverses réactions se produisent au sein de la carcasse d'un bovin. Normalement,
la température du corps augmente rapidement, car la fermentation du rumen et des intestins se
poursuit et les enzymes contribuent alalibération d’énergie43. Ce phénomeéne n’a pas été constaté
dans les expériences précédentes, mais ce résultat s’explique aisément par le fait que les
différentes structures n’étaient pas enfermées hermétiquement dans la cavité abdominale. Avec
les réactions enzymatiques post-mortem s’accompagnent un gonflement abdominal. A I'heure
actuelle, on ignore si l'effet du gonflement est susceptible d’influencer la translocation
bactérienne, bien que cela constitue une des craintes en cas d’éviscération différée44. Bien
qu’'aucun effet de la température extérieure n’ait été mis en évidence dans le modele statistique,
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des données empiriques laissent a penser que des températures extérieures élevées
accélereraient le processus de gonflement et également la température intra-abdominale. Bien
que les prélevements aient été étalés sur trois mois, la gamme des températures extérieures
n'était pas trés étendue (souvent comprises entre 10 et 15 °C). Ce manque de variations entre
journées de prélevements peut expliquer le fait qu’aucun effet de la température extérieure n’ait
été constaté. Il convient de noter que méme si les températures n’ont pas été tres élevées, celan’a
pas empéché les carcasses de gonfler lors des expériences ala FEPEX. Bien que ce parameétre n’ait
pas été précisément mesuré, I'opérateur a pu le ressentir au travers de la difficulté a effectuer les
derniers prélevements en raison de la diminution, avec le temps, de I'espace entre les intestins et
la paroi musculaire.

L’analyse statistique n’a pas mis en évidence d’effet significatif de la température intramusculaire
sur le nombre de bactéries. Néanmoins, un effet significatif de la température intra-abdominale
sur les Enterobacteriaceae et plus légerement sur E. coli a été trouvé, dont les valeurs semblent
diminuer avec l'augmentation de la température. Cet effet étonnant n’est sans doute pas
attribuable a la température intra-abdominale directement, mais plutét au fait que les
contaminations extérieures majeures aient eu lieu lors des premiers prélévements, au moment ou

les températures intra-abdominales étaient aussi les plus élevées.

5.4. Limites de I'étude

La présente étude a été conduite pendant une période limitée. Une des limites principales qui en
découle est de ne pas avoir pu la poursuivre en conditions météorologiques plus chaudes, les
températures extérieures lors des prélevements a la FEPEX n’ayant jamais excédé 15 °C. Nous
sommes actuellement confrontés a des étés de plus en plus chauds et I'abattage a la ferme
représente une belle opportunité d’éviter de transporter des animaux vivants dans ces conditions
éprouvantes. Toutefois, ne connaissant pas réellement I'impact de températures plus hautes sur
le risque de contaminations microbiennes mais sachant que le phénomeéne d’autolyse augmente
avec celles-ci*5, des recherches plus approfondies en ferme(s) seraient nécessaires.

Une autre limite de 'étude est d’avoir restreint les expérimentations in situ aux vaches laitieres.
Le microbiote estun ensemble complexe qui differe entre individus de méme espece (notamment
en fonction de la race, de I'age, du sexe, de 'alimentation, etc.) mais assurément aussi entre
individus d’especes différentes. L’abattage a la ferme est autorisée pour les especes bovines
(autres que bisons), porcines et solipedes. Selon I'enquéte citée au point 2.1, la majorité des Etats-
membres est également favorable a 'ouverture de la pratique aux ovins. Des études liant la
composition du microbiote et les probabilités de translocation bactérienne seraient pertinentes
en ce sens. D’ici 13, des prélévements semblables a ceux réalisés dans le protocole in situ étendus
a d’autres profils d’animaux permettraient d’apporter des preuves supplémentaires rassurantes.

Enfin, 'objectif de la présente étude étant d’apporter des preuves préliminaires que la viande
issue d’'un bovin abattu a la ferme et supposément transporté dans les deux heures al’abattoir est
saine d’'un point de vue microbiologique, nous ignorons encore a partir de quel moment post-
mortem la translocation des bactéries débuterait. Comme les résultats des dénombrements de
bactéries tendent a atteindre un plateau avec le temps, il n’a pas été possible de prédire
statistiquement de moment « de rupture ». Pour définir cela, il serait pertinent de reproduire les
expériences réalisées en écouvillonnant des carcasses sur une plus large portée de temps.
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L’objectif de la présente étude était d’apporter des éléments factuels et des preuves scientifiques
dans la perspective d'une reconsidération du délai entre mise a mort et éviscération lors
d’abattage a la ferme. Si ces expériences ont été menées dans un temps et avec un budget limité,
elles amenent néanmoins des éléments préliminaires en faveur d'un allongement de ce délai sans
conséquences négatives pour la santé publique. De plus, ces preuves viennent compléter d'une
part les résultats de différentes études réalisées par le passé, d’autre part les témoignages
d’acteurs qui ont déja pris part a I'abattage a la ferme dans leur pays. Considérant que ces
témoignages constituent des sources d'informations pertinentes et qu’il serait important de les
intégrer aux résultats de ce rapport, il serait intéressant d’amener nos autorités sanitaires a
discuter du sujet avec leurs homologues allemands, et a organiser dans ce sens un colloque
permettant de les réunir.

L’abattage a la ferme devient depuis quelque temps un sujet d'intérét au niveau européen. Il en a
récemment été question lors d’'une table ronde politique portant sur la réforme du reglement
transport, et plusieurs Etats-membres ont exprimé leur intérét pour I’'étude menée en Wallonie.
L’introduction de ce rapport fait aussi mention d’'une volonté d’'une majorité des Etats-membres
a établir un délai saignée-éviscération précis au niveau européen. Un objectif a long terme serait
de fournir davantage de résultats provenant de pays et de laboratoires différents pour que d’ici
quelques années, 'EFSA les globalise et émette ses propres recommandations a I'international.

Il convient dés a présent de solliciter le comité scientifique de '’AFSCA et de lui présenter les
résultats de la présente étude. L’équipe de recherche restera a disposition de la Région pour
apporter toutes les informations nécessaires, mais il convient de préciser que ce sont les ministres
régionaux qui doivent saisir le comité scientifique a travers une demande auprés de
I’Administrateur Délégué, qui va relayer la méme demande auprés du comité scientifique. Il
s’agira-la d’'une validation ala fois du protocole expérimental et des résultats générés par celui-ci.
Le risque étant, dans ce cas-la, de devoir revoir le protocole (si le comité scientifique émet des
remarques négatives a ce propos) et de recommencer I'expérience ou de la compléter pour
pouvoir disposer de résultats additionnels. Il n’est pas non plus exclu que le délai de réponse du
comité scientifique soit assez long (un comité de travail sera désigné et il faudra des réunions qui
devront étre organisées). Le délai de réponse peut prendre de 6 mois a 1 an. Il faut préciser
également que le comité scientifique dispose d’'une compétence d’avis et que 'AFSCA n’est pas
obligée de suivre sensu stricto les recommandations de celui-ci. Si le comité scientifique émet un
avis favorable quant a la prolongation du délai entre saignée et éviscération, il faudra aussi que
I’AFSCA puisse modifier la circulaire sur les abattages a la ferme. En attendant, des discussions
avec ’AFSCA pourraient amener a leur faire autoriser 'abattage sous réserve que des analyses
soient réalisées en cas de dépassement du délai, comme c’est le cas en abattoir fixe4o.

I convient de tenir compte que la présente étude s’est concentrée sur les qualités
microbiologiques des viandes issues de bovins pour lesquelles I'éviscération a été différée par
rapport a la saignée. Dans ces cas précis, il ne faut pas négliger qu’il est aussi a craindre des
impacts sur les qualités organoleptiques des viandes. Dans son rapport publié en 2022, le comité
scientifique de ’AFSCA cite : « Selon 'ANSES, une éviscération tardive peut entrainer une coloration
terne, grisdtre ou gris brun de la séreuse péritonéale. Cette couleur anormale s’accompagne d’'une
odeur désagréable liée a la propagation de gaz intestinaux. » A nouveau, nous ignorons a partir de
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quel délai ces modifications apparaissent. Elles n'ont en tout cas pas été constatées par les
opérateurs dans le cadre des présentes expériences, mais devraient dans le futur faire I'objet de
considérations plus importantes. Il convient aussi de noter que siles prélévements ont été réalisés
jusque 4h post-mortem dans le cadre de nos expérimentations, le transport des bovins abattus a
la ferme vers I'abattoir excédera trés rarement une heure et demie en Wallonie.

La mise en place d'un projet-pilote en Wallonie permettrait de poursuivre les études déja réalisées
et de combler une partie des manques cités ci-dessus en mettant en place un suivi sanitaire et
organoleptique des carcasses dans les premiers mois d’abattage. A cette fin, un appel a volontaires
permettrait d’attirer des éleveurs préts a s’engager et d’avoir une idée des abattoirs fixes qui
seraient préts a les suivre dans ces démarches. Un nouveau financement pourrait étre apporté,
destiné a couvrir les frais liés aux analyses microbiologiques et a 'achat d’'UMA. Un tel projet est
déja en phase de concrétisation c6té flamand, et différents partenaires se sont déja associés. Le
groupe de travail flamand est aussi en attente d’'un déblocage du c6té de '’AFSCA avant de lancer
les premiers abattages. Il serait évidemment enrichissant d’établir une collaboration entre acteurs
wallons et flamands, afin de compiler les futurs résultats.

Etant donné la finalité de 'étude qui est d’assurer le bon fonctionnement des éventuels abattages
a la ferme en Wallonie, il convient aussi dans le futur de se concentrer sur I'aspect bien-étre
animal, capital pour sa mise en place. Des recommandations précises avaient déja été publiées a
la suite de projets-pilotes en Allemagne, et devraient étre prises en compte dans les abattages
futurs. Des criteres relatifs au bien-étre animal comme la qualité de I'étourdissement mais
également des évaluations pré-abattage devraient faire 'objet d'une formation, d’'un suivi et de
controles au méme titre que les aspects sanitaires. Nous avons par exemple pu constater que
I'étourdissement a la ferme sans dispositif de contention autre qu’un licol demande davantage de
dextérité afin de viser au moment auquel 'animal ne bouge pas. Cela souligne la pertinence de
l'utilisation d'une UMA dans laquelle un dispositif de contention serait intégré (voir rapport 1).
Pour les animaux de nature plus sauvage, il faudrait sérieusement envisager d’utiliser une arme a
feu comme moyen d’étourdissement, pour la sécurité des hommes comme des animaux. L’AFSCA
n’ayant pas mentionné d’exigences concernant la méthode d’étourdissement dans sa circulaire, il
serait également intéressant d’en discuter avec elle. A nouveau, des éleveurs pratiquant le tir au
pré pourraient étre invités a témoigner, tout comme des vétérinaires ayant I’habitude d’étre
présents sur place lors de ces événements.

Outre l'aspect bien-étre, 'aspect pratique devra aussi étre évalué dans un projet-pilote. Nous
avons constaté qu'il peut étre compliqué de trouver un compromis entre rapidité de saignée,
sécurité humaine et sécurité alimentaire. De fait, les bonnes pratiques requierent de pratiquer la
saignée thoracique!X, mais elles recommandent également de la réaliser dans les plus brefs délais.
L’accés au ceeur est plus compliqué que celui au cou sans matériel adapté et dépend de la fagon
dont le bovin s’écroule apres I'étourdissement.

Cependant il reste un autre frein assez important a lever et qui avait également été pointé lors de
la premiere étude. En effet, le texte européen précise que 'unité mobile d’abattage doit « faire
partie d'un abattoir agréé par l'autorité compétente ». Selon l'interprétation de ’AFSCA, cela
signifie que les UMA doivent étre reprises dans I'agrément d’'un abattoir agréé et que son systéme
d’autocontrdle doit couvrir le fonctionnement de 'UMA. Cette mesure décourage la majorité des
abattoirs wallons a collaborer avec des éleveurs désireux d’abattre leurs animaux a la ferme. De

X La saignée thoracique, ou la saignée « au cceur » consiste a sectionner les plus gros vaisseaux présents a
la base du cceur (tronc brachio-céphalique et veine cave antérieure). Elle se pratique en réalisant une
incision a I'’entrée du sternum, le couteau dirigé vers 'entrée de la poitrine.
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fait, un probléme provenant d’'un abattage a la ferme risquerait de menacer toutes les activités de
I'entreprise (ex : perte de la validation du systéme d’autocontréle voire perte de I'agrément). Ces
derniers, pourtant pour la plupart non opposés au principe d’abattage a la ferme, souhaiteraient
un éclaircissement au niveau de l'interprétation européenne du texte, pronant davantage un
fonctionnement équivalent a celui d’'une activité agréée complémentaire a celle de I'abattoir mais
indépendante des activités de celui-ci, a 'image des autorisations spéciales pour le transport a
chaud des carcasses?’.

En janvier 2023, nous avons été contactés par la FEBEVX pour discuter de 'avancement des
travaux et des problemes liés a la mise en place de 'abattage a la ferme. Celle-ci avait questionné
I’AFSCA sur la possibilité d'un statut de I'abattage a la ferme similaire a celui du transport a chaud
des carcasses, mais s’était vu refuser toute autre forme d’interprétation par I'Agence. Il serait
pertinent a ce stade qu’'un cabinet ministériel interpelle directement la commission européenne
pour demander l'interprétation précise de I'exigence européenne.

X Fédération belge de la viande
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7)Conclusion

La présente étude avait pour objectif d’étudier la cinétique de la contamination bactérienne a la
surface de muscles, en contact avec les intestins, de bovins abattus et non éviscérés. Ceci pour
mimer les conditions d’abattage a la ferme lors desquelles I'éviscération serait inévitablement
différée de la saignée des animaux.

Au terme de celle-ci, aucun élément ne vient confirmer I'hypothése d’'un phénomeéne de
translocation bactérienne depuis les intestins vers la paroi musculaire dans les quatre heures
post-mortem.

D’'un point de vue microbiologique, les différents résultats obtenus indiquent que la
consommation d'une viande issue d’'un bovin qui aurait été abattu a la ferme ne présente pas de
risques accrus pour la santé humaine, mais ceci devrait étre confirmé par de nouveaux résultats
d’écouvillonnage réalisés pendant les mois d’été et pendant des périodes de canicule .

En plus de discussions avec les autorités sanitaires qui seront a initier pour discuter du délai
actuellement imposé en Belgique et son éventuel allongement, la présente étude a souligné la
nécessité d’études additionnelles visant a compléter les résultats de celle-ci en élargissant les
profils d’animaux étudiés et les conditions dans lesquelles se déroulent les prélévements (en
termes de température principalement).

Les protocoles de type ex situ étant inévitablement soumis a nombreux biais, la mise en place d’'un
projet-pilote d’abattage a la ferme accompagné d’un suivi sanitaire et organoleptique des viandes,
ainsi que d’un suivi relatif au bien-étre animal et aux questions organisationnelles serait pertinent
et permettrait de répondre parfaitement a la demande de nombreux éleveurs.

Néanmoins, cette étude constitue une bonne base pour la concrétisation de futurs projets
d’abattage a la ferme.
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8)Annexes

Les tableaux présentés dans les pages qui suivent correspondent aux feuilles de calculs dans
lesquelles, a partir des résultats bruts obtenus aux dénombrements, ont été définies les valeurs

en log cfu/cm?2 pour E. coli, Enterobacteriaceae et flore totale aérobie des différents échantillons.

Note : lorsque le nombre de colonies excédait 300 sur les boites de Pétri, celles-ci étaient
considérées comme incomptables.

61



Nombre de colonies

dénombrées apres Nombre de Surface
Zone de 24h (TBX et VRBG) et colonies écouvillonnée Log CFU

Temps Milieu Surface/prof comptage 72h (PCA) (pour calcul) CFU/ml  (cm?) CFU/cm?  CFU total /cm? total/cm? Delta

TO TBX Profondeur  Toute la boite 0 0,5 0,5 400 0,025' 0,03 -1,60

T1 TBX Profondeur Toute la boite 0 0,5 0,5 400 0,025 0,05 -1,30 0,30
T2 TBX Profondeur  Toute la boite 0 0,5 0,5 400 0,025 0,08 -1,12 0,18
T3 TBX Profondeur Toute la boite 0 0,5 0,5 400 0,025 0,10 -1,00 0,12
T4 TBX Profondeur  Toute la boite 0 0,5 0,5 400 0,025 0,13 -0,90 0,10
T5 TBX Profondeur  Toute la boite 0 0,5 0,5 400 0,025' 0,15 -0,82 0,08
TO VRBG Profondeur  Toute la boite 0 0,5 0,5 400 0,025 0,03 -1,60

T1 VRBG Profondeur Toute la boite 0 0,5 0,5 400 0,025 0,05 -1,30 0,30
T2 VRBG Profondeur  Toute la boite 0 0,5 0,5 400 0,025 0,08 -1,12 0,18
T3 VRBG Profondeur Toute la boite 4 4 4 400 0,2 0,28 -0,56 0,56
T4 VRBG Profondeur  Toute la boite 0 0,5 0,5 400 0,025 0,30 -0,52 0,04
T5 VRBG Profondeur  Toute la boite 0 0,5 0,5 400 0,025 0,33 -0,49 0,03
TO PCA Surface Toute la boite 12 12 120 400 6 6 0,78

T1 PCA Surface Toute la boite 18 18 180 400 9 15 1,18 0,40
T2 PCA Surface Toute la boite 3 3 30 400 1,5 16,5 1,22 0,04
T3 PCA Surface Toute la boite 17 17 170 400 8,5 25 1,40 0,18
T4 PCA Surface Toute la boite 17 17 170 400 8,5 33,5 1,53 0,13
T5 PCA Surface Toute la boite 9 9 90 400 4,5 38 1,58 0,05

Annexe 1 - Feuille de calcul pour la vache 1 issue du protocole in situ



colonies

dénombrées aprés Nombre de Surface
Zone de 24h (TBX et VRBG) colonies écouvillonnée

Temps Milieu  Surface/prof comptage et 72h (PCA) (pour calcul) CFU/ml  (cm?) CFU/cm?  CFU total /cm? Log CFU/cm? Delta

TO (0 min) TBX Surface Toute la boite 0 0,5 5 400 0,25 0,25 -0,60

T1 (45 min) TBX Surface Toute la boite 6] 0,5 5 400 0,25 0,50 -0,30 0,30
T2 (1h30) TBX Surface Toute la boite 0 0,5 5 400 0,25 0,75 -0,12 0,18
T3 (2h15) TBX Surface Toute la boite 6] 0,5 5 400 0,25 1,00 0,00 0,12
T4 (3h) TBX Surface Toute la boite 6] 0,5 5 400 0,25 1,25 0,10 0,10
T5 (3h45) TBX Surface Toute la boite 0 0,5 5 400 0,25 1,50 0,18 0,08

TO VRBG Surface Toute la boite 0 0,5 5 400 0,25 0,25 -0,60

T1 VRBG Surface Toute la boite 0 0,5 5 400 0,25 0,5 -0,30 0,30
T2 VRBG Surface Toute la boite 0 0,5 5 400 0,25 0,75 -0,12 0,18
T3 VRBG Surface Toute la boite 0 0,5 5 400 0,25 1 0,00 0,12
T4 VRBG Surface Toute la boite 0 0,5 5 400 0,25 1,25 0,10 0,10
T5 VRBG Surface Toute la boite 0 0,5 5 400 0,25 1,5 0,18 0,08

TO PCA Surface Toute la boite 4 4 40 400 2 2 0,30

T1 PCA Surface Toute la boite 22 22 220 400 11 13 1,11 0,81
T2 PCA Surface Toute la boite 71 71 710 400 35,5 48,5 1,69 0,57
T3 PCA Surface Toute la boite 8 8 80 400 4 52,5 1,72 0,03
T4 PCA Surface Toute la boite 15 15 150 400 7,5 60 1,78 0,06

T5 PCA Surface Toute la boite 19 19 190 400 9,5 69,5 1,84 0,06

Annexe 2 - Feuille de calcul pour la vache 2 issue du protocole in situ



Temps Milieu Surface/prof Zone de comptage Nombre de colonies Nombrede CFU/ml Surface CFU/cm? CFU total /cm? Log CFU Delta

dénombrées aprés  colonies écouvillonnée total/cm?

24h (TBX et VRBG) et (pour calcul) (cm?)

72h (PCA)
TO (0 min) TBX Surface Toute la boite 0 0,5 5 240 0,417 0,42 -0,38
T1 (45 min) TBX Surface Toute la boite 0 0,5 5 240 0,417 0,83 -0,08 0,30
T2 (1h30) TBX Surface Toute la boite 0 0,5 5 240 0,417 1,25 0,10 0,18
T3 (2h15) TBX Surface Toute la boite 0 0,5 5 240 0,417 1,67 0,22 0,12
T4 (3h) TBX Surface Toute la boite 0 0,5 5 240 0,417 2,08 0,32 0,10
T5 (3h45) Surface Toute la boite 0 0,5 5

TO VRBG Surface Toute la boite 0 0,5 5 240 0,417 4 0,42 -0,38

T1 VRBG Surface Toute la boite 0 0,5 5 240 0,417 0,83 -0,08 0,30

T2 VRBG Surface Toute la boite 0 0,5 5 240 0,417 1,25 0,10 0,18

T3 VRBG Surface Toute la boite 0 0,5 5 240 0,417 1,67 0,22 0,12

T4 VRBG Surface Toute la boite 0 0,5 5 240 0,417 2,08 0,32 0,10
Surface Toute la boite 0 5

TO PCA Surface Toute la boite 10 10 100 240 8,33 4 8,33 0,92

T1 PCA Surface Toute la boite 12 12 120 240 10,00 18,33 1,26 0,34
T2 PCA Surface Toute la boite 16 16 160 240 13,33 31,67 1,50 0,24
T3 PCA Surface Toute la boite 20 20 200 240 16,67 48,33 1,68 0,18
T4 PCA Surface Toute la boite 35 35 350 240 29,17 77,50 1,89 0,21

Surface Toute la boite

Annexe 3 - Feuille de calcul pour la vache 3 issue du protocole in situ



Temps Milieu Surface/prof Zone de comptage Nombre de colonies Nombre de CFU/ml Surface CFU/cm? CFU total /cm? Log CFU Delta

dénombrées aprés colonies écouvillonnée total/cm?

24h (TBX et VRBG) et (pour calcul) (cm?)

72h (PCA)
TO (0 min) TBX Surface Toute la boite 0 0,5 5| 240 0,417 0,42 -0,38
T1 (45 min) TBX Surface Toute la boite 0] 0,5 5 240 0,417 0,83 -0,08 0,30
T2 (1h30) TBX Surface Toute la boite (0] 0,5 5 240 0,417 1,25 0,10 0,18
T3 (2h15) TBX Surface Toute la boite 0 0,5 5 240 0,417 1,67 0,22 0,12
T4 (3h) TBX Surface Toute la boite 0 0,5 5 240 0,417 2,08 0,32 0,10
T5 (3h45) TBX Surface Toute la boite 0 0,5 5! 240 0,417 2,50 0,40 0,08
T6 TBX Surface Toute la boite 0 0,5 5 240 0,417

TO VRBG Surface Toute la boite 0 0,5 5] 240 0,417 0,42 -0,38

T1 VRBG Surface Toute la boite (0] 0,5 5 240 0,417 0,83 -0,08 0,30
T2 VRBG Surface Toute la boite 0 0,5 5 240 0,417 1,25 0,10 0,18
T3 VRBG Surface Toute la boite 0 0,5 5! 240 0,417 1,67 0,22 0,12
T4 VRBG Surface Toute la bofte 0 0,5 5 240 0,417 2,08 0,32 0,10
T5 VRBG Surface Toute la boite 0 0,5 5 240 0,417 2,50 0,40 0,08
T6 VRBG Surface Toute la boite 0 0,5 5] 240 0,417

TO PCA Surface Toute la boite 16 16 160 240 13,33 13,33 1,12

T1 PCA Surface Toute la boite 12 12 120 240 10,00 23,33 1,37 0,24
T2 PCA Surface Toute la boite 13 13 130 240 10,83 34,17 1,53 0,17
T3 PCA Surface Toute la boite 12 12 120 240 10,00 44,17 1,65 0,11
T4 PCA Surface Toute la boite 17 17 170 240 14,17 58,33 1,77 0,12
T5 PCA Surface Toute la boite 9 9 90 240 7,50 65,83 1,82 0,05

T6 PCA Surface Toute la boite 1 1 10 240 0,83

Annexe 4 - Feuille de calcul pour la vache 4 issue du protocole in situ



Temps Milieu Surface/prof Zone de comptage Nombre de colonies Nombre de CFU/mlI Surface CFU/cm2 CFU total /cm? Log CFU Delta

dénombrées aprés  colonies écouvillonnée total/cm?

24h (TBX et VRBG) et (pour calcul) (cm?)

72h (PCA)
TO (0 min) TBX Surface Toute la boite (o] 0,5 3 240 0,417 0,42 -0,38
T1 (45 min) TBX Surface Toute la boite [0} 0,5 5 240 0,417 0,83 -0,08 0,30
T2 (1h30) TBX Surface Toute la boite [0} 0,5 5 240 0,417 1,25 0,10 0,18
T3 (2h15) TBX Surface Toute la boite [0} 0,5 5 240 0,417 1,67 0,22 0,12
T4 (3h) TBX Surface Toute la boite [0} 0,5 5 240 0,417 2,08 0,32 0,10
T5 (3h45) TBX Surface Toute la boite [0} 0,5 5] 240 0,417 2,50 0,40 0,08
T6 TBX Surface Toute la boite [0} 0,5 5] 240 0,417

T0 VRBG Surface Toute la boite 0 0,5 5 240 0,417 0,42 -0,38

T1 VRBG Surface Toute la boite [0} 0,5 5 240 0,417 0,83 -0,08 0,30
T2 VRBG Surface Toute la boite [0} 0,5 5 240 0,417 1,25 0,10 0,18
T3 VRBG Surface Toute la bofte (o] 0,5 5 240 0,417 1,67 0,22 0,12
T4 VRBG Surface Toute la boite [0} 0,5 5 240 0,417 2,08 0,32 0,10
T5 VRBG Surface Toute la boite [0} 0,5 5 240 0,417 2,50 0,40 0,08
T6 VRBG Surface Toute la boite [0} 0,5 5 240 0,417

T0 PCA Surface Toute la boite 2 2 20 240 1,67 1,67 0,22

T1 PCA Surface Toute la boite 28 28 280 240 23,33 25,00 1,40 1,18
T2 PCA Surface Toute la bofte 4 4 40 240 3,33 28,33 1,45 0,05
T3 PCA Surface Toute la boite 5 5 50 240 4,17 32,50 1,51 0,06
T4 PCA Surface Toute la boite 26 26 260 240 21,67 54,17 1,73 0,22
T5 PCA Surface Toute la boite 9 9 90 240 7,50 61,67 1,79 0,06

T6 PCA Surface Toute la boite 3 3 30 240 2,50

Annexe 5 - Feuille de calcul pour la vache 5 issue du protocole in situ



Nombre de colonies

dénombrées aprés Nombre de Surface

24h (TBX et VRBG) et colonies écouvillonnée Log CFU
Temps Milieu Surface/prof Zone de comptage 72h (PCA) (pour calcul) CFU/mlI (cm?) CFU/cm? CFU total /cm? total/cm? Delta
TO TBX Profondeur Toute la boite 0 0,5 0,5 933 0,01 " 0,01 -1,97
T1 TBX Profondeur Toute la boite 22 22 22 933 0,47 0,48 -0,32 1,65
T2 TBX Profondeur Toute la boite 44 44 44 933 0,94 1,43 0,15 0,47
T3 TBX Profondeur Toute la boite 46 46 46 933 0,99 2,41 0,38 0,23
T4 TBX Profondeur Toute la boite 42 42 42 933 0,90 3,31 0,52 0,14
T5 TBX Profondeur Toute la boite 80 80 80 933 1,72 . 5,03 0,70 0,18
TO VRBG Profondeur Toute la boite 1 1 1 933 0,02 " 0,02 -1,67
T1 VRBG Profondeur Toute la boite 45 45 45 933 0,96 0,99 -0,01 1,66
T2 VRBG Profondeur Toute la boite 76 76 76 933 1,63 2,62 0,42 0,42
T3 VRBG Profondeur Toute la boite 63 63 63 933 1,35 3,97 0,60 0,18
T4 VRBG Profondeur Toute la boite 57 57 57 933 1,22 5,19 0,72 0,12
T5 VRBG Profondeur Toute la boite 86 86 86 933 1,84 7,03 0,85 0,13

Annexe 6 - Feuille de calcul pour le couple flanchet 1-intestins 1 issu du protocole ex situ



Nombre de colonies

dénombrées aprés Nombre de Surface

24h (TBX et VRBG) et colonies écouvillonnée Log CFU
Temps Milieu Surface/prof Zone de comptage 72h (PCA) (pour calcul) CFU/ml (cm?) CFU/cm? CFU total /cm? total/cm? Delta
TO TBX Profondeur Toute la boite 0 0,5 0,5 0,010 r 0,01 -1,99
T1 TBX Profondeur Toute la boite 32 32 32 0,653 0,66 -0,18 1,81
T2 TBX Profondeur Toute la boite 19 19 19 0,388 1,05 0,02 0,20
T3 TBX Profondeur Toute la boite 54 54 54 1,102 2,15 0,33 0,31
T4 TBX Profondeur Toute la boite 41 41 41 0,837 2,99 0,48 0,14
T5 TBX Profondeur Toute la boite 46 46 46 0,939 3,93 0,59 0,12
TO VRBG Surface Toute la boite 0 0,5 5 0,10 0,10 -0,99
T1 VRBG Surface Toute la boite 12 12 120 2,45 2,55 0,41 1,40
T2 VRBG Surface Toute la boite 18 18 180 3,67 6,22 0,79 0,39
T3 VRBG Surface Toute la boite 42 42 420 8,57 14,80 1,17 0,38
T4 VRBG Surface Toute la boite 106 106 1060 21,63 36,43 1,56 0,39
T5 VRBG Surface Toute la boite 124 124 1240 25,31 61,73 1,79 0,23

Annexe 7 - Feuille de calcul pour le couple flanchet 1-intestins 2 issu du protocole ex situ



Nombre de colonies

dénombrées aprées  Nombre de Surface

24h (TBX et VRBG) et colonies (pour écouvillonnée CFU total Log CFU
Temps Milieu Surface/prof Zone de comptage 72h (PCA) calcul) CFU/ml (cm?) CFU/cm? /cm? total/cm? Delta
TO TBX Profondeur  Toute la boite 0 0,5 0,5 0,01 " 0,01 -1,87
T1 TBX Profondeur  Toute la boite 7 7 7 0,19 0,20 -0,69 1,18
T2 TBX Profondeur  Toute la boite 10 10 10 0,27 0,47 -0,33 0,37
T3 TBX Profondeur  Toute la boite 16 16 16 0,43 0,90 -0,04 0,28
T4 TBX Profondeur  Toute la boite 13 13 13 0,35 1,25 0,10 0,14
T5 TBX Profondeur  Toute la boite 29 29 29 0,78 . 2,04 0,31 0,21
TO VRBG Profondeur  Toute la boite 0 0 0,5 0,01 " 0,01 -1,87
T1 VRBG Profondeur  Toute la boite 6 6 6 0,16 0,18 -0,76 1,11
T2 VRBG Profondeur  Toute la boite 12 12 12 0,32 0,50 -0,30 0,45
T3 VRBG Profondeur  Toute la boite 16 16 16 0,43 0,93 -0,03 0,27
T4 VRBG Profondeur  Toute la boite 25 25 25 0,67 1,60 0,21 0,24
T5 VRBG Profondeur  Toute la boite 34 34 34 0,92 2,52 0,40 0,20

v

Annexe 8 - Feuille de calcul pour le couple flanchet 2-intestins 3 issu du protocole ex situ



Temps

TO (0 min)
T1 (45 min)
T2 (1h30)
T3 (2h15)
T4 (3h)

T5 (3h45)

TO
T1
T2
T3
T4
T5

TO
T1
T2
T3
T4
T5
TO
T1
T2
T3
T4
T5

Milieu
TBX
TBX
TBX
TBX
TBX
TBX

VRBG
VRBG
VRBG
VRBG
VRBG
VRBG

Surface/prof Zone de comptage

Surface
Surface
Surface
Surface
Surface
Surface

Surface
Surface
Surface
Surface
Surface
Surface

Toute la boite
Zone 4
Zone 4
Toute la boite
zone 3
Zone 1

Toute la boite
zone 4
zone 6
Toute la boite
zone 3
zone 2

Nombre de colonies
dénombrées apres

24h (TBX et VRBG) et colonies (pour

72h (PCA)
0
23
24
70
28
30

26
23
86
23
43

0,5
23
24
70
28
30

5
1220
1220

700
2760
15000

0,5
1440
1330

860
2370
8140

Surface

écouvillonnée

(cm?)
1149,5
1149,5
1149,5
1149,5
1149,5
1149,5

1149,5
1149,5
1149,5
1149,5
1149,5
1149,5

CFU/cm2
0,09
21,23
21,23
12,18
48,02
260,98

0,01
25,05
23,14
14,96
41,24

141,63

Log CFU
CFU total /cm? total/cm?

0,09 -1,06
21,31 1,33
42,54 1,63
54,72 1,74
102,74 2,01
363,72 2,56
0,01 -2,06
25,06 1,40
48,20 1,68
63,17 1,80
104,40 2,02
246,03 2,39

Annexe 9 - Feuille de calcul pour le couple flanchet 2-intestins 4 issu du protocole ex situ

Delta

2,39
0,30
0,11
0,27
0,55

3,46
0,28
0,12
0,22
0,37
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Nombre de colonies

dénombrées apres Nombre de Surface
24h (TBX et VRBG) et colonies écouvillonnée Log CFU

Temps Milieu Surface/prof Zone de comptage 72h (PCA) commentaires (pour calcul) CFU/ml (cm?) CFU/cm? CFU total /cm? total/cm?  Delta

TO TBX Profondeur Toute la boite 0 0,5 0,5 434 0,02 0,02 -1,64

Tl TBX Profondeur Toute la boite 7 7 7 434 0,32 0,35 -0,46 1,18
T2 TBX Profondeur Toute la boite 48 48 48 434 2,21 2,56 0,41 0,87
T3 TBX Profondeur Toute la boite 42 42 42 434 1,94 4,49 0,65 0,24
T4 TBX Profondeur Toute la boite 38 38 38 434 1,75 6,24 0,80 0,14
T5 TBX Profondeur Toute la boite 64 64 64 434 2,95 9,19 0,96 0,17
T0 VRBG Profondeur Toute la boite 25 25 25 434 1,15 " 1,15 0,06

T1 VRBG Profondeur Toute la boite 12 12 12 434 0,55 1,71 0,23 0,17
T2 VRBG Profondeur Toute la boite 48 48 48 434 2,21 3,92 0,59 0,36
T3 VRBG Profondeur Toute la boite 54 54 54 434 2,49 6,41 0,81 0,21
T4 VRBG Profondeur Toute la boite 27 27 27 434 1,24 7,65 0,88 0,08
T5 VRBG Profondeur Toute la boite 64 64 64 434 2,95 10,60 1,03 0,14
TO PCA Surface Toute la boite 66  Dilution 10-1 66 6600 434 304,15 " 304,15 2,48

T1 PCA Surface Toute la boite 34  Dilution 10-1 34 3400 434 156,68 460,83 2,66 0,18
T2 PCA Surface Toute la boite 9  Dilution 10-1 9 900 434 41,47 502,30 2,70 0,04
T3 PCA Surface Toute la boite 40  Dilution 10-1 40 4000 434 184,33 686,64 2,84 0,14
T4 PCA Surface Toute la boite 20  Dilution 10-1 20 2000 434 92,17 778,80 2,89 0,05
T5 PCA Surface Toute la boite 58  Dilution 10-1 58 5800 434 267,28 1046,08 3,02 0,13

Annexe 10 - Feuille de calcul pour le couple flanchet 3-intestins 5 issu du protocole ex situ



Nombre de colonies

dénombrées apres Nombre de Surface
24h (TBX et VRBG) et colonies écouvillonnée Log CFU

Temps Milieu Surface/prof Zone de comptage 72h (PCA) Commentaires (pour calcul) CFU/ml (cm?) CFU/cm? CFU total /cm? total/cm?  Delta

TO TBX Profondeur Toute la boite 0 0,5 0,5 678,5 0,015 " 0,01 -1,83

T1 TBX Profondeur Toute la boite 0 0,5 0,5 678,5 0,015 0,03 -1,53 0,30
T2 TBX Profondeur Toute la boite 0 0,5 0,5 678,5 0,015 0,04 -1,35 0,18
T3 TBX Profondeur Toute la boite 1 1 1 678,5 0,029 0,07 -1,13 0,22
T4 TBX Profondeur Toute la boite 2 2 2 678,5 0,059 0,13 -0,88 0,26
T5 TBX Profondeur Toute la boite 0 0,5 0,5 678,5 0,015 0,15 -0,83 0,05
TO VRBG Profondeur Toute la boite 172 172 172 678,5 5,07 5,07 0,71

T1 VRBG Profondeur Toute la boite 18 18 18 678,5 0,53 5,60 0,75 0,04
T2 VRBG Profondeur Toute la boite 6 6 678,5 0,18 5,78 0,76 0,01
T3 VRBG Profondeur Toute la boite 0 0 0,5 678,5 0,01 5,79 0,76 0,00
T4 VRBG Profondeur Toute la boite 2 2 2 678,5 0,06 5,85 0,77 0,00
T5 VRBG Profondeur Toute la boite 1 1 1 678,5 0,03 5,88 0,77 0,00
TO PCA Surface Toute la boite 8  Dilution 10-1 8 800 678,5 23,58 23,6 1,37

T1 PCA Surface Toute la boite 11  Dilution 10-1 11 1100 678,5 32,42 56,0 1,75 0,38
T2 PCA Surface Toute la boite 16  Dilution 10-1 16 1600 678,5 47,16 103,2 2,01 0,27
T3 PCA Surface Toute la boite 11 Dilution 10-1 11 1100 678,5 32,42 135,6 2,13 0,12
T4 PCA Surface Toute la boite 13 Dilution 10-1 13 1300 678,5 38,32 173,9 2,24 0,11
T5 PCA Surface Toute la boite 15  Dilution 10-1 15 1500 678,5 44,22 218,1 2,34 0,10

Annexe 11 - Feuille de calcul pour le couple flanchet 3-intestins 6 issu du protocole ex situ



Nombre de colonies

dénombrées apres Nombre de Surface
24h (TBX et VRBG) et colonies écouvillonnée CFU total Log CFU

Temps Milieu Surface/prof Zone de comptage 72h (PCA) Commentaires (pour calcul) CFU/ml (cm?) CFU/cm2 Jcm2 total/cm? Delta

TO TBX Profondeur Toute la boite 0 0,5 0,5 821,5 0,01 0,01 -1,92

T1 TBX Profondeur Toute la boite 7 7 7 821,5 0,17 0,18 -0,74 1,18
T2 TBX Profondeur Toute la boite 46 46 46 821,5 1,11 1,30 0,11 0,85
T3 TBX Profondeur Toute la boite 72 72 72 821,5 1,75 3,04 0,48 0,37
T4 TBX Profondeur Toute la boite 236 236 236 821,5 5,72 8,76 0,94 0,46
T5 TBX Profondeur Toute la boite 220 220 220 821,5 5,33 14,09 1,15 0,21
TO VRBG Profondeur Toute la boite 5 5 5 821,5 0,12 0,12 -0,92

Tl VRBG Profondeur Toute la boite 11 11 11 821,5 0,27 0,39 -0,41 0,51
T2 VRBG Profondeur Toute la boite 38 38 38 821,5 0,92 1,31 0,12 0,53
T3 VRBG Profondeur Toute la boite 128 128 128 821,5 3,10 4,41 0,64 0,53
T4 VRBG Profondeur Toute la boite 372 372 372 821,5 9,02 13,43 1,13 0,48
T5 VRBG Profondeur Toute la boite 260 260 260 821,5 6,30 19,73 1,30 0,17
TO PCA Surface Toute la boite 7 Dilution 10-1 7 700 821,5 16,97 " 16,97 1,23

T1 PCA Surface Toute la boite 24  Dilution 10-1 24 2400 821,5 58,17 75,13 1,88 0,65
T2 PCA Surface Toute la boite 39 Dilution 10-1 39 3900 821,5 94,52 169,65 2,23 0,35
T3 PCA Surface Toute la boite 78 Dilution 10-1 78 7800 821,5 189,04 358,70 2,55 0,33
T4 PCA Surface Toute la boite 100 Dilution 10-1 100 10000 821,5 242,36 601,06 2,78 0,22
T5 PCA Surface Toute la boite 244  Dilution 10-1 244 24400 821,5 591,36 1192,42 3,08 0,30

Annexe 12 - Feuille de calcul pour le couple flanchet 4-intestins 7 issu du protocole ex situ



Nombre de colonies

dénombrées apres Nombre de Surface
24h (TBX et VRBG) et colonies écouvillonnée CFU total Log CFU

Temps Milieu Surface/prof Zone de comptage 72h (PCA) Commentaires (pour calcul) CFU/ml (cm?) CFU/cm? /cm? total/cm? Delta

TO TBX Profondeur Toute la boite 0 0,5 0,5 866,3 0,012 " 0,012 -1,94

T1 TBX Profondeur Toute la boite 0 0,5 0,5 866,3 0,012 0,023 -1,64 0,30
T2 TBX Profondeur Toute la boite 0 0,5 0,5 866,3 0,012 0,03 -1,46 0,18
T3 TBX Profondeur Toute la boite 1 1 1 866,3 0,023 0,06 -1,24 0,22
T4 TBX Profondeur Toute la boite 1 1 1 866,3 0,023 0,08 -1,09 0,15
T5 TBX Profondeur Toute la boite 3 3 3 866,3 0,069 , 0,15 -0,82 0,27
TO VRBG Profondeur Toute la boite 0 0,5 0,5 866,3 0,01 " 0,01 -1,94

T1 VRBG Profondeur Toute la boite 0 0,5 0,5 866,3 0,01 0,02 -1,64 0,30
T2 VRBG Profondeur Toute la boite 0 0,5 0,5 866,3 0,01 0,03 -1,46 0,18
T3 VRBG Profondeur Toute la boite 2 2 2 866,3 0,05 0,08 -1,09 0,37
T4 VRBG Profondeur Toute la boite 3 3 3 866,3 0,07 0,15 -0,82 0,27
T5 VRBG Profondeur Toute la boite 1 1 1 866,3 0,02 0,17 -0,76 0,06
TO PCA Surface Toute la boite 1 Dilution 10-1 1 100 866,3 2,31 " 2,3 0,36

T1 PCA Surface Toute la boite 6 Dilution 10-1 6 600 866,3 13,85 16,2 1,21 0,85
T2 PCA Surface Toute la boite 4 Dilution 10-1 4 400 866,3 9,24 25,4 1,40 0,20
T3 PCA Surface Toute la boite 4 Dilution 10-1 4 400 866,3 9,24 34,6 1,54 0,13
T4 PCA Surface Toute la boite 13 Dilution 10-1 13 1300 866,3 30,01 64,6 1,81 0,27
T5 PCA Surface Toute la boite 17 Dilution 10-1 17 1700 866,3 39,25 103,9 2,02 0,21

Annexe 13 - Feuille de calcul pour le couple flanchet 4-intestins 8 issu du protocole ex situ



Nombre de colonies

dénombrées aprés Nombre de Surface
24h (TBX et VRBG) et colonies écouvillonnée Log CFU

Temps Milieu Surface/prof Zone de comptage 72h (PCA) commentaires (pour calcul) CFU/ml (cm?) CFU/cm? CFU total /cm? total/cm?  Delta

TO TBX Profondeur Toute la boite 0 0,5 0,5 770,3 0,01 " 0,01 -1,89

T1 TBX Profondeur Toute la boite 1 1 1 770,3 0,03 0,04 -1,41 0,48
T2 TBX Profondeur Toute la boite 2 2 2 770,3 0,05 0,09 -1,04 0,37
T3 TBX Profondeur Toute la boite 1 1 1 770,3 0,03 0,12 -0,93 0,11
T4 TBX Profondeur Toute la boite 1 1 1 770,3 0,03 0,14 -0,85 0,09
T5 TBX Profondeur Toute la boite 3 3 3 770,3 0,08 0,22 -0,66 0,19

v

TO VRBG Profondeur Toute la boite 260 260 260 770,3 6,75 " 6,75 0,83

T1 VRBG Profondeur Toute la boite 16 16 16 770,3 0,42 717 0,86 0,03
T2 VRBG Profondeur Toute la boite 2 2 2 770,3 0,05 7,22 0,86 0,00
T3 VRBG Profondeur Toute la boite 1 1 1 770,3 0,03 7,24 0,86 0,00
T4 VRBG Profondeur Toute la boite 1 1 1 770,3 0,03 7,27 0,86 0,00
T5 VRBG Profondeur Toute la boite 108 108 108 770,3 2,80 10,07 1,00 0,14
TO PCA Surface Toute la boite 22 Dilution 10-1 22 2200 770,3 57,12 " 57,12 1,76

T1 PCA Surface Toute la boite 72 Dilution 10-1 72 7200 770,3 186,95 244,08 2,39 0,63
T2 PCA Surface Toute la boite 28 Dilution 10-1 28 2800 770,3 72,70 316,78 2,50 0,11
T3 PCA Surface Toute la boite 28 Dilution 10-1 28 2800 770,3 72,70 389,48 2,59 0,09
T4 PCA Surface Toute la boite 13 Dilution 10-1 13 1300 770,3 33,76 423,24 2,63 0,04
T5 PCA Surface Toute la boite 9 Dilution 10-1 9 900 770,3 23,37 446,61 2,65 0,02

Annexe 14 - Feuille de calcul pour le couple flanchet 5-intestins 9 issu du protocole ex situ



Nombre de Surface

Nombre de colonies colonies écouvillonnée

Temps Milieu Surface/prof Zone de comptage aprés 24h commentaires (pour calcul) CFU/ml (ecm?) CFU/cm2  CFU total /cm2 Log CFU Delta

TO TBX Profondeur Toute la boite 0 0,5 0,5 640 0,02 " 0,016 -1,81

T1 TBX Profondeur Toute la boite 11 11 11 640 0,34 0,36 -0,44 1,36
T2 TBX Profondeur Toute la boite 5 5 5 640 0,16 0,52 -0,29 0,16
T3 TBX Profondeur Toute la boite 5 5 5 640 0,16 0,67 -0,17 0,11
T4 TBX Profondeur Toute la boite 2 2 2 640 0,06 0,73 -0,13 0,04
T5 TBX Profondeur Toute la boite 1 1 1 640 0,03 0,77 -0,12 0,02
T0 VRBG Profondeur Toute la boite 61 61 61 640 1,91 191 0,28

T1 VRBG Profondeur Toute la boite 23 23 23 640 0,72 2,63 0,42 0,14
T2 VRBG Profondeur Toute la boite 12 12 12 640 0,38 3,00 0,48 0,06
T3 VRBG Profondeur Toute la boite 5 5 5 640 0,16 3,16 0,50 0,02
T4 VRBG Profondeur Toute la boite 5 5 5 640 0,16 331 0,52 0,02
T5 VRBG Profondeur Toute la boite 6 6 6 640 0,19 3,50 0,54 0,02
TO PCA Surface Toute la boite 7 Dilution 10-1 7 700 640 21,88 21,9 1,34

T1 PCA Surface Toute la boite 18  Dilution 10-1 18 1800 640 56,25 78,1 1,89 0,55
T2 PCA Surface Toute la boite 11 Dilution 10-1 11 1100 640 34,38 112,5 2,05 0,16
T3 PCA Surface Toute la boite 4 Dilution 10-1 4 400 640 12,50 125,0 2,10 0,05
T4 PCA Surface Toute la boite 12 Dilution 10-1 12 1200 640 37,50 162,5 2,21 0,11
T5 PCA Surface Toute la boite 10  Dilution 10-1 10 1000 640 31,25 193,8 2,29 0,08

Annexe 15 - Feuille de calcul pour le couple flanchet 5-intestins 10 issu du protocole ex situ
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