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CONTEXTE ET OBJECTIFS

« Staphylococcus aureus = 2éme cause de toxi-infections alimentaires collectives
déclarées en France. La premiere dans le domaine des produits laitiers.

* Malgré les travaux de recherche et les actions préventives mises en ceuvre sur le
terrain (détection des mammites, réforme d’animaux,...), les dépassements des
seuils réglementaires en fromage fermier au lait cru sont encore courants.

« Sensibilité particuliere des fabrications de type caillé doux : travail a plus de 30°C,
pas ou peu d'utilisation de ferments, acidification lente,...

¢ Volonté des professionnels d’approfondir les connaissances en la matiére pour :
— Connaitre précisément le comportement de S. aureus en fabrication de type
caillé doux
— Définir des leviers technologiques permettant de maitriser le développement
K de S. aureus durant le process de fabrication




PROTOCOLE EXPERIMENTAL

Suivi terrain d’un échantillon de fabrications de ty pe caillé doux
représentatives de la région

- Espece laitiere : 6 producteurs en chevre (Banon)
et 3 en Brebis (Tome d’Arles)

—> Situation vis-a-vis de S. aureus (dépassement
seuils réglementaires courants/rares)

- Techniques de fabrication
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PROTOCOLE EXPERIMENTAL

Pour chaque fabrication :

SUIVI TECHNOLOGIQUE SUIVI ANALYTIQUE

Enregistrement des

parametres de fabrication : Lait empresurage

TS Moulage+1h

-Températures Moulage + 8h

-Acidités dornic Moulage +20h

_pH

k -HR ...

Dénombrement
S. aureus
: 8lWIYy2-021SAyd

Moulage +48h
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Fromage affiné
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PROTOCOLE EXPERIMENTAL

Objectif 2012 : tester les leviers technologiques identifiés en 2 011

- Conduite en paralléle de plusieurs fabrications a partir d’'un
méme lait (contamination initiale identique)

- test de leviers technologiques identifiés en 2011

-> Fabrications répétées sur plusieurs jours et plusieurs
producteurs

-> Suivi technologique et analytique : idem 2011
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RESULTATS 2011




RESULTATS 2011

Le reglement 2073/2005 impose de réaliser le contrd  le du critere S.
aureus au pic de contamination

Population S.aureus durant les 48 premiéres heures : moyennes
échantillon
—
<t = Seuil réglementaire m = 10 000 UFC/g
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RESULTATS 2011

Evolution S. aureus en fonction de la contamination initiale

— L— Seuil réglementaire M = 100 000 UFC/g
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Nombre de S. aureus significativement plus élevé ato  us
les stades de I'égouttage dans les fromages fabriqu  és a
partir d'un lait contenant plus de 100 Staph/mL
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RESULTATS 2011

Population S. aureus d urant I'affinage en fonction de la population
initiale

1 —4—<100 UFC/mL[—
—=—>100 UFC/mL|

Log UFCIg
©

Bien que la différence ne soit plus significative, le
nombre de S. aureus dans les fromages affinés fabri  qués

a partir de lait « fortement contaminé » est en moyenne
plus élevé (+1,6 log)
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Cas particulier d'un producteur (TA-3)  : malgré une contamination initiale
\ faible (14 UFC/mL), le nombre de S. aureus a 48 h est > 10 000 UFC/g




RESULTATS 2011

Cas particulier du producteur TA-3 _ : éléments d’explication

1) Unique producteur de I'échantillon a travailler a partir de lait
de report = phase de latence des S. aureus réduite

Cinétique d'acidification

2) Demarrage d’acidification le plus | &

lent de I'échantillon (pH=6,63 a 8h) K

3) Fromages plutét humides a 1h et

20h 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50
Heures apres mouiage
TA-3 Moyenne

H/ESD Mo+ 1h 5,34 5,20

\ H/ESD Mo+ 20h 3,51 3,26
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Vitesse de développement des S. aureus durant les

Contamin Flore Temps de premiéres heures
ation GT acidifiante | génération des
initiale Empr. empr. ens‘;:‘i'::lgh 45
(UFC/mL) | (UFCImL) | (UFC/mL) . -
(enh) el
=
Ba-1 150 230000 | 250000 2.7 as e
s -
Ba-2 <10 43 000 300 37 v :7
Ba-3* <10 140 000 78 000 1,6 I )
Ba-4 340 15 000 4500 1.4 /
1
Ba-5 110 44 000 16 000 18 s [ rapide
Ba-6 * <100 - o 2,5 ,O —s— Développement lent
TA1 10 320 000 7900 3,6 Cr s e e
TA-2 3400 400 ~ Pasde —
3  er 2 groupes se distinguent :
TA-3 14 25000 7800 1,2 -Fromages permettant un développement rapide de S.

aureus (temps de génération <2h)

-Fromages ne permettant qu’'un développement lent de
S. aureus (temps de génération >2h)

La vitesse de multiplication n'a pas
de lien avec le niveau de
contamination initiale
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RESULTATS 2011

Eléments d’explication par les parameétres technologi ques

Température en moule

1) Gestion de la
température

35
34 Ba-3
Les fromages ou I'on observe un 3 ——Bas
A H 29 ——TA-3
développement rapide de S. aureus x —— Noyene autres
subissent un refroidissement en moules x
plus rapide et/ou plus accentué que les 2
autres (différence non significative) 3 -— _
20 R

X X 19 \
= Perturbation probable de la flore lactique, des i
levures = Faible concurrence face aux S. aureus i

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50
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Eléments d’explication par les parameétres technologi ques
2) Gestion de Cinétique d'acidification
I'acidification ,
Ba-4
e,s)ﬁ ——TA3
Pour 2 des fabrications ou I'on a observé 6 —a— Moyenne é global
un développement rapide de S. aureus, la s \
cinétique d’acidification est en cause : =7 \\
5 g ~
« Ba-4 : cinétique d’acidification s .
extrémement lente '
4

* TA-3 : démarrage de l'acidification tardif 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50
Heures aprés moulage

=Consommation trop lente des sucres
qui avantage S. aureus

—
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1) Consommation Consommation lactose entre 1h et 20n
des sucres

Teneur en lactose des fromages

La teneur en lactose des fromages et sa
vitesse de consommation dans les
premieres heures ne semblent pas
discriminer les fabrications ou I'on observe

un développement rapide de S. aureus.

Ces criteres peuvent cependant permettre
d’expliquer des cas particuliers

ex : Ba-4 (cf cinétique d’acidification)
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2) PrOduCtiOn de Cinétique d'acidification
lactates

Teneur en lactates L

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 2 28 30 32 34 36 3/ 40 42 44 46 48 50
Heuresaprés moulage.

1h {20h| 1h |20n| 1h [20h| 1h |20h | 1h 20h| 1h|20h| 1h |20h| 1h |20h| 1h |20h

Bal | Ba2 | Ba3 | Bad4 | Ba5 | Ba6 | TA-l | TA2 | TA3

L'analyse des lactates a 1h n'est pas un critere per  tinent en fabrication de type caillé doux

Une teneur en lactates L a Moulage +20h < 800 mg/100 g témoigne d’une vitesse d'acidification
trop lente pouvant favoriser la croissance de S. aureus
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RESULTATS 2011

Premier apport de cette étude = approfondissement de s connaissances
sur la technologie caillé doux

- Acquisition de références physico-chimiques
notamment sur I'acidification, la consommation des
sucres, la production de lactates,...

- Détermination du pic de contamination en S.
aureus :
8 heures a 48 heures aprés moulage
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RESULTATS 2011

Facteurs de maitrise de la contamination des fromag  es en S. aureus

A Contamination initiale du lait
A Report du lait

A Cinétigue de refroidissement des fromages

A Cinétique d’acidification
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PROTOCOLE
EXPERIMETAL 2012

PROTOCOLE EXPERIMENTAL 2012

Facteurs de maitrise de S. aureus a tester en 2012

Contamination initiale du lait
= déja largement connu : inutile de tester a nouveau ce levier

a 4a

Report du lait
= non pertinent : message des structures professionne lles et
techniques = « fabriquer des caillés doux a partir de lait FRAIS »

Cinétigue de refroidissement des fromages
= piste intéressante : a tester

X X

Cinétique d’acidification
= piste intéressante : a tester




Listitut technipue <z
du tuit et dos produts tartiors

PROTOCOLE EXPERIMENTAL 2012

X 3 producteurs x 3 jours

Ensemencement Ensemencement
0,1% 0,01%

Acidification I¢nte

MOULAGE

Acidification rapide

MOULAGE

/\

Egouttage en salle Egouttage en salle Egouttage en salle Egouttage en salle
de fabrication thermostatée de fabrication thermostatée
(>22°C) a8°c) (>22°C) (18°C)
| . |
Refroidissement Refroidissement Refroidissement Refroidissement
lent rapide lent rapide
\1 MOULAGE + 48 h |
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PROTOCOLE EXPERIMENTAL 2012

Pour chaque fabrication :

SUIVI TECHNOLOGIQUE SUIVI ANALYTIQUE

Enregistrement des
parametres de fabrication :

Lait cru

. Lait emprésurage
-Durées P 9

-Températures Moulage+1h

as0joees
‘asojoe ‘ON‘1LS3T

S. aureus

Moulage + 8h

: 21WIYyo-091sAyd

-Acidités dornic
_pH

k -HR ...

Dénombrement

Moulage +20h
Moulage +48h
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RESULTATS 2012
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RESULTATS 2012

Fabri essais 2012 Y Résultats terrains 2011

AL RL AL RR AR RL AR RR Min Max Moyenne
pH Mo+1h B57 655 B35 655 645 6,81 653
EST Mo+1h (g/100g) 2823 2801 28,14 877 20,16 2718 2417
MG Mo+Th (gf100g) 9,78 983 964 10,06 700 1140 956
HFD Mo+lh 7961% 79,69% 79,55% 79,22% 81 82% 85 B5% B3 B4%
H/ESD Mo+lh 401 406 353 385 450 607 523
Lactose Ma+1h (g/100g) 358 355 313 30e 147 423 337
Galactose WMo+1h (g/100g) 0,01 0,01 0,01 0,02 0,00 0,02 0,01
oH Mo-20h 196 536 159 502 180 5 58 515
EST Mo+20h (5/100g) 4594 4363 45,70 4052 3303 4351 3744
MG Mo+20h {gA00g) 2276 2087 2224 2053 15,00 24,00 17 B
G/5 Mo+20h 0,49 048 045 050 042 055 047
HFD Mo+20h 59 96% 7131% £9,78% 74,59% 73,38% 78.79% 75 84%
H/ESD Mo+20h 234 251 232 303 276 371 318
Lactose Ma+20h (gA100g) 033 152 073 127 065 289 176
Galactose Mo+20h (g/1004) 0,03 0,04 0,06 0,05 0,00 0,04 0,02

- Fromages essais globalement plus secs que fromages analysés en 2011
(travail avec une dose de ferment élevée pour acidification rapide = nécessité de plus égoutter

pour ne pas avoir des acidif excessives)
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RESULTATS 2012

Composition microbiologique des laits crus (en UFC/ mL)

Flore Staph.
Producteur Jour Flore Totale | Acidifiante
Mésophile |  ©°29"
il 26 000 2500 760
(o8] J2 13 000 3800 (EED
J3 50 000 4300 610
J1 5000 1000 25
c2 J2 9000 1600 B5
3 19 000 1om | G
J1 21000 45800 7
B J2 7700 380 15
J3 5 400 250 1

- 3 situations bien distinctes vis-a-vis des staph.

-> une observation des résultats producteur par producteur s’impose

\—
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Cinétiques de refroidissement (moyennes des 9 fabri  cations)

£ —e— Acidif. Rapide / Refr. Rapide

—am— Acidif. Rapide / Refr. Lent

—a— Acidif. Lente / Refr. Rapide
Acidif. Lente / Refr. Lent

T°C

NN

8RN

/Iﬂ’

|

|

] /
<]

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Heures aprés moulage

- Différentiel de températures significatif entre « refroidissement rapide » et
« refroidissement lent »

—
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Cinétiques d'acidification (moyennes des 9 fabricat  ions) N td froidi td
mpact du refroidissement des
;‘22 —e— Acidif. Rapide / Refr. Rapide| | fmmag?s gur la cinétique
660 Sé(\ —8— Acidif. Rapide / Refr. Lent || dacidification
640 BN 4 Acidi. Lente / Refr. Rapide || ex : « Acidif Rapide/Refr Rapide »
6,20 R Acidit Lente / Refr. Lent et « Acidif Lente/Refr Lent » :
600 S ] H = cinétiques d'acidif identiques alors
:zg que dose de ferment x10
B 5,40
520
i % > Pour une méme cinétique de
460 refroidissement : la dose de
440 ferment a bien permis de créer
420 un différentiel de vitesse
o 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 d'aCidiﬁCaliOn
ex : AR/RR (—) et AL/IRR (—)
Heures aprés moulage AR/RL (—) et AL/IRL (—)

-> Pour mesurer I'effet strict de la cinétique de refr  oidissement, il faudra comparer
« Acidif Rapide / Refr. Rapide » ( =——Jet « Acidif Lente/Refr Lent » ( )

\—
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3 producteurs - Evolution ~ Staph. aureus

6,00
= QO : pic de contamination
E 5,50
= 8
w 4 5,00 4 O 4 =
0 H = ! =
] ! 3 4,50 + T
=) o 2 ()
ol <7 B
i =
10 £ 350 9
=5 © 3,00
o
e
2 2,50 4
g
~ 0 —e—Acidi. Rapide / Refr. Rapide] |
. —=— Acidif. Rapide / Refr. Lent & 4
1,50 ﬁ\z —a—Acidif. Lente / Refr. Rapide || 0,41 |‘09 avec
Acidif. Lente / Refr. Lent refr. Rapide
1,00 : : : : :
L.cru L. empr H+1 H+8 H+20 H+48 < -0,76 log avec
Stade de prélévement refr. lent
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RESULTATS 2012

Producteur C1 - Cinétique de refroidissement (moyen  ne des 3 répétiions) Cas du prOdUCteUr c1
i e Acidt Rapide | Refr. Rapice
3 Rapide /e Lent
2 ! -
u % | Acidl Lente | Refr. Rapide Producteur C1 - Evolution ~ Staph. aureus (moyenne des 3 répétitions)
2 1 Acdi. Lente 1 Ret. Lent
A}

7

S

o
=Y
8

>
5
8

®
S
8

Log UFC S. aureus /mL ou g

»
S
8

—e—Acidi. Rapide | Refr. Rapide
—s— Acidif. Rapide / Refr. Lent

1,00 —a— Acidif. Lente / Refr. Rapide ||
Acidi, Lente / Refr. Lent

L.cru L. empr H+L H+8 H+20 H+48

a Stade de prélévement
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Cas du producteur C1

Quels que soient les parameétres
Lait fortement contaminé d’acidification ou de refroidissement, la
en S. aureus : contamination des fromages dépasse le
500 — 1000 UFC/mL seuil M= 100 000 Staph/mL

Effets de I'acidification et du refroidissement visibles, mais
insuffisants pour rétablir la situation en cas de contamination
importante

|:> Effet du refroidissement du premier jour de fabrication <=

—
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Producteur C1 - Evolution des  Staph.aureus

7,00
6,50 i
6,00
- 550
S
3
2
E 500
w
3
£ 450
3
%
g 400 —e—ARRRJIL ||
> —=—ARRR 12
g —a—ARRR J3
— 3,50 77 —+—ARRLJ |
7, —=—ARRL J2
y —&—ARRL J3
3,00 4 ALRRJL |
—Q{ AR
AL RR J3
ALRLJIL |
250 AL RL J2
ALRL J3
2,00
L. cru L. empr H+1 H+8 H+20 H+48

Stade de prélévement
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e

o

Producteur C2 - Cinétique de refroidissement (moyen  ne des 3 répétitions) C
as du producteur C2
3 o Acidl Rapde  Ref. Rapde]
o B |~ Acidit. Rapide / Refr, Lent
» s Acidit. Lente | Ref. Rapide
§§ \\ Acidit Lente / Refr Lent Producteur C2 - Evolution  Staph. aureus (moyenne des 3 répétitions)
26 \ =
25 4\—L
2 —_————————
- —— 7,00
21—,
2 T
b he
19 6,00
1
17
1 o
15
o 5 10 15 20 2 EY 3 o a5 50 R
Heures aprés moulage g
2 4,00
Producteur C2- cinétique diacidification (moyenne d s 3 répétiions) g ///
3
e Acal Rapde ek Rapi] @ 3,00
om0 . e it Rapde /et Lo ©
oo [ Aot Cone s i g
v ~ - Acist Leme Ret Lent 22,00
= —e—Acidif. Rapide / Refr. Rapide
- —=— Acidif. Rapide / Refr. Lent
2 1,00
B —a— Acidif. Lente / Refr. Rapide
- Acidif. Lente / Refr. Lent
—
0,00
. Lcru L. empr H+1 H+8 H+20 H+48
. Stade de prélévement
' o 5 10 15 20 2 30 £ 40 a5 50
Heures apes moulage —
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RESULTATS 2012

Cas du producteur C2

Lait moyennement Seuil M= 100 000 Staph/mL

contaminé en S. aureus : I:> systématiquement dépassé en cas
d’Acidif Lente/Refr. lent

J1 etJ2: <100 UFC/mL
J3:>100 et <500 UFC/mL

|:> La combinaison Acidif Rapide/Refr. Rapide permet de « limiter
la casse » méme si elle ne suffit pas a rester < 10 000 Staph./g

|:> Effet du refroidissement du premier jour de fabrication <=
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Producteur C2 - Evolution des  Staph.aureus

/
5,00 Zén/ii |
——_
4,50 ///"’// —
4,00 ~ //v/\.
//

Log UFC S. aureus /mLoug

3,00 —+—ARRRJL
e ARRR D2

—a—ARRR J3

2,50 O ARRLIL
/ —=—ARRL J2

—A&—ARRL J3

ALRRJL |+

2,00
AL RR J2
ALRR J3
AL RLJ1 |

150 AL RL J2
ALRL J3

L.cru L. empr H+1 H+8 H+20 H+48
Stade de prélévement
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RESULTATS 2012

Producteur B - Cinétique de refroidissement (moyenn e des 3 répétitions) Cas du prOdUCteUr B
b oA e T g
2 - Acidit, Rapide { Ref, Lent -
28 —a— Acidil. Lente / Refr, Rapide Producteur B - Evolution ~ Staph. aureus (moyenne des 3 répétitions)
Bl

4 Acidi, Lente / Refr. Lent
25 7,00
2

. —_——— —e— Acidi. Rapide / Ref. Rapide
P -
S \ — —e—Aciif. Rapide / Refr. Lent
I N 6,00 —a—Acidif. Lente / Refr. Rapide
jp
o — Acidif. Lente / Refr. Lent
17 b
1 3 500
1 g
o S 0 5 om s % % @ 6 s E
Heures apes moulge » 4,00
g
2
El
Producteur B- inétque dacifcaton (moyenne de 53 répéttons) = a0
|~ Acidi. Rapide | Ref. Lent % 200
S

i
[ e N e Acid. Lent et Rapide \
620 N\, [ Acio Leme et Lem |
600 .
1,00

7% o
0,00
i—e
. — Lo L. empr H+1 Hes H+20 Hea8
40
p Stade de prélevement
4
P
o R
Wewresapes moutage —
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Cas du producteur B

Produits sytématiqguement

Lait tres faiblement L
conformes (seule une fabrication

taming
<C20(;1 S?CI;%L AL RL > 10 000 UFC/mL)

|:> La combinaison Acidif Rapide/Refr. Rapide permet d’obtenir les
meilleurs résultats
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RESULTATS 2012

|:> Le niveau de contamination initiale du lait reste de loin le critére le plus
déterminant du niveau de contamination des fromages

Les cinétiques d’acidification et de refroidissement des fromages

|:> auraient effectivement un impact sur la multiplication de S. aureus en
fabrication de type caillé doux, et donc sur le niveau de contamination
des produits.

|:> Concilier une acidification et un refroidissement rapides des fromages
permettraient d’obtenir les meilleurs résultats

|:> Reste a évaluer I'impact de tels paramétres de fabrication sur la qualité
des fromages




