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Figure IV.15. Schéma des connaissances apres la thése setadigns entre les planches en
bois, le consortium inhibiteur &t monocytogene$leches en pointillés : a confirmer........ p294
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Présentation générale

Ce travalil s’inscrit dans le cadre d’'un programraaetherche de I’Association de Coordination
Technique pour I'Industrie Agro-alimentaire (ACTIA)roposé et coordonné par ['Institut
Technique Francais des Fromages (ITFF). Ce progearfnh 03.27) est intitulé « Ecologie
microbienne des planches d’affinage de fromagesoate lavée, caractérisation du biofilm
microbien au cours du cycle d’affinage et interatsi vis a vis déisteria monocytogenes Ce
travail s’inscrit dans la continuité des travawalises dans le cadre de I'association UNIR
(Ultra-propre Nutrition Industrie Recherche). listgpermis, dés 1997, de développer le concept
d’Ecologie Microbienne Dirigée, qui vise a orientercomposition des écosystemes microbiens
dans le but de faire barriere aux flores indésamlfflores d’altération ou pathogenes). Dans le
programme ACTIA (n° 03.27), la question principalait la présence d’'un biofilm barriere ou
positif sur les planches d’affinage en bois. L'enfke ce programme pour la filiere fromagére est
une meilleure connaissance du support bois en fyjened’'un point de vue technologique et
sanitaire. Ce programme qui a commencé en noven#fy@3, s’est intéressé plus
particulierement aux planches d’affinage en boisddex fromages d’Appellation d’Origine
Controlée (AOC) : le reblochon de Savoie et le nemsCes 2 productions fromagéres ont été
choisies comme modele d’étude en raison des tragdéjaxréalisés sur le reblochon par I'I'TFF et
pour leur représentativité des filieres fromageresolte lavée utilisant le bois pour I'affinage
pour le munster. Ce programme implique 9 partesawec un chef de file, ''TFF, dont le siége

est situé a Bourg en Bresse.

Les centres techniques partenaires sont Aéridkiach et le Centre Technique du Bois et de
I’Ameublement (CTBA) a Bordeaux.

Deux laboratoires de recherche ont participé arogramme : I'Unité Mixte de Recherche
(UMR) 763, Unité de Bioadhésion et Hygiene des Mat& (UBHM) de l'Institut National

pour la Recherche Agronomique (INRA) et AgroPardTeéx Massy, et le Laboratoire de
Recherche en Génie Industriel Alimentaire (LRGIAREqQipe d’Accueil EA 3733) de

I'Université Claude Bernard Lyon 1, IUT A, a Bougg Bresse.

23



Enfin, quatre partenaires professionnels ont atésimpliqgués dans ce programme : le Syndicat
Interprofessionnel du Reblochon (SIR) situé a Tkdrie Comité National des Appellations
d’Origine Laitiere (CNAOL) et Arilait Recherches Raris, le groupe Entremont-Alliance a

Malestroit et METIS-Biotechnologie & Limoges.

Le travail de these a été réalisé au sein de 3d#dices : a Léamil (ITFF, La Roche sur Foron),
au LRGIA EA 3733 (Bourg en Bresse) et a 'TUMR 76BHM AgroParisTech-INRA (Massy).
Les objectif de ce travail de thése étaient doublaszonnaissance de I'écosystéme présent a la
surface des planches d’'affinage en bois et la mparnia question : « Les planches d’affinage en
bois utilisées en fromagerie, sont elles capabkss’dpposer a I'implantation de bactéries
pathogenes ? ». L'espece pathogéne sélectionnée ldacadre de cette étude éthisteria
monocytogenesbactérie psychrotrophe parfois a l'origine deieaéses épidémies d’origine
alimentaire. Les planches d’affinage en bois @éss pour I'affinage du reblochon de Savoie ont
été retenues en raison de la proximité géographigsecaves d’affinage et des laboratoires de
Bourg en Bresse et de La Roche sur Foron. Les Ipdsnanalysées dans cette étude ont été

fournies par la SARL Joseph Paccard, située a Mdnig

Le présent rapport est composé de deux partiepremiere est une synthese bibliographique.
Elle porte sur les relations entte monocytogenest les aliments, principalement les fromages,
la maitrise sanitaire de cette bactérie pathogénBuytilisation du bois en agro-alimentaire. La

seconde partie est consacrée a I'exposé des tésidtaiecherche et leur discussion. Ces travaux

ont été réalisés selon deux grandes étapes :

- la description de I'environnement des planchesffilage en cave d’affinage (ambiance,
procédures d’affinage et de nettoyage) et I'anatisd¢écologie microbienne des communautés

de micro-organismes présents sur ces planches.

A la suite de mises au point méthodologiques, rs&es pour analyser I'écologie microbienne
d’'un support en bois, différents groupes microbiensété dénombrés sur la surface de contact
planche fromage et des mesures du pH, de €adu taux de sel ont été réalisées. Les coasorti
présents a la surface des planches ont aussi élgsém par la technique Single Strand

Conformation Polymorphism et par spectroscopieabnfiuge. Des observations au Microscope
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Electroniqgue a Balayage et au Microscope Laser @bahfa Balayage ont été réalisées. Ces

travaux sont présentés dans les Chapitres 1 et®2pdatie résultats

- I'étude du comportement de. monocytogenespres inoculation en laboratoire sur des

planches d’affinage spécialement prélevées darsaiess.

Le suivi du comportement dds. monocytogenes été effectué en fonction de différents
facteurs : activité microbiologique du biofilm, stwes delL. monocytogenesstades de
prélevement des planches, origines des fromagasiet!'inoculation dek. monocytogene®ar

la suite, des modéles de laboratoires ont été m@aee pour comprendre le ou les mécanismes
d’action de l'effet inhibiteur observé sur les pihas d’affinage. Les résultats de ces travaux

sont présentés aux Chapitres 3 et 4 de la pastigtaés.
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Chapitre 1 Les fromages et le dangesteria

|. Les maladies infectieuses d’origines alimentiem France, état de

I'art et réglementation actuelle pour les prodlaigsers

Les aliments destinés a la consommation humaineepetre a la fois de simples vecteurs de
micro-organismes, mais aussi des milieux favoral@dasdéveloppement des bactéries. Ce
développement peut avoir des conséquences redesitabl leur incidence sur la santé des
consommateurs et par les pertes alimentaires atoass (Bourgeomst al, 1996).

Des techniques ancestrales, toujours utiliséeq, ldsrprincipes reposent soit sur la destruction
de micro-organismes (par exemple la chaleur), seit’'inhibition de croissance (par exemple,
par acidification ou par réduction de la teneurean) permettent de limiter a la fois I'altération
des aliments et la croissance des micro-organigmadsogenes. Aujourd’hui, I'évolution des
pratigues d'élevage, les nouveaux procédés de calmn, de distribution et de
commercialisation ainsi que les nouveaux produitg fpparaitre de nouveaux dangers pour le

consommateur (Cedt al, 2006).

1. Etat des lieux

Selon le rapport de lInstitut National de Veillearstaire (INVS) publiée en 2004 sur la
morbidité et la mortalité dues aux maladies infeetes d’origine alimentaire dans les années
1990, en France :plus de 200 maladies infectieuses, bactérienneslesi et parasitaires ou
toxiques sont transmises par I'alimentation. Ledaudi@s infectieuses d’origine alimentaire se
manifestent le plus souvent par une symptomatolaigestive mais également par des
syndromes séveres et parfois mortels tels que fang@-encéphalite a Listeria monocytogenes
ou le syndrome hémolytique et urémique (SHU) cani$é&c une infection par Escherichia coli
producteur de shigatoxine (STEG)(Vaillantet al, 2004).
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Tableau I.1 Estimations du nombre annuel de cas par infectiorigine alimentaire en France métropolitaine diassannées 1990 (D’aprés Vaillaital, 2004).

Infections a Symptdmes Morbidité annuelle d'origine alimentaire Mortal@énuelle
d'origine alimentaire

Bactéries

Bacillus cereus Nausées, vomissements et diarrhée 219-701 0
Brucellaspp. Fievre, céphalées, arthralgies, sueurs et asthenie 28 -132 1
Campylobactespp. Diarrhée, douleurs abdominales, vomissements\g&fie 12 796 - 17 322 13-18
Clostridium botulinum Atteinte bilatérale des nerfs craniens, parlysisdlie 22 0-1
Clostridium perfringens Diarrhée, avec douleurs abdominales et nauséewvsarissements 2790 -8928 2-6
Escherichia col(STEC) Diarrhée, colite hémorragique, parfois sydrome Hhgtique urémique 373 - 747 0-1
Listeria monocytogenes Méningite et septicémie chez I'adulte, avortements 304 78
Salmonellenon Typhi Gastro-entérite aigiie, céphalées, douleurs abdtesindievre 30598 - 41 139 92 - 535
SalmonellaTyphi Fieévre prolongée, céphalées intenses, anorexiamehée 54 0-1
Shigellaspp. Diarrhée, douleurs abdominales, vomissements\gefie 159 - 233 0
Staphylococus aureus Vomissements importants et douleurs abdominalasihdie, sans fievre 3 257 - 10 422 0
Vibrio spp. Gastro-entérites et septicémies 14 1
Yersiniaspp. Diarrhée fébrile, pseudo appendicite 655 - 1 909 4-10
Total "bactéries" 51 269 - 81 927 191 - 652
Virus

Norovirus Vomissements, diarrhée, nausées et @amipdominales 70 194 nd
Virus hépatite A Fiévre; vomissements, ictére diéase 406 2

Total "virus" 70 600 2
Parasites

Anisakis simplex Douleurs abdominales et vomissements 8 0
Diphyllobotrium latum Troubles digestifs mineurs, douleurs abdominalesriite 3 0
Echinococcus granulosus Kyste hydatique (tumeur bénigne du foie) Ynd nd
Echinococcus multilocularis Envahissement des axes vaculaires et biliairesigu f nd nd
Fasciola hepatica Fievre, douleurs abdominales, hépatomégalie 3K-3 0-1
Taenia saginata Troubles digestifs bénins, perte de poids, nergosit 64 495 0
Toxoplasma gondii Asymptomatique, ou fiévre, polyadénopathie ; maifations congénitales 51655 35
Trichinella spp. Diarrhée, douleurs musculaires, fievre et cedénia thee 40 0-1
Total "parasites" 116 517 - 116 558 35-37
Totaux agents pathogénes 238 836 - 269 085 228 - 691

'nd : non déterminé
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Dans ce rapport, les agents pathogenes pris enteanpété estimés étre a I'origine de 238 836
a 269 085 cas de toxi-infections d’origine aliméetgar an, durant les années 90 (Tableau I.1).
Parmi ceux-ci, les infections bactériennes étaiespponsables dans la majorité des cas de déces
(84 a 94% des 228 a 691 cas pour 'ensemble destsagathogenes). Les salmonelles, qui
représentaient la cause la plus fréquente d’irdestbactériennes, étaient aussi la premiére cause
de décés (92 a 535 cas estimés). Les listériogearaipsaient comme la deuxieme cause de
déces (78 cas) alors qu’elles n’étaient que laieympt cause d’infections bactériennes d’origine
alimentaire (304 cas estimés). Le taux de |étadisBimé pour les listérioses était donc
considérable, de 20 a 30%. Ainsi, bien que le nendlercas soit faible, la Iétalité élevée due aux
listérioses et a leur potentiel épidémique fontlede surveillance et de leur contrle dans les

industries agro-alimentaires des objectifs pricets

En France, la surveillance des listérioses chemniiine était assurée depuis 1990 par le Centre
National de Référence dessteria (CNR, Institut Pasteur, Paris) et depuis 1998 |p&NR et la
déclaration obligatoire (DO). Les résultats deecstirveillance sont reportés dans le Tableau 1.2.
L’évolution des listérioses (déces, favorable ouwertaine) est recueillie au moment de la
déclaration. Pour les formes materno-foetales, smmisidérées comme décés toutes les
évolutions défavorables de la grossesse (avortemmamntin uterq déces post-natal). Ces déces
surviennent le plus souvent rapidement apres lgndstic et notés lors de la déclaration. La
létalité rapportée pour ces formes est donc prdehka réalité. Par contre, pour les formes non
materno-foetales, le déces peut survenir a distdnckagnostic et ne pas étre déclaré. La létalité
rapportée pour ces formes est donc sous-estimpartik de 1998, pour un méme systéme mixte
de surveillance, une diminution de I'incidence listgrioses est notable, surtout entre les années
2000 et 2001. Grace aux efforts conjugués des ptedts, des pouvoirs publics et des autorités
sanitaires, I'incidence des listérioses, qui &apérieure a celle des autres pays industrialisés,
est passée au méme niveau que des pays qui appliguéolérance zérdisteria dans les
aliments comme les USA. Elle est inférieure a lilence de plusieurs pays européens,
notamment les pays scandinaves (Goetietl, 2005).
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Tableau 1.2. Nombre de cas annuels de listériose, et de caddégcavant la déclaration,
identifiés par le Centre National de Référence (CMR par le systeme interactif CNR +
Déclaration Obligatoire (DO), en France, entre 1892003 (D’aprés Vaillanét al, 2004 ;
Gouletet al,, 2005)

Année 1992 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003
:jdeesnggga“"” CNR CNR  CNR+DO CNR+DO CNR+DO CNR+DO CNR+DO CNR+DO
Nombre de cas 514 51 50 66 64 44 55 47
materno-foetaux

Nombre de 63 21 16 17 23 13 22 13
déces notifiés

Létalité 30% 41% 32% 26% 36% 29% 40% 28%
Nombre de cas

non materno- 225 168 180 204 197 144 165 162
foetaux

Nombre de 54 40 30 47 28 46 35 26
déces notifiés

Létalité 24% 24% 17% 23% 14% 32% 21% 16%
Total des cas 438 219 230 270 261 188 220 209
Total des déces 117 61 46 64 51 59 57 39

Les listérioses se manifestent principalement muse de cas sporadiques auxquels viennent se
superposer des épidémies, c’'est a dire des groupensmporels d’au moins 2 cas de listériose
dus a des souches Hemonocytogeneayant les mémes caractéristiques (rapport de IS¥S
anonyme, 2000c). L’'existence de plusieurs maladdsctés par la méme souche He

monocytogenesuggere qu'’ils ont été contaminés par le mémeedlirau une source commune.

Parmi les aliments identifiés responsables ou stépepour les Toxi-Infections Alimentaires
Collectives (TIAC) entre 2001 et 2003 en France;dtégorie des ceufs et ovoproduits était la
plus importante (18,7% des 1787 TIAC), suivie s produits carnés (17,2%), les aliments
d’origine non animale ou mixte (14%), et les praslule la mer (13,1%) (Delmas al., 2005).
Le lait et les produits laitiers arrivaient en aifeme position (4,4% des TIAC). Lors des
principales épidémies de listériose survenues anderet dans d’autres pays, reportées dans la
littérature (Tableau 1.3), ont été mis en cause mesluits laitiers (11 fois), des produits de
charcuterie ou carnés (12 fois) des produits deada (4 fois) et des produits végétaux (2 fois).
Les produits laitiers, et plus particulierement fimenages, sont donc des aliments sensibles au
dangeltListeria.
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Tableau 1.3. Principales épidémies de listériose survenues islep®80 en France et dans
d’autres pays, synthése réalisée d'aprés le rapperi’AFSSA (anonyme, 2000c) et des
publications postérieures.

Nombre de Niveau de
Pays Année cas Aliment mis en causecontamination Référence
(UFClg)
Canada 1980 41 Coleslaw (chou) Schletchl 1983
USA 1983 49 Lait pasteurisé Fleminget al 1985
USA 1985 > 142 Fromﬁ%ﬁea Pate  1¢%10°'  Linnanet al 1988
Suisse 1983-87 122 Fromageapae yggs Bille 1990
Royaume Aes 1 McLauchlinet al.
Uni, Irlande  1987-89 > 350 Paté jac® 1091
USA 1989 10 Crevettes Riedbal 1994
Australie 1990 9 Paté (o Kittson 1992
Langue de porc en 1p L Goulet 1993
France 1992 219 gelée, Charcuterie 10*10° Rocourtet al. 1993
2';‘;‘;%'5 1992 2 Moules fumées Breit al 1998
France 1993 38 Rillettes 0! Gouletet al 1998
USA 1994 45 Lait chocolaté Fleminget al 1995
Suéde 1994-95 9 Truite fumée O Ericssoret al 1997
Fromage a pate Gouletet al 1995
France 1995 36 molle Vaillant et al. 1998
Canada 1996 2 Crabe ko) Farberet al 2000
Italie 1997 1566 Salade de blé Aumtlial 2000
France 1997 14 From;%(ﬁea pate Jacquett al 1998
USA 1998-99 101 Hot dog <0,%? Mead 1999
Finlande 1999 18 Beurre oot 2 Lyytlki';;;et al
France 1999 10 Rillettes 300° >  De Valket al 2000
Royaume McLauchlinet al.
uni 1999 2 Fromage 1991
France 1999 32 Languge‘ljéeeporc en De Valket al 2001
USA 2000 29 Charcuterie Anonyme, 2001
USA 2001 13 Fromage a pate MacDonaldet al
molle 2005
Japon 2001 38 Fromr";‘]%ﬁea pate 10~107 Makinoet al 2005
France 2002 11 Charcuterie 2 ! Gouletet al 2005
France 2002 4 Fromage de téte “io Gouletet al 2005
USA 2002 44 Charcuterie Gottligh al 2006
France 2003 11 Mortadelle 16 Gouletet al 2005
Suisse 2005 10 Fromage 10~10* * Bille et al 2006

L prélévements a la distribution, produits non diéitionnés
% prélévements chez le consommateur, produits détomés
% prélévements a la production, produits non déitimmhés
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Afin d’avoir des informations sur la contaminatienL. monocytogenesn France des produits
réputés sensibles, la Direction Générale de la @osiece, de la Consommation et de la
Répression des Fraudes (DGCCRF) a mis en placasd&p83 des plans de surveillance. En
1993-1996 (Note d’information n°1998-44 de la DGGLRnonyme 1998),. monocytogenes
globalement été isolée dans 10% des préleveméantsés (4500 par an). La fréquence de
contamination variait entre 5 et 16% selon les pitsd Le niveau de contamination était
globalement faible : plus de 90% des produits cuirias avaient moins de 100.
monocytogendég sauf pour les produits laitiers (60%). Une hegénéité des contaminations
existait a l'intérieur de chaque groupe de prodBibur les produits carnés, les charcuteries
consommees en I'état étaient beaucoup moins conéasi(15%) que la viande hachée (36%) ou
la charcuterie crue hachée (45%). Ces differeneewgnt étre expliquées par la cuisson des
premiers, traitement listéricide pour une tempéeatle 65°C a coeur pendant 2 min. Parmi les
fromages, les fromages au lait cru étaient plugueénment contaminés (8%) que les fromages
au lait pasteurisé (3%). En effet, la pasteurisatia lait peut étre une moyen de d’élimination
des bactéries pathogénes parmi d’autres. Entre &82000,L. monocytogenea globalement
été isolée dans 7% des prélevements réalisés ([@®vements annuels) et méme a 5% en
2001 (2000 prélevements). Cette amélioration &mitsible pour chaque catégorie mais plus
particulierement pour les fromages au lait cru & paolle, a crolte fleurie ou lavée, dont les
fréequences d’isolement sont passées respectivaieel% a 1%, et de 12% a 5% entre 1993 et
2001. Ces résultats confirment les effets positfs mesures de maitrise mises en oeuvres par
les autorités et les professionnels (rapport d@3G&CRF sur la surveillance de la contamination
par Listeria monocytogenedes aliments mis a la distribution de 1997 a 2084lisé en 2002,

consulté le 31 Octobre 2006 sur le site www. firgangouv.fr/dgccrf).
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2. Réglementation relative a I'hygiéne des prodaitsers

La nouvelle réglementation européenne relativehggléne des aliments et a l'alimentation
animale ou « paquet hygiéne » est entrée en vigeelf" janvier 2006. Elle s’appuie sur 6
textes communautaires fondateurs : les réglemeis8/2002, n°183/2005, relatifs a I'hygiéne
des aliments pour animaux, n°852/2004 relatif ggibne des denrées alimentaires, n°853/2004
qui fixe les régles spécifiques aux denrées alimm¥, n°882/2004 relatifs aux controles
officiels et n°854/2004 qui fixe les regles spépites d’organisation des contrdles officiels. Le
« paquet hygiene » a pour objectif de refondremlioaiser et simplifier les dispositions qui
étaient dispersées dans 18 directives communasitaitarmi ces nouveaux reglements, le
reglement n°2073/2005 de la commission du 15 novern2005, paru le 22 décembre 2005
concerne les criteres microbiologiques applicaldex denrées alimentaires. Ses annexes
deétaillent les critéeres relatifs aux produits E$i concernant.. monocytogengesmais aussi
Salmonella les staphylocoques a coagulase positiveEgtherichia coli Tous les critéres
concernant les fromages sont détaillés sur le @abld. Poul.. monocytogenesméme si des
différences de risques entre les aliments exiqj@miduits laitiers, produits carnés, végeétaux,
produits de la mer), le Iégislateur distingue ueiment les denrées qui permettent ou non le
développement de la bactérie. L’Agence Francaisgé&beirité Sanitaire des Aliments (AFSSA),
dans son avis 2003-SA-0362 du 9 mars 2005, a étite classification basée sur
I'appréciation des capacités de croissanck.dronocytogenegans les aliments par des tests de
croissance et la prise en compte des caractéestighysico-chimiques des aliments. Pour les
aliments qui permettent le développement_.denonocytogenesin seuil de 100 UFC/g (Unité
Formant Colonie) a été fixé pour un produit mislsumarché pendant la durée de conservation,
a la condition que le fabricant prouve que le pioda dépassera pas ce seuil. Cette condition
peut étre démontrée par la microbiologie prévisatlerainsi que par des tests de croissance et de

vieillissement.

Parmi toutes les maladies bactériennes d’origimeeailtaire, les listérioses possedent le taux de
létalité le plus élevé (20 a 30%) et peut étre mogdement transmise par de nombreux aliments.
Dans la partie suivante, les caractéristiques.d@onocytogenea l'origine de ce fort taux de

|étalité et de sa présence potentielle dans |prealis sont détaillées.
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Tableau |.4. Critéres microbiologiques applicables aux prodiaitsers (n°2073/2005 de la commission du 15 ndwen2005).

[v]

3

3

Catégories de denréeq  Micro-organismes/ Plans d'échantillonnad@ Limites @ Méthode danalyse de étérehceStade dapplication du
alimentaires toxines n c m | M critere
Produit mis sur le marchég
5 0 100 ufc/g® EN/ISO 11290-2 pendant leur durée de
Denrées alimentaires pré| conservation
a étre consommeées,
permettant le Listeria monocytogend Avant que la denrée
développement de. alimentaire n'ait quitté le|
monocytogenes 5 0 Absence dans 254 EN/ISO 11290-1 controle immédiat de
l'opérateur qui I'a fabriqud
Denrées alimentaires pré
a étre consommeée, nej Produit mis sur le march
permettant pas le | Listeria monocytogend 5 0 100 ufc/g EN/ISO 11290-2 pendant leur durée de
développement de. conservation
monocytogenes
Fromages, beurres et
crémes fabriqués a partir Produit mis sur le march
lait cru ou de lait traité § Salmonella 5 0 Absence dans 25 g EN/ISO 6579 pendant leur durée de
une température inférieufe conservation
a celle de la pasteurisatipn
Fromaqes, lalt4er,1 poudre ) Méthode européenne de| Produit mis sur le march
lactosérum, visés dans lps  Enterotoxines 5 0 Pas de détection dans 25g | dépi du LCR I endant leur durée de
criteres staphylocoquesja staphylococciques 9 epistage U,L pour e P u _u
o lait conservation
coagulase positive

3

@ n= nombre d'unités constituants I'échantillonnombre maximal de résultats pouvant présenteralesns comprises entre m et M, pour le nombre dtéédtons rélaisés? m=M.
© Ce critére est applicable lorsque le fabricaneasnesure de démontrer, a la satisfaction detitdicompétente, que le produit respectera ladinh 100 ufc/g pendant la durée
conservation. L'exploitant peut fixer, pendantiegedé , des valeurs intermédiaires suffisammesgdsapour garantir que la limite de 100 ufc/g ne pe dépassée au terme de la
de conservatior? Ce critére est applicable aux produits avantgynél quittent le contrdle immédiat de I'exploitdntsecteur alimenatire, lorsque celui-ci n'estgramesure de

démontrer que le produit respectera la limite d& df@/g pendant toute la durée de conservaﬁbhiquide Céphalo-Rachidien

Tableau 1.4. Suite

égori & icro- i 'é i Limites ' icati
Categpnes dfa denréeq§ Micro orgamsmes/ Plans d echanullonnaéjé Méthode d'analyse de référewceStade d a}p\phcatlon du
alimentaires toxines critere
n c m M
N i Pendant le procédé de
Fromages a base de laitjou fabricati
de lactosérum ayant subi E. coli @ 5 2 100ufelg | 1000 ufelg SO 16649-10u2 | Looroaion. au moment o
. . . I'on prévoit le nombre B
traitement thermique ) o £3)
coli le plus élevé
. Staphylocoques a Pendant le procédé de
Fromages au lait cru coagulase positive ° 2 10" ufclg 16 ufclg EN/ISO 6888-2 fabrication, au moment o
Fromages a base de laft I'on prévoit le nombre dg
ayant subi un traitemen staphylocoques & coagulg
thermique moins fort que positive le plus élevé.
pasterurisation et fromag| Staphvlocogues & Lorsque des valeurs >10
affinés a base de lait ou phylocoques 5 2 100 ufc/g 1000 ufclg EN/ISO6888 ufc/g sont détectées, le |
. - coagulase positive e
lactosérum pasterurisés pu de fromages doit faire I'ob
ayant subi un traitemen d'une recherche des
plus fort que la entérotoxines
pasteurisation staphylococciques.
Fromages a pate molle npn Fin du prodédé de
affinés (fromages frais) f fabrication. Lorsque des
base de lait ou de N valeurs >18 ufc/g sont
lactosérum pasteurisés pu Staphylocoqug§ a 5 2 10 ufclg 100 ufc/g EN/ISO6888 détectées, le lot de froma
) ) coagulase positive PR
ayant subi un traitemen doit faire I'objet d'une
thermiques plus fort que Ja recherche des entérotoxi
pasteurisation staphylococciques.

es

(1) n= nombre d'unités constituants I'‘échantillonnombre maximal de résultats pouvant présentevaleurs comprises entre m et M, pour le nomtéehdntillons rélaisés. (B.
coli est utilisé ici comme indicateur du niveau d'hggi&3) Pour les fromages ne permettant pas ldafgp@ment &. coli, le nombre ¢.coli est généralement leplus élevé au del

de la période d'affinageet pour les autres il Besprincipe a la fin de la période d'affinage.
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Il. Listeria monocytogeneas listériose

Parmi les différentes especesldsteria: L. ivanovii L. seeligerj L. innocua L. welshimer; L.
grayi, et L. monocytogenesseule cette derniére est potentiellement patreogeur ’lhomme,
sauf pour 3 cas de listériose duk.avanovii et L. seeligeri(McLauchlinet al, 2004). Douze
sérotypes ont été identifies chezmonocytogenefl/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d,
4de et 7). En France, les souches isolées de cdistéieose humaine appartiennent le plus
souvent au sérotype 4b ou au sérogroupe 1/2 (Rpcb@®1). Le sérotype 1/2a est le plus
souvent isolé dans I'environnement agro-aliment@ehariou, 2002).

1. Physiopathologie et formes cliniques des liegas

1.1 Etapes de l'infection et pouvoir pathogene

La porte d’entrée est le plus souvent digestiva auite de I'absorption d’aliments contaminés.
Le lieu de pénétration dans la muqueuse digesttececore mal connu. Les bactéries sont
retrouvées dans les plaques de Peyer (systeme itame)nou elles se multiplient. Cette phase
est asymptomatique et peut durer de un jour aeglusisemaines. La dissémination s’effectue
ensuite par voie lymphatique vers les ganglionsplyatiques régionaux, puis vers la circulation
sanguine. Ce sont les monocytes infectés qui vigntles bactéries et les relarguent dans la
circulation ou elles sont phagocytées par les npderges de la rate et les cellules de Kippfer
(macrophages) du foid.isteria se multiplie alors dans les hépatocytes, ce qtriak®e une
réponse inflammatoire intense avec formation dewomes Listeria infecte ensuite le systeme
nerveux central par voie hématogene, en franchidaaparriere hémato-encéphalique. Elle se
développe en surface du cerveau, provoquant unéngitnbactérienne purulente, associée a
des signes d’encéphalite. L'infection peut aussicher d’autres organes, notamment les

poumons, l'utérus et I'unité foeto-placentaire frapt de 'AFSSA, anonyme, 2000c).

Le pouvoir pathogene dasteria monocytogenedépend donc de sa capacité a pénétrer et se
multiplier dans les cellules immunitaires, prindgraent les cellules phagocytaires. Elle échappe
ainsi aux mécanismes de défense de I'hbte et preutliBséminée dans I'organisme. Le caractére
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intracellulaire delisteria est donc la base de son mécanisme de défenses: lagshagocytose,
elle lyse le phagosome et passe dans le cytopldsesenacrophages. Elle passe ensuite d’'une

cellule a sa voisine par nucléation de filamengstihe appelé « cométe d’actine » (Figure 1.1).

Lyse de la double
membrane

Entrée ,

O

~

I'4
=
Lyse de la

vacuole v
i
X

&>

P
Multiplication cellulaire "

Mouvement intracellulaire
« comete d’actine »

Phagocytose

Passage de cellule en cellule

Figure 1.1. Schéma des différentes phases de I'infectionjseria monocytogenegD’aprés
Meylheuc, 2000)

Diverses substances extracellulaires sécrétéeslListeria monocytogenegouent un role
important dans son pouvoir pathogene (Larpent, RO0O&s fonctions de ces substances sont
multiples : adhésion et pénétration des cellules pttagocytaires (Internalines A et B, Protéines
de surface pl104), stimulation de la phagocytoset¢itre p60, Internaline A), survie dans le
phagosome (enzyme membranaire a activité superobsdeutase, ClpC serine protéase), lyse
du phagosome et passage dans le cytoplasme {igsitme O, ClpC ATPase), passage d'une
cellule a une cellule adjacente par les listéri@so@ctA) (Doyle, 2001).
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1.2 Formes cliniques

Le systeme immunitaire contrdle la plupart du tempisfection chez les sujets
immunocompétents, qui feront une infection souvetatlement asymptomatique. Cependant, si
linoculum a été massif ou chez certains sujetgilisgs, femmes enceintes (surtout &1°3
trimestre), patients immunodéprimés (sous chimraghié, sidéens) ou présentant des anomalies
hépatiques, I'infection n’est pas controlée parsystéme immunitaire au cours de la phase
hépatique (rapport de 'AFSSA, anonyme, 2000c)gtavité des infections & monocytogenes
est liee a sa capacité de traverser le placenta barriere hémato-méningée et d’atteindre le
foetus ou le systeme nerveux central (Farber etrietel991). Ainsi, 2 types de formes
cliniues peuvent étre distingués en fonction déodalisation métastatique de l'infection : la
listériose materno-foetale et la listériose dedlgel(Marth, 1988).

La listériose materno-foetale peut se manifester qes symptdomes bénins chez la femme
enceinte (syndrome pseudo-grippal) qui contraséeet la gravité des atteintes du foetus ou
nouveau-né. Les atteintes du fcetus peuvent conduirdes avortements tardifs et une
mortinatalité. La listériose néonatale peut étéxpce (7 premiers jours post-partum) et prendre
la forme d'une septicémie. Cette listériose esttetler en quelques jours ou entraine des
séquelles neurologiques définitives. La listéringéenatale tardive intervient de quelques jours a
guelques semaines apres la naissance sous la fbume méningite. L'issue est généralement

fatale.

La listériose de l'adulte peut présenter différenfermes. Les formes neuro-meéningées,
atteignant principalement les personnes agées, généralement foudroyantes. Elles se
traduisent par des méningites ou des encéphdligssformes septicémiques atteignent presque
exclusivement les personnes immunodéprimées. plegent étre associées a des pharyngites et
mononucléoses, ou des pneumonies. Les formes déeali cutanées, occulo-glandulaires,

cervico-glandulaires sont plus rares (Marth, 1988).
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2. L. monocytogenesun germe ubiquiste

L. monocytogenese distingue de toutes les autres bactéries patlesgpour 'homme et
'animal par sa possibilité de croissance de -2°C4®C (Augustin, 1999), avec un
développement beaucoup plus rapide a sa tempérgitineale de croissance (entre 30 et 37°C).
Son développement a basses températures (-2 acE€¥e cette bactérie parmi les micro-
organismes psychrotrophes (Leriche, 2000). Ellestnf@ms considérée comme thermorésistante
car elle est détruite a 60°C (Bréasichl, 1998).L. monocytogenesst capable de se multiplier a
des pH de 4,6 a 9,6, a I'optimum thermique. Cependies variations de croissance ont été
observées en fonction de la nature du milieu dtadele ainsi que de sa concentration (Pearson
et Marth, 1990, Augustiet al, 2005). Sa survie a été démontée sur de tresidsngériodes a
des pH proches de pH 4 dans les ensilages de Rygerét al, 1997). Cheroutre-Vialettet al.
(1998) ont étudié les influences de I'ajout d’hydrde de sodium (pH 9) et d’acide acétique (pH
5,6) sur les paramétres de croissance de 3 soudbBek. monocytogenesijssues de
I'environnement agro-alimentaire. Le stress alcalfiuencait peu les paramétres de croissance.
Le temps de génération est passé de 1,46 h (comglistandards) a 1,8 h et la phase de latence
de 1,08 h (conditions standards) a 1,81 h. Parreold stress acide a considérablement fait
évolué le temps de génération et la phase de &ti@)2 et 6,79 h). Dans cette méme étude, le
stress osmotique (chlorure de sodiug; 8,95) a aussi influencé le temps de généraB8pt2(h)

et plus particulierement la phase de latence (®)/8L’activité de 'eau minimale pour la
croissance dé. monocytogenegarie de 0,90 a 0,92 ou 0,93 siy'ast ajusté avec du glycérol,
du chlorure de sodium ou du saccharose (Chen defSH992 ; Farbeet al, 1992 ; Miller,
1992). En présence de chlorure de sodiumgmonocytogenese se développe pas dans des
solutions contenant plus de 10 a 11% de chlorurgodaum (Nolaret al, 1992 ; Vasseust al.,
1999). Toutefois, Farbeet al (1992) ont observé des souches pouvant surviares dies
saumures de fromageries contenant 13 a 14% deuohlde sodium. D’autre part, Lou et Yousef
(1997) ont décrit la survie dans une saumure a #8%hlorure de sodium apres un choc
thermique de 1h a 45°C. Tous ces résultats permeateesouligner les facultés d’adaptation de
L. monocytogenes I'environnement. De plus, les exigences nuggivmodérées de cette
bactérie (Premaratret al, 1991), son développement possible en aéro-anadmet en micro-

aérophilie lui conférent une capacité de croissalares de nombreux environnements.
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Ainsi, grace a toutes ces capacités d’adaptatien,Listeria sont des micro-organismes
ubiquistes, largement distribués dans I'environngmdée sol (Doweet al, 1997), les végétaux,
les ensilages (Donaldt al, 1995 ; Arimiet al, 1997), les eaux douces et salées (Farber et
Peterkin, 1991), les eaux usées, les litieres einatieres fécales (Garc# al, 1996). Ses
températures permissives et son aptitude a résisterssez fortes concentrations de chlorure de
sodium expliquent sans doute largement la survia etoissance de. monocytogenedans les
aliments, notamment réfrigérés et salés, mais alas®s les environnements de fabrication des
aliments. En effet, cette bactérie a été tres suuismlée dans les environnements agro-

alimentaires (Miettineet al, 1999 ; Donnely, 2001).

3. Présence dans I'environnement agro-alimentaire

Portalier (2002) a listé les sources et les mo@esotitamination du lait et des produits laitiers.
Pour le lait,L. monocytogenegeut étre directement éliminée par le lait deshwgaen lactation.
Cette excrétion peut étre associée a des inflaronsathammaires cliniques ou sub-cliniques, ou
des listérioses cliniques générales (formes saptipées, neuro-méningées ou abortives).
L’excrétion deListeria dans le lait peut aussi étre associée a un podasgaptomatique de la
bactérie chez les animaux laitiers. La contamimatimecte du lait par la mamelle est assez peu
fréquente mais la concentration en bactéries peett@s élevée (20 16 UFC/mI de lait de
quartier) (Brisaboigt al, 1997). Ce mode de contamination du lait est p&guient par rapport a

la contamination du lait par I'environnement, agmament plus fréquente. En effet, lors de
I'étude realisée par Sanaa (Sanaa, 1994), 'enmewment était a I'origine des contaminations
pour 94% des élevages livrant du lait contaminé.cbacentration du lait de tank dn
monocytogenestait alors faible : 1,5 % des contrbles effectsiésle lait de tank avaient des
concentrations supérieures a 5 UFC/ml de lait. dasces environnementales peuvent étre tres
diverses : principalement la peau des trayonsbtasses, les ensilages et dans une moindre
mesure, les lochies (écoulements physiologiquesaffiaisuite au vélage) et les installations de
traite.

Cependant, en plus de cette contamination initlal&it, les mélanges de lait, le contact avec les
instruments et accessoires, le personnel, les casfd’'air et 'eau sont autant de sources

possibles de contamination, lors de la collectéadude la transformation et du conditionnement
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dans les environnements agro-alimentaires. Ainsgroanton (1999) ont relié les
contaminations de I'environnement et des produits@urs de fabrication suite a I'analyse des
taux de contamination dn monocytogenede différents sites fromagers entre 1996 et 1888.
effet, le taux de contamination des fromages enscde fabrication (10,2%) était supérieur a

celui des matiéres premieres (2,8%), pour un tauxothtamination de I'environnement de 4,1%.

Dans I'environnement, la formation des biofilms @sivitable en présence d'une surface, de
micro-organismes, d’eau et de quelques élémentgifsutUn biofilm est une communauté de
micro-organismes au sein d’'une couche muqueuseaatdhi@s uns aux autres et (ou) sur des
surfaces (Costerton, 1995). L'environnement agimaitaire n’échappe pas a ce phénoméne
(Leriche, 1999). Ainsi, plusieurs campagnes degpe¥hents ont permis de détecter la présence
des bactériesisteria dans des biofilms de I'environnement fromager antact ou non avec
I'aliment : les sols et les systémes d’écoulemdetseaux (Nelson, 1990 ; Sileaal, 2003), les
systemes de convoyage des produits (Pritcherdil, 1995), les machines de production
(Menendezet al, 1997), les plans de travail (Pritchatdal, 1995 ; Salcet al, 2006), et les
lactoducs (Silvaet al, 2003). Parmi ces échantillons positifs, la prtipardeL. monocytogenes
était comprise entre 17% (Menendszal, 1997) et 43,8% (Pritchaet al, 1995). En effet, la
capacité d’adhésion et de colonisationldemonocytogenea des surfaces inertes comme le
polypropyléne, le caoutchouc, I'acier inoxydablé agourd’hui démontrée (Mafet al, 1990 ;
Beresfordet al, 2001a). Pour I'environnement fromager, une étspatio-temporelle de la
contamination paListeria a été réalisée sur 8 sites de production fromag@rBortugal. Les
risques de contamination plaisteria étaient présents a toutes les étapes du cycleodegiion,
sans influence de la saison, ni des matériaux atacbavec les fromages, ni de la taille de la
fromagerie (Chambett al., 2007). Des études realisées sur des ateliersatigrentaires de
produits carnés ont démontré les influences favesatle certaines conditions d’ambiance (faible
température et forte hygrométrie) et de certaimeslitions de surface (surface abimée, présence
de matiere organique) sur le développement.deonocytogene@Chasseignaugt al, 2002 ;
Thévenotet al, 2005).

Enfin, différentes études sur des sites de prooludiiomagere ont démontré la présence de

souches dd.. monocytogenespécifiques a la filiere fromagére, persistantaasdle temps
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(Unnerstacet al, 1996 ; Leiteet al, 2006) et bien adaptées a leur environnemento(katon,
1999).

En plus des contaminations initiales ou environngales, le processus technologique de
I'aliment peut aussi influencer la contaminationptaduit fini. Ainsi, dans la partie suivante, le
dangerListeria sera discuté en fonction des techniques et demmgdires de fabrication des

fromages et des caractéristigued.deonocytogenes

lll. Les fromages et le comportement associé.daonocytogenes

1. Définition du fromage

Le mot fromage vient du latiformaticumsignifiant qu’il est fabriqué dans une forme ageel
moule ouforma Dans d’autres langues, c’est le terme latiseussignifiant fromage, qui est a

I'origine des mots cheese, Kase, queso.

Au plan technologique, le fromage est principaletremstitué de caséines, avec des matiéres
grasses, des minéraux et de I'eau dans des prapenariant selon les types de fromages. La
norme FAO/OMS n°A-6 (anonyme, 1978, modifiee enQ)3fbnne la définition suivante :

« Le fromage est le produit frais ou affiné, solmesemi-solide, dans lequel le rapport protéines

de lactosérum/caséine n’excede pas celui du latiéno :

e par coagulation du lait, lait écrémé, lait pargelent écrémé, créme de lactosérum ou
babeurre, seul ou en combinaisons, grace a l'adfienla présure ou d'autres agents

coagulants appropriés, et par égouttage partidatasérum résultant de cette coagulation,

« par I'emploi de techniques de fabrication entrafdarcoagulation du lait et/ou des matiéres
obtenues a partir du lait, présentant des caracfrgsiques, chimiques et organoleptiques

similaires a ceux du produit défini plus haut. »

Selon cette méme norme :
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* Le fromage «frais ou non affiné » est du fromage et prét a la consommation peu de

temps apres la fabrication.

* Le fromage « affiné » est celui qui n'est pas pré consommation immédiatement aprés la
fabrication, qui doit étre maintenu pendant unasrtemps a la température et dans les
conditions nécessaires pour que s’opérent les emamgts biochimiques et physiques

caractéristiques du fromage.

» Le fromage « affiné aux moisissures » est celut dlaffinage est provoqué essentiellement

par la prolifération de moisissures caractérissodens la masse et/ou la surface du fromage.

2. Etapes de fabrication

La fabrication des différents fromages détailléeekt issue de I'ouvrage édité par la Food and
Agriculture Organisation (FAO) « Le lait et produliaitiers dans la nutrition humaine » (1995).

Apres une éventuelle phase de préparation duglaiipeut comprendre un traitement thermique,
un ajustement des taux de matieres grasses eteazdelait est tout d’abord coagulé. La
coagulation correspond a la floculation des misetle caséines, principales protéines du lait.
Elle peut étre réalisée par acidification lactigageus l'action des bactéries lactiques, ou par
action de la présure, avec diverses enzymes pytitgeds, ou par l'action simultanée de
I'acidification et des enzymes. Trois grandes aaiég de fromages résultent des 3 modes de
coagulation : type « pate fraiche » (par exemptanéges blancs, petits suisses, cottage) pour
une coagulation a caractere lactique, type « pa@sspe » (par exemple, gruyere, cantal, edam)
pour une coagulation a caractére présure et typate« molle» (par exemple, camembert,

munster, bleu) pour une coagulation mixte.

Vient ensuite I'égouttage qui est la séparatiorcdillé (phase solide) et du lactosérum (phase
liquide composée d’eau, et des matiéres solublles tque le lactose, les sels minéraux et les
protéines solubles). Cette étape a pour objectfdiminution de la teneur en eau par synérese,
phénomene qui résulte de la contraction de la trarogéique du caillé et de I'évacuation du

lactosérum. L'égouttage du caillé peut étre anwlgar des opérations techniqgues comme le
découpage, le brassage et la cuisson du mélangesgaum, avant le moulage. Le pressage du

caillé pour les fromages de type « pate presseégticipe aussi I'égouttage pendant le moulage.
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Le salage peut étre réalisé dans la masse (sakm@rdins de caillé avant le moulage), en
surface (salage a sec) ou dans un bain de saulinanen triple réle : (i) il compléete I'égouttage
et contribue a la formation de la crolte ; (iijyégle I'activité de I'eau (g du fromage et par la
favorise, freine ou oriente le développement degardrganismes et les activités enzymatiques
au cours de l'affinage ; (iii) il releve la savedu fromage et masque ou exalte le godt de

certaines substances formées au cours de I'affinage

Sauf dans le cas ou le caillé est consommé a Iféha, il subit ensuite un affinage qui
correspond a I'ensemble des transformations depas@s fermentaires (sucre, lactate, citrate),
azotés (protéolyse) ou lipidiques (lipolyse) grace activités microbiennes et enzymatiques.
Cet affinage va modifier la composition, la valeurtritive, la digestibilité et les caracteres
organoleptiques du caillé (aspect, consistancegusawodeur). Il constitue un processus tres
complexe en raison de la nature des substrats, digdrsité des agents responsables (microflore,
enzymes), de la variété des transformations etamobre de produits formés. Il est dominé par
plusieurs phénomenes biochimiques dont les plusitapts sont la fermentation des sucres
résiduels (lactose et galactose) et des lactate&@mene entamé des la phase de salage), et le
fractionnement des protéines et de la matiére grass protéines sont divisées en composeés de
taille de plus en plus réduite : polypeptides, ks, acides aminés, ammoniac et composés
aromatiques. Le fractionnement de la matiére grassesurtout notable dans la cas des pates
persillées. Les triglycérides sont hydrolysés edescgras et glycérol, eux mémes pouvant étre

transformeés en résidus plus sapides et aromat{gle&hydes et cétones).

3. Les différentes catégories de fromages

Ainsi, en France, parmi les 400 variétés de frormadsenus a partir de lait de vache, de chevre,
de brebis et de bufflonne, dix grandes familledrdenages peuvent étre distinguées : les pates
fraiches, les pates molles a crodte fleurie, lésspéolles a crolte lavée, les pates persilléss, le
pates pressées non cuites, les pates pressées, testdromages fondus, les pates filées, les
fromages de brebis et les fromages de chévre. Qediede diversité est obtenue grace aux

variations de certains parametres de fabricatiayu(g 1.2).
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Figure 1.2. Classification des fromages en fonction des tyfgefabrication (D’apres Lenoat

al., 1985)
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Les fromages fondus résultent d’une seconde tremston des fromages des types précédents,
souvent de la fonte de pates pressées cuites ocuites. Les fromages fabriqués a partie du lait
de chévre et de brebis sont classés dans deuxldanailpart car ils peuvent appartenir aux

différentes familles de fromages citées plus haut.

Pour les fromages a pate fraiche, la coagulatiam aaractére acide prédominant. Elle est
obtenue par un ensemencement du lait avec desribactéctiques mésophiles ainsi qu’'une
faible addition de présure seulement destinée aatame Iégéere contractilité au caillé. En fin de
coagulation, le pH du sérum est bas (4-4,5), lkécast ferme, friable et perméable. L’égouttage
spontané est lent et incomplet, aussi en pratiduesti nécessaire d’exercer une pression
mécanique sur le coagulum, par un découpage somihaicaillé et un pressage lors de la mise
en sac du caillé et du retournement de ceux-cpdta obtenue en fin d’égouttage se caractérise
par une forte humidité (>70%), un pH bas (4-4,2)gai lui confere son godt acidulé (Leriche,
2000). Elle contient encore environ 25% du lactdseait. La consommation s’effectue sans
affinage deés la fin de I'égouttage aprés incorponaéventuelle de creme, de sel, de sucre ou

d’épices.

Les fromages a pate molle sont issus d’une coagnlatixte, par action conjointe de la présure
et de l'acide lactique. Les caractéristiques dulécaont une bonne aptitude a I'égouttage
spontané, une friabilité moyenne qui permet desrmentions mécaniques accélérant
I'égouttage. Les pates obtenues apres égouttagenopt assez bas (4,5-4,8). Par contre apres
un affinage généralement assez court, le pH esthdut (6,5-7,5) avec une teneur en eau de 45
a 60% (Leriche, 2000).

Les fromages a pate pressée ou a pate ferme stéceent par une coagulation de type présure,
obtenue par l'utilisation d'une dose élevée de ymeslans des conditions favorables a I'action
des enzymes (32 a 40°C), avec un temps de coagulassez court (10 a 30 min). Pour étre
efficaces, ces traitements doivent étre accompadiué@e acidification trés modérée. Le pH en
fin d’égouttage est compris entre 4,8 et 5,5. Lasgtotalité du sérum est éliminée au cours du
travail en cuve. Le pressage final en moules sedutoup plus a former le fromage qu'a
I'égoutter. Ensuite, I'affinage se caractérise [@aneutralisation progressive de la pate et une
protéolyse par voie enzymatique. Dans les patagmiemmental, se développe la fermentation
propionique qui, par production de gaz est resgulasde I'ouverture, c’est-a-dire la formation
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des yeux. Elle contribue aussi au développemeta daveur. Pour les fromages a pate pressée
non cuite, la température des haloirs est commge 10 et 15°C. Pour les fromages a pate
presseée cuite pour lesquels la fermentation praguenest recherchée, l'affinage se fait a 2
températures : en cave froide (10-12°C) et en celvaude (20-22°C) pour stimuler la

fermentation propionique.

Le reblochon de Savoie est un fromage a pate légarepressée et a crolte mixte : il représente
une transition technologique entre les différematsritations décrites dans la Figure 1.2. Il est
donc difficilement classable et son processus deciation sera détaillé dans le premier chapitre

de la partie résultat, lors de la description das&s d’'affinage références pour notre étude.

En 2004, environ 10% de la production mondialerdenfige a été réalisée en France (CNIEL,

2006). Les tonnages des principales familles dedges sont donnés dans le Tableau 1.5 pour
'année 2004. La grande majorité des fromages piodont fabriqués a partir de lait de vache.

Parmi ceux ci, deux familles sont prépondérantgsaids égales : les fromages frais et les

fromages a pate pressée, respectivement 38 et@2l8&oproduction de fromages fabriqués avec
du lait de vache.

Tableau 1.5. Tonnage et proportion de la production des priregpdamilles de fromage en
France en 2004 (CNIEL, 2006)

% tonnage

0,
des fromages % tonnage

Tonnage au lait de tous types de
fromages
vache
Fromages frais 644205 38
Fromages a pate 444776 26
molle
Fromagesapate  ,,q59, 13
Fromages au pl‘essee non cuite
lait de vache 3 DA
Fromagesapate 49445 19
pressée cuite
Fromag(_es,a pate 36749 2
persillée
Fromages a pate filée 31332 2
Total des fromages au lait de vache 1702989 100 88
Fromages au lait de chéevre 78269 4
Fromages au lait de brebis 56605 3
Fromages fondus 101089 5
Total de la production de fromages 1938952 100
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4. Implications des micro-organismes dans la falioo et I'affinage

4.1 Microflore du lait

Le lait d’'un animal parfaitement sain trait asepément, est normalement dépourvu de micro-
organismes. Dans le cas d’infections de la mamiellspmbre de germes augmente peu (sauf en
cas de mammites cliniques). Ainsi, hormis les makde la mamelle, 'ensemencement du lait
se fait pour I'essentiel au cours des diverses pudattions dont il fait I'objet a partir de la trait
(FAO, 1995). Ainsi, une étude réalisée par Miattehl (2001) a révélé une diversité importante
des différents micro-organismes présents dansalesdrus de vaches prélevés en fin de traite.
Des flores d’'intérét technologique ont été retrasvéans les laits . des flores acidifiantes
meésophiles, des lactobacilles hétérofermentairesiltédifs, des flores halotolérantes, des
entérocoques, des bactéries propioniques, desewalirdes moisissures. Des flores d’altération
ont aussi été retrouvées : deseudomonaspp, des entérobactéries, des spore€ldstridium
spp., ainsi que des flores potentiellement pathegémscherichia colia B-glucuronidase
positive et des staphylocoques a coagulase pasEivenoyenne, les laits analysés renfermaient
tres peu de germes (moyenne inférieure a 10 000/JEC Les variations qui concernaient
principalement la flore totale et la proportionrélod’intérét technologique/flore d’altération
étaient liées a des pratiques différentes de ladagmatériel de traite et de soins a la mamelle.
Cependant, d’autres facteurs pouvaient entrer erpt®comme par exemple, I'état général de

propreté de I'exploitation, du lieu de traite et @mimaux.

4.2 Micro-organismes intervenant dans le processusager

Différents micro-organismes, présents dans ledpies la traite ou ensemencés au cours de la
fabrication, interviennent dans le processus emskipliant dans le lait ou le fromage : les
bactéries lactiques, les bactéries propioniquasbéetéries corynéformes, les microcoques, les

staphylocoques (a coagulase négative), les lewtiles moisissures.

Tout d’abord, les bactéries lactiques sont desvatents majeurs du processus fromager. Elles
ont la particularité de synthétiser leur Adénosimé#’hosphate (ATP) grace a la fermentation

lactique des glucides. L'acide lactique est parfeiseul produit terminal (homofermentation).
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Dans d’autres cas, a l'acide lactique s’ajoutent’@édanol, de l'acétate du lactate et du LLO
(hétérofermentation). Parmi les cocci, on retro@gd=nterococcusStreptococcud_actococcus
Pediococcuset Leuconostocet parmi les batonnets, Ieésictobacilluset lesCarnobacterium
(Bourgeois et Larpent, 1996). Ces bactéries assurenfonction essentielle : elles abaissent le
pH en transformant le lactose en acide lactiquaetbcoccus Lactobacilles hétérofermentaires
facultatifs et Lactobacilles homofermentaires) aouaeide lactique, acide acétique et éthanol
(Leuconostoc et Lactobacilles hétérofermentaires stricts). Fawoes bactéries, certaines
synthétisent des substances antibactériennes cdesmmctériocines ou les acides organiques
(Holzapfel et al 1995). Certaines ont aussi la capacité de femndat citrate (Bourgeois et
Larpent, 1996).

Les bactéries propioniques interviennent surtonsda formation des yeux des fromages a pate
pressée par fermentation des lactates. En efféte dermentation entraine l'apparition de

dioxyde de carbone, qui va former les yeux en chraeide (22°C) (Bourgeois et Larpent, 1996).

Les bactéries corynéformes, les staphylocoqueséddntechnologique et les microcoques sont
principalement présentes a la surface du fromageniFes bactéries corynéformes, les genres
Arthrobacter Brevibacterium Corynebacteriumet Microbacteriumsont retrouvés a la surface
des fromages. Les staphylocoques d’intérét teclyimple (coagulase négative) sont présents et
actifs pour la maturation des fromages dans plusiéypes de production fromageére. La
vérification d’absence de danger pour le consomunast une étape nécessaire pour la sélection
des staphylocoques d’intérét technologique (Chaetldinger, 2004). Parmi les microcoques,
Kocuria varianset Micrococcus luteugouent un role dans l'affinage des fromages de/rese
mais sirement moins important que le role des glapbgues (Chamba et Irlinger, 2004). Ces 3
flores interviennent dans la coloration de la stefdes fromages, principalement les fromages a
crolte lavée. Elles interviennent aussi dans l&nhg@mmenes de protéolyse et lipolyse, et sont a
I'origine de nombreux arébmes. Elles peuvent aussdyire de nombreuses substances anti-

microbiennes (Chamba et Irlinger, 2004).

De nombreuses levures sont retrouvées a la sudesefromages. Parmi les principales, se
trouvent par exemple,Geotrichum candidum Debaryomyces hanseniiKluyveromyces
marxianus Ces levures jouent un role tres important de adésization suite a I'action des
ferments lactiques. Des flores acido-sensibles gmuainsi se développer sur les fromages

(bactéries corynéformes, moisissures). De plusslaativités protéolytique et lipolytique ainsi
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que leur capacité a produire des ardbmes sont dgwigtés exploitées dans l'affinage de
nombreux fromages. Leur développement en surfaaec@npagne souvent d'une crodte
caractéristique (Chamba et Irlinger, 2004). Les sissures sont un élément capital de la
microflore de certains fromages, avec respectivérdenx Penicillium, P. roquefortipour les
pates persillées €. camembertipour les pates molles a crodte fleurie. Outre laration et
I'aspect caractéristique gu’elles induisent, lessiseures jouent aussi un réle dans la production

d’ardbmes par leur activités protéolytiques et fpigues.

5. Le comportement dé&. monocytogeneslans les différentes catégories de

fromages

Leriche (2000) a classé les grands types de froreaagenction de leur capacité a permettre ou
non la survie et la croissance demonocytogenegendant la fabrication et I'affinage (Tableau
1.6).

Tableau 1.6 Survie et croissance de monocytogenedans les grandes familles de fromages
(D’apres Leriche, 2000).

Fabrication Affinage
Survie Croissance Survie Croissance

Fromages frais (si pH<4.5) - NR NR
Péates molles + - + ++

A 112 +
Pate persillée + + (>120 jours) +/-

A z . +
Pate pressée non cuite + (>150 jours)
Pate pressée cuite + *

(<66-80 jours)

NR : Non Réalisé
+ : Conditions favorables a la croissance ou taisu
- : Conditions défavorables a la croissance ®utaie

Les fromages frais qui possédent un pH acide, imférou égal a 4,5 ne permettent pas la

croissance voire la survie lemonocytogengt.eriche, 2000).
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Les fromages a pate pressée cuite contiennent ldangprocédé de fabrication une étape de
chauffage du caillé a 50-55°C et parfois un affendgvorisant la fermentation propionique.
L’étape de chauffage en cuve, la production deatactt le salage en début de vie du fromage,
puis la teneur croissante en acétate et en prdeiopandant I'affinage conduiraient a la

disparition del.. monocytogeneBuazziet al, 1992 ; Ryser, 1999).

Pour les fromages a pate persillée, Papageorgiddaeh (1989) ont suivi I'évolution dé.
monocytogenependant la fabrication. Suite a une phase desance, la bactérie cesse de se
développer des que le pH devient inférieur a SuEaspendant les 2 premiers mois de stockage,
la population de.isteria chute d’un facteur 2 a 3 en raison de la formadi@cides gras libres et
d’acides gras de chaine moyenne, paroqueforti Dans les 2 mois suivants, monocytogenes
est toujours présente mais ne se multiplie paprésence de cétones, d’acides gras ainsi qu’une

forte teneur en chlorure de sodium pourraient iahia croissance de monocytogenes

Pour les fromages a pate pressée non cuite, Yetuddarth (1988), ont noté une augmentation
de la population deisteria apres le pressage, qui résulte d'un effet de curat@n et d'une
croissance bactérienne. Pendant les 40 premiars géaffinage, le nombre desteria est stable
puis diminue régulierement. La concentration finatel. monocytogenedépend de la souche
étudiée, du taux d’inoculation, du temps de coretéru et de la teneur en eau du produit. Des
résultats comparables ont été obtenus sur des ges1ie type gouda et maasdam (Ryser, 1999).

Pour Ryser (1999), I'élévation de pH en surface fi@sages a pate molle (crolte fleurie ou
crolte lavée) crée des conditions favorables aeldppement dé. monocytogenesn effet,
Ryser et Marth (1987) ont montré que pendant haffie de fromages de type camembert,
monocytogenesommencait a se multiplier des que les valeungHis’élevaient au dessus de 5.
Cependant, pour Canillac et Mourey (1993), il n'gas de corrélation entre le pH et la quantité

deListeria spp. sur le produit fini.

Deux études ont estimeé la présencé dmonocytogenedans des fromages suisses. La premiere
décrite par Pakt al (2002), a été réalisée entre 1990 et 1999 stotahde 86 271 échantillons
de fromages suisses, prélevés en usine ou en &fieate. L. monocytogenea été détectée
dans 7,4 % des échantillons de fromages a pate(daré ou semi-hard cheese), dans 1,3% des
échantillons de fromages a pate molle, et dans¥e gour les échantillons de fromages non

déterminés. Les prévalences de la deuxieme étéddtalpar Hummerjoharet al (2005), sont
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légérement plus faibles : 4% des 3555 échantiltlnfromages a pate extra dure, 2 % des 2290
échantillons de fromages a pate dure, et 1% deg&3ntillons de fromages a pate molle. Cette
étude a été effectuée sur 'année 2003. Ainsi, datte étudel,.. monocytogenegpparait moins
présent dans les fromages a pate molle que lesafresna pate dure, méme si les fromages a pate
molle offrent des conditions plus favorables au eli@ypement de ce pathogéne. Dans une
troisieme étude, Rudolf et Scherer (2001) ont évdduprévalence de. monocytogenedans
329 échantillons de fromages européens, en 1998onocytogenea été détectéee dans 6,4%
des échantillons. La prévalenceldenonocytogenegariait en fonction du pays : Italie (17,4%),
Allemagne (9,2%), Autriche (10%) et France (3%)monocytogenesa pas été isolée dans les
échantillons suisses. Dans cette étude, les frosnagite molle étaient plus contaminés que les
fromages a pate dure (13,3% et 4,4%). Les fromagdsit pasteurisé étaient plus contaminés
que les fromages au lait cru (8,0% et 4,8%), phémamimputable aux contaminations des

fromages pendant la fabrication.

Parmi les points importants mis en avant dans apitle, il faut retenir la gravité des
symptomes des listérioses, qui rendent cette nealadportante a maitriser. De nombreux
produits laitiers peuvent transmettre cette maladies conditions de fabrication ne sont pas
maitrisées d’'un point de vue sanitaire. Les étaleefabrication et les caractéristiques physico-
chimiques et biochimiques permettent un contrdoledaas certains cas une disparition de la
bactérie dans les fromages. Néanmoins, le caradtégeiste dd.. monocytogenesecessite une
maitrise sanitaire de cette bactérie dans I'envieoment agro-alimentaire. L’élimination et le
contrble sanitaire de. monocytogenedans les environnements agro-alimentaires laitestent
donc des objectifs prioritaires.
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Chapitre 2 Désinfection chimique et agents biosctif
d’origine microbienne et laitiere pour la maitriamitaire
du dangerListeria monocytogenesn industrie agro-

alimentaire

Une classification des techniques de préservatiimeataire contre les micro-organismes
indésirables, pathogenes ou d'altération, distingag¢echniques anciennes (hautes températures,
salage, acidification, séchage, protection chimjigies techniques récentes : par inactivation non
thermique (hautes pressions, champs électriquegguipar 'emballage (atmosphere modifiée
ou emballages actifs), par des composés antimemsbnaturels (chitosane, huiles essentielles,
bactériocine, lysosyme par exemple) et par desortoganismes bioprotecteurs (Devlieghete
al., 2004). Dans le premier chapitre, I'influence gasametres physico-chimiques des fromages
(séchage, acidification) a été abordé comme moyenlirditer de développement de.
monocytogened e chapitre présent s'intéresse dans un premmeps a la désinfection chimique
et ses limites puis plus particulierement aux miscaes antkisteria liés aux interactions
microbiennes, avec des exemples issus de I'envaéroent laitier lorsqu’ils étaient disponibles.
Une attention particuliere est portée aux phénoménegeant a la surface des fromages. De

méme, les composés antimicrobiens non bactériemgtie laitiere ont été détaillés.
|. La désinfection chimique et ses limites

En Industrie Agro-Alimentaire (IAA), la maitrise rgtaire de L. monocytogenesest
classiqguement assurée par la désinfection chimiglle fait suite a une opération de nettoyage
qui vise a éliminer les souillures et les résidiganiques. Elle a pour objectif détruire les micro-

organismes encore présents sur la surface ou egnagspension par le nettoyage.
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L. monocytogenesst sensible a différents agents couramment agilen 1AA, tels que les
dérivés chlorés, les dérivés iodés, ou les ammaiguaternaires, lorsqu’ils sont utilisés a des
concentrations respectives de 100 ppm, 25-45 pprh0@+200 ppm (Lopes, 1986 ; Orth et
Mrozeck, 1989). Des agents oxydants (o0zone, eagémée, acide péracetique) et des aldéhydes
(formaldéhyde et glutaraldéhyde) peuvent aussi @ilsés en IAA. Les mécanismes d’action
des principaux agents microbiens et les mécanisteagsistance des bactéries sont présentés

dans le Tableau II.1.

Tableau 1l.1. Mécanismes d’action des principaux agents antohiens utilisés en IAA et

stratégies de résistances des bactéries (D’apramgn 1999)

Agent anti-microbien Cible Mécanisme de résistance
Augmentation de la perméabilité Entrée minimisée,
AMMoniums de_la m(?mbrane, Expulsion accrue (_qfﬂux par transporteurs
quaternaires Action d.etegente,' o spécifiques), N -
Perturbation des voies Modification de la composition pariétale
enzymatiques Présence d'exo-polysaccharides

Inhibition des voies
métaboliques
Chlore (action sur ATP-synthétase et
déshydrogénase),
Cassure de 'ADN

Action sur les groupements Modification de la composition pariétale
-NH, Présence d'une aldéhyde déshydrogénase

Mécanisme de résistance a un stress
oxydatif : catalase, hyperoxyde réductase

Aldéhydes

D’aprés de nombreuses études dont celle de Besil (1990), la présence de matieres
organiques (lait, sérum, matiéres grasses) reptlifmart des agents désinfectants inefficaces. Ce
point souligne I'importance de la phase de netteypgealable dans les IAA. Toutefois, la
combinaison de glutaraldéhyde et d’ammoniums gnaiess tensio-actifs permet de lever
I'inhibition liée aux matieres grasses. Parmi tsukes molécules testées, certaines sont peu
affectées par les protéines : le gluconate de eixatime et le glutaraldéhyde. En revanche, ces
molécules se révelent inefficaces en présence déremgrasses. Parmi les molécules les plus
bactéricides, la monolaurine (monoester d’acideridae) est la plus efficace envets
monocytogenesn présence d’acide lactigue a 18 mM (Oh et Mailch994) ou en solution
alcaline a pH 10,5 avec du chlorure de sodium a (rf@%0) (Vasseuet al, 1999).
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Les phénoménes de résistances aux principaux détinfs chimiques peuvent étre liés a des
mécanismes intrinseques aux bactéries ou au mamfénbi Ainsi, la résistance accrue de
Listeria présente dans les biofilms aux produits de dédiofe tels que I'ozone, les dérivés
chlorés, les péracides, le péroxyde d’hydrogéné&jdedium phosphate et la monolaurine a été
démontrée (Lee et Franck, 1991 ; Wirtanen et Mag&ndholm, 1992 ; Somessal, 1994 ; Oh

et Marshall, 1994 ; Fatemi et Franck, 1999 ; NordvebGilmour, 2000 ; Somer et Wong, 2004 ;
Robbinset al, 2005). La combinaison d’'un traitement successifa soude puis a l'acide
acétiqgue appliqués a 55°C semble la plus efficama plétruireL. monocytogeneslans les
biofilms (Arizcun et al, 1998). De nombreuses explications sont avandéas la littérature
pour expliquer la résistance accrue des bacténdsiafilm : la synthése d’exo-polysaccharides
qui réduirait I'accessibilité des molécules, labdtsation du micro-environnement bactérien par
la présence du glycocalix (stabilisation des vemmt pH, rédox, conditions ioniques), les
modifications physiologiques des bactéries qui irdint leur sensibilité aux désinfectants, la
synthése d’enzymes de dégradation (Sommer, 1999).

La résistance aux désinfectants peut étre ausgifigp@ a certaines souches désteria
Mereghetti et al. (2000) ont démontré la résistance intrinseque 7desouches del.
monocytogenesur 97 souches non répertoriées, a des ammoniuatergaires (cetrimide et
chlorure de benzalkonium). Dans une autre étudgdisée par Aase et al. (2000), 4 % des
monocytogenesolées de I'environnement agro-alimentaire poenise développer en présence
de chlorure de benzalkonium (Concentration Minimalgbitrice (CMI) de 3 pg/ml) et 13 %
étaient résistants (CMI de 4-7 pg/ml). L'expositi@pétée aux ammoniums est aussi a l'origine
de I'adaptation dekisteria et de I'apparition de résistance par expulsiomwede ces molécules
par des transporteurs spécifiques €fcal, 2002). Cette résistance par transporteurs peat é
réversible (réponse au stress) ou acquise de meapies définitive. La mise en évidence de
résistances croisées entre les désinfectants msss entre les désinfectants et les antibiotiques
font des bonnes pratiques de nettoyage et désorieah enjeu majeur pour la maitrise sanitaire
des surfaces et des environnements des indusgrnesakmentaires (Langsrugt al, 2003).

Ainsi, les phénoménes de résistance, liés au maafdnb ou aux bactéries elles mémes,
démontrent les limites de la désinfection chimiagiela nécessité de leur associer d’autres

barrieres pour maitriser cette bactérie dans lfenviement agro-alimentaire et assurer la
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sécurité sanitaire des aliments. Parmi ces basti¢ighibition par d’autres bactéries peut étre
envisagée. En effet, dans I'environnement de metitelustries laitieres ou les opérations
d’hygiene ne sont pas forcément intensives, peamelt maintien d’'une flore résidente, aucune
Listeria ni Salmonellan’a pu étre isolée par Cosentino et Palmas (199@&)résultat est en
faveur d'un frein a la croissance de ces 2 bactdréghogéenes par la flore résidente des ateliers
étudiés.

ll. Classification des interactions entre microamgmes

Jameset al (1995) regroupent les interactions entre deweé@=sp bactériennes en différentes

catégories :

- 'ammensalisme, lorsqu’'une bactérie synthétises dawolécules inhibitrices, telles des

bactériocines, vis-a-vis de I'autre bactérie,

- la compétition, lorsque certains éléments negritlndispensables a la croissance des deux

micro-organismes sont limités,

- le commensalisme, lorsque la présence d'un nooganisme favorise la croissance d'un

deuxiéme micro-organisme,
- la protocoopération, lorsque chacune des deuxcesphénéficie de la présence de l'autre,
- le neutralisme, lorsqu’il n’existe aucune intei@c entre les deux bactéries.

Dans une communauté mixte telle que celle deslimsfpluri-microbiens, les interactions entre
les différentes espéces microbiennes peuventrégecomplexes, et regrouper une ou plusieurs

interactions citées ci-dessus.

Fredrickson (1977) a proposé une autre classifisaén fonction du mécanisme biologique
impliqué. Il a distingué les interactions directss interactions indirectes (Figure 11.1). Les
interactions directes impliquent obligatoirement wgantact physique entre les individus.
Fredrickson (1977) limite les interactions directas parasitisme et a la prédation, qui sont
surtout étudiées en écologie animale. Pour lesoatigganismes, l'interaction bactériophage —
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bactérie cible peut étre classée parmi les interatdirectes. Pour une interaction indirecte,
I'effet de A sur B se décompose en une modificatlarmilieu extérieur par A et I'effet de cette
modification sur B. Le milieu extérieur peut étrapliqué selon des mécanismes tres divers :
modification d’'un parametre physico-chimique, cofitfa pour I'adhésion a un support, ou
production/élimination d’une substance. Parmi legractions indirectes, une grande majorité
implique une substance présente dans le milieuienté Une classification a été proposée par
Cornu (2000). Si cette substance est un substramétabolisme de l'une au moins des
populations, alors il s’agit d’interactions trophesg. Si cette substance n’est pas métabolisable
par les 2 populations mais est produite par un€daspulations avec un effet positif ou négatif
sur la croissance de l'autre, alors il s’agit d’uneeraction de type interférence. Les différentes
interactions directes ou indirectes impliquantmonocytogenesont détaillées dans la partie

suivante.

Interactions directes
Micro-organisme { } Micro-organisme

A B

Interactions indirectes

Facteurs physico-chimiques
Adhérence a un support
Substrat limitant
Molécule inhibitrice

Milieu extérieur

Figure Il.1 Représentation schématique de la classificatidaredrickson (1977).
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lll. Les différents mécanismes d’inhibition Hemonocytogenes

1. Diminution de I'adhésion de monocytogenesux surfaces

Le processus de formation d’'un biofilm peut étreasé en 2 phases distinctes : I'adhésion et la
prolifération des cellules (Takhistov et GeorgdX)4). L'adhésion s’effectue par l'intermédiaire
d’interactions physico-chimiques, qui dépendent giepriétés physico-chimiques des surfaces
des 2 corps en présence. Apres une consolidatiopogigion par I'intermédiaire d’organites
extracellulaires (flagelles, pili) ou par les sygghs de polymeres extracellulaires, les cellules
pourront se multiplier pour former une associatida cellules et de matrice organique

communément appelée biofilm (Briandet, 1999).

La capacité del.. monocytogenes adhérer rapidement a des surfaces inertes atacton
alimentaire comme le polypropyléne, le caoutchdacier inoxydable et le verre est maintenant
bien établie (Mafuet al, 1990 ; Beresforet al, 2001a). Cependant, I'adhésion Wisteria
dépend de la souche (Norwood et Gilmour, 1999 véiaet al, 2007), de I'état physiologique
de la bactérie (Briandet al, 1999 ; Dykes, 2003 ; Tresseal, 2005) de la nature du support
(Mafu et al, 1991 ; Sinde et Carballo, 2000 ; Hilbettal, 2003), et du milieu environnant
(Vatanyoopaisarret al, 2000 ; Folsonet al, 2006 ; Tresset al, 2005). L'implication des
interactions physico-chimiques entre les surfa@ss rdicro-organismes et du substratum a été
démontrée (Busschet al, 1984). Ainsi, une modification des caractérisgig| de la surface peut
modifier 'adhésion bactérienne. Cette modificapmut étre réalisée par un simple traitement de
nettoyage (Boulangé-Petermaanal, 1995), I'adsorption de molécules (Van Oss, 1986)a
présence d’un biofilm (Briandet al, 2001).

Meylheucet al (2006) ont démontré que des surfaces adsorbé&esdms surfactants produits
par des bactéries issues d’alimermseudomonas fluorescefore de surface de feuilles de
salades) eLactobacillus helveticugferment de pate pressée cuite) réduisaient I'sidhéde 4
souches dd.isteria monocytogenede 75 a 99%, sur de l'acier inoxydable. Al-makihktfal
(1994) ont aussi démontré que la présencer-tiEctalbumine ef3-caséine n’influencait pas

'adhésion del.. monocytogeneScott A sur des surfaces de silice, alors quedagnce d-
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lactoglobuline augmentait significativement l'adioéis Sur acier inoxydable, Barnext al
(1999) ont démontré que l'adsorption de lait écrégtea 20°C) réduisait de 30 fois I'adhésion
de L. monocytogenegput comme l'adsorption des protéines du lait (®8l) : a-caséine 3-
caséine k-caseine eti-lactalbumine. Les mécanismes mis en jeu pour gueli la réduction

d’adhésion sont la mobilité des chaines protéigiésncombrement stérique.

2. Compétition nutritionnelle

2.1 Besoins nutritionnels de monocytogenes

D’aprés Premarantet al (1991), les facteurs de croissances nécessaitesrnocytogenes
Scott A sont la leucine, lisoleucine, l'argininég méthionine, la valine, la cystéine, la
riboflavine, la biotine, la thiamine et I'acide dstique, ainsi que le fer ferrique (e Le
glucose et la glutamine sont aussi nécessaires eogsonrce de carbone. Néanmoins, le glucose
peut étre remplacé par du fructose, du mannoseetiobiose, du tréhalose, du maltose, du
glycérol, de la glucosamine, du N-acetylglucosamatede l'acide N-acetylmuramique. La
croissance de. monocytogenea partir de chitine et des parois des bactéraesococcus lactis

a aussi été démontrée (Premaragttal,1991).Listeria peut assimiler les composants cellulaires
des bactéries et des levures lysées présentesaamxosysteme. Il a aussi été démontrélLque

monocytogenegouvait fermenter le lactose (Andersairal, 2005).

La dépendance pour le fer désteria pour sa croissance et sa virulence a été étudiée p
Coulangeset al (1998). Cette bactérie, dépourvue de sidéropharéisse des sidérophores

exogenes ou des ligands présents dans le miligtoanant pour I'acquisition du fer.

2.2 Cas de compétition nutritionnelle décrits

Toméet al. (2006) suggerent un mécanisme de compétitiontiouninelle pour expliquer I'effet
inhibiteur de bactéries lactiques isolées dansadmsn fumé contre. innocua L'inhibition de
croissance dé. monocytogenegar Carnobacterium piscicol&n milieu liquide est aussi liée a

une compétition nutritionnelle (Buchanan et Ba§91 ; Nilssoret al, 2005). Zhaet al (2006)
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ont révélé que l'application de bactéries compétti par exclusionL@ctococcus lactiset
Enterococcus duranspouvait réduire les dénombrements Histeria spp de 2,3 a 4,4
Log(UFC/100cm?) pour des taux initiaux compris ergr6 et 7,5 Log(UFC/100cm?) sur des sols
d’industries de transformation de volailles (poas dempératures de 3 a 26°C). Del Camipal
(2001) suggerent un mécanisme de compétition powlucose et/ou des acides aminés pour
I'inhibition de L. monocytogenegar desEnterobacteriaceaeisolées de feuille d’endive
(Enterobacter agglomeranst Rhanella aquantilis sur un milieu simulant la composition de
I'exsudat de feuille d’endive. Pour Goergesal (2006), les 14 levures testées pour leur activité
anti-Listeria ont toutes montré au moins une faible inhibitianLd monocytogene&éduction

d'l a 5 Log(UFC/cm?) par rapport au témoin sansiie), ce qui pouvait étre lié a un mécanisme

commun de compétition nutritionnelle.

2.3 Modélisation de la compétition nutritionnelle

La compétition pour une source limitante communeedristeria et une flore compétitive a été
modélisée par Cornet al (2001), Colemamt al (2003), Gimenez et Dalgaard (2004), dans le
cadre d'études concernant la croissancelLdemonocytogenesLa population bactérienne
minoritaire rentrerait en phase stationnaire pisdés que la population majoritaire atteindrait
elle-méme la phase stationnaire (Jameson, 196Ra&ra et Jorgensen, 1998). Il y aurait alors
saturation de la population totale a un niveau makiet donc une compétition pour cette
ressource limitante commune (Coretual, 2001). Cette entrée simultanée en phase staiienn
de deux populations bactériennes est appelée«eli@neson » (Rost al, 2000). Dans I'étude
de Cornuet al (2001), la modélisation est apparue suffisantar plecrire la majorité des
interactions observées en milieu liquide et damtaices aliments (lait, saumon fumé et jambon

cuit).

Cet effet « Jameson » a été décrit dans des sievizoissance de. monocytogenedans des
saumons fumés (Gnanou Besse al, 2006). En effet, un ralentissement important lae
croissance dd.. monocytogenea été observé pour différents niveaux de popuidatle ce
pathogene, quand les flores présentes atteigndé&enphase stationnaire. Cependant, ce
ralentissement de croissance peut étre aussi lideaacidification du produit due aux flores

présentes. De plus, dans certains cas, la floadetest restée a un niveau de dénombrement bas
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pendant toute la durée de I'expérimentation. Unanitne complémentaire d’inhibition peut
expliquer ce phénoméne : un effet « géographiqui€>a une croissance des colonies sur un
milieu solide. La diffusion des cellules, nutrimem=t métabolites est en effet limitée par rapport

au modele planctonique (Gnanou Bestsal, 2006).

En revanche, I'environnement peut influencer cenpménes de compétition, notamment pour
les atmosphéres des emballages des Iégumes. Aiasicis et Beirne (1998) ont démontré
gu'avec 3% d’oxygene et 97% d’azote, la populatier.. monocytogenestait de 3 Log(UFC)
supérieure en co-culture avec la flore indigefret€robacter cloacgd’seudomonas fluorescens
Leuconostoc citreuinqu’en culture pure aprés 8 a 12 jours a 8°C. AL80% d’'azote, la
population dd.. monocytogenesn co-culture était de 5 Log(UFC) supérieure g@elture pure

dans les mémes conditions.

3. Molécules inhibitrices

3.1 Molécules d’'origine bactérienne

3.1-1 Acides organiques

L’acide lactique, produit caractéristique de lanfentation du lactose par les bactéries lactiques
exerce son activité antimicrobienne par une chuteld de I'environnement mais aussi par sa
forme indissociée qui peut diffuser au travers desnbranes et réduire le pH intracellulaire
(Holzapfel et al, 1995). L'acide acétique est le produit carastijie de la fermentation de
'acide lactigue par certaines bactéries (bactépespioniques, leuconostocs, lactobacilles
hétérofermentaires, lactocoques). Il peut aussiraute origine protéolytique. Il se caractérise
par une constante de dissociation plus importatdequi le rend plus inhibiteur que l'acide
lactique (Holzapfekt al, 1995). L'acide phenylacétique est un composéég@arGeotrichum
candidumet certaines bactéries lactiques (Lactobacilles plantarum L. alimentarius L.
rhamnosus L. sanfranciscensi, L. hilgardii, L. brevis, L. dophilus et Leuconostocst.
citreum, L. mesenteroideg¢Dieuleveuxet al, 1998a ; Valericet al, 2004). Sous l'action de
I'acide phenylacétique (1 mg/ml), les cellulesldemonocytogenes’agrégent et sécrétent des

exopolysaccharides, puis elles s’affaissent et bmdes (Dieuleveuet al, 1998b). En milieu
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liquide, cet acide posséde une activité bactériddeL. monocytogeneg7 mg/ml) mais
seulement bactériostatigue pour la méme concemtratans du lait UHT et de la pate de
fromage. Les différentes matrices alimentaires peti@tre a I'origine de la diminution de I'effet

inhibiteur (Dieuleveux et Guéguen, 1998).

Millet et al (2005) ont fabrigué des fromages de type sairdtaire avec du lait cru
préalablement inoculé avéc monocytogenedne inhibition dd.isteria a été mise en évidence

dans les pates des fromages pour des pH infédeby® associés a des valeurs de lactates de 14

mg/g.

3.1-2 Bactériocines

Les bactériocines sont des protéines a activiténarbbienne produites par des bactéries pour
éliminer ou inhiber la croissance d'autres bactéfi€levelandet al, 2001). De nombreuses
bactéries lactiques produisent une grande divedatéactériocines (lactocoques, lactobacilles,
pediocoques, leuconostocs, entérocoq@asnobacterium mais aussi des staphylocoqué&s (
epidermiset S. gallinarun), des corynébactérie8revibacteruim linens des actinomycetes
(Streptomycesspp), des bacillesB@cillus subtilig et des coliformes Hscherichia col
(Clevelandet al, 2001 ; Chen et Hoover, 2003). Les bactériocsm# classées en 3 grands
groupes (Klaenhammer, 1993 ; Natsal, 1996). Le groupe | est composé de peptides9de 1
50 acides aminés, avec des acides aminés spésifigneme la lanthionine. Ce groupe est divisé
en sous groupes la et Ib. Le sous groupe la, danpdrtie la nisine, est constitué de peptides,
cationiques ou hydrophobes, qui forment des poaes des membranes des cellules cibles. Le
sous groupe Ib comporte des peptides globulairesgrbupe Il se compose de petits peptides
stables a la chaleur qui se subdivisent en 3 souggs. Le sous groupe lla est composée de
peptides avec une séquence spécifiqgue d’acidesammifierminaux. Le sous groupe Ilb contient
des bactériocines nécessitant 2 peptides difféngots I'activité antimicrobienne, et le sous
groupe lic contient le reste des bactériocines chume Il. L'activité antimicrobienne des
bactériocines du groupe Il s’exerce par créatiopaes dans la membrane ou par interférence
avec la structure de la membrane bactérienne. dugpgrlll n’est pas encore bien caractérisé et
se compose de grands peptides sensibles a la ci@leuelandet al, 2001 ; Chen et Hoover,

2003).
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L'utilisation de nisine (250 Ul/ml) dans du laitrémé contaminé avdc monocytogeneScott

A entraine une décroissance de ce pathogéne justpitzs de 10 UFC/ml aprées 9 jours a 5°C
(Bhatti et al, 2004). Dans cette méme étude, I'ajout de mageasse laitiere (2 et 3,5 %, m/m)
induit une perte de I'effet antiisteria, attribuée aux interactions croisées de la nipimgr les
phospholipides du milieu et ceux de la membranelLd@sonocytogene€nnaharet al (1998)
ont révélé gu’'une suspension bactérienné.alobacillus plantarumNVHE 92, productrice de
pédiocine AcH, déposée a la surface de fromageypgemunster au début de I'affinage {10
UFC/ml) empéchait la croissance demonocytogenedéposées aprés 5 et 7 jours d’affinage
(107 UFC/ml). En effet, en présence deplantarumWHE 92, Listeria n'a pas été retrouvée en
fin d’'affinage aprés 21 jours & 15°C, alors quedésombrements pouvaient atteindré 4.6
UFC/g sur les témoins (absenceldeplantarun). Cette souche de. plantarumprésente aussi
'avantage de ne pas perturber le processus dagfin O’'Sullivanet al (2006) ont étudié
l'influence de Il'application d’'une culture deactococcus lactisDPC4275 produisant de la
lacticine 3147, sur la population testeria monocytogenesur la surface d’'un fromage, avant et
aprés la contamination par ce pathogene. Ainsgqlee I'application a été réalisée avant la
contamination, la population de. monocytogenes’a pas été affectée. Par contre, lorsque
'application a été réalisée aprés la contaminatiane chute de la population de
monocytogenede 3 Log(UFC) a été notée suivie d’'une phase dissance avec une différence
de 3 Log par rapport au témoin (absencd_dtactis) jusqu'a la fin de I'affinage. Si plusieurs
applications de.. lactis étaient effectuées pendant I'affinage, la difféeepar rapport au témoin
(absence de. lactis) était de 2 Log. Ainsi, les cultures dactococcus lactiproduisant de la
lacticine sont bioprotectrices, mais elles n'emeat pas une élimination compléte de
monocytogenesCarnioet al. (2000) ont ensemencé une souch&@ghylococcus equorul'S
2733 produisant de la micrococcing $ur un fromage a pate molle suivi d’'une contanmmat
par L. monocytogened.a population de ce pathogene a été réduite @& 1.og par rapport au
témoin (staphylocoque non producteur de microc&jcém fonction du taux de contamination
de Listeria : plus ce taux était élevé, plus la réductiorit dtable. Eppertet al. (1997) ont
observé une différence de population de 1 a 2 Lag plesL. monocytogenest L. ivanovii
contaminées sur des fromages affinés aBeevibacterium linensM18 produisant et ne
produisant pas de la linocine M18. L'activité dditeocine M18 a été détectée mais n’explique
pas completement I'inhibition observée. GiraffaCatrminati (1997) ont contaminé des surfaces

de fromages de type Taleggio en fin d’affinage avemonocytogene&l(? et 1G UFC/cm2).
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Deux séries de fromage sont été contaminées : égemee ou non d’'une souchd&uferoccus
faecium7C5 produisant une bactériocine. Aprés 14 jouosiy fes 2 taux de contamination, la
différence entre les 2 séries (présence et abskriEefaeciun était de 1 Log. Cette différence
augmentait d’1 Log en cas d’ajout d’un filtrat ddtare de la souche inhibitrice pour un taux de
contamination de 0 UFC/cm2. Loessneret al (2003) ont étudié I'évolution de..
monocytogenesur des fromages a crolte lavée avec ou lsac®bacillus plantarumALC 01
produisant une pédiocine AcH. Une inhibition presgompléte déisteria a été observée pour
une contamination a 2 Log(UFC/ml) dans la solutitnlavage sauf dans le cas Ildsteria
résistantes a la pédiocine, pour lesquelles unieseznace a été observée. Les mutants résistants
étaient stables a la surface des fromages jusquiii4 aprés la contamination. Les auteurs

préconisent une utilisation ponctuelle des baatéres en production fromagere.

En effet, tout comme pour les antibiotiques, de€npmenes de résistances envers les
bactériocines ont été observés. Plusieurs mécasisomé été mis en évidence chéz
monocytogenes modification de la molécule membranaire cible ldenisine (Crandall et
Montville, 1998), une rigidification de la membramei accroit la tolérance a la nisine (Mazzotta
et al., 1997), et la synthese d’'une phosphotraasée(mode d’action envers la pédiocine PA-1
non élucidé) (Gravesen et al., 2000). Graveseral (2004) ont étudié la fréquence du
développement de résistance ldemonocytogenea 2 bactériocines, la pédiocine PA-1 et la
nisine A, en faisant varier les souches et les itiond environnementales. Les survenues des
résistances a la pédiocine étaient d’environ 1 40F pour toutes les conditions
environnementales, alors que les fréquences deagse a la nisine dépendaient de la souche et
des conditions environnementales. Ces fréquenaesajent varier de 10a 10°. Cette étude a
mis en évidence le développement des résistancebamtériocines et I'influence de différents
facteurs environnementaux comme les basses tera@Esakes pH acides et la présence de NaCl

sur la fréquence des résistances.

En plus des phénomenes de résistance des florésirgloles, les bactériocines peuvent aussi
exercer leur activité inhibitrice contre les florales, notamment les bactéries lactiques et
perturber le processus technologique de fabricati®ri’aliment. Ainsi, certaines especes des
genresEnterococcusLactobacillus Lactococcus LeuconostocPediococcuset Streptococcus

sont sensibles aux bactériocines du groupe |. Denané certaines espéces des genres
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EnterococcusLactobacilluset Pediococcusont sensibles aux bactériocines du groupe llfChe
et Hoover, 2003).

Ainsi, de nombreuses molécules synthétisées pavatdsries diverses ont prouve leur efficacité
anti-Listeria dans les fromages. Cependant, les phénomenessi#amée associés a une
élimination non compléete comme observé dans la nit@jdes cas cités ci dessus, ne sont pas en

faveur du choix des bactériocines comme unique mdgeprévention deisteria

3.1-3 Autres molécules : peroxyde d’hydrogéne etgalysaccharides

Le péroxyde d’hydrogene est produit par de nomla®usactéries lactiques en présence
d’'oxygene et de lactate, pyruvate ou NADH (Holzagfeal, 1995). Des cultures filtrées de
souches dé.actococcus lactiproduisant du peroxyde d’hydrogéne ont permis dieiré une
population initiale de 5,5 Log(UFC/ml) de ivanoviide 0,12 a 5 Log(UFC/ml) aprés 1h a 30°C
(Ito et al,, 2003).

Certains exo-polysaccharides non seulement limitadhésion mais inhibent aussi la formation
d’un biofilm mature d’'un large spectre de bactérigssi, le polysaccharide synthétisé parles
coli aux capsules du groupe Il réduit a la fois 'adir@®t la formation de biofilm des bactéries
pathogenes suivantes E. coli, Klebsiella pneumonige Pseudomonas aerugingsa

Staphylococcus aurewt Enterococcus faecali@/alle et al., 2006).

D’autres substances antimicrobiennes peuvent gtteétisées par certaines bactéries lactiques :
de I'éthanol (fermentation hétérofermentaire), destabolites de faibles poids moléculaires
(reuterine, diacétyle, dioxyde de carbone) (Holehpét al, 1995). Pour ces derniers,
I'application en bioprotection semble peu intéregsasauf la reuterine pour la conservation du
poisson ou de la viande.
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3.2 Molécules d’origine laitiere
3.2-1 Enzymes
Lactoperoxydase

La lactoperoxydase est une enzyme native du laitapalyse I'oxydation du thiocyanate par le

peroxyde en produisant un anion hypothyocyanitepgyde de nombreuses biomolécules. Cette
oxydation des protéines et des enzymes a la sudack cellule bactérienne entraine une
destruction de la membrane, une perte du gradieqdHy une fuite des ions potassium et une
inhibition du transport des amino-acides et du gbec(Garcia-Graelkst al, 2000).

Gay et Amgar (2005) ont démontré l'effet inhibitedu systéeme lactopéroxydase dur
monocytogenedans du lait, probablement associé a la compasiticrobiologique du lait cru.
Les croissances de ce pathogéne (65h, 15°C) sibéxtedites en fonction du milieu : de 2 a 3,8
Log(UFC) dans du lait pasteurisé, de 0,8 a 2,3 U6 dans du lait cru et de 0 a 1,3 Log(UFC)
pour du lait cru supplémenté en thiocyanate etyyel® d’hydrogene. De méme, I'incorporation
de cette enzyme dans un film de protéines de l&aios (29 mg par gramme de film sec) a
réduit la populatiorL.. monocytogenede 4,2 Log(UFC/cm?) a 4 et 10°C. Dans les mémes
conditions, I'adsorption de cette enzyme sur Ia & permis une réduction de 1 a 3 Log(UFC/qg)
(Min et al, 2005a). L’association de l'utilisation de haum®ssions a 400 MPa, et 20°C,
pendant 15 min et du systéme lactoperoxydase rédeitpopulation dé&. innocuade 7 Log
UFC dans du lait écréemé (Garcia-Graetlal, 2000).

Lactoferrine

La lactoferrine est une protéine du lait dont lagpale propriété est de chélater le fer, propriét

a la base de son activité antimicrobienne. En eféeffer est une substance nécessaire a la
croissance de nombreuses bactéries pathogenesLdanbnocytogene¢Brown et Holden,
2002). Cette enzyme peut se cliver en lactoferidn dont I'activité antimicrobienne est plus
importante que la lactoferrine (Holzaptlal, 1995). Ainsi,in vitro, la lactoferrine bovine a 2

g/l a montré une forte activité antimicrobiennetceh. monocytogengdl-Sayedet al, 2003).
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Lysozyme

Le lysozyme est une muraminidase qui hydrolyse i#sdn (-1,4 entre l'acide N-
acétylmuramique et le N-acétylglucosamine du petid@ne, ce qui conduit a la lyse des
bactéries a Gram positif. Cette enzyme peut é&besére dans les oeufs et le lait (Holzagfedl.,
1995). L'incorporation de cette enzyme dans un filenprotéines de lactosérum (204 mg par
gramme de film sec) réduit la population [demonocytogenede 4,4 Log(UFC/cm?2) ainsi que
I'adsorption de cette enzyme sur le film (réductiten2,4 a 4,5 Log(UFC/Qg)), a 4 et 10°C (Min
al., 2005b).

3.2-2 Acides gras

Spronget al (2002) ont démontrén vitro I'activité antimicrobienne des acides gras C10:0,
C12:0, des acides gras insaturés C18 du lait deevél50 mg/l, pH 5) sut. monocytogenes
avec des réductions observées de 7 Log(UFC/ml)s @anlait écrémé, I'acide linoléique K-
conjugué est listériostatique et prolonge consldéraent le temps de multiplication a 4°C
(Wang et Johnson, 1992).

Ces molécules d'origine laitiere (enzymes et acigess) ont donc démontré un effet anti-
Listeriadans des milieux de culture, des films et du lait.

4. Quorum sensing

Kaprelyants et Kell (1996), sur la base d'obseorai personnelles et d'une revue
bibliographique, ont suggéré que la croissanceéhaane est dépendante de phénoménes de
communication cellulaire, communément appelés «gqucsensing ». Ce phénomene n’est pas
tres documenté chdz monocytogenegGandi et Chikindas, 2007) mais quelques étudés on
suggéré l'existence de comportements dépendarits dlmsité cellulaire, tels que la croissance
(Robinsonet al, 2001) et la virulence (Ermolaeed al, 2004). Smithet al (2004) suggerent
d’approfondir les phénomenes de communication ¢etkrdaire deListeria pour controler la

croissance de ce pathogéne par identification dgosés antagonistes du quorum sensing.
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5. Utilisation de bactériophages

Les bactériophages peuvent étre considérés commeemigemis naturels des bactéries. lls
possédent plusieurs caractéristique} il§ éliminent leurs bactéries cibles vivanteis) peu
d’inactivations croisées ont été mises en évidemtee especes et genres ét) €n raison de
leur composition (protéines et acides nucléigues)résidus de leur destruction ne sont que des
acides aminés et des acides nucléiques (Caeltah, 2005). lIs sont présents dans I'eau et des
aliments divers, en particulier les aliments fertésnjusqu’a 19 phages viables par gramme
dans les produits carnés (Kennedy et Bitton, 198Takvelidze et Barrow, 2005).

Des applications de bactériophages P100 a la suddromages de type munster préalablement
contaminés avet. monocytogene®nt conduit & une diminution de 3,5 Log(UFC) pport a
I'absence de bactériophage, voire une éradicagoredpathogéne pour une dose de*3pbages

par ml (Carltoret al, 2005). L’application de bactériophages peutiagise potentialisée par la
combinaison avec une application de bactériociomnge la nisine. Ainsi, en milieu a base de
Tryptone Soja (TSB), l'association nisine/bacténage LH7 réduit la population de.
monocytogenepar rapport aux actions de la nisine et des haptéiges seuls. Cette réduction
est variable en fonction de la souche ldemonocytogenest de la température (Dykes et
Moorhead, 2002).

Les bactériophages apparaissent donc comme un malgenprévention delListeria
supplémentaire. Leur applicabilité en milieu fromageste néanmoins subordonnée a I'absence

de lyse des bactéries lactiques nécessaires hrledion et I'affinage du fromage.

6. Mécanismes d’inhibition inconnus ou non démantré

Dans de nombreuses études, une inhibitiohigeria par des consortia de surface de fromage
ou la présence de est observée, mais le ou lesnimBms d’actions ne sont pas connus ou

encore seulement suggérés mais non démontrés.

Maoz et al (2003) ont contaminé avéc monocytogenedes surfaces de fromages a pate molle

ensemencees avec des consortia microbiens issBsrdenageries, a 6 mois d’intervalle. Les
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consortia de 2 fromageries ont montré un effetlaisteria, a la différence du consortium de la
3*M fromagerie qui a été considéré comme un témois sffet antikisteria. Pour le consortia
de la premiére fromagerie, I'effet artisteria était de 4 a 6 Log par rapport au témoin. Cet effe
anti-Listeria était stable dans le temps et associé a la $ét# la population du consortia. Le
mécanisme n'a pas été élucidé mais I'absence diésgn de substances inhibitrices par les
bactéries a été mise en évidence. Pour le consodiila 9™ fromagerie, I'effet antl-isteria
s’est avére variable en fonction de la saison éa dgiantité de consortium déposé, de 1 a 6 Log
de réduction par rapport au témoin. Magtr al. (2004) ont ensuite réimplanté 4 consortia
microbiens de surface de fromage avec une actiaité-Listeria prouvée, issus des 2
fromageries étudiées par Maetzal (2003), sur des fromages a pate molle affinés.fdenages
ont ensuite été contaminés aviec monocytogene$l0' et 1G UFC/ml de saumure) et le
comportement deisteria suivi a des températures différentes (13 a 1826)yr une fromagerie,

la protection antl-isteria des 2 consortia était stable par rapport a la éeatpre, avec une
protection notée jusqu'a 40 jours. Pour 'autrenfagerie, I'activité antl-isteria était variable en
fonction de la durée et de la température d’afinmdges auteurs soulignent que la spécificité de
la composition des consortia et la température nogdd de I'effet inhibiteur sont des
caractéristiques propres a chaque environnemeut, ljgffet antiListeria. lls préconisent donc
des traitements antiisteria adaptés a chaque environnement. Bockelmatnal (2005) ont
contaminé aved.. monocytogenesles surfaces de fromages de type Limburg, lavés av
différents mélanges de soucheMigrobacterium gubbenseeArthrobacter nicotinag
Brevibacterium linens Halomonas spp, Corynebacterium casei Durant les 2 semaines
d’affinage, aucune inhibition n’a été observéea différence de la phase de stockage a 8°C dans
les 2 semaines suivantes. Le mécanisme de cettgtimi est inconnu, mais les cultures pures
de ces bactéries n'ont pas permis d’inhibisteria par test de diffusion en milieu gélosé. Les
auteurs suggerent le réle de la faible températigda forte salinité et du faible taux d’oxygene.
Carminatiet al (1999) ont contaminé avéc monocytogenedes fromages taleggio (pate molle)
a différents stades d’affinage, préalablement ergess avec 2 mélanges bactériens candidats a
I'inhibition de Listeria. Un effet listériostatique a été observé dan2less, lié a la présence
d’un riche complexe microbien et a un pH bas, saiten probleme d’affinage. Sur la surface de
ces mémes fromages (taleggio), Carmieatal (2000) ont déposé 3 Log(UFC) par fromage de
L. innocuaapres 2 ou 4 semaines d’affinage. Lors de la cointtion a 2 semaines d’affinage, 5

semaines plus tard,isteria avait colonisé toute la surface du fromage (5,5(U&C) par
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fromage) et des contaminations croisées avec @auttomages affinés ensemble ont été
observées (3,5 Log(UFC) par fromage), a priorilpagolution de lavage des fromages. Lors de
la contamination a 4 semaines d’affinage, 3 sersguhgs tardListeria n’avait pas colonisé la
totalité de la surface (3,7 Log(UFC) par fromagejneins de contaminations croisées ont été
observées (souvent au seuil de détection de 0,8QUIEC/cm?)).Listeria a aussi été trouvée
dans les eaux de lavages des fromages 5 jours Epmmtamination, mais pas par la suite.
Ainsi, les contaminations croisées sont moins mieselorsque.isteria est contaminée sur des
fromages a 4 semaines d’affinage, avec une popolabtale de surface supérieure de 2
Log(UFC) aux fromages a 2 semaines d'affinage. kaggestions des auteurs pour le
mécanisme sont la compétition nutritionnelle ou dgnthese de molécules inhibitrices,

bactériocines ou acides organiques.

Certains micro-organismes isolés a la surface @mdges ont aussi démontré une activité anti-
Listeria. Carnioet al (1997) ont analysé différents consortia présants surface de fromages
francgais et allemands. Pour les fromages frangars2613 isolats, 48 ont montré une inhibition
deListeria sur milieu solide. Pour 3 de ces isolats, |la présele substances inhibitrices solubles
a éeté demontrée. Pour les fromages allemands,08uis8lats, 30 ont montré une inhibition de
Listeria sur milieu solide, sans mécanisme associé. Lorgrdgramme européen SCM (Etude
Smear Cheese Microflora Projet QLK1-CT-2001-0223adiversity and anti-Listerial activity

of surface microbial consortia from Limburger, Ratslon, Livarot, Tilsit ans Gubbeen cheese,
2002-2004), I'étude sur la flore fongique de sugfda reblochon de Savoie a été effectuée. Pour
les 439 levures isolées sur 3 sites de productiaativité antilListeria a été évaluée sur 5
souches dé&. monocytogenesn milieu solide. Seize levures ont montré ung&efarhibition de

L. monocytogene®armi celles-ci, 3 ont été sélectionnées potertdsur activité antl-isteria a

la surface de reblochons. Les levures ont été éésasla surface des fromages’ (1BC/cm?) 3
jours avant I'inoculation dels. monocytogenedl et 10 UFC/cm?). A la différence des essais en
milieux de culture, l'inhibition dd.. monocytogenepar les levures sélectionnées n'a pas été

observée a la surface de fromages.

En conclusion, de nombreux mécanismes d'inhibitiont été démontrés enverk.

monocytogeneCertains ont déja été validés dans les alimemsy g'autres ce travail reste
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encore a effectuer. Pour la majorité d’entre dusteria n’est pas éliminée, mais sa croissance

ralentie ou inhibée.

Par contre, tres peu d’études ont montré une ictiera favorisante de bactéries envérs
monocytogened_eriche (1999), Mettler et Carpentier (1998) ombntré que des biofilms de
certaines souches d@seudomonasfavorisaient la formation de micro-colonies de
monocytogenes.Buchanan et Bagi (1999) ont montré qu’en fonctides conditions
environnementales (température, NaCl, pH), unelsdePseudomonas fluorescepsuvait ne
pas affecter, favoriser ou inhiber la croissancé.dmonocytogenesn milieu liquide. En ce qui
concerne l'adhésion deisteria, Hassanet al (2004) ont démontré une adhésion lde
monocytogeneplus importante (3 Log(UFC/cm?)) sur un biofilmépkistant dé°seudomonas
putidaque sur de I'acier inoxydable. Brenedral. (2001) ont révélé qu’un plus grand nombre de
cellules de L. monocytogenesadhéraient sur de l'acier inoxydable en co-cultaneec

Flavobacteriumspp qu’en culture pure.

Ainsi, Listeria monocytogenesemble avoir des difficultés a s'implanter et adégelopper en
surface en communauté avec d’autres bactéries.efizp et Chassaing (2004) ont démontré
que seules 4 souchésouria varians Staphylococcus capitiStenotrophomonas maltophilet
Comamonas testosterdmiarmi 29, isolées dans I'environnement agro-atitaiee, ont permis la
croissance deisteria en co-culture binaire sur des coupons d’acierydakle.

Les moyens de prévention du développemeitisteriarecensés dans la littérature sont pour les
molécules d’origine laitiere, une diminution dedfeésion et une inhibition de croissance. Pour
les micro-organismes, l'effet antisteria peut étre lié a plusieurs mécanismes : une dinoinut
de I'adhésion, une synthése de molécules inhibgriet une compétition nutritionnelle. Ces
différents mécanismes associés a la difficultd.idéeria a se développer en communauté avec
d’autres micro-organismes font du biofilm barrieve positif, un moyen particulierement

prometteur pour maitriséisteria dans les aliments ou les ateliers agro-alimergaire

Pour une application alimentaire, en plus d’unaléinnocuité, d’autres facteurs sont a prendre
en compte comme la possibilité d’inclure le traiéein de prévention deéisteria dans la
fabrication de I'aliment, 'absence de modificasotles qualités organoleptiques du produit fini

et l'acceptation par le consommateur du traiteméat prévention del. monocytogenes

70



(Devlieghereet al, 2004). Tous ces traitements de prévention resggmnmoins a associer a la
premiére barriere contréisteria: les bonnes pratiques de fabrication, de stocketgele
distribution des aliments (Holzapfed al., 1995).
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Chapitre 3 Le support bois en agro-alimentaire

Ce chapitre est une synthése autour d’'un matéadicplier, le bois et son utilisation en agro-
alimentaire. Sa structure et les propriétés quidécoulent sont détaillées ainsi que ses
applications en agro-alimentaire. Les relationsi@ictéries sont ensuite abordées par les études
des substances antimicrobiennes présentes daoss)elb la survie des micro-organismes sur ce
matériau et sa nettoyabilité. Enfin, les interatsidois-bactéries en technologie alimentaire,

décrites dans la littérature sont abordées.

|. Structure et principales propriétés du matébiais

1. Physiologie et structure anatomique

Le bois est un matériau particulier en raison deigine et de son organisation. Il est en effet
formé d’'une matiére hétérogéne élaborée par unnmmga vivant. Cette élaboration se fait
suivant des lois déterminées par I'espece de Barinfluencées par des circonstances diverses

(sol, altitude, climat, mode d’exploitation de taét).

Le tronc de l'arbre est formé d’'un ensemble deutesl accolées les unes aux autres. Elles
forment des tissus qui remplissent deux fonctiossestielles : le soutien de I'ensemble des
parties aériennes de I'arbre et la conduction desdes (eau et sels minéraux) puisés dans les
racines et nécessaires a la fonction vitale dulég@. Cette ascension se fait dans les zones les
plus jeunes du bois (aubier). La structure anatamides bois est différente selon le groupe
auquel les arbres appartiennent, celui des gymnogse(coniféeres), ou celui plus évolué, des
angiospermes (Baillgt al, 1984). Dans ce groupe, les arbres feuillus digparent a la classe
des dicotylédones. Le tissu fibreux, ossature jale du bois et tissu de soutien chez les bois
feuillus, joue en méme temps chez les résineu&léedu tissu de conduction. Les fibres portent
a cet effet des ponctuations spéciales, qui étaitsdes communications d’'une cellule a une

cellule voisine, par ou s’effectuent des échangesdtuations aréolées). Ces fibres de nature
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particuliere sont appelées chez les résineux dhéides. Constituant a elles seules la quasi
totalité du bois des résineux, elles lui donnertaspect homogene caractéristique. Chez les
feuillus, dont le bois est beaucoup plus différéngue les résineux, le role de conduction est

dévolu au tissu vasculaire.

Lorsque I'arbre atteint un certain age, les couaesellules les plus anciennes, donc les plus
internes, cessent d’assurer leur fonction de cdimuet subissent une évolution plus ou moins
marquée, la duraminisation (Campredon, 1952). Ga#tpe correspond a une perte en eau libre
et un durcissement des parois par lignificationrpfmumer le bois parfait, la zone la plus
ancienne du tronc. Il est important de distingeeibbis de l'aubier, du point de vue de leur
emploi. Ce dernier est en général plus tendre, sndémse et moins résistant. Ces 2 parties sont
dans certains cas différentiables a I'ceil nu consonela Figure 1ll.1. Chez certaines essences
(sapin, épicéa, peuplier), l'aubier n'est pas difé du bois parfait, ces 2 parties peuvent donc

étre employées pour les mémes usages.

Ecorce
Liber
Cambium
. Dursmen | ) s .
il B parfaily | . Aubier

Figure 111.1. Coupe transversale d’'un tronc d’'un arbre donthliar est distinct du bois parfait
(CTBA, 1998).
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2. Composition chimique

Le Tableau lll.1. résume les principaux constitsadti bois, dont la cellulose, polymére du
glucose sous forme cristalline et amorphe dan®ie dst le principal constituant de la paroi de
toutes les cellules végétales. Les hémi-celluleses des polyhétérosides se présentant sous la
forme d’'une structure comparable a un gel désh§destsociés a la cellulose dans la paroi. La
lignine est un polymére de structure amorphe impaag les parois des cellules végétales
duraminisées. La composition de la matiere minératee d'une essence a l'autre et en fonction
de la nature du sol. Cette matiére minérale peatsiiuée dans les parois ou dans les cavités des
cellules du bois. Parmi la matiére organique dil@es le Tableau lll.1, se trouvent des résines et
oléorésines (huiles essentielles), des tanins,cdesants, voire méme des alcaloides et des
toxiques, principalement dans les essences tr@gichh présence et les teneurs de ces différents

composes varient en fonction de I'essence.

Tableau Ill.1. Répartition des différents constituants du boiER&, 1998)

Constituants du bois % (m/m)

Cellulose 40 a 50%
Hémi-cellulose 10 a 30%
Lignine 15 a 30%
Mauereg organiques 0.5 4 2%
minérales

3. Propriétés du bois

Les propriétés techniques du bois sont les conségeede sa structure et de sa composition
chimique. Ces deux caractéristiques dépendent dhare de I'essence et d’autre part, des
conditions de croissance de l'arbre. On distingaamp les propriétés techniques du bois les

propriétés physiques, mécaniques et chimiques (GTBA3).
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3.1 Propriétés physiques

Parmi d’'autres propriétés comme les faibles comdtés thermique et électrique, la capacité
d’hydratation du bois est une caractéristique irtgrde. En effet, le bois contient toujours une
quantité d’eau plus ou moins importante suivanttasditions dans lesquelles il est placé. Ainsi,
un équilibre s’établit entre le degré d’humidité lahis et I'humidité relative de la piéce ou il est
stocké. Cette variation d’humidité entraine uneat@an de densité ainsi qu’une rétractabilité

(variation du volume en fonction du taux d’humiglité

3.2 Propriétés mécaniques

Les propriétés mécaniques du bois lui permettemésister aux efforts qui lui sont imposés dans
I'industrie et la construction : résistance a lanpoession, a la traction, a la flexion, au choc,

aptitude au fendage et dureté.

3.3 Propriétés chimiques

En plus de sa combustibilité, le bois est le ptus/ent doté d’un caractére acide, principalement
dd a la présence d’acides organiques (acétiqueidae et oxalique). Choon et Raffael (1990)
ont comparé les pH de cing bois différents en fonctle la température. A part le chéne qui
présente un caractére acide prononcé (4,3 a 20@8€)juatre autres essences (acacia, hévéa,
jelutong et punah, deux arbres malaisiens) préseate pH plus neutre (de 5,8 a 6,3 a 20°C).
Pour les cing essences, le pH s’abaisse avec l'enigtion de température (de 2,9 a 3,4 a
103°C).

Une autre propriété chimique particulierement egéante du bois est sa résistance aux
champignons et aux insectes. Cette durabilitéaesbhséquence de la composition chimique du
bois : pH acides pour le chéne (Choon et Raff890}), présence de tanins ou de résine dans le
bois parfait (Guinier, 1974), présence de compamgtfongiques (tetra et penta hydroxy-

stilbénes) (Wangt al, 1983). Cette derniere étude a aussi démontiénlentre la résistance a

75



la pourriture du bois et sa teneur en extraitsldetidans le méthanol. La résistance du bois aux

champignons est cependant fortement liée au tauxmdité dans lequel il est placé.

Ainsi, I'organisation anatomique de I'arbre, aigsie son systéme de circulation et ses moyens
de défense, sont a l'origine de la structure sjppmf du bois et de ses propriétés physico-
chimiques particulieres. Parmi celles-ci, les pietgs du bois exploitées en agro-alimentaire

sont détaillées dans la prochaine partie.

Il. L'utilisation du bois en agro-alimentaire

1. Historique

Le bois est un matériau utilisé dans la fabricaties aliments et leur stockage. En effet, le bois
est une ressource naturelle renouvelable dontclanigue de travail et de transformation est
simple. Ce matériau était donc présent sous de reusbs formes dans les secteurs agricoles et
alimentaires. Tables, seaux, bacs, instrumentfig@s, spatules, louches...) étaient des objets
communs a différents secteurs. Certains objetsrétpius spécifiques : gerles, barattes, moules
a beurre ou a fromage, sangles, planches d’affipagela production laitiere, presses tonneaux,
fats, pour la production des boisons alcooliseesilbbts et manches des couteaux pour
I'industrie de la viande et de la charcuterie. 8d&s régions, certaines essences de bois étaient
plus répandues que d'autres, et cette répartitomesrouve dans le choix des essences en
fonction des productions. Ainsi, I'épicéa étaitligé pour les planches d’affinage des fromages
en montagne et le chéne était utilisé pour fabritpgeflts nécessaires a la production viticole en

plaine.

Au fur et a mesure de lindustrialisation des pd#® de fabrication, le bois a été
progressivement remplacé par des matériaux qui lagnb plus appropriés : fer ou cuivre
étame, almasilium puis acier inoxydable et enfirtates polymeres comme le polypropyléne ou
le polyéthylene. Ces changements ont eu pour @éfeévéler les propriétés particulieres du bois
et d’associer le bois a des notions de traditiatedtypicité (Richard, 1997). Aujourd’hui, le bois
est utilisé comme emballage au contact direct dassfilieres fruits et légumes (cageots,

cagettes), produits de la mer (caisse, caissdttesriches), produits transformés a base de lait
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(boites, faux-fonds, sangles), boulangerie-patisserpaniére, corbeille), confiserie
(bonbonnieres). Il est aussi utilisé comme supgerfabrication et équipement. Les différentes
applications concernées sont les planches, ledesert les gerles pour la fabrication de
fromages, les tonneaux pour la fabrication de giralcools, les piques a brochette pour viandes,
poissons, légumes et fruits, les batonnets powegidimentaire, les billots de découpe pour la
viande, les plans de travail et les ustensilesuigines pour tous types d'aliments (note de la
DGCCRF n° 2006-58 du®Imars 2006).

2. Propriétés du bois exploitées en agro-alimesntair

Trois propriétés particulieres du bois exploitéas [agro-alimentaire sont la transmission de
molécules entre le bois et les produits a son cgritansemencement en flores technologiques
pour les produits fermentés, et surtout I'écharigardidité avec son environnement direct. Elles
sont détaillées au travers de I'exemple des 2 jp@nx secteurs de production de l'agro-

alimentaire utilisant le bois dans leurs équipemeres vins et boissons alcoolisées et les
produits laitiers.

2.1 Le bois et la production de vins et boissonedisées : transfert de molécules et interactions

bois-bactéries

Dans le domaine de la production de boissons asgms, de nombreuses boissons sont vieillies
dans des flts de bois principalement du chéne aguéleze. Nombreuses sont les études qui ont
démontré le rdle important joué par le bois dansmiaturation des boissons alcoolisées,
notamment le vin et le whisky. Ces études, repnmesMosedale et Puech (1998), ont montré
que les modifications des breuvages pendant lelisseiment pouvaient étre liées a 4
mécanismes : a un transfert direct des composésbas, a une décomposition des
macromolécules du bois puis le transfert des ptedié ces décompositions au liquide, a des
réactions entre les composants du bois et les itmds du breuvage et a des réactions
concernant uniquement les extraits du bois. Dedeétwont aussi porté sur linfluence des
différentes espéces de chénes composants lesdfilttemps de vieillissement en flts et le
remplacement des fOts en bois par la présenceipgg eh bois sur les composés volatils du vin,

77



bases des arbmes (Garde-Cerdan et Ancin-Azpilic2&@6). Plus récemment, une étude a
démontré une interaction bactérie—bois avec ureente sur le produit finiOenococcus oera

la capacité de transformer des composés du baisraposés volatils influencant les arémes du
vin (De Revekt al, 2005).

2.2 Utilisation du bois pour la production des pritsl laitiers : régulation de I'humidité,

ensemencement en flores technologiques, transmidsionolécules

Dans le domaine des produits laitiers, peu de patitins ont été réalisées sur le sujet, méme si
de nombreuses productions utilisent le bois dans peocessus de fabrication. La quantité de
fromages affinés sur bois est estimée a plus deDBBQtonnes de fromage par an en France
(communication personnelle, J.-F. Chamba et E. NO6IEF). Le Tableau 1.2 liste les
matériaux traditionnels utilisés en fromagerie (ommication personnelle, CNAOL, Syndicat
AOC). Pour certains fromages avec une Appellati@ridine Contrélée, I'utilisation du bois est

citée dans les décrets relatifs aux appellations.

Le Tableau Ill.2 souligne la diversité d'utilisaticdu bois en fromagerie et les nombreuses
productions ou le bois est utilisé. La principateiété du bois utilisée en fromagerie est son
hygroscopie. En effet, par empirisme et en comparaavec d’autres matériaux, I’hygroscopie
ou la capacité du bois a échanger I'eau et I'huidvec son environnement direct, est associée
a une meilleure formation de la cro(te des fromdgaare, 1997). Le bois est utilisé sous forme
de planches pour I'affinage de nombreux fromagesgh€neaux pour I'égouttage des fourmes,
de stores d’égouttage pour les bries de Meaux éflelan, le camembert de Normandie et le
pont 'Evéque, et de faux-fonds, disques d’épickavés a 95°C, placés sur le chevrotin et le
reblochon. Pour ces derniers, l'utilisation du beistre dans les criteres AOC. Ainsi, le
reblochon de Savoie doit étre emballé individuettatrdes la sortie d’affinage en présence d'un
faux fond (décret du 15 novembre 1999, paru au°EB&du 19 novembre 1999), de méme que
le chevrotin, qui doit en plus étre séché et affnedes planches d’épicéa (décret du 2 mai 2002,
paru au JO n°104 du 4 mai 2002).
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Tableau IIl.2. Liste des matériaux traditionnels utilisés en Eeampour la préparation, le
conditionnement ou I'emballage des produits latiGcommunication personnelle, CNAOL,

Syndicat AOC).

Matériaux traditionnels

Produits Locaux spécifiques .
. . . Conditionnement et
Préparation et affinage
emballage
ABONDANCE Cave naturelle Cuve' en c.uwre,' P!anche et moule
enbois, Toiles végétales
BANON Toiles végétaleBois Fel_ulle de chatalgner Raphia
Caissettes en bois
BEAUFORT Cave naturelle Cuve en CUIVTE, .Plan(,:hg, cercle,
foncets erbois, Toiles végétales
BEURRE DE

CHARENTES POITOU

Baratte erbois

BLEU D'AUVERGNE

Cave naturelle (brique%lanche eibois

Tunnel

BLEU DE GEX HAUT
JURA

Planche embois
Toiles végétales

BLEU DES CAUSSES

Cave naturelle

Planchéeis Feuille d’étain

BLEU DU VERCORS
SASSENAGE

Cuve en cuivre
Planche emois

BRIE DE MEAUX

Bois pour store, planche de héloir
Planche embois
Jonc d’égouttage

BRIE DE MELUN

Bois pour store et planche de
héloir

Paillon de resserrage

Planche emois

Cuve en cuivre, Planche et

BROCCIU Cave naturelle . .
ustensiles ebois
CAMEMBERT DE Bois pour stores et planche dEoTte enbois
NORMANDIE haloir
Cave naturelle Ge_rle, Planche et ustensiles en
CANTAL bois
Tunnel Toiles végétales
ggﬁ%ﬁHOU pu Paillons Caisses diois
CHAOURCE Boites et caissetteslais
Cuve en cuivre, Planche et
CHEVROTIN Cave naturelle ustensiles en bois, Toiles Boite enbois (faux-fond)
végétales
Cuve en cuivre, Planche &ois,
COMTE Cave naturelle Toiles végétales, Echelle, foncets,
cercles, petit matériel dyis
CROTIN DE Toiles végétales Caisse emois
CHAVIGNOL Paillons
EMMENTAL DE Cave naturelle (P:Il:inecﬁg g?:;/srteensiles bnis
SAVOIE IGP i
Toiles végétales
EPOISSES Cave naturelle Boitelmis

FOURME D'AMBERT

Cave naturelle
Tunnel

Planche et chenaux d'égouttage en
bois
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Matériaux traditionnels

Produits Locaux spécifiques
. . . Conditionnement et
Préparation et affinage
emballage
EOURME DE Cave naturelle Planche bnis
MONTBRISON Tunnel Chenaux ebois
LAGUIOLE Cave naturelle P!anch? blms
Tunnel Toiles végétales
LANGRES Planche ebois Fond de boite ebois
LIVAROT Cave naturelle Planche et storelais Lichée
MACONNAIS Cave naturelle Planche bnis Caisse emois
MAROILLES Cave et haloir naturelle 5., o o ois
Mur en briques
MONT D'OR Cave naturelle Cuye en cuivre, Planche drois, Cerclage emois
Toiles végétales Boites erbois
Cuve en cuivre, Planche dmis,
MORBIER Cave naturelle Toiles végétales, Outils, cercles en

bois

MUNSTER GEROME

Cave naturelle

Cuve en cuivre,

en bois, Cuilleres

Planche et moule
en cuivre ou erBoite enbois

laiton
NEUFCHATEL Cave naturelle Planche kois
Cave naturelle Cuve en cuivre, Planche et
OSSAU-IRATY ustensiles enbois, Orties, Toiles
Tunnel végétales, Moule en métal
Planches ebois
PICODON Cave naturelle (briques) . . Caissette ebois
Cuves (biches) en grés
PONT L'EVEQUE Cave naturelle Planche et storeas b Lichée
POULIGNY ST PIERRE Cave naturelle gz;ﬁ:ette ebois

REBLOCHON Cave naturelle Cuve _€n cuwre, Plfan,che eII—'aux—fond erbois
ustensiles ebois, Toiles végétales
ROCAMADOUR Toiles végétales Caisselmis
ROQUEFORT Cave naturelle Planchebais Feuille d'étain
Cave naturelle i i
SALERS Ggrle, p!anphe et ustensiles lewis,
Toiles végétales
Tunnel
Gerle, planche enbois, Toiles
ST NECTAIRE Cave naturelle végétales

Paillons de seigle

Paille de céréale
Caissette ebois

STE MAURE DE

TOURAINE Planche epis

Cave naturelle

Cuve en cuivre, Planche et

TOME DES BAUGES . . ! .
ustensiles ebois, Toiles végétales

Cave naturelle

TOMME DE SAVOIE Cuve en cuivre, Planche et
Cave naturelle . . ' P
IGP ustensiles ebois, Toiles végétales
VALENCAY Planche, table de salage lemis, Caissettes enois
RACLETTE DE Cuve en cuivre
SAVOIE Cave naturelle

projet IGP Planche eibois




L’ensemencement en flore d’intérét technologigueyrasupport bois d’'une fabrication a I'autre
est aussi une propriété exploitée, sur les plandta#Bnage (Faure, 1997) mais aussi en filiere
salers. Pendant la traite, le lait doit étre imratginent réceptionné dans un récipient en bois,
tronconique ou cylindrique dénommé la « gerle ance récipient, il est ensuite emprésure,
puis le caillé est découpé (décret du 14 mars 288@, au JO n°65 du 17 mars 2000).

Dans le cas du vacherin mont d'or, l'utilisatioraditionnelle du bois dans le processus
d’affinage permet le transfert des molécules duws bars le produit, en générant des godts
spécifiqgues (Bossadt al, 1997). Parmi ces molécules, se trouvent le pecyanle limonene, le
y-terpinéne, k-bornéol et la—terpinéol qui sont des composeés des résineux. [Ramécret du

17 mai 2006, paru au JO n° 116 du 19 mai 2006stisBpulé que ce fromage est cerclé d’'une
sangle d’épicéa et inséré dans une boite de ce ninige Le sanglage intervient apres le
démoulage et I'affinage sur planche d’épicéa. Legkae et la boite assure aussi un maintien et
une protection du fromage. Pour la fabrication éauort, le caillé est rassemblé dans une toile
et moulé dans le cercle de bois, dit « cercle afoela» (décret du 19 janvier 2001, paru au JO
n°22 du 26 janvier 2001). Ce cercle particuliersprée sur sa face interne une convexité qui

donne la forme concave du talon, caractéristiquieedufort.

Le bois est également utilisé sous forme de cendpgsinterviennent dans la formation de la

crolte des fromages Sainte-Maure de Touraine (déer29 juin 1990, paru dans le JO n°152 du
3 juillet 1990) et des fromages Selles-sur-Checr@@édu 8 aolt 1994, paru au JO n°187 du 13
aolt 1994).

Une étude a été realisée sur les planches d’a#fiemgbois a recensé les différentes pratiques
fromageres de nettoyage des planches en bois.dQeapime, « Evaluation et maitrise du risque
microbiologique dans l'utilisation du bois pour fflaage des fromages », a été réalisé par
I'Institut Technique Francais des Fromages (ITFBEans le cadre d'un programme de
'Association de Coordination Technique pour [lstiie Agro-alimentaire (ACTIA)
(programme n°® RA 97.31) et a pris fin en 2000. €étude a démontré que le brossage a I'eau
froide ou tiede (< 35°C) et le passage en cabinéadege (eau pulsée a hautes pressions et

hautes températures, 82°C) sont les deux procaeplus couramment employés par les

81



professionnels fromagers. Ils conduisent a unectémiude la FMAR (Flore Mésophile Aérobie
Revivifiable) de 2 & 3 Log et 4 a 5 Log pour, respement, le brossage et la cabine de lavage.
Toutes ces propriétés du bois exploitées en agreeataire soulignent I'importance de

I'utilisation du bois dans le processus de fabricaties boissons alcoolisées et des fromages.

3. Législation autour du bois

3.1 Textes concernant les matériaux au contaalel@®es alimentaires

Le réglement n°1935-2004 du Parlement Européen &ahseil Européen du 27 octobre 2004,
concerne les matériaux et objets destinés a estr@ontact avec des denrées alimentaires. Ce
reglement reprend le principe d’inertie : il stipujue les matériaux ne doivent pas céder aux
denrées alimentaires des constituants en une tiansceptible de présenter un danger pour la
santé humaine, ou d’entrainer une modificationdaptable de la composition des denrées, ou
d’entrainer une altération des caractéres orgatigless de celles-ci. Dans ce réglement, le bois
fait partie de la liste des matériaux pour lesqadels mesures spécifiques peuvent étre adoptées
comme par exemple, des conditions particuliéresiplei, des décisions de limites de migration
acceptables de certains constituants, ou I'élalborafune liste de substances autorisées pour la
fabrication des objets.

3.2 Textes concernant le choix des essences :

L’arrété du 15 novembre 1945 concerne « la liste matériaux susceptibles d’étre utilisés pour
la santé publique, dans la fabrication des instnimme&le mesures en contact direct avec les
denrées alimentaires ». Parmi d’autres matériaaxt @utorisés pour toutes les denrées
alimentaires, les bois de chéne, de chéataigniefrée, de charme ou de robinier et pour les
solides alimentaires les bois de hétre, de noyerma et de peuplier. Cet arrété a ensuite été
modifié par la lettre circulaire du 28 novembre Q9&lative aux matériaux au contact des
denrées alimentaires, qui étend les dispositiond’ateété du 15 novembre aux récipients

destinés au stockage et a la conservation desonsiss denrées alimentaires.
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D’autres essences traditionnellement utilisées ende ont ensuite été reconnues aptes au
contact alimentaire : sapin, épicéa, douglas, panitrme, pin sylvestre, platane, tremble, aulne,
olivier, bouleau (avis de Il'administration parus d@liD-Bulletin d’information et de
documentation- n°81-046, 82-331, 83-341, 87-16848B 90-387, 92-338, 97-132,97-306).
Pour les produits laitiers, la décision de la cossiain n° 96/536 du 29 juillet 1996, modifiée par
la décision 97/284 du 25 avril 1997, établissarlisk® des produits a base de lait pour lesquels
les Etats membres sont autorisés a accorder degati@ns individuelles ou générales est a
I'origine de l'ajout de certaines de ces essenEeseffet, cette décision stipule que pour les
produits a base de lait présentant des caractgresti traditionnelles, des dérogations peuvent
étre accordées en ce qui concerne la nature désiawxt composant les équipements spécifiques
a la préparation, au conditionnement ou a 'empallde ces produits. Ces équipements devront
toutefois étre maintenus de fagon constante dar&tairnde propreté satisfaisant, régulierement

nettoyés et désinfectés.

3.3 Textes concernant les produits de traitemantsots

La Directive n°76/769/CEE du Conseil du 27 juill&76 concerne la limitation de la mise sur le
marché et de I'emploi de certaines substanceségapations dangereuses. A I'exception des
traitements antifongiques pour les conteneursultsfet Iégumes, les articles en bois destinés au

contact alimentaire ne doivent pas avoir fait l&lg’un traitement chimique de préservation.

3.4 Le « paquet hygiéne »

La réglementation européenne relative a I'hygiees aliments et a I'alimentation animale ou
« paguet hygiéne » est entrée en vigueuf'l@dvier 2006. Parmi les nouveaux réglements mis
en place, les matériaux lisses et étanches, conemglaktique et I'acier inoxydable, sont
préconisés, préeférés au bois en raison de sonteéagooreux. Le reglement n°852/2004 du
Parlement Européen et du Conseil du 29 avril 2pa4u le 30 avril 2004, concerne I'hygiéne
des denrées alimentaires. Il stipule que les émepés ou articles entrant en contact avec les
denrées alimentaires, doivent étre construits,is&alet entretenus de maniére a réduire au
maximum les risques de contamination et a ce qdgent tenus propres et, au besoin

désinfectés. Le reglement n°2074/2005 de la Conionmisdu 5 décembre 2005, paru le 22
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décembre 2005, accorde une dérogation pour leséeenalimentaires présentant des
caractéristiques traditionnelles (méme définitiole gour la décision de la commission n°96/536
du 29 juillet 1996) concernant la nature des mab&ricomposants les équipements utilisés pour
la préparation, 'emballage et le conditionnementcds produits. Ces équipements doivent étre
maintenus en permanence dans un état hygiéniqisfagstnt et régulierement nettoyés et

désinfectés.

Ill. Ecologie microbienne du bois

L’écologie microbienne peut étre définie comme Uit des interactions existant entre les
populations de micro-organismes, regroupées en coemunauté complexe et leur

environnement ; 'ensemble micro-organismes - emviement constitue un écosysteme.

Plusieurs aspects de cette question ont été étddiésla littérature scientifique : tout d’abord la
présence de substances inhibitrices dans le bais, ljinteraction directe bois-bactéries par
I'étude de la survie des micro-organismes et dettoyabilité du bois et enfin la colonisation du

bois par des écosystémes microbiens d’intérét tdogigue.

1. Substances antimicrobiennes du bois

Parmi les composants du bois décrits au Tabledy #éuls les 0,5 & 2% des matieres minérales
et organiques peuvent contenir des composés iabikit En effet, parmi ces dernieres se
trouvent les huiles essentielles, qui sont connpesr leurs propriétés aromatiques et
médicinales mais aussi pour leurs propriétés aatohiennes. Les huiles essentielles sont des
composés aromatiques liquides obtenus a partivéigstaux, du bois mais aussi des fleurs, des
graines, des feuilles, des fruits, des racines t(B2004). Elles peuvent contenir jusqu'a 60
composes différents. Parmi ceux-ci, les composé&ngilyues (par exemple le carvacrol, le
thymol, le terpinéne, les pinénes et I'eugénol)t gmncipalement responsables des propriétés
antibactériennes des huiles essentielles (Coseatimb, 1999). Peu d'études ont été réalisées
sur les mécanismes d’action des huiles essentigllesiépendent des composeés intrinseques de

chaque huile (Lambest al, 2001). Les cibles supposées des huiles esdesitsgint la paroi des
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bactéries, la membrane cytoplasmique et plus pdigiement certaines protéines de surface, le
cytoplasme (coagulation et fuite des métabolitedest ions) ainsi que la force proton motrice
(Burt, 2004). D’'une maniere générale, les huilesemselles sont surtout actives contre les

bactéries a Gram positif, mais aussi les bacté@ri@sam négatif (Holley et Patel, 2005).

Des substances inhibitrices sont aussi présentesléa arbres au niveau du bois ou de I'écorce
des arbres. Parmi 14 especes d’arbres feuillus anmeticains, 70 a 80 % des extraits d’écorce
étaient actifs contr&taphylococcus aureuBacillus subtilis et Mycobacterium phle{Omar et
al., 2000). Pour les extraits de bois, 72% étaietifisamontreS. aureus36% contreB. subtiliset
43% contreM. phlei Les extraits étaient aussi en général plus aobifdre les bactéries a Gram
positif que contre les bactéries a Gram négatifir Res coniferes, les substances inhibitrices sont
situées principalement au niveau des aiguillesaes dine moindre mesure, au niveau du bois.
Kim et al. (2000) ont testé les capacités inhibitrices digmdints extraits d’aiguilles de pin sur
plusieurs bactéries pathogéenes. Les fractions agseet butanoliques se sont révélées les plus
actives avec des CMI variant de 25 a 45 mg/ml exctfon des micro-organismeEgcherichia
coli O157:H7, Listeria monocytogenesSalmonellaTyphimurium etStaphylococcus aureus
Rauhaet al (2000) ont testé I'activité anti-microbienne dedraits méthanoliques d’aiguilles
d’épicéa Picea abieyet de phloéme de pin sylvestRirf{us sylvestrispar des tests de diffusion.
Alors gue les extraits d’épicéa n’avaient peu os @action enversS. aureuset E. coli, les
extraits de pin ont démontré une forte capacitébitrice enversS. aureus L’activité anti-
microbienne de I'huile essentielle d’épicéticea excelspa aussi été testée sur les coliformes,
Listeria monocytogenest Staphylococcus aureu&Canillac et Mourey, 2001). Les bactéries
coliformes (3E. coli, Klebsiella oxytocaK. pneumoniaet Enterobacter cloacgese sont révélés
résistants & I'action de I'huile essentielle pone goncentration de IWFC/ml. Par contre, pour
S. aureuset L. monocytogene®),07% d’huile essentielle inhibait la croissades bactéries en
phase stationnaire a 2.UFC/ml. Une concentration de 0,2 & 0,3% d’huilseasielle d'épicéa
était bactéricide pour £@& 10 UFC/ml deL. monocytogenest S. aureusen milieu de culture &
37°C. Le bois d’épicéa contient naturellement géwile essentielle, qui provient des aiguilles
de I'arbre, et non du bois (Zabel et Morrell, 1990 e possede 4 principaux constituants, des
terpenes : I§-pinéne (26,4%), t-pinéne (16 ,3%), le limonene (10,9%) et le camph@5%).
Elle contient aussi d&3-caréne (3,9%), d@-phellandene (3,1%), du 1,8-cinéole (2,7%) et des
traces de sabinene, cdterpinéol et de terpinen-4-ol (Canillac et Mour@@01). Parmi les
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composants des huiles essentielles;pinéne est le plus actif conttésteria monocytogenes
avec une concentration minimum inhibitrice de 0%19v/v) et 0,025 % pour des L.
monocytogenes de sérotype 4b et 1/2c (Mourey eill@gr2002).

2. Interactions des micro-organismes avec le bois

Une premiére synthese sur les interactions entoeike et les micro-organismes ainsi que sur le
statut hygiénique du bois en contact avec les alisna été réalisée sur 12 articles par Carpentier
en 1997. Elle révele la variabilité¢ des facteurpésinentaux de ces différentes études, qui
peuvent expliquer les différents taux de survie logstéries observés sur le bois : méthode de
contamination, origine et conditions de précultudtes micro-organismes traceurs, durée entre la
contamination artificielle et I'évaluation de lantamination, essence du bois, orientation des
fibres, taux d’humidité et état de surface du bwiéthode de décrochage des micro-organismes.
Malgré ces différences, il ressort de cette symtltpe la dessiccation du bois semble entrainer
une perte de cultivabilité des micro-organismesv@nant des collections, a la différence des

souches sauvages, sauf en présence de matiereqorgala microflore naturelle apparait plus

résistante que les souches du laboratoire. Duléala pénétration des bactéries dans le bois, la
méthode de décrochage est un point tres importansupériorité des polyméres de synthése
remplacant le bois n'a pas été démontrée. Un aquiiet important abordé est la structure

poreuse du bois qui rend ce matériau difficile @dilr, car I'humidité du bois est un facteur

difficile a maitriser.

2.1 Contamination naturelle du bois

Certains bois présentent des risques microbiol@gigar ils sont naturellement contaminés a des
degrés divers par des bactéries a Gram positifégatif (séquoia et sapin patlebsiella
pneumoniaeet autres entérobactéries) (Brown et Seidler, 19B8&gleyet al, 1978 ; Talbot,
1979). Par contre, les planches en épicéa destmde@dgfinage des fromages qui sortent de

scieries ont des taux de contamination négligegQlanillac et Mourey, 2001).
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2.2 Survie des micro-organismes apreés contaminatitdficielle

Gehriget al (2000) ont démontré que le bois n’était pas mbiygiénique que le polyéthylene.
En effet, dans une atmosphére séche, 15h aprésontemination artificielle aveg. coli (1¢°
UFC/ml), des boites contact simulant le transfexttérien, récupéraient moins de bactéries
d’'une surface en bois que d’'une surface en poligtey Le phénomene de séchage a été mis en
avant par les auteurs pour expliquer cette difis@eRar contre, en atmosphere trés humide, les
dénombrements des bactéries récupérées par la re@heique étaient élevés pour les 2
surfaces. Des observations au Microscope Electuend Balayage (MEB) ont aussi réevéle
gu’'apres une utilisation intensive des surfacepayéthyléne, elles devenaient rugueuses, avec
des anfractuosités. Revol-Junelles al (2000) ont démontré par mesure dimpédance,
qu'aucune bactérie n’était détectée 24 h aprésngamination artificielle de 2,4x2. coli sur

une caisse en peuplier autoclavée seche alors gi¢uweloppement bactérien a été observé sur
une surface en verre dans les mémes conditions. Wotaux d'inoculation supérieur A &.
coli), seules quelques bactéries étaient détectées agkeh d’incubation a 25°C. Pour cette
expérimentation, 'humidité au moment de la contation (aprés I'autoclavage) était de 17%.
La perte de l'activité métabolique des bactérigslsupois est liée au faible taux d’humidité du
bois. Pour Milleret al (1996), des substances contenues dans certampdao/ent inhiber les
flores indésirables. En effet, aprés 24 h de ocaltliE. coliO157:H7 inoculée & 7 Log(UFC/mlI)
en présence d'extrait aqueux de fréne blanc a 3@bCune bactérie n'était détectable. Des
cultures dE. coli pIE639 etEnterococcus faeciumn présence de sciures de 7 bois (pin, épicéa,
érable, chéne, peuplier, méléze et hétre) et ges @n polyéthylene ainsi que le suivi de la survie
de ces 2 bactéries sur ces mémes bois et du pdBmth ont permis d'émettre des
recommandations pour utiliser le bois au contastalenents : choix des essences (pin, chéne),
bonne pratique d'utilisation et stockage au seti@8walderet al, 2002 ; Millinget al, 2005).

En effet, pour ces auteurs, lactivité antimicrairie du bois est liée aux propriétés
hygroscopiques et aux substances contenues daasttags aqueux des différentes espéces de
bois, probablement des polyphénols (tanins ou flaides). Toutefois, Gough et Dodd (1998)
ont démontré la possibilité de contaminations éméspour les planches a découper en bois et en
polyéthylene avec une persistanceSd&yphimurium plus importante sur le bois surtoul et

usé.
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Le bois peut étre favorable a certaines bactéugsgpe Kallioinenet al (2003) ont démontré
gue le bois pouvait étre utilisé comme source dbore parPseudomonaspp,Acronobacter
spp etRahnella aquatilis Ces bactéries peuvent en effet se multiplierréirpde chips de bois

d’épicéa dans des bioréacteurs sur 7 et 14 joB8S@.

2.3 Nettoyabilité du bois étudiée apres contanomaditificielle

Miller et al (1996 ) ont comparé la nettoyabilité du bois etpdlyéthylene avec de I'eau et
différents détergents suite a un contact de 30et600 min avec de la viande a 20°C. lls
concluent que le bois est aussi nettoyable voites gjue le polyéthyléene. Par étude de la
pénétration . coli et de spores d8acillus subtilis Pretcheret al. (2002) ont démontré
I'importance du sens des fibres de bois (pénétratiaximum de 4 et 2,5 mm pour des fibres
transversales et longitudinales). Le sens dessfibgt tout aussi important pour la nettoyabilité
du bois. Ainsi, apres contamination farcoli des surfaces de bois coupées longitudinalement et
de polyéthylene recouvertes de matiére grassestteyage par brossage a I'eau chaude avec du

détergent était aussi efficace sur les 2 matériaux.

D’autres études ont reporté que les polymeres aserétaient significativement plus

« hygiéniques ». Ainsi, Welkeat al (1997) ont démontré que l'usure des surfacesoenapres
plusieurs nettoyages s’est révélée au MEB étre piysortante que pour les surfaces en
polypropyléne. De plus, ce polymére est apparu paiyable que le bois aprés inoculation de
10° UFC dE. coliet analyse par ATPmétrie, suite & un nettoyage’@ &%ec un détergent, suivi
d’'une désinfection avec 200 ppm d’eau de Javehetéchage d'1l a 2 h (Welket al,1997).
Pour les auteurs, les surfaces en bois perme#tagtdntion des bactéries pendant le nettoyage a
cause de leur structure poreuse. Pour Tebutt (199t¢s contamination pé&:. coli, la surface

du bois est en général fortement contaminée aviamap@s nettoyage (différents protocoles
testés, avec ou sans hypochlorite). La présencgdrd@uosités a la surface du bois peut aussi
étre favorable aux bactéries (Bouckerl, 1998). En effet, la structure du bois, notamniest
pores et les anfractuosités protégéampylobacter jejundu stress par aération en culture dans
un milieu liquide, agité & 150 rpm, & 30°C. AirGi, jejuni a été détecté & AWFC/ml dans la
culture aprés 28 jours d’agitation, uniqguementes dubes de bois étaient placés dans la culture,

alors que les bactéries n’étaient plus détectégears d’'agitation, en 'absence du bois.
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Pour la désinfection, l'utilisation de micro-ond#s 450 a 600 g pendant 3 a 4 min permet une
élimination quasi compléte des cellules végétatike&. coli, alors que ces ondes n'ont pas

d’effet létal sur ces bactéries déposées sur dgmpees (Park et Cliver, 1996).

En conclusion, sur la base des études décritesaddies partie, la supériorité des polymeres de
synthese sur le bois n’est toujours pas démonteéenultiplicité des facteurs et la différence des
conditions d’études ne permet pas de conclure, erensuggérait déja Carpentier (1997).
Plusieurs facteurs apparaissent déterminants pagurlie ou l'inhibition des micro-organismes
et la nettoyabilité du bois : la surface irrégudiequi peut rendre le bois difficlement nettoyable
la porosité qui permet la pénétration des micranigmes en profondeur mais aussi I'inhibition
des micro-organismes par dessiccation en atmosmeake, et la présence de molécules

inhibitrices pour certaines essences.

Plusieurs recommandations ont ainsi émergé desade etudes : une coupe longitudinale du
bois pour diminuer la pénétration des micro-orgaeis, le choix d’essences spécifiques pour
leur molécules inhibitrices et un stockage au s favoriser la dessiccation du bois.

3. Ecologie microbienne de biofilms a la surfacédis

L’écologie microbienne de biofilms implantés et manus dans un but technologique sur un
support bois est un sujet trés peu abordé darigdeature scientifique, ainsi que la présence de
bactéries pathogenes sur le support bois, danscaeditions réelles d’utilisation. A notre

connaissance, uniguement 7 études ont été réakséds sujet. Elles sont détaillées dans cette

partie en fonction du secteur de production agiroaitaire.
3.1 Production de boissons alcoolisées

Swaffieldet al (1997) ont étudié I'écologie microbienne de fiéscidre en chéne, et la premiére

partie de cette étude a consisté en un dénombredentbactéries lactiques, des bactéries

aceétiques et des levures a l'intérieur de fltsasa bt en résine, avant et apres nettoyage (a haute

pression avec un rincage a 60°C). Le décrochage affectué par écouvillonnage. Le bois

apparait plus colonisé que la résine epoxy : 3.ag{UFC/cm?) pour la FMAR dénombrée sur

le bois et 3 a 6 Log(UFC/cm?) sur la résine epdxg.proportion de bactéries lactiques et
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acétigues est plus importante pour le bois, et pegideux supports, il N’y a pas de différence
entre les stades avant et aprés nettoyage. Dadsuxieme temps, la colonisation microbienne
d’'un morceau de bois plongé dans un fut de cidmpliea été étudiée. Des deux semaines, la
pénétration des micro-organismes est effectiveudiace, puis elle progresse et une implantation
microbienne est démontrée a 2,5 mm et a 12 mmafermteur apres quatre et dix semaines de
contact. Enfin, I'influence des profils microbiedss biofilms colonisant le bois a été démontrée

sur les molécules constituant le godt du cidreygipalement les acides malique et lactique.

3.2 Produits laitiers

3.2-1 Bois et flores d'intérét technologique

Richard (1997) a démontré par microscopie éleaumia balayage, la présence de nombreuses
levures et bactéries a la surface d'une gerle des Ippéalablement mise en contact
quotidiennement avec du lactosérum et utilisée pediabrication de fromage salers pendant 3
jours. Par la suite, Mouniezt al (2006) ont étudié les origines des flores retémsvsur la
surface d’'un fromage a crodte lavée (gubbeen chegseanalyse en électrophorése en champ
pulsé des flores de la surface du fromage, de ifeneement des fromages, et des mains du
personnel. La source principale n'a pas été idéstifmais les solutions de lavages étaient une
source importante d8taphylococcus saprophyticesDebaryomyces hansengt les mains du
personnel de€orynebacterium casait C. variabile 4 flores dominantes de cette étude. Sur les
planches en bois, apres 3 jours d’affinage, 4 L&@idm?2) de levures pouvaient étre
dénombrées, principalemebBt. hansenii la levure dominante sur les fromages, ainsi que 5
Log(UFC/cm?2) de bactéries. Sur des supports emr auaydable, des bactéries et des levures
ont aussi été retrouvées, mais le calcul de lalptpo au cm? n'a pu étre effectué. Sur ces
supports en acier inoxydable, tres peu de bactériegté identifiées, alors q@ variabile C.
casej Microbacterium gubbeensst Agrococcussp. ont été identifiées sur les planches en bois.
Les populations bactériennes a la surface des h@anen bois étaient donc similaires a la
population de la surface du fromage. Dans cettdegtlinfluence des planches en bois sur la
colonisation de la surface du fromage n'a pas pu&udiée, mais les auteurs indiguent que les

planches en bois sont une source potentielle flerkade surface du fromage. lls soulignent la
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perte technologique potentiellement engendrée en datilisation de support en acier
inoxydable.

L’étude ACTIA n°RA 97.31 (ITFF, 2000) « Evaluati@t maitrise du risque microbiologique
dans l'utilisation du bois pour I'affinage des frages », réalisée par I''TFF, s’est principalement
intéressée aux biofilms présents sur les planchaffindge en bois. Parmi les résultats
importants de cette étude, il faut noter tout didbqu’aprés décrochage par brossage des
surfaces de planches d’affinage de reblochon d®i§ade tomme de Savoie, de fromage a
raclette et d’'emmental, les flores majoritairesa@iées sur les planches sont les bactéries
corynéformes, les staphylocoques a coagulase wégats microcoques et les levures-
moisissures. Ce sont les flores caractéristiquetadrurface des fromages dont les supports
d’affinage ont été étudiés. Ensuite, la colonisaties planches d’affinage par les micro-
organismes se limitait uniquement aux 2 premierdlimdtres de profondeur, avec une
décroissance considérable dés le premier millimére effet, les dénombrements de la flore
caractéristique de la surface des fromages étdesta 9 Log(UFC/cm?2) en surface et de 2 a 3
Log(UFC/cm?2) a 0,4 mm de profondeur. Pour ce quidesla spécificité du matériau bois dans
I'affinage du fromage, il a été démontré que leénat support d’affinage influencait la qualité
des croltes de fromages. Ainsi, un affinage suttahde surface lisse (par exemple, planche de
mélaminé ou surface rabotée) entraine la formatiencroltes poisseuses, particulierement
visibles pour les tommes de Savoie et dans unedr@mesure pour les reblochons de Savoie.
Dans cette étude, par comparaison des masses deshegd, des transferts hydriques de
I'humidité ambiante de la cave vers la planche naaissi du fromage vers la planche ont été

démontrés.

Ces deux dernieres études sont les premiéres a notmaissance a évoquer et étudier le
potentiel technologique des planches d’affinagebeis en fromagerie. Leurs conclusions
communes sont la correspondance forte entre lessflde surfaces des fromages et les flores

présentes a la surface des planches d'affinage gus la perte technologique en cas
d’utilisation d’autres supports que les planchaditionnellement utilisées.
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3.2-2 Bois et flores pathogénes

Toujours dans I'étude ACTIA réalisée par I''TFF, larésence de différentes bactéries
pathogenes a été recherchée sur les planchesféewnliés productions fromagéres. Aprés des
prélevements par brossage de 25 cmz, réalisé2quaBches d’affinage, aucune flore pathogene
n'a été retrouvée, dans 10 ml de suspension ded®ge poutisteria monocytogenest de
salmonelles, et a un seuil de 10 UFC/cm?, @taphylococcus aureus dEscherichia coli Ce
résultat est particuliéerement intéressant, car pbsproductions fromagéres dont les planches
analysées provenaient, abondance, beaufort, tonenSawdoie, reblochon et vacherin mont d’or,

les deux derniéres productions sont plus exposédaragel isteria.

Menendezt al (1997) ont effectué des recherched.denonocytogenegendant 10 mois, dans
une usine de fabrication de fromages (surfacds pladuits, machines, gants, eau, sols), dans 10
ml pour les liquides et 400 cm2 décrochés par ahiféttes pour les surfaces. 46 échantillons sur
311 contenaient ddgsteria spp et sept échantillons contenaient l[desionocytogene€es sept
échantillons comprenaient une surface de planchiirtige en bois (sur cing analysées), ainsi
gu’'un échantillon de lait cru (sur vingt analysed¢ux surfaces de machine a emballer (sur
douze analyses) et de machine a convoyer (suramalyses), une surface de moule (sur cinq
analyses) et deux surfaces de sols (sur quatoralysas). Les auteurs n’ont pas cherché a
déterminer les sources de contamination lpamonocytogene<ette étude ne précise pas la
simultanéité potentielle des échantillons positifdes procédures de nettoyage et désinfection
mises en place dans cette usine. Saévaal (2003) ont aussi effectué des recherched..de
monocytogenedans 2 usines d’'un fromage frais brésilien. Sutatal de 218 échantillons, 31
contenaient dekisteria spp et seulement 2 dés monocytogene<es 2 derniers échantillons
provenaient d'1 échantillon de lait cru et d'1 éuillon de sol d’'une seule usinkisteria n'a

pas isolée sur les 5 échantillons de planches isrtdgiés au cours de cette étude.

Une autre étude a été consacrée aux phénomeénamuenmations entre les fromages et les
planches. Sur la surface de fromages taleggio, @atiet al (2000) ont déposé 3 Log(UFC)
par fromage dé. innocuaapres 2 ou 4 semaines d’affinage. Aprés 7 semdiaéfinage avec
une inoculation a 2 semaines d’affinaje jnnocuaavait colonisé toute la surface du fromage

(5,09 Log(UFC) par fromage), des contaminationsisées avec d’autres fromages affinés
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ensemble ont été observées (3,52 Log(UFC) par fyelnainsi que sur 2 supports en bois sur 4,
a priori par la solution de lavage des fromagescBatre, aprés 7 semaines d’affinage mais avec
une inoculation a 4 semaines d’affinagejnnocuan’avait pas colonisé la totalité de la surface
(3,75 Log(UFC) par fromage) et moins de contamamaticroisées ont été observées (souvent au
seuil de détection de 0,89 Log(UFC/cm?2)). Pour inmeulation a 4 semainekjsteria a été
trouvée dans les eaux de lavages des fromages$ gptes la contamination, mais pas par la
suite, et elle n'a pas été retrouvée sur les stpeor bois. Dans cette étude, les supports en bois
avaient été préalablement décontaminés avec davil 200 ppm pendant 30 min). La
population totale a la surface du fromage peutigupt les différences de dissémination du
pathogene. En effet, les contaminations croiségerét moins présentes lorsquisteria était
inoculée sur des fromages a 4 semaines d’affinage¢ une population totale de surface
supérieure de 2 Log(UFC) aux fromages a 2 semdaiaéftnage. Sur les fromages, Carmineti

al. ont donc démontré que l'effet anmiisteria était li€ a I'importance de la population, et les
auteurs suggerent des mécanismes de compétitioiiamnutelle ou de synthese de molécules

toxiques, bactériocines ou acides organiques.

Ainsi, le potentiel technologique et les avantadesbois en fromagerie commencent a étre
évoqués dans des études scientifiques. Les redaéintre le bois et les flores pathogénes sont
aussi abordées dans un contexte de fromagerieetDdss scientifiques supplémentaires sur le
bois et son utilisation en contexte agro-alimertaiont néanmoins nécessaires pour donner au

législateur les éléments pour établir une régleatsmt précise et fondée.

Le champ d’investigations scientifiques autour chisbest encore trés large a ce jour. Sa
composition chimique et sa structure lui conferdas propriétés spécifiques particuliéres, dont
les implications microbiologiques sont encore dlétaEn effet, la complexité de I'étude de ce
matériau (multiplicité des facteurs et des condgid’utilisation) est a l'origine de la divergence

des conclusions des études réalisées.

Malgré le faible nombre d'études scientifiques phas et la diversité des facteurs testés, |l
ressort le paradoxe suivant : (i) la structure pseedu bois est a l'origine de ses principales
propriétés en fromagerie : la régulation de I'humidet 'hébergement des flores d'intérét

technologique, (ii) cette derniére est aussi adioe de la faible nettoyabilité du bois, et dorc d
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la prudence des autorités sanitaires, (iii) enreopartie, cette structure poreuse assure aussi au
bois sa capacité de dessiccation, responsablesdvironnement défavorable pour les bactéries.

Le bois est donc un matériau traditionnellemerisétipour la fabrication des aliments, dans des
domaines divers. Chaque domaine exploite une osiquts proprietés du bois avec des
conditions d’utilisation spécifiques. L'utilisatiosu bois au contact des aliments doit donc faire
I'objet de travaux adaptés a chaque situation dlemn{présence d’un biofilm, taux d’humidité

ambiante, séchage, essence de bois utilisée...).
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Bilan de I'étude bibliographique

Plusieurs constats peuvent étre émis a la suiteaesux qui ont été présentés dans ce chapitre :

La listériose est une maladie d’origine alimemrtailont le taux de létalité est proche de
30%. Elle peut étre transmise par de nombreux alispelont les produits laitiers et plus

particulierement certains fromages. La contamimaties fromages par cette bactérie
peut avoir lieu a toutes les étapes, de la faloicatu conditionnement, principalement a
cause du caractéere ubiquisteldenonocytogenes.a maitrise de ce pathogene dans les

ateliers agro-alimentaires est donc un enjeu majeur

En plus de la désinfection chimique, les biofilpwsitifs peuvent entrer en jeu dans la
maitrise sanitaire deL. monocytogenes En effet, de nombreuses interactions
microbiennes sont défavorables a [limplantation @t développement dd..

monocytogenedAinsi, les bactéries présentes sur des surfaegtes et sur des aliments,
notamment les flores d’intérét technologique, petndonc étre employées comme une

barriere supplémentaire a la contaminationLpanonocytogenes

Malgré son utilisation traditionnelle en agroradintaire, le bois a fait I'objet de peu de
travaux scientifiques publiés sur les interactibogs/bactéries, pour les flores d’intérét
technologique et pathogenes. De plus, la multiglidies facteurs pour I'étude du bois
(essence, taux de séchage, état de surface, copmitions d’utilisation spécifiques...)

ont pour conséquence la divergence des résultatétddes sur ce sujet et la poursuite du

régime dérogatoire toujours en vigueur pour I'séition du bois au contact alimentaire.

Dans la mesure ou des flores d’intérét technolagidqu fromage ont été identifiees sur les

planches d’affinage et au vu de linfluence défabbe de ces mémes flores sur

monocytogenedes travaux de cette thése ont été consacrésuaé de la triade « bois-flores

d’intérét technologiqué- monocytogenes (Figure 111.2).
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Cette thése a donc pour objectifs de caractérisavdysteme de surface des planches d’affinage
et de vérifier 'hypothese selon laquelle les plas d’affinage en condition d'utilisation, avec

un biofilm, sont capables d’empécher ou de mininmigaplantation delisteria monocytogenes

Planches : » Flores d'intérét
en bois technologique

? ? Effet antiListeria

Listeria monocytogenes

Figure 1ll.2. Schéma des connaissances actuelles des intesetitne les planches en bois, les
flores d’intérét technologique dt. monocytogenegfleches noires) et objectif de la these :
« étude du comportement demonocytogenesur des planches en bois colonisées par les flores

d’intérét technologique » (fleche rouge).

Il a été décidé de travailler dans cette étude &eeblochon de Savoie, fromage au lait cru, a
pate légérement pressée et a crolte mixte. En kffetonnaissances antérieures acquises sur ce
fromage, sa durée d’affinage plus courte que dgsutromages aussi sensiblekisteria, et la
proximité géographique de 2 des laboratoires (LR@®durg en Bresse, et Leamil, La Roche sur
Foron) étaient autant d’atouts favorables a cexcl@@e travail peut étre résumeé en 4 parties :

» La premiére partie du travail correspondait a lacdption précise du processus d’'affinage
mis en place par l'affineur partenaire. L'objectleé cette partie était de connaitre les
conditions environnementales des biofilms préseuntdes planches d’affinage en caves, et
de cerner les facteurs du processus d’affinageeolledvironnement qui peuvent influencer
la composition microbienne de ces biofilms. La bgste des données récoltées sur le terrain
a été a l'origine de la sélection des facteurgy{oe des fromages, age des planches) et des

caractéristiques des planches avec lesquelleavailta été effectuée.
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Les objectifs de la deuxiéme partie étaient la aaresation de I'écosystéme et
I'identification des sources de variations de laposition microbienne de cet écosysteme.
Suite a une phase de mise au point méthodologiguigscription des biofilms présents sur
les planches d’affinage sélectionnées et de lewir@mement, d'un point de vue
microbiologique, physico-chimique et biochimiqueermis d’évaluer les différences entre
ces biofilms, et de valider les principaux factedes variations proposés dans le premier

chapitre de résultats.

Dans un troisieme temps, le comportement dsonocytogenea été évalué sur difféerentes
planches d’affinage, choisies en fonction des fastele variation des biofilms déterminés
dans la partie précédente. L'objectif de cetteipatait de vérifier 'hypothese selon laquelle
les planches d’affinage en présence du consortissutéace sont capables de limiter
I'implantation deL. monocytogened e suivi du comportement de monocytogenea été
réalisé en laboratoire, dans les conditions proclesscaves d’affinage, décrites lors de la

premiere partie.

Enfin, la derniere partie a été consacrée a laodemtion de l'effet antl-isteria en
conditions de laboratoire avec pour objectif laanen place de modéles pour essayer de

reproduire et comprendre ses mécanismes d’actelisftet antiListeria.
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PRESENTATION DES RESULTATS
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Chapitre 1. Description du cadre de I'étude: L'AOC
« Reblochon de Savoie », processus de production et

d’affinage

Pour cette étude, un seul affineur de reblochonSdeoie a été sélectionné de maniere a
simplifier la collecte des planches tout en cormerwne certaine diversité. En effet, dans la
filiere reblochon, les affineurs achetent des jsuinemages a affiner a différents producteurs.
Deux critéres ont été pris en compte pour le chaexl'affineur. Tout d’abord, I'affineur
partenaire sélectionné fait partie de ceux quisatiit des planches en bois pour I'affinage des
reblochons. Parmi ceux-ci, il est le seul a mattrglace une phase d’affinage sur planche aussi
longue (environ 2 semaines). De plus, il est tidgché a la constance de la qualité de ses
produits finis. L'adaptation permanente de son @ssas d’'affinage a chaque lot de fromages
gu'il affine (choix du jour de lavage, de la dueffinage) lui assure une maitrise de la qualité

finale de ses fromages.

Au cours de ce chapitre, dans une premiere péetiprocessus de fabrication du reblochon de
Savoie a été rappelé afin de décrire les fromatgE®$ en contact avec le sujet de notre étude :
les planches d’'affinage. L'environnement et la igestle ces planches ont ensuite été décrits
dans une deuxieme partie, consacrée au processfisatie modele de notre étude. L’'objectif
de cette partie est I'analyse des conditions enaementales et des évenements subis par les
planches afin de déterminer les facteurs qui pauvdimencer la composition microbienne des
consortia de surface des planches.

|. Le reblochon de Savoie : description et prens¢asles de fabrication

Parmi les premiers fromages a obtenir une Appehati'Origine Contrélée (AOC) en 1958, le

reblochon de Savoie est un fromage au lait crint¢re & pate légérement pressée, non cuite et

faiblement salée (Figure 1.1), produit en Savoielatite Savoie, de la chaine des Aravis au pays
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Rochois et au Val d’Abondance. D’'un diamétre decf pour une hauteur de 3,5 cm, il doit
contenir au minimum 45 g de matiere grasse pourgl@® matiere seche et sa teneur en matiere
séche ne doit pas étre inférieure a 45 g pour 1 fgpomage. En 2000, la production a dépassé
les 17.000 tonnes, ce qui place le reblochon endétvente des fromages savoyards (beaufort,
tomme de Savoie, emmental savoyard et abondanesgyk, 2006). Le reblochon peut étre
laitier, distingué par une plaque d’identificatiem caséine rouge, s'il est préparé dans des
fruitieres avec un mélange de laits issus de difftas exploitations ou fermier, avec une plaque
de caséine verte, s'il est fabrigué dans la ferraeptbducteur, avec le seul lait issu de
I'exploitation. En 2006, 160 producteurs de rebtwtHermier fabriquaient 3.500 tonnes de
fromage contre 13.500 tonnes de reblochon laitadriqués par 20 entreprises artisanales ou
industrielles transformant le lait de 800 producdetPour ce fromage, seul le lait de trois races
de vache est autorisé: l'abondance, la tarine aetmbntbéliarde. Leur alimentation est
obligatoirement constituée d’herbe paturée pentiargériode estivale et de foin distribué a
volonté en période hivernale. Les 2 types de réfancsont ensuite fabriqués selon le décret du
15 novembre 1999 relatif a I'appellation d'origimentrélée « Reblochon de Savoie ». Les
modalités de fabrication sont différentes entradéddochons laitiers et fermiers, en revanche, les

modalités de production du lait et d’affinage sdentiques.

Figure I.1. Le fromage AOC « Reblochon de Savoie », photasé&alpar le SIR
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Pour le reblochon fermier, la fabrication est i avec le lait d'un seul troupeau sur le lieu de
traite. La traite a lieu deux fois par jour, le madt le soir, suivie de la fabrication du reblocho
sans réfrigération du lait. Il est tout d’abord emencé avec des ferments produits par le
Syndicat Interprofessionnel du Reblochon (SIRStreptococcus thermophilusactobacillus
delbrueckiisubspbulgaricuset assez souvehfictococcus lacti®t L. lactis subsplactis biovar
diacetylactis ainsi que trés raremereotrichum candidumCette levure est utilisée pour
ensemencer le lait surtout au printemps et a lrao& lorsque les producteurs vont ou
reviennent des alpages et fabriquent les fromages des locaux d’affinage non utilisés pendant
plusieurs mois. Ensuite, il est emprésuré, puisilii&tapres environ 30 min, c’est a dire, découpé
délicatement a 'aide d'un tranche—caillé jusquitdemtion de grains de caillé allant de la taille
de grains de blé a celle de grains de mais. L'ehkeerst ensuite faiblement chauffé et brassé
(34-35°C) et les grains de caillé sont répartissdd@s moules tapissés d’'une toile de lin (Figure
I.2a). Le reblochon y prend sa forme. Un poids @ 2kg) posé pendant au minimum 6 heures
sur le fromage permet de terminer I'égouttage gbrésser Iégérement la pate. Le reblochon est

ensuite démoulé (Figure 1.2b) et salé, a la mainsalufin (chlorure de sodium) ou plus

généralement en saumure (densité de 1130 a 1140).

Figure 1.2. Fabrication du reblochon : répartition dans lesil®® (a) et démoulage (b). Photos

réalisées par le SIR
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La surface du fromage peut étre pulvérisée a@eotrichum candidunet Debaryomyces

hansenii Puis, il est mis en séchoir (cave de pré-affinage des supports en bois (planches), en
plastique (cagettes) ou en acier inoxydable (dJadesine température de 16 a 18°C et une
humidité de 95% HR pendant environ une semainestllretourné tous les jours et il subit un
premier lavage avec une solution salée. Il estiengransféré en cave d'affinage chez un

affineur aprés un minimum de 10 jours sur I'ex@badn.

Le reblochon constitue une transition technologignge pate molle et pate pressée. En effet,
selon la définition réglementaire, un fromage 2 péblle est caractérisé par un pourcentage de
teneur en eau dans le fromage dégraissé supérigifoa Au début de I'affinage, le reblochon
est une pate molle puis sa teneur en eau décraibans de I'affinage et passe en dessous de
cette barre des 67%. Par la suite, durant I'afindes reblochons vont étre lavés une a deux fois,
pour favoriser I'installation homogene des bactderynéformes et d@eotrichum candidum
Les fromages vont ainsi avoir une crolte mixte sig@ caractérisée par une couleur jaune a
jaune orangée (bactéries corynéformes) et recauv@ine mousse blanchés€otrichum
candidum. A la fin de l'affinage, au stade de la consommatia crolte du reblochon a un pH
léegerement acide (entre 5,5 et 5,7) et le fromagient environ 1,3 a 1,6 % (m/m) de chlorure
de sodium, avec un extrait sec de 50% (m/m) et was Gur Sec (G/S) de 50% (m/m)

(Communication personnelle, B. Mathieu, SIR).

Ainsi, le reblochon est exposé au danbesteria par sa matiére, le lait cru et ses premiéres
étapes de fabrication (faible pressage) qui I'appir a un fromage de type pate molle avec une
survie possible d&. monocytogenedar la suite, les procédures d'affinage (lavagesc une
solution salée) créent une élévation du pH de serfat des conditions favorables au

développement de. monocytogeneg&f Tableau 1.6 du chapitre 1 de la bibliographie)

Il. L'affinage du reblochon de Savoie chez 'affungartenaire.

L'affineur partenaire achéte les fromages & 20 petlrs fermiers, du $6°au 12™jour aprés

la fabrication des fromages. lls sont affinés dsess locaux pendant 4 a 6 semaines. Durant les
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13 a 16 premiers jours, ils sont affinés sur desmgies en bois dans différentes caves, puis
pendant 15 jours a 1 mois, emballés individuelleimmamgés dans des caisses en bois.

La description des caves et du processus d’affieagjene premiére étape primordiale du travail
a effectuer. Elle a été réalisée sur la base duestipnnaire (Annexe 1). En effet, cette
description va permettre de caractériser I'enviemnent des planches d’affinage dans les
conditions réelles : les caves d’affinage. Ensuite synthése des informations obtenues va
déterminer des facteurs du processus ou de I'emv@ment qui peuvent influencer les biofilms
présents sur les planches d’affinage, par exenlpkeprocédures de nettoyage, les contacts avec
les fromages, la nature de la planche, ou les sydlatilisation des planches. Cette étape
correctement réalisée garantit aussi le lien etdiconnexion entre les résultats obtenus au

laboratoire et leurs applications futures en cavaffinage.

1. Description des caves

La procédure d’affinage classique sur planches raiseplace par l'affineur se compose de
plusieurs étapes situées dans 3 caves différdatesffet, grace au systeme des rayonnages sur
roulettes sur lesquelles reposent les planchesir@gig3), les fromages sont facilement déplacés
et suivent le méme parcours dans les caves commeri&re la Figure 1.4. Les caves d’affinages
on été construites en 2000, elles sont voltéebrignes recouvertes de chaux (Figure 1.5). Lors
de la création des caves, elles ont été longuearengées et ensemencées ave&datrichum
candidumet depuis tous les ans, les murs sont enduithalexcéteinte. Les caractéristiques de
chaque cave sont reportées dans le Tableau ldstlintéressant de noter que les valeurs
d’hygrométrie (aux alentours de 95% RH), de tenmtpéea(autour de 12°C) sont relativement
proches d'une cave a l'autre. En effet, les poaese les différentes caves restent ouvertes
durant la journée. Le systeme d’humidification dms/es par ultrasons permet une bonne
maitrise de I'hnumidité des caves. Les teneurs eryde de carbone et ammoniaque ont été
estimées dans les 3 caves avec un systeme deiaet@etgaz « Accuro » (Drager, Strasbourg,
France) : environ 7,5 gfde dioxyde de carbone et moins de 3,5 miggour 'ammoniaque.
Blancet al. (1982) ont démontré que 60 a 80% de 'ammonia@& éo du dioxyde de carbone
ambiants des caves de gruyere provenaient devitgctnicrobienne de la morgue de celui-ci.

Ainsi, la forte teneur en dioxyde de carbone péexmiquer par la présence importante de
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levures a la surface des reblochons qui métabtlisetactate en acétate et en dioxyde de
carbone. L’'ammoniaque, qui est le produit final ciabolisme des acides aminés, est en tres
faible concentration dans les caves. Cela confuime activité plus levurienne que bactérienne
sur la crolte des fromages. L’affinage court duagon explique en partie la dominance d’'une

activité métabolique plus fermentaire que protégl.

Tableau I.1. Caractéristiques de I'air ambiant des 3 principakves de I'affineur partenaire.

Température Systéme de Hygrométrie Systeme

(valeurs moyennes) climatisation (valeurs moyennes)  d'’humidification
Cave 1 11T eau glycolée 94% ultrasons
Cave 2 13T eau glycolée 96% ultrasons
Cave 3 13T eau glycolée 97% naturelle

Figure 1.3. Reblochons en ca\ Figure 1.5. Les caves d'affinage vo(tées, €
d’affinage sur les rayonnages. briques, recouvertes de chaux
Poursuite |
d amn.age 4 ------------ = Cave 3
en caisse |
—— e —— )
i
| : Cave 2
—— e —— )
., [ e -
Arrivée |
des fromages % | : Cave 1
I:I| """""

Machine a laver
les reblochons
Figure 1.4. Schéma d’organisation des 3 principales caves laveajet des fromages-(- ) etle
systeme d’humidification ¢— )
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2. Affinage des fromages

Chez laffineur partenaire de notre étude, les figas d’'un méme producteur ou origine,
arrivent 2 a 3 fois par semaine (Figure 1.6). Drg larrivée, les lots de fromage sont divisés en
sous lots en fonction de leur humidité, qui coroeepau jour de fabrication. lls sont ensuite
placés sur des planches en bois dans la caveilk, wnt rester environ 1 semaine (Figure 1.7).
Dans la cave 1, les fromages sont retournés tojmufe et les planches retournées un jour et
changées le lendemain. La surface du fromage et miise en contact tous les jours avec une
surface de planche nettoyée et séchée, I'objeiift @e finir de sécher les fromages. Chaque
sous-lot de fromages est aussi lavé généralemenfaim au cour de cette semaine avec une
machine a laver les reblochons (Figure 1.8) et sokition composée de 6 litres de lait
pasteurisé, 6 litres d’eau, 150 g de chlorure dieuso et 6 cuillerées a café de colorant. Le jour
du lavage du sous-lot se décide en fonction derlitité des fromages, apres appréciation tactile
et visuelle réalisée chague matin par I'affineuanb la cave 1, I'évolution de la surface des
fromages correspond I'apparition d’un feutrage bjararactéristique déeotrichum candidum
Les fromages passent ensuite en cave 2 pendaunt2gais en cave 3 pendant 4 a 7 jours. Dans
ces 2 caves, les fromages sont retournés tousjes<mais les planches ne sont pas changées.
Le biofilm présent sur les planches reste doncagract 6 & 9 jours consécutifs avec un méme
fromage en caves 2 et 3. Dans ces caves, la sutéacdomages se caractérise par I'apparition

de la couleur orange, typique du reblochon.

Apres l'affinage sur planches, les fromages sostig® emballés entre deux disques d’épicéa, ou
faux-fonds, et dans du papier paraffiné, puis pladéns des caisses en bois pour la fin
d’affinage en cellules (Figure 1.9). lls passentcassivement dans 2 cellules de températures
différentes, avec une premiére cellule a 4°C otsdlst stockés de 10 a 21 jours. Ensuite, en
fonction de I'avancement de I'affinage, les fromageuvent étre placés dans 2 cellules a 11 ou
15°C pendant 4 a 7 jours. lls sont ensuite ré-e@dbaintre deux faux-fonds en épicéa dans du
papier kraft paraffiné, puis vendus directemenésiadémeries sur tout le territoire national.
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Figure 1.6. Reblochons en fin de séchoi
larrivée dans les caves de [affin
partenaire

Figure 1.8. Machine a laver les reblochons

Figure 1.9. Reblochons emballés entre 2 fdoxds en épice
dans du papier paraffiné, et rangés dans des saadeois



Les flores de surface du reblochon de Savoie @naalysées lors de 2 études réalisées avec la
participation de I'I'TFF, I'une publiée (Bartscei al, 1994) sur la flore fongique de surface du
reblochon et la deuxieme lors du programme eurofs&M (Etude Smear Cheese Microflora
Projet QLK1-CT-2001-02238 « Biodiversity and anistierial activity of surface microbial
consortia from Limburger, Reblochon, Livarot, Tilans Gubbeen cheese, 2002-2004). L’étude
sur la flore fongique de surface a révélé que maires dontGeotrichum candidunse
développaient principalement pendant la phase dbhogé avant le premier lavage avec la
solution salée. Parmi les 13 levures dominantestifitees, les plus répandues é@itotrichum
candidumet Debaryomyces hansenli’étude SCM a étudié I'évolution des flores baieténes

et levuriennes a la surface du reblochon a 3 stdiffésents : en sortie de saumure (J1), avant le
premier lavage (J7), et en fin d’affinage (J17)s L@incipaux résultats de cette étude sont
résumes sur la Figure 1.15. Les bactéries et lagds isolées ont été identifiees par différentes
méthodes : par Spectroscopie Infrarouge a Transferme Fourier (IRTF), par rep-PCR
(repetitive extragenic palindromes Polymerase CHa@action), par analyse de la séquence
ARNr 16S (Acide Ribonucléique) et par analyse S&E (Sodium Dodécyl Sulfate -
Polyacrylamide Gel Electrophoresis) des protéiressrdicro-organismes. Cette étude a confirmeé
le développement important des levures durant és@lile séchoir (de 5,2 a 7,5 Log(UFC/cm?))
et la prédominance dé. candidum En revanche dans cette étudéjyveromyces lactigtait
aussi une levure dominante et non plshansenii Pour les bactéries, un développement
important a aussi été mis en évidence pendantdaeptie séchoir, de 6,6 a 8,4 Log(UFC/cm?).
Cette étude a démontré un changement de profi émgéchoir ou les bactéries majoritaires sont
des bactéries a Gram positif et catalase négatile ghase d’affinage proprement dite ou les
bactéries majoritaires sont des bactéries coryméfer(Gram positif et catalase positive). Le
développement des bactéries corynéformes estei eslec 'augmentation du pH de surface de
5,3 a 6,6, et la formation de la crolte orangé&amuage (augmentation de la matiére seche des
2 premiers millimetres de la surface du fromaged8® a 56,7 g/100g). Parmi les bactéries
corynéformesCorynebacterium variabilétait I'espece la plus abondante.

L’évolution des flores de surface des fromagesoditerlavée du type munster, tilsit, limburger,
taleggio ou livarot, est similaire au reblochon pdes premieres étapes: les levures et les
moisissures dominent dans un premier temps leacgfdes fromages car ces micro-organismes

sont acido-résistants et halotolérants. Par corgrefin d’affinage les bactéries du genre
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Brevibacterium Arthrobacter Micrococcus Corynebacteriumsont les micro-organismes
dominants (Eliskases-Lechner et Ginzinger, 199alli @t al, 1996 ; Gobetti et Corsetti, 1997 ;
Valdes-Staubeet al, 1997). En effet, au début de I'affinage, lesutes métabolisent le lactate
en acetate et en dioxyde de carbone. Elles peumesdi produire des métabolites alcalins,
notamment, 'ammoniaque. Ces métabolites désaeidifia surface du fromage permettant le
développement de flores halotolérantes mais maimoaésistantes, a Gram positif et catalase
positive comme lesStaphylococcusa coagulase négative et les bactéries corynéforiress
fromages a crolte lavée sont ensuite réguliérermetiés avec une solution de lavage salée
contenant des flores de surface de fromages plcigres) ce qui favorise I'implantation et le
développement des flores halotolérantes (Corsgttal, 2001). Dans le cas du reblochon,
uniquement 1 a 2 lavages avec une solution faibiésedée interviennent au début de I'affinage.
CommeGeotrichum candidurfait partie des levures les moins résistanteshéarure de sodium
(croissance pour des concentrations de NaCl inférgea 4% (m/v), Tempel et Nielsen, 2000),
I'absence de lavages en deuxiéme partie d’affifiagarise son développement.

Sur la Figure 1.10, les différents stades d’affimaty reblochon jusqu’a la consommation sont
représentes et les transformations liées a ce sgosdien visibles : affaissement du fromage du
a la protéolyse et a la lipolyse, transformatioradsurface du caillé en croutage caractéristique,
grace au développement des flores technologiquesudace Geotrichum candidunpour le

feutrage blanc, bactéries corynéformes pour lastoudrangée).

Figure 1.10. Evolution du reblochon pendant I'affinage : en di@ séchoir, en fin de cave 1, en

cave 2, en fin de cave 3 et a la consommation

3. Gestion des planches

Les planches utilisées pour I'affinage sont ené&pificea abies Picea excelsg mesurent 110

cm x 30 cm x 1.2 cm et sont coupées dans le sag#tudinal du bois, sans rabotage. En 2004,

plus de 2000 planches étaient régulierement wdis@dgées de 6 mois a 14 ans. L'age des
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planches correspond a leur durée d'utilisation dasscaves d'affinage. Elles peuvent étre

classées en 3 catégories d'ages, représentées Bigure 1.11 : jeunes (moins de 4 ans), d’age
moyen (de 4 a 8 ans), et vieilles (plus de 8 amespectivement, 15%, 34% et 51% de ['effectif

total du stock. Cette classification a été réaliséela base des observations de l'affineur sur
I'aptitude des planches a sécher les fromagesjdieses planches ont tendance a sécher trop
rapidement les fromages. Les planches d’age mogetes meilleures aptitudes de séchage des
fromages. En revanche, les planches aprés 8 atisdtion ont tendance a perdre leur capacité
de séchage. Les empreintes, zones de contactlestimmages et la planche, sont de plus en
plus visibles avec I'dge de la planche. Une coionasombre apparait, uniquement en surface de
certaines planches, due a I'oxydation des phéneldadsurface (Figure 1.11). L'importante

proportion de vieilles planches s’expliquent pargras investissement en planches lors de la
création de I'entreprise 14 années auparavanttdok sle planches a ensuite été renouvelé au fur

et & mesure en fonction des besoins, en cas dehglaigassées ou fendues par exemple.

Figure 1.11. Planches d’affinage a 3 ages différents : jeuneirisnde 4 ans) (a), d’age moyen

(de 4 a 8 ans) (b) et agée (plus de 8 ans) (c).

109



Le cycle d'utilisation d’'une planche est résumélauFigure 1.12. Apres I'étape de contact avec
le fromage de 2 jours dans la cave 1 (1 jour pee)fet de 6 a 9 jours dans les caves 2 et 3, la
planche est nettoyée a l'aide d’'une machine a broks planches (Figure 1.13) selon un
protocole précis. La planche est brossée 3 foiec®rales avec I'eau du réseau (température
froide, variant Iégerement en fonction des saisdisire ces 3 passages, un délai d'attente de 15
min est mis a profit pour laisser I'eau imprégreeplanche. L'opération de nettoyage dure, donc
environ 30 min. La planche est ensuite séchée ellgment la journée et en cellule ventilée la
nuit. Ainsi, apres le brossage mécanisé, la plaesh@lacée a I'extérieur (Figure 1.14) pendant
la journée (6 a 8h) si le temps est favorable. dig spres une estimation visuelle du séchage,
s'il n'est pas satisfaisant, la planche est plagaes une cellule de séchage ventilée la nuit
suivante. La cellule fonctionne avec un thermaskatsque la température dans la cellule atteint
30°C, les planches sont considérées seches. Lenwd, le séchage est a nouveau veérifié
visuellement et la planche remise a sécher a Fiexté en cas de doute. Lorsque le séchage
apparait correct, la planche est généralement easiggéun rayonnage pour étre utilisée dans les
24 h. Les planches considérées séches ont un taumidité d’environ 20-25%, alors que les
planches en fin de cave 3 ont un taux d’humiditthmas entre 50 et 65%, ce qui fait une
différence de 30 a 40%. Ce nettoyage peu agressse(ice de détergent, basse température) a
pour objectif de ne pas éliminer les flores d’'afie présentes sur les planches entre 2 cycles
d’affinage. Ainsi, les planches sont au cceur dugssus d’affinage mis en place par I'affineur
partenaire. D’'une part, elles servent a I'ensemmece naturel des fromages et d’autre part,
I'affineur exploite les aptitudes des plancheséhegéles fromages pour former correctement les
crodtes.

Pour une face de planche :

Contact avec le .
-1jourencave 1

fromage -6a9joursencaves2et3
Nettoyage Par brossage mécanisé avec 'eau du_ res,@au
l passages de 3 s entrecoupés de 15 min d’attente
Séch Naturel: a I'extérieur (journée) et
echage besoin, dans une cellule de sécl

/\ ventilée (nuit

Correct Non correct
Figure 1.12. Cycle d'utilisation d’'une planche d’affinage.
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Figure 1.13. Machine a brosser les planches

Figure 1.14Séchage des planches en extérieur
Lors de la période estivale, en raison de la cligeproduction des reblochons, un certain
nombre de planches sont stockées dans un locahsesx,des caves. Ceci permet d’ajuster le
nombre de planches nécessaires a l'affinage etedpas laisser des planches en cave sans
fromage. A I'automne, les planches stockées samtégrées dans le stock utilisé, sans protocole
particulier. Par contre, lors de la mise en serdio@e planche neuve, celle-ci est lavée plusieurs

fois avant d’étre intégrée au stock.

Il est important de noter que les planches unedethes peuvent étre utilisées pour affiner des
fromages dans toutes les caves et donc a toutaksssdécrits plus haut. Ce principe de rotation
des planches génére un brassage des flores entcaves d’affinage et entre les planches. En
effet, I'objectif de I'affineur est d’obtenir un@atage homogene et régulier sur tous les fromages
de toutes les origines. Malgré I'homogénéisatiosueile des croutages, les spécificités des

qualités organoleptiques des reblochons (golttre de pate), selon l'origine (producteur
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fermier) sont conservées. En effet, les pratiquedrdite (lavage du matériel de traite, soins
apportés aux mamelles avant et aprés la traitejeinéent le niveau des différentes populations
microbiennes du lait, notamment les flores d’intéehnologique (Michekt al, 2001). Ces
variations de flores, avec les techniques de fabow, agissent sur les caractéristiques
sensorielles des fromages (Demarigtyal, 1997 ; Rehmaset al, 2000 ; Bockelmann, 2002 ;
Leclercg-Perlagt al, 2004).

lll. Les facteurs potentiels de variation de la pogition microbienne

du biofilm présent sur les planches d’affinage

La Figure 1.15 résume toutes les informations dssdés pour émettre des hypothéses sur les
profils microbiens présents sur les planches :igesles planches, modalités d’affinage des
fromages et connaissances de I'évolution des fldeesurface des fromages. En effet, la forte
correspondance entre les flores de surface desafjfesnet les flores présentes a la surface des
planches a été démontrée par Mousieal. (2006) et I'étude ACTIA n° RA 97.31 (ITFF, 2000).
Les hypothéses quant aux profils microbiens descpkes sont ici nécessaires pour choisir les

stades a étudier au cours du processus d’affinage.
Trois types de populations présentes sur les pésnpbuvent étre distingués :

- la premiére, en cave 1 ou début d'affinage, smweadrait a un biofilm en contact avec
les micro-organismes du fromage : levures et bastdrincipalement a Gram positif et
catalase négative. La durée de contact d’'une péaackc un fromage entre 2 nettoyages
est courte (24 h).

- la deuxieme, en fin de cave 3 ou fin d’affinagi&stallerait progressivement en caves 2
et 3 (5 a 9 jours de contact avec les mémes froshageur atteindre une population
maximum en fin de cave 3 avec une flore levurieahdactérienne (Gram positif et

catalase positive), proche de la surface des fremag

- la troisieme, apres nettoyage, correspond aulmiafsiduel sur la planche apres la
procédure de nettoyage (brossage a l'eau froidg@iage ventilé), celui sur lequel les

fromages sont déposeés.
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Planche

20
origines de
fromages

Fromage

Cave 1:
24h de contact
planche-fromage

Fabrication et phase

séchoir chez les
producteurs

16-18°C, 95%HR

T

10 a 12 jours

Aprés nettoyage:
Plarche sur laquelle le
fromages sont posés
Brossage et sechage des

planches

Fin d'affinage :
-5 a9 jours de contact
- maximum de micr@rganisme
- flores dominantes installées

Yl \

= sur planches i entre 2 disques >
I cael Caves 2-3 & Caisse _
11°C, 94%HR: 13°C, 96-97%HR: 4 a15°C Consommation
7jrs 6 a 9jrs . 2 a 4 semaines
\ .-lllllllllllllllllll. /
-

T

Affinage chez I'affineur partenaire

T

Evolution de la matiére séche (MS) (g/100g), dee8 (Log(UFC/cm?) et du pH de surface du ’@D@n

Sortie Avant le Fin L
Saumure premier lavage d'affinage Consommatior
Levures 5,2 57, 8,3
Majorité deGeotrichum candiduretKluyveromyces lactis
Bactéries 6,6 8,4 69,
Majorité de Gram + catalase - Miégode Gram + catalase + :
Corynéformes
pH 5,5 35, 6,6 6,8-7,2
MS crodte 46,6 48,9 56,7
MS péate 46.3 47.0 455

Figure 1.15. Schéma du processus d’affinage d’'un reblochoniéret cycles d’utilisation des
planches chez l'affineur partenaire : déterminati@s hypotheses pour les profils microbiens
présents sur les planches en fonction du staddindigé (D’apres Etude Smear Cheese
Microflora Projet QLK1-CT-2001-02238 « Biodiversignd anti-Listerial activity of surface

microbial consortia from Limburger, Reblochon, Lieg Tilsit ans Gubbeen cheese).

Pour la suite de I'étude, le stade d’affinage asw@lgorrespond a l'affinage des caves 2 et 3, en
raison du temps de contact plus important entfefaage et la planche ainsi que la présence des

flores dominantes installées en fin de cave 3.2setdes de prélevement retenus sont les stades
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« fin d'affinage, avant nettoyage» et « fin d'affge, aprés nettoyage ». Le premier, qui sera
nommé « fin d’affinage » est en effet le plus repréatif de I'écologie microbienne du biofilm
présent sur les planches et a la surface des fesnag deuxieme, nommé « apres nettoyage »
permettra d'évaluer l'impact du nettoyage. Il cepend aussi au stade ou le risque
d’introduction des flores pathogénes provenantaituet des premiéres étapes de fabrication des
fromages est le plus important.

En plus du stade de prélevement, 2 autres factpauvent faire varier la composition

microbienne du biofilm : 'age des planches enamaisle son influence sur le séchage des
fromages, et l'origine du fromage affiné sur langlae. En effet, les différences de technologies
de fabrication et les caractéristiques des locaughdque producteur induisent des compositions
physico-chimiques et microbiennes des fromagesifapées, qui conduisent a des caracteres

organoleptiques spécifiques des fromages en fandtigproducteur (godt et texture).
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Chapitre 2 : Dynamique de I'écologie des commursauté
de micro-organismes des planches en bois au ceurs d

I'affinage des fromages

l. Introduction

Malgré son utilisation quotidienne depuis des damenpour la production alimentaire, d’'un
point de vue réglementaire, le bois est autoris&atact des aliments traditionnels par une
dérogation de la commission européenne (décisio®6rB36/CE du 29 juillet 1996). Tres peu
d’études ont été realisées sur les interaction® ées micro-organismes et le bois, et le statut
hygiénique du bois dans les industries agro-aliaiezg. Ces études sont de plus, souvent
réalisées dans des conditions expérimentales eliffiés et contradictoires (Carpentier, 1997).

La premiere caractérisation microbienne d’'un biofimplanté sur du bois a été réalisée sur des
fats de fermentation de cidre par Swaffieldal. (1997). Des bactéries, lactiques et acétiques
ainsi que des levures ont été dénombrées et réesyusqu’a une profondeur de 1,2 cm apres 2
semaines d’'immersion. La stabilité de ce biofilns@t influence sur les profils organoleptiques
des cidres ont aussi été démontrées. En technofomigagere, les écosystemes microbiens
peuvent étre étudiés classiquement par dénombresnergélose ou, plus récemment, par des
techniques biomoléculaires, comme la SSCP (Singn& Conformation Polymorphism) et la
TTGE (Temporal Temperature Gradient ElectrophoyegiButhoit et al, 2003 ; Ogieret al,
2004) ou par spectroscopie Infra-Rouge a Transferae Fourier (IRTF) (Wenningt al,
2006). Les influences de l'origine du lait (vache ahévre) (Bockelmanat al, 2001), du type

de production fromagere (fermiére ou industrie(lEgureret al, 2004) et du potentiel anti-
Listeria (Maoz et al, 2003) sur I'écosysteme de surface du fromageétingtudiées. A notre
connaissance, peu d’études ont été publiées sunidgie microbienne des planches d’affinage

en bois. Une étude a décrit le développement mienoé la surface de gerles en bois utilisées
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pour la fabrication du fromage salers par des ebsens au Microscope Electronique a
Balayage (MEB) (Richard, 1997). Pour les planchHa#fidage en bois, Mouniegt al (2006) et
I'étude ACTIA n° RA 97-31 (ITFF, 2000), ont démaodtla forte corrélation entre les flores
présentes a la surface des fromages et a la sulégcplanches d’affinage en bois et le potentiel
technologique des planches en bois traditionnelémailisées. L'analyse de I'écosysteme
microbien présent sur les planches d’affinage es ést donc une priorité pour évaluer le statut

hygiénique du bois en fromagerie.

L'objectif de cette partie est la caractérisationcrobiologique et physico-chimique de

I'écosysteme présent a la surface des planchefindi@gé. La premiere étape a été de décrire le
biotope des planches d’affinage en bois du rebloa® Savoie : paramétres physico-chimiques
de surface, présence de chlorure de sodium (N&@§ matiere organique. Ensuite, les consortia
de surface des planches ont été dénombrés endorues facteurs de variations déterminés au
chapitre 1 : age des planches, origine des fromagetade de prélevement. L'objectif était ici

d’identifier les sources de variation de la composi microbienne de surface des planches.
Enfin, I'influence de biotope des planches sur évaloppement des micro-organismes a été

déterminée.

En raison du peu de travaux publiés sur les planchiaffinage, une premiere partie a été
consacrée aux choix méthodologiques. En effetyd@td’'un biofilm naturel nécessitait la mise
en place de méthodologie limitant au maximum leglifications du biofilm liées au transport
des planches, au prélévement et a la cryoconsenvdis consortia. Ainsi, une méthode de
conditionnement des planches pour le transporiceess d’affinage jusqu’au laboratoire a été
choisie. De méme, 2 méthodes de décrochage ortoétparées : la méthode impliquant des
ultrasons (Oulahal-Lagset al, 2003) et la méthode par brossage, décrite dapsogramme
ACTIA n°RA 97-31 (ITFF, 2000). Les ultrasons perteat un décrochage par I'intermédiaire
d’'un milieu liquide grace au phénomene de cavitatet permettent de s’affranchir des
irrégularités de forme sur la zone d’action locaemrecouverte du liquide propagateur et
récupérateur. Par son principe, cette méthode serphls appropriée pour le bois. Les
chiffonnettes et les écouvillons n'ont pas étémeseen raison de leur moindre efficacité (Cerf et
Carpentier, 1992). De méme, en I'absence de trapatpédents sur les planches d’affinage une

évaluation de la variabilité physico-chimique etcrobienne de ce biofilm et de son
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environnement a du étre réalisée. Ainsi, la valitébiintra-planche des grands groupes
microbiens et des parametres physico-chimiquesptissches (pH et activité de I'eau) a été

étudiée.

Dans une deuxieme partie, le biofilm et son enviesnent ont été analysés par détermination
des courbes de sorption et des paramétres physicoegeies des planches (humidité, p,ed
taux de NaCl) en fonction de l'origine, de I'age ldeplanche et du stade de prélévement. Les
parametres physico-chimiques peuvent en effetenfier la croissance des micro-organismes.
En complément, une composition biochimique pagiellune suspension de décrochage d’'un
biofilm a été réalisée. Des analyses par spectpisciRTF (Infra-Rouge a Transformée de
Fourier) d’échantillons de planches d’affinage petmis de caractériser certains composants

moléculaires du biofilm directement a la surface é@ehantillons, sans prélevement.

Enfin, dans une troisieme partie, la descriptiorcrobiologique du biofilm présent sur les
planches d’affinage a été réalisée par dénombrerdesat groupes microbiens sur géloses
sélectives en fonction de I'dge de la planche at@ine des fromages posés sur la planche et du
stade de prélevement. La technique SSCP (Singex&i€onformation Polymorphism) a aussi
été employée en paralléle de certains dénombrerpentsmettre en évidence des microflores
présentes sur les planches mais non cultivablesoou sélectionnées avec les géloses. Des
observations morphologiques des différents biofiansMicroscope Electronique a Balayage et
par Imagerie Spectrale Confocale ont été réalisées de déterminer la disposition et la

répartition des micro-organismes au sein du bio§itmle support bois.

Il. Matériel et méthodes

1. Modalité d’affinage du reblochon chez laffinepartenaire et choix des

caractéristiques des planches a étudier

Comme décrit dans le chapitre 1, le Reblochon deiSast un fromage au lait cru entier, a pate
légerement pressée, non cuite et a crolte mixtez Qlaffineur partenaire, les fromages
provenant de 20 producteurs différents, sont afsé des planches en bois pendant environ 15

jours, avant d’étre conservés dans des caissesi®n taffinage sur planches se décompose en 2
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étapes qui se déroulent dans 3 caves différentmss [ premiére cave (11°C et 95% HR), les

fromages sont lavés une fois, retournés quotidimend et les planches changées tous les 2
jours. Dans les caves 2-3 (13°C et 95% HR), lesdiges sont affinés pendant 5 a 9 jours et les
planches ne sont plus changées et restent en tentxles mémes fromages, sans lavage. Les

planches analysées dans notre étude étaient cheisieave 2-3.

Les planches utilisées pour l'affinage sont en é&pificea abiey et sont coupées dans le sens
longitudinal, sans rabotage. Les planches analydaes cette étude étaient agées de 6 mois a 14
ans, ce qui correspond a leur durée d'utilisatiomi&nage. Chaque planche a 14 empreintes sur
chaque face, qui correspondent aux zones de cauectles fromages. Apres I'affinage d’'un lot
de fromage, chaque planche est brossée mécaniquawem I'eau froide puis séchée a lair

ventilé. Les planches sont ensuite prises au hgsandl'affinage d’'un nouveau lot de fromages.

L’étude du processus d’affinage a mis en évidetesigurs facteurs potentiels de variation de la
composition du biofilm présent sur les planchesffidiage (cf. Figure 1.15): le stade de
prélevement, I'age des planches et l'origine desnfiges affinés sur les planches. Les deux
stades de prélevement retenus pour la suite delé&tont les stades « fin d’affinage » et « apres
nettoyage ». Trois catégories d’ages ont choismegoaction des observations de I'affineur :
jeune (moins de 4 ans), d’age moyen (4 a 8 aré&)és (plus de 8 ans). Huit origines (A a H) ont
été retenues présentant des qualités organoleptilpsefromages différentes (godt et texture).

2. Transport des planches d’affinage étudiées

Pour la grande majorité des analyses effectuédssptanches, celles-ci étaient transportées des
caves d'affinage jusqu’aux laboratoires. En fontties possibilités techniques, les conditions
du mode de transport pouvaient varier sauf poyvaint : la planche a analyser était placée entre
2 planches issues de la méme cave et donc a la rhamalité, de maniere a éviter des
variations d’humidité, qui pourraient modifier laraposition microbienne du biofilm. Dans un
premier temps, l'influence de la présence de 2 leesicle film alimentaire autour de la planche a
analyser a été évaluée. Au cours des 3 annéesplegramme, deux facteurs n’ont pas pu étre
répétés a l'identique pour chaque étude. Premiarerteetransport des planches a pu varier en

durée, de 1 a 2 heures en cas d’analyse a LéamiR@che sur Foron) et au LRGIA (Bourg en

118



Bresse), jusqu’a 24 h en cas d’envoi d’échantillansassy. Deuxiemement, la maitrise des
conditions de transport a aussi varié, de I'abseteemaitrise, lors d’envoi d’échantillon

(température ambiante et emballage de film alimexjtgusqu’a I'utilisation dans un caisson en
polystyréne expansé (Figure 11.1) pour limiter W@siations de température et d’humidité. Ces 2
facteurs peuvent modifier la composition microberdu biofilm. Les conditions de transport

ont été détaillées pour chaque étude dans la edeatiteurs étudiés.

Figure II.1 Caisson de transport avec 2 planches emballéaséduellement avec 2 couches de

film alimentaire et placées entre 2 autres planchés méme humidité

3. Méthodologie de prélevement du biofilm

3.1 Par la technique des ultrasons

Le décrochage par ultrasons a été realisé avecénarateur d’ultrasons (40kHz) (Branson
Ultrasonics, Rungis, France) connecté a une sa®fportable d'un diamétre de 15 mm et une
chambre de prélevement en acier inoxydable. Leasalhs étaient délivrés pendant 10s dans la
chambre de prélevement, préalablement remplie &venlL de Ringer (solution au 1/4) stérile
(Biokar, Beauvais , France), directement sur 10 dmjlanche, selon le protocole décrit par
Oulahal-Lagsiret al, (2003). Un joint en latex assurait I'étanchéii& la chambre en acier

inoxydable. La suspension de décrochage était tenBomogénéisée a l'aide d'une pipette et
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placée dans un flacon stérile. Elle constituaisdéution mére (1%) pour les dénombrements
microbiologiques. Le protocole précis est détail@s I'annexe 2.

3.2 Par la technique de brossage

Pour le décrochage par brossage, une surface @end@4 x 2,5 cm) d’'une empreinte de la
planche d’affinage était délimitée avec un rubanead puis celui-ci désinfecté a I'alcool (70°).
Apres le dép6t d'un diluant (Ringer, solution au éantenant du Tween 80 (2 g/L) (Merck,
Lyon, France) et de I'Agar (3 g/L) (Biokar, BeausakFrance), la surface était ensuite brossée a
'aide d’'une brosse a dent, préalablement stégliste la marque Bioseptyl-médium 10 fois
horizontalement et 10 fois verticalement. Le dilueontenant les micro-organismes décrochés
était épongé et récupéré a l'aide de chiffonnedtésles (3 x 3 cm, Super Twill bleues), qui
étaient ensuite placées dans un sac Stomachenaanh®) ml de Ringer au ¥4. Aprés un passage
au Stomacher, la suspension de décrochage étaédeplians un flacon stérile et constituait la
solution mére (19 pour les dénombrements microbiologiques. Le malto précis est détaillé

dans I'annexe 2.

4. Détermination des niveaux de populations mi@obées

4.1 Cryoconservation des échantillons

Pour des raisons pratiques, certains dénombremimtspas pu étre effectués le méme jour que
le transport des planches, les analyses physicoighés et le décrochage. Dans ce cas, la
cryoconservation a permis de difféerer les analysg@srobiologiques. La suspension de
décrochage était mélangée (volume/volume) avecsohdion de lait stérile (110 g/L, Prolait,
Eurial Poitouraine, Jaunay Clan, France), supplé@éecavec 15% de glycérol (Sigma, Saint
Quentin Fallavier, France), avant une congélatie8@ C selon le protocole décrit par Chamba
et al (2005). Les échantillons n’ont pas été consephds de 6 mois a -80°C, et ils ont tous été

décongelés pendant 20 min a température ambiante.
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4.2 Dénombrement de la population cultivable suieom gélosés

Les dénombrements ont été effectués directemenliesususpensions de décrochage ou apres
cryoconservation. Les flores dénombrées ont étésigsoen raison de leur role dans I'affinage
des reblochons et des interactions déja décrites ldalittérature avektisteria monocytogenes
Les dénombrements ont été effectués en doubleuraics, a I'aide d’'un ensemenceur spiral
(Interscience, Saint Nom La Breteche, France). différents milieux ainsi que les conditions

d’incubation sont résumés dans le Tableau II.1.

Tableau 1.1 Conditions de dénombrement des flores des suspende décrochage.

Conditions d’incubation

Normes ou

Flores théoriques recherchées Références Milieu gélosé D-urée Temp. N
_ , Grs) ()

Elé)\r/i/iﬁabll\gesophne Aérob PCA 7 20 Ae
Microcoques et Corynébactéridd FF-AERIAL MCM® + F + N+ Af 5 20 Ae
Flore halophile Chapman 2 37 Ae
Levures et Moisissures CGA 5 20 Ae
Leuconostocs FIL180A:1997 NL +% A’ 5 20 Ae
Flore acidifiante mésophile Chamba et al., 1981 dyéie Ellikel 5 15 Ae
hae(;(tac;glicr%eesntaires Facultatifslsonni’ 1990 FH+V 3 37 An
Entérocoques BEA 2 37 Ae
Staphylococcuspp Denis, 2001 CRBM + B+ N°+ Af 5 20 An
Staphylocoques a coagulase +  NF V08-057-2, 2004rdBaarker 2 37 Ae
Pseudomonaspp GSP + A' 3 20 Ae
Coliformes NF V08050, 1999 VRBL 1 30 Ae
An : anaérobie.
®Ae : aérobie.

‘MCM : 15 g de tryptone (Difco), 5 g de peptone d@mgDifco), 6 g d’extrait de levure (Difco), 20 mié lactate de
sodium (solution a 60%) (Merck), 2,5 g de phospldatelipotassium (Merck), 40 g de chlorure de sodi@ooper),
15 g d’agar bactériologique (Biokar) dans 1L d'edistillée.

F : Furazolidone (10 mg/L).

°®N: Acide Nalidixique (40 mg/L).

'A: Amphotéricine B (80 mglL).

"Mesophile Elliker : 20 g de tryptone (Difco), 5 textrait de levure (Difco), , 2,5 g de gélatine (idle), 4 g de
chlorure de sodium (Cooper), 1,5 g d’acétate déusodnhydre (Humeau), 0,5 g d’acide ascorbiquectiés), 10 g
de lactose (Merck), 0,5 g de glucose (Merck), 5 e glycérophosphate de sodium (Humeau), 15 g d'agar
bactériologique (Biokar) dans 1L d’eau distillégec un pH ajusté a 7.

9v: vancomycine 170 mg/L et50 mg/L).

B : Bacitracine (30 mg/L).

kp : Pénicilline G (57,8 mgl/L).
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Tous les milieux sélectifs commercialisés provieringe Biokar (Beauvais, France), sauf les
géloses GSP (Merck, Lyon, France) et Baird PafRamferieux, Marcy I'Etoile, France). Tous
les antibiotiques ont été fournis par Sigma (Sa@uentin Fallavier, France), sauf
'amphotéricine B et la pénicilline G qui proviemtede Calbiochem (Fontenay-sous-Bois,
France). La composition ainsi que la sélectivité nelieux et de dénombrement sont détaillées
en annexe 3. Pour les entérocoques et les staplyles spp, les colonies dénombrées n’ont pas

été identifiées.

4.3 Analyse des consortia par la technique SSGR)SEtrand Conformation Polymorphism)

Ces analyses ont été realisées par MC. Montel ldanite INRA de « Recherches Fromageres »
d’Aurillac. Apres décongélation des cryotubes, I'dBotal des échantillons a été extrait selon la
méthode phénol/chloroforme sur 2 fois 250 pl sdbuthoit et al (2003). Les 2 culots ont été
repris dans 25 pl d’eau puis regroupés. 3 régi@msgenomes ont ensuite été amplifiees par
PCR : V2, V3 de 'ADNr 16S des bactéries avec lpoires V2F et V2R, et W34 et W49,
respectivement (Duthoét al, 2003) ainsi que la région V4 de '’ADNr 18s desgures avec les
amorces Levl-lev2 (Calloet al, 2006). Un aliquot des produits des PCR a étamgél avec du
formamide desionisé (Applied Biosystems), dénatuBb°C pendant 3 min, puis refroidi dans
de la glace. Les fragments d’ADN ont adopté unectiire secondaire dépendante uniquement
de la séquence du fragment. Les différents fragsnemit ensuite migré par électrophorese SSCP
(ABI Prism 310 genetic analyser, Applied Biosystgne fonction de leur conformation. Les
différentes conditions de I'électrophorése étaieah temps d’injection de 5s, un voltage
d’injection de 15kV, un voltage de migration de ¥2kin temps de collecte de 30 min a une
température constante de 32°C (Duthadital, 2003). Le logiciel GeneScan Analysis software
(Applied Biosystems) a analysé le signal : le terdjgution était exprimé en scans (unité du
logiciel), la hauteur et l'aire des pics étaientedéninées en fonction de lintensité de la

fluorescence de I'ADN.
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5. Observation microscopique des planches d’afénag

Ces observations ont été realisées par R. Brigtdet Dubois-Brissonnet a Massy dans 'unité
UBHM par les 2 techniques suivantes : Imagerie tsgkecconfocale, ou microscopie confocale a

balayage laser et microscopie électronique a bgéaya

5.1 Imagerie spectrale confocale

Un microscope laser confocal a balayage (Leica, 8BPBS) a été utilisé pour obtenir des
images du biofilm présent sur des échantillons ldaghes en bois. Pour observer les biofilms,
quelques gouttes d’'un marqueur d’acides nucléigi®6TO ou Orange acridine) ont été

déposées sur les planches.

5.2 Microscopie électronique a Balayage

Les échantillons des planches a observer ontx&é flans une solution de glutaraldéhyde a 3 %
(v/v) pendant 1 heure, puis rincés 3 fois penddhtrin dans une solution de cacodylate de
sodium (0,2 M, pH = 7,4). lIs ont été ensuite désatés dans 3 bains d’éthanol (70, 95 et 100%,
v/v) (10 min par bain). Enfin, ils ont été recottged’or par évaporation cathodique sous vide
(Jeol JFC 1102, Tokyo, Japan). Les observationsédbantillons ont ensuite été réalisées a
I'aide d’'un microscope électronique a balayagedgtit S-4500, Ibaraki, Japon), a un voltage de
10KkV.

6. Caractérisation physico-chimique des plancha8idage

Les principaux parametres influencant le dévelompdnmmicrobien ont été analysés pour
caractériser I'environnement physico-chimique dsudace des planches : le pH,|'#e taux de
NacCl, le taux d’humidité. Les principes et les modgératoires pour les mesures deg,ldu

taux de NacCl et du taux d’humidité sont détaillaasll’annexe 4.
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6.1 Mesure du pH de surface

Pour analyser le pH a la surface des planchesmbaf, au LRGIA ou a Léamil, du papier pH et
une électrode de surface ont été utilisées auamuaette étude. Pour la technique du papier pH,
une goutte d’eau distillée était déposeée sur ltaserd’une empreinte. Aprés 10 min a 15°C, le
papier pH (Neutralit pH5-10, Merck, Lyon, Francédiéplacé dans I'eau et, en fonction de la
couleur observée, le pH déterminé. La sensibilgé&ette méthode a été évaluée a 0,5 unit pH.
Pour I'électrode de surface, 1 min apres le dépdi@D pl d’eau distillée sur une empreinte, le
pH était déterminé a 15°C avec I'électrode (Crisalela, Espagne). Pour cette méthode, la

sensibilité de la mesure était évaluée a 0,1 yhité

6.2 Mesure de lI\a

L'a, était déterminée au LRGIA avec un appareil a pdmtrosée (FA-st/1, GBX Scientific
Instruments, Romans sur Isére, France). La chamrmesure ét