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Méme des installations de traite trés bien entretenues et propres
visuellement peuvent &tre contaminées de maniére persistante par
des bactéries propioniques et L. parabuchneri. (Photo: Jiirg Maurer,
Agroscope)

Introduction

Les bactéries propioniques et Lactobacillus parabuchneri
(L. parabuchneri) causent de facon répétée de graves
défauts dans le fromage; L. parabuchneri peut méme
entrainer des problémes de santé. La valeur commerciale
des produits en est fortement réduite. Ces microorga-
nismes pénetrent généralement dans le processus de
transformation par le lait contaminé des fournisseurs et,
en raison de leur résistance a la chaleur, ne sont pas sup-
primés lors de la fabrication de fromages a pate mi-dure
et de certains fromages a pate dure a base de lait cru.
Ces deux microorganismes peuvent se multiplier dans
le fromage affiné, entrainer une formation excessive
de CO,, des défauts d'aréme et, dans le cas de L. para-
buchneri, la formation d’amines biogénes, en particulier
d'histamine, nocives a la santé. Les fromages contaminés
présentent souvent une ouverture atypique ou méme
des lainures dans la pate (fig. 1 et 2).

Les bactéries propioniques forment de I'acide propio-
nique a partir de l'acide lactique, ce qui confére au
fromage un arébme sucré. L'espéce Propionibacterium
freudenreichii est la plus connue parmi les bactéries
propioniques. Elle est ajoutée lors de la production de
I'Emmentaler pour favoriser I'ouverture et I'ardme. Dans
d’autres sortes de fromage comme I’Appenzeller, le fro-
mage a raclette ou le Gruyére, la formation d'acide pro-
pionique est absolument indésirable, car la croissance
des bactéries propioniques dans le fromage donne a
celui-ci un arbme atypique et provoque souvent une
ouverture atypique elle aussi ou des taches brunes.

L. parabuchneri est connu pour la formation d’hista-
mine, qui est un produit de dégradation de I'acide ami-
né histidine. Les fromages fortement contaminés par
I’histamine sont percus en bouche comme piquants et
brlants, car I'histamine irrite les muqueuses buccales.
De nombreux consommateurs-trices trouvent ces fro-
mages désagréables et les évitent. Dans environ 1% de
la population, la consommation d’aliments contenant
de I'histamine entraine méme des réactions pseudo-
allergiques avec des symptémes tels que diarrhée, ma-
laises, rougeurs cutanées et nausées.

Afin d'éviter les contaminations par des bactéries pro-
pioniques et par L. parabuchneri dans les installations
de traite et donc du lait, Agroscope Liebefeld a déve-
loppé des méthodes fiables et rapides pour détecter ces
germes indésirables. Ces méthodes facilitent |'identifica-
tion des sources de contamination dans les exploitations
laitiéres touchées et I'élaboration de recommandations
pour éviter une contamination persistante.

Présence et détection des bactéries propioniques

Les bactéries propioniques se trouvent dans la flore de la
panse des ruminants et dans leurs féces ainsi que dans les
ensilages. Les microorganismes pénetrent depuis I’'envi-
ronnement de |'étable dans les installations de traite, ou
ils peuvent, si les conditions sont favorables, se nicher
et persister. On trouve généralement quatre especes
de bactéries propioniques dans le lait et les produits
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laitiers. Il s'agit de Propionibacterium freudenreichii,
Propionibacterium thoenii, Propionibacterium jensenii
et Propionibacterium acidipropionici. Parmi ces quatre
especes, Propionibacterium freudenreichii est celle qui
résiste le mieux a la chaleur, c’est pourquoi cette espece
est particulierement redoutée. Dans les sortes de fro-
mage fabriqués a haute température, comme le Sbrinz
et le Gruyere, ou lors de leur fabrication le caillé est
chauffé a des températures situées entre 56 et 57°C
pendant plusieurs minutes, les fermentations propio-
niques indésirables sont provoquées exclusivement par
Propionibacterium freudenreichii (Turgay et al. 2018).
La détection classique des bactéries propioniques s'ef-
fectue sur des plaques d’agar et dure environ sept a dix
jours. En Suisse, les laboratoires de I'industrie laitiére
utilisent pour I'analyse du lait cru un agar au lactate
composé de 30g de peptone de caséine et de peptone
de levure, 159 de lactate de sodium et 12g d'agar par
litre de milieu de culture. Les plaques inoculées sont
incubées en conditions anaérobies a 30°C pendant sept
a dix jours. Les colonies typiques (en relief, beiges a rou-
geatres) sont ensuite comptées. La couleur de la colonie
ne permet pas une différenciation fiable des espéeces de
bactéries propioniques mentionnées ci-dessus.

Ces derniéres années, de nouvelles méthodes issues de
la biologie moléculaire et basées sur la PCR quantita-
tive (QPCR) ont été développées (Turgay et al. 2016);
elles permettent une détermination plus rapide en un
a deux jours. L'avantage de ces méthodes est que les

Figure 1 | Fromage a raclette avec un défaut d’ouverture causé
par une fermentation propionique (teneur en acide propionique
38 mmol/kg).

Figure 2 | Emmentaler déclassé présentant des lainures et une
sensation de brilure en bouche, conséquence de la formation d’his-
tamine par L. parabuchneri (teneur en histamine 485 mg/kg).

[ | Les contaminations persistantes par des bac-
o)) téries propioniques et Lactobacillus parabuch-
g neri dans les installations de traite entrainent
~$ des pertes financiéres répétées dans la

(2

transformation du fromage. L'histamine dans
le fromage, causée par Lactobacillus para-
buchneri, peut en outre affecter la santé des
consommateurs-trices. Des méthodes bio-
chimiques et de biologie moléculaire ont été
développées et introduites dans la pratique
afin de détecter ces germes rapidement et de
maniére fiable, tant dans le lait des fournis-

seurs que dans les installations de traite et les

citernes a lait. Grace a des enquétes menées

dans les exploitations de production laitiere et

au prélevement d’échantillons sur différentes
parties des installations de traite, les zones

sensibles ont pu étre identifiées et les causes
les plus fréquentes de contaminations persis-
tantes éliminées. Ainsi, des ressources et des

informations sont désormais disponibles pour

aider les exploitations laitieres rapidement et
de facon durable.

quatre types de bactéries propioniques présentes dans
le lait cru peuvent étre détectés de maniére spécifique et
quantitative. En outre, une méthode de détection basée
sur la qPCR a été mise au point avec laquelle les trois
espéces Propionibacterium thoenii, Propionibacterium
jensenii et Propionibacterium acidipropionici peuvent
étre détectées simultanément. Ainsi, conjointement a
la détection spécifique de Propionibacterium freuden-
reichii, il est possible de faire la distinction entre les bac-
téries propioniques résistantes a la chaleur et celles qui
le sont moins.

Comme le montre la figure 3, la corrélation de la mé-
thode qPCR pour Propionibacterium freudenreichii avec
la méthode de dénombrement des colonies est relative-
ment bonne a partir d'un nombre de bactéries de 10 a
50ufc/ml, bien que les deux méthodes différent au ni-
veau de la sélectivité. La limite inférieure de détermina-
tion de la méthode gPCR est de 50 équivalents génome
(EG; théoriquement équivalent au nombre de cellules
vivantes et mortes) par ml de lait.

La méthode gPCR est un outil qui permet de détecter
de facon sélective et fiable P. freudenreichii — principal
responsable des défauts du fromage - dans les échantil-
lons de lait cru. La détection des bactéries propioniques
avec les nouvelles méthodes qPCR offre des avantages
par rapport aux méthodes classiques, en particulier lors
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Figure 3 | Comparaison de la méthode de dénombrement des colo-
nies et de la méthode qPCR pour les bactéries propioniques au
moyen d’échantillons de lait de cuve provenant de fromageries
fabriquant du fromage a pate dure. La ligne rouge correspond a la
limite inférieure de détection de la méthode qPCR (limite de détec-
tion = 50 EG/mI). Pour le dénombrement de colonies, 0,5ml de lait a
été réparti sur 5 plaques d'agar. Trois résultats avec < 2ufc/ml ont
été considérés comme 1ufc/ml.

de I'analyse des échantillons de lait des fournisseurs. En
plus de la spécificité, la durée d'analyse est nettement
plus courte. Cela permet aux producteurs de réagir ra-
pidement. Aprés avoir identifié et éliminé la source de
contamination de leur lait, les fournisseurs concernés
peuvent a nouveau livrer leur lait a la fromagerie.

Le fait que les bactéries propioniques puissent entrainer
une fermentation indésirable dans le fromage, méme a
des concentrations plus faibles que la limite inférieure
de détection, reste un probléme. La détection des bac-
téries propioniques dans les laits de mélange tels que les
échantillons de lait de chaudiere n'offre pas une sécurité

= i

-
- - Y i

fak
s i (UM
'Ilr' ”lEEIt.

v SEeEEENEE
a T. AMRRRRET

1ml de lait cru dans 5ml de milieu
d'enrichissement +0,3 % d’histidine

Echantillons de lait
de tous les fournisseurs

Mesure de la coloration
a470nm

Préparation de la production
d’histamine

absolue contre les fermentations indésirables en cas de
résultats négatifs. Ceci s'applique aussi bien a la détec-
tion avec la méthode microbiologique classique qu’a la
détection basée sur la qPCR. Le controle régulier du lait
de fournisseurs est donc la mesure la plus importante
pour empécher une fermentation propionique dans le
fromage.

Présence et détection de L. parabuchneri

L. parabuchneri appartient au genre des bactéries lac-
tiques et a été détecté dans la salive humaine, le fro-
mage, la biere et I'ensilage. L. parabuchneri a également
été trouvé dans des dréches de brasserie. Si le germe
parvient dans les installations de traite présentant des
dépbts, il peut s’y incruster et persister. Ces derniéres
années, de nouvelles méthodes biochimiques et issues
de la biologie moléculaire ont été développées pour dé-
tecter les contaminations par L. parabuchneri dans le lait
cru et le fromage (Berthoud et al. 2017). Le seuil dom-
mageable de L. parabuchneri dans le lait de fromagerie
est trés bas. Méme avec un nombre de germes situé en
dessous de la limite de détection (environ 50 germes
par ml), il faut s'attendre a des dégats dans le fromage.
Dans les fromages contenant de I'histamine, L. para-
buchneri se trouve généralement a une concentration
de 10°-107 EG/g de fromage et est donc trés facile a dé-
tecter en utilisant la méthode qPCR.

Dans la pratique, pour des raisons de colts, une mé-
thode de détection indirecte est utilisée pour détecter la
présence de microorganismes produisant de |'histamine
dans les échantillons de lait; cette méthode permet de
détecter la formation d’histamine au moyen d’un test
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Chlorure de

Imidacetaldehyde Transmetteur d'électron
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Principe du test

Figure 4 | Méthode enzymatique pour la détection de germes produisant de I'histamine.
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Figure 5 | Maniére de procéder dans les exploitations présentant des problémes de contamination persistante.

enzymatique. Les échantillons de lait sont incubés dans
un milieu contenant de I'histidine pendant quatre a sept
jours avant I'analyse. L'histamine est détectée par la for-
mation d’un colorant orange qui est déterminé photo-
métriquement a 470 nm (fig. 4). Dans une étude réalisée
dans la pratique par Ascone et al. (2017), la présence de
L. parabuchneri a été confirmée par la méthode qPCR
dans 97 % des échantillons de lait cru dans lesquels la
formation d’histamine était détectable.

L'expérience de la pratique montre qu'il existe des fro-
mageries dont le fromage a une teneur en histamine
constamment plus élevée. Dans de telles situations,
aprés que des contrdles par étapes aient été effectués
pour exclure toute contamination par L. parabuchneri
dans la fromagerie, les échantillons de lait de tous les
fournisseurs sont testés a plusieurs reprises pour détec-
ter la présence de microorganismes producteurs d’hista-
mine afin d’identifier le ou les fournisseurs dont le lait
est contaminé par L. parabuchneri.

Isolat 1 (M21)
Isolat 2 (M21)
Isolat 3 (M21)
Isolat 4 (M21)
Isolat 5 (M21)
Isolat 6 (M21)
Isolat 7 (M21)
Isolat 8 (M21)
Isolat 9 (M21)
Isolat 10 (M21)
Isolat 11 (M21)

(mM21)

Echantillons par frottis
sur le raccord des griffes
de la conduite de lait

Le génotypage des isolats de L. parabuchneri permet
de mettre en évidence un lien de cause a effet entre les
échantillons de lait contaminés et la formation d’hista-
mine dans le fromage. Ceci se fait selon le schéma de la
figure 5: la premiere étape consiste a isoler les micro-
organismes qui produisent de I’histamine présents dans
les échantillons de fromage et de lait contaminés. Les
isolats peuvent étre identifiés comme étant L. para-
buchneri avant le génotypage a l'aide de la méthode
gPCR spécifique a I'espece. Une méthode développée
par Berthoud et al. (2017) est utilisée pour procéder au
génotypage des isolats. La comparaison des génotypes
des échantillons de fromage et de lait permet de tirer
des conclusions sur le ou les fournisseurs de lait a |'ori-
gine du probléme.

Le génotypage des isolats de L. parabuchneri fournit
également de précieuses informations quant a l'iden-
tification des sources de contamination dans les exploi-
tations de production laitiére. En comparant les profils

Figure 6 | Comparaison des génotypes d’isolats provenant d’un lait de fournisseur et d'un échantillon prélevé avec un écouvillon.
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Figure 7 | Dépdts et résidus dans les différentes parties de I'installation. A: dans la griffe; B. dans la vanne a trois voies; C: dans I'appareil
de mesure du volume de lait; D: dans le joint en caoutchouc de I'unité terminale; E: a la sortie de la vanne de la citerne de lait; F: dans I'injec-
teur d'air; G: dans la conduite de lait; H: joint défectueux d'une conduite de lait.

respectifs des échantillons de lait avec des échantillons
prélevés au moyen d'un écouvillon sur les parties conta-
minées de I'installation, la cause du probléme peut étre
identifiée avec précision (fig. 6).

Causes de contamination persistante dans l'installation

Des faibles nombres de germes totaux dans le lait de

fabrication ne garantissent pas I’'absence de contamina-

tion persistante par L. parabuchneri ou par des bactéries

propioniques dans l'installation de traite ou dans la ci-

terne de collecte du lait. Une contamination persistante

dans une installation de traite est généralement due a

I'une des causes suivantes:

e durée de nettoyage trop courte

e dosage trop faible ou application du produit de
nettoyage incorrecte

e nettoyage insuffisant des parties sensibles de I'instal-
lation de traite lors de son nettoyage automatique

¢ absence de contréle visuel de la propreté de l'instal-
lation de traite apres le nettoyage

e entretien insuffisant de l'installation de traite (joints
défectueux, parties en plastique usées et cassantes,
tuyaux usés, etc.)

e service de l'installation de traite pas effectué
réguliéerement

e montage incorrect de l'installation

e montage incorrect des brides de raccord des tuyaux

e nettoyage insuffisant de la citerne de collecte du lait

e joints sales dans la citerne de collecte du lait (joints
du brasseur, joint de la vanne).

Les causes de la contamination persistante d'une instal-

lation de traite ou de la citerne de collecte du lait par

L. parabuchneri ou par des bactéries propioniques sont

multiples et ne peuvent étre déterminées que par une
inspection visuelle minutieuse des différentes parties
de l'installation de traite dans I'exploitation touchée.
Autrement dit, de nombreuses parties de |'installation
doivent étre démontées, nettoyées a la main ou rem-
placées. Dans certains cas, des modifications doivent
également étre apportées a l'installation ou au cycle
de nettoyage. Les figures 7A a 7H montrent les dépots
dans différentes parties de I'installation a I'origine d'une
contamination persistante.

Conclusions

Les méthodes biochimiques et de biologie moléculaire
récemment mises au point par Agroscope pour la détec-
tion des microorganismes nuisibles au fromage tels que
les bactéries propioniques et L. parabuchneri ont fait
leurs preuves dans la pratique.

Des contrdles réguliers du lait des fournisseurs per-
mettent de détecter a temps une contamination provo-
quée par des microorganismes indésirables et d’éviter
ainsi des pertes de qualité du fromage. Si des germes
producteurs d'histamine ou des bactéries propioniques
sont détectés dans le lait des fournisseurs, les causes
doivent étre recherchées dans I’'exploitation touchée et
éliminées par le service régional de conseil en collabo-
ration avec Agroscope.

Grace aux méthodes de détection disponibles et aux
connaissances acquises sur les causes des contaminations
persistantes dans les installations de traite et les citernes
de collecte du lait, les exploitations de production lai-
tiere et les fromageries touchées peuvent étre aidées
rapidement et de maniéere durable. ]
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Evitare le contaminazioni persistenti di
batteri propionici e Lactobacillus parabuch-
neri negli impianti di mungitura

Le contaminazioni persistenti di batteri
propionici e Lactobacillus parabuchneri
negli impianti di mungitura provocano
spesso perdite economiche nella produ-
zione del formaggio. L'istamina nel formag-

Riassunto H

gio, causata dal Lactobacillus parabuchneri,
puo inoltre compromettere la salute dei
consumatori. Per poter rilevare questi germi
in modo rapido e sicuro, sia nel latte di
consegna che negli impianti di mungitura e
nei serbatoi di latte, sono stati sviluppati e
introdotti nella pratica diversi metodi
biochimici e di biologia molecolare. Grazie a
indagini nelle aziende di produzione del
latte e al campionamento di diverse parti
degli impianti di mungitura é stato possibile
individuare ed eliminare le aree sensibili e
le cause piu frequenti di contaminazione
persistente. Pertanto sono ora disponibili
risorse e informazioni per aiutare in modo
rapido e sostenibile le aziende di produ-
zione del latte.
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Avoiding persistent contamination with
propionic acid bacteria and Lactobacillus
parabuchneri in milking systems
Persistent contaminations with propionic
acid bacteria and Lactobacillus parabuch-
neri in milking systems have repeatedly
resulted in financial losses in cheese
processing. Moreover, histamine in the

Summary H

cheese, caused by Lactobacillus parabuch-
neri, can also affect consumer health.
Biochemical and molecular biological
methods have been developed and intro-
duced into practice to enable the quick and
reliable identification of these bacteria
both in delivered milk as well as in milking
systems and milk tanks. By investigating
the milk production facilities and sampling
various milking system components,
sensitive areas as well as the most frequent
causes of persistent contamination were
successfully identified and eliminated.
Means and information are therefore
available to help milk-producing farms
quickly and sustainably.
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