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Les bactéries propioniques
du lait cru et leur impact
sur la qualité des fromages
a pate dure et mi-dure
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Les bactéries propioniques du lait cru et leur impact sur la qualité des fromages a pate dure et mi-dure

1. Introduction

Les bactéries propioniques sont redoutées pour leur
faculté a engendrer des défauts de qualité dans la plupart
des fromages a pate dure et mi-dure. Cela concerne sur-
tout les fromages fabriqués sans pasteurisation préalable
du lait. De nature résistante, ces bactéries s'adaptent faci-
lement a leur environnement et parviennent ainsi a se
développer dans le fromage. Par conséquent, méme de
faibles contaminations du lait peuvent générer des défauts
dans le produit final. Ceux-ci se distinguent par des points
bruns sur la pate du fromage, des ouvertures indésirables
telles que des trous, des lainures, des becs mais aussi par
des défauts d'arébmes. Dans la fabrication de fromages
type Emmental, des cultures propioniques sont nécessaires
pour le développement des ouvertures. Par contre, les pro-
pioniques «sauvages», issues du lait cru, peuvent quant a
elles endommager le produit par une fermentation secon-
daire.

Dans ce document seront traités les propriétés physiolo-
giques et technologiques des bactéries propioniques ainsi
que les problémes causés par ces germes dans diverses
variétés de fromage. Ensuite, ce sont les méthodes actuelles
de détection des bactéries propioniques et les mesures a
adopter pour prévenir une éventuelle contamination qui
seront présentées.
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Les bactéries propioniques du lait cru et leur impact sur la qualité des fromages a pate dure et mi-dure

2. Les bactéries propioniques

On compte aujourd’hui 13 espéces de bactéries propio-
niques: 6 sont désignées comme «les laitiéres» ou «clas-
siques», les 7 autres comme «les cutanées», comme par
exemple les Propionibacterium acnes, agent causal de
I'acné.

Les bactéries propioniques «laitieres» comprennent les
especes suivantes (Thierry et al. 2011):

P. acidipropionici, P. cyclohexanicum, P. freudenreichii,
P. jensenii, P. microaerophilum, et P. thoenii.

P. freudenreichii est parfois divisée en deux sous-especes:
P. freudenreichii subsp. Freudenreichii, qui ne fermente
pas le lactose ou seulement tres lentement et P. freuden-
reichii subsp. Shermanii, qui fermente le lactose. Une divi-
sion aujourd’hui trés controversée.

2.1 Ou se trouvent les bactéries
propioniques?

On trouve des bactéries propioniques dans la flore des
ruminants, dans les féces des veaux, des vaches et des porcs
et également dans I'ensilage. Cependant, il semble que
leur présence dans les sels des ruminants ou dans l'ensilage
est faible: < 100 ufc/g. C'est la raison pour laquelle, lors
d’un essai, des chercheurs italiens (Rossi et al., 2000), n‘ont
pas trouvé de bactéries propioniques sur 11 échantillons
prélevés dans des ensilages et 12 prélevés dans des féces.
En revanche, lors de ce méme essai, 60% des échantillons
de lait, 90% des échantillons de fromage et 100% des
échantillons de lactosérum acidifié¢ contenaient des

Cacanno et ses collaborateurs (Cacanno et al. 1995) ont
analysé 306 échantillons de lait de producteur destinés a la
fabrication de Grana Padano. Certain résultats obtenus
ont montré une faible présence de bactéries propioniques
et d’autres résultats une plus forte présence jusqu’a 27'000
ufc/ml. Pas moins de 21% des échantillons contenaient plus
de 500 ufc/ml. P. freudenreichii a été décelé dans 65% et
P. jensenii dans 25% de 60 isolats. Des isolats d'échantillons
analysés par Fessler en 1997, provenant de plaines et d'al-
pages fribourgeois, ont révélé des résultats semblables.

Agroscope a examiné le lait de cuve de fromageries d’Em-
mental, de Gruyere et de Sbrinz. Dans 82% des échantil-
lons, des bactéries propioniques ont été détectées. Dans
tous les échantillons testés positifs, P. freudenreichii était
toujours présent et dominant. 26% des isolats contenait
également

P. jensenii et 5 isolats P. thoenii ou P. acidipropionici. Dans
les échantillons des fromageries de Gruyére, P. freuden-
reichii était présent dans 77% des 151 isolats de bactéries
propioniques.

L'analyse de la flore des bactéries propioniques sur
34 échantillons de Sbrinz montre également une prédomi-
nance de P. freudenreichii. Cette espeéce a été détectée
dans tous les fromages a hauteur d'un million d'ufc/g et
d’avantage. Deux fromages uniquement (6%) contenaient
d’autres especes de bactéries propioniques mais un nombre
relativement faible.

Dans les fromages a pates mi-dure au lait cru, la flore des
bactéries propioniques semble &tre un peu plus diversifiée.
Dans deux des échantillons, Agroscope a trouvé d’'autres

bactéries propioniques. Comme le montre le tableau 1, bactéries propioniques en quantité comparable a
P. freudenreichii et P. jensenii sont les plus répandues. P. freudenreichii.
Tableau 1: Présence de diverses espéces de bactéries propioniques dans le lait et le fromage

Fromage

Lait (Cacano et al. 1995)

Lait (Fessler, 1997)*

Lait (Rossi et al. 2000) (Rossi et al. 2000)

N=306 (100% pos.)

N= 94/ 28 Isolate

N=52 (60% pos.) N=20 (90% pos.)

P. freudenreichii | 65% 62% / 55% 39% 69%
P. jensenii 25% 21% /15% 54% 27%
P. thoenii 5% 2% /30% 3% 4%
P. acidipropionici | 5% 15% /0% 5% -

* Echantillons de lait récoltés en plaine et en alpage dans le canton de Fribourg
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Les bactéries propioniques du lait cru et leur impact sur la qualité des fromages a pate dure et mi-dure

2.2 Propriétés physiologiques des bactéries
propioniques

Les bactéries propioniques ont généralement des alléga-
tions nutritionnelles modestes ce qui explique leur nombre
répandu dans I'environnement. Leur croissance est relati-
vement lente. Dans des conditions idéales, le temps de
génération minimale est de 5 a 6 heures. Exposées directe-
ment a l'air, leur croissance s'arréte. Malgré cela, elles sur-
vivent sans probleme dans des conditions aérobies.

La majorité des bactéries propioniques «laitieres» forment
des pigments. C'est la raison pour laquelle les colonies sont
de couleur créme, orange au rouge brunatre. Leur pig-
mentation est responsable de la formation de taches indé-
sirables sur le fromage. Selon les expériences d’Agroscope,
les colonies fortement colorées, que I'on retrouve sur le
lactat agar, sont principalement dues a la pigmentation de
P. jensenii.

Photo 1: Boite de Pétri contenant des colonies de bactéries propioniques et
une flore d’accompagnement sur du lactate agar.

Les bactéries propioniques peuvent fermenter l'acide lac-
tique, ce qui leur permetde se proliférer dans le fromage
en cours d'affinage. A cet effet, ils peuvent utiliser trois
voies métaboliques différentes.

(A) La fermentation du lactate classique
3 lactates — 2 propionates + 1 acétate + 1 CO, +
1H,0

(B) La cofermentation du lactate et de I'acide aspartique
3 lactates + 6 aspartates — 3 acétates + 3 CO, +
6 succinates + 6 NH,

(Q) La fixation du CO,
3 lactates + 1 CO, — 1 acétate + 2 propionates +
1 succinate + 1 H,0

La voie métabolique empruntée dépend du milieu nutri-
tionnel et de la souche des bactéries. La voie métabolique
de la cofermentation de I'acide lactique et de I'acide aspar-
tique (B) joue un réle majeur pour les souches avec une
forte activité d'aspartase. Leurs enzymes scindent |'acide
aspartique en ammoniac et en acide fumarique, ce dernier
est ensuite transformé en acide succinique. Les bactéries
propioniques avec une forte activité d'aspartase profitent
de la protéolyse. L'ammoniac libéré augmente la valeur du
pH des fromages, ce qui favorise la protéolyse. Dans |'Em-
mental, ce processus joue un réle important lors de la fer-
mentation secondaire. Comme on peut le constater sur la
figure 2, l'activité de l'aspartase de P. freudenreichii
dépend fortement de la souche.

Tableau 2: Propriétés des bactéries propioniques (Thierry et al., 2011; complété par d’autres sources).

Pigmentation créme - rouge brun

forte pigmentation surtout par
P. jensenii et P. thoenii

Température de croissance optimum: 30 — 32°C

minimum: 4 — 6°C
maximum: 37 — 45°C

Valeur pH optimum: pH 6 -7

minimum: pH 4,6 - 5,1

Temps de génération minimal 5 -6 h (anaérobie)

Besoin en oxygéne

anaérobie jusqu’a faible aérotolérant

pas de détérioration par le contact d'air

Substrats

acide lactique (lactate), galactose,
glycérine, acide aspartique (aspartate)

Produits issus du métabolisme

acide propionique (propionate),
acide acétique (acétate),
acide succinique (succinate), CO,
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Figure 2: Activité de I'aspartase des différentes souches de P. freudenreichii, issue de la collection des souches d’Agroscope.

L'importance de la voie métabolique de fixation du CO, (C)
est encore méconnue mais elle est généralement considé-
rée comme moins significative.

2.3 Propriétés technologiques des bactéries
propioniques

Température de croissance

Des essais d’Agroscope ont montré que les bactéries pro-
pioniques se développent bien dans un fromage, méme a
une température de 14°C (Frohlich & Eugster 2005). En
effet, des Emmental modéles sont parvenus a développer
leurs ouvertures typiques a 14°C sans maturation préalable
en cave chaude. Par contre, il leur a fallu 25 semaines a la
place des 6 a 8 semaines habituelles. La plupart des bacté-
ries propioniques terminent leur croissance a des tempéra-
tures situées entre 5 et 10°C.

Vitesse de croissance

Dans le fromage, lors de conditions favorables, la durée
de génération des bactéries propioniques est de 10 a
35 heures. Le développement est plus rapide dans des
conditions de laboratoire, mais reste toutefois assez lent.
Une contrainte pour I'analyse du dénombrement sur milieu
solide ou, pour obtenir des colonies visibles, une incuba-
tion d’au moins 5 a 7 jours est nécessaire.

Résistance aux températures

Les bactéries propioniques sont assez résistantes aux tem-
pératures élevées, spécialement pour P. freudenreichii. Pour
de courtes durées d’exposition a la chaleur, elle commence
a s'endommager a environ 58°C. La sensibilité dépend de la
souche. Pour des especes résistantes a la chaleur, un cham-
brage de 7 minutes a une température de 64°C est néces-
saire pour inactiver 90% des germes (figure 3).

100 St ""'?""*ﬂ'?ﬂ“ﬁ_"“"' “-““-ﬂ
~Rs_ A
h.‘.‘-‘
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e . —d + 161, 55°C
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temps [min]

Figure 3: Sensibilité thermique de trois souches de bactéries propioniques a
une température de 55°C et 64°C.

Le travail de Rossi et de ses collaborateurs (Rossi et al.
2000), montre que P. jensenii, P. thoenii et surtout P. acidi-
propionici sont moins résistantes a la chaleur que
P. freudenreichii. C'est peut-étre pour cette raison qu’on
retrouve pratiquement que P. freudenreichii dans le fro-

mage a pate dure.

Sensibilité au sel

Une étude menée avec des fromages modeles type Emmen-
tal, salés dans un bain de sel a différentes durées, montre
que les bactéries propioniques sont plutot sensibles au sel
(figure 4). Dans un essai en laboratoire, une concentration
en sel de 5 g par litre provoque déja un retard de crois-
sance. Avec 50 g de sel, la croissance s'arréte presque com-
plétement. Cela signifie théoriguement que, pour un fro-
mage contenant entre 35 et 40% d’eau, une teneur en sel
de 17 a 20 g/kg suffirait a inhiber la croissance des bacté-
ries propioniques. C'est justement dans les jeunes fro-
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mages, ou le sel n'est pas réparti de maniére homogene,
que le risque d'une fermentation secondaire est le plus
élevé. Nous avons également souvent observé des points
bruns sous la croGte du fromage. Il existe donc des bacté-
ries propioniques qui ont une tolérance au sel particuliere-
ment élevée.

1000 0

....... sans baln de sel

900 “
= o= o o 0.5 Jour en baln de sel
s 1 Jour en bl de sl

800 “
— - — 3 ]ours en baln de sel

température

volume de gaz (ml/kg)
températures (*c)

o 10 20 30 40 50 60
temps de maturation en jours

Figure 4: Formation de gaz dans un Emmental modéle avec des temps de
saumurage différents.

En effet, il existe des cultures de bactéries propioniques
avec une tolérance en sel élevée. Elles sont utilisées dans la
fabrication du fromage norvégien Jarlsberg.

Sensibilité au cuivre

Les propriétés antimicrobiennes du cuivre sont bien
connues. Elles sont probablement dues au fait que le cuivre
se lie a certains enzymes et les inactive par une perturba-
tion du métabolisme cellulaire.

Le cuivre catalyse également la formation de composés
d'oxygene hautement réactifs qui engendrent des dom-
mages cellulaires. Des fromages fabriqués dans des cuves
en cuivre contiennent normalement 3 a 12 mg/kg de cuivre.
Des teneurs en cuivre a partir de 25 a 30 mg/kg sont sus-
ceptibles de provoquer des colorations vertes particuliere-
ment visibles sous crolte.

Dans une enquéte réalisée sur le terrain, Agroscope n’a pas
pu détecter de différences de qualité entre les lots conte-
nant une faible teneur en cuivre (valeur moyenne de
2,6 mg/kg) et les lots contenant une teneur en cuivre nor-
male (valeur moyenne de 6,9 mg/kg). Lors d'une étude réa-
lisée sur des Sbrinz, seuls les fromages d'une teneur en
cuivre au-dessus de 9 mg/kg ont montré une tendance a
réduire la croissance de bactéries propioniques.

n Agroscope Transfer | N° 133/2016
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3. Des défauts de fromage provoqués par des bactéries propioniques

3.1 Emmental

Il'y a environ 20 ans que les problémes de fermentation
secondaire dans I'Emmental ont pu étre diminués par I'in-
troduction de cultures hétérofermentaires facultatives
(Lb. casei et Lb. rhamnosus) et une amélioration des
cultures de bactéries propioniques. Aujourd’hui, cette pro-
blématique est a nouveau d'actualité. La statistique sur les
taxations (figure 5) ne permet pas de visualiser les fermen-
tations secondaires suspectées a tort ainsi que les fermen-
tations secondaires qui ont lieu apres la taxation.
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Figure 5: Lots d’Emmentaler AOP taxés avec suspicion de fermentation se-
condaire. Lots taxés entre janvier et décembre 2015.

Des bactéries propioniques sauvages peuvent poser
des problémes dans 'Emmental

Une étude de microbiologie moléculaire menée en 2008
sur la flore des bactéries propioniques d’'un Emmental de
la fromagerie d'Uttligen a obtenu des résultats étonnants
(Turgay et al., 2011). Apres 6 mois de maturation des fro-
mages, ce n'était plus la souche de bactéries propioniques
issue de la culture Prop 96 qui dominait le milieu, mais des
bactéries propioniques sauvages provenant du lait cru. Des
changements ont également été observés dans des fro-
mages fabriqués avec la culture Prop 01. Par contre, ce sont
ici les deux souches de bactéries propioniques a forte acti-
vité d'aspartase provenant de la culture qui commencaient
a dominer (figure 6). On peut conclure que des souches
sauvages de bactéries propioniques a forte activité d’as-
partase peuvent détruire les propriétés de la Prop 96.
Celle-ci a normalement la faculté d'influencer la fermenta-
tion secondaire de telle maniére a ce qu’elle reste faible.
Autrement dit, dans la fabrication d’Emmental, il est éga-
lement important de veiller a ce que le lait cru ne soit pas
contaminé par des bactéries propioniques.

Il faut maitriser la protéolyse

Comme cela a déja été évoqué, une forte protéolyse favo-
rise la croissance des bactéries propioniques a forte acti-
vité d'aspartase. Par conséquent, il est également impor-
tant que le lait ne soit pas contaminé par des lactobacilles
trés protéolytiques et surtout pas par Lb. Helveticus. On
pourrait imaginer des contaminations croisées a travers
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50y % 8 o8 8o o3 o8 8 ¢

M souche Prop 96

100%
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o% I
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Figure 6: Modification de la composition de la flore des bactéries propio-
niques dans I'Emmental pendant la maturation. Le 1 graphique montre des
fromages contenant la Prop 96 et le 2¢ celui de la Prop 01.

des cultures contenant du Lb. Helveticus utilisées pour la
fabrication de spécialités.

Lors de soupcon d'une protéolyse trop intense, par
exemple par une fermentation secondaire ou une pate
blanche sur les bords, Agroscope recommande depuis plu-
sieurs années d'analyser la teneur en acides aminés libres
par la valeur-opa, d'un échantillon prélevé a 3-12 mm du
bord du fromage de 20 jours. Le résultat ne devrait pas
dépasser la valeur de 45 mmol/kg.

Figure 7: Emmental montrant des signes de fermentations secondaires, lai-
nures dans les zones du bord et ouvertures ovales.
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3.2 Fromages a pate mi-dure

Les fromages a pate mi-dure a crotte lavée fournissent, a
travers de la teneur en eau et de la désacidification relati-
vement rapide de la pate, de bonnes conditions de crois-
sance aux bactéries propioniques. Cependant, le cuivre, le
sel et des températures en dessous de 15°C leur sont défa-
vorables.

Grace a une thermisation du lait adaptée (température et
durée), la teneur en bactéries propioniques peut étre dimi-
nuée en dessous du seuil de détection de 10 ufc/ml. Comme
P. freudenreichii est relativement résistant a la chaleur, la
température de thermisation joue un réle déterminant.
Une thermisation a 65°C pendant 15 secondes a le méme
effet sur les germes végétatifs qu’une thermisation a 60°C
pendant 5 minutes. Si une fermentation propionique a
lieu dans des fromages au lait pasteurisé, il s'agit d'une
recontamination du produit par des bactéries propio-
niques au cours de la fabrication. Aprés le pressage des
fromages, les bactéries propioniques ne parviennent plus
a pénétrer dans le fromage.

La croissance de bactéries propioniques dans les fromages
a pate mi-dure peut provoquer essentiellement deux
défauts typiques: premierement, le fromage peut présen-
ter de grandes ouvertures en forme de trous, lainures et
becs (figure 8), souvent accompagnées d'une saveur dou-
ceatre.

Figure 8: Fromage Appenzeller de 3 mois avec de trop grandes ouvertures,
des lainures et des becs

Deuxiémement, le fromage peut présenter des points
visibles sur la pate. lls sont souvent situés sous la croGte. La
cause exacte de l'apparition des points n’est pas connue.
Sur les bords du fromage, les bactéries propioniques pro-
fitent d’une part de la désacidification plus rapide provo-
quée par la morge et, d'autre part, elles sont davantage
inhibées par une teneur en sel plus élevée. Il est possible
que certains facteurs liés au stress les aménent a dévelop-
per des colonies plus pigmentées.

Figure 9: Fromage a pate mi-dure avec des points bruns sous crolte

3.3 Gruyere

Les fermentations propioniques sont moins fréquentes
dans le Gruyere que dans d'autres fromages. Cependant,
dans les années 90, elles étaient la cause principale d'une
conservation insuffisante. Cela est souvent en lien avec
une teneur en sel trop basse, inférieure a 12 g/kg.
Aujourd’hui, la conservation des Gruyére est nettement
améliorée.

La température de chauffage du grain de fromage est sans
aucun doute la raison principale pour laquelle les fermen-
tations propioniques sont aujourd’hui moins fréquentes.
Le stockage du lait dans la cuve en cuivre et la diffusion
rapide du sel vers I'intérieur de la pate du fromage freinent
également le développement des bactéries propioniques.
Par ce biais, elles sont inhibées de sorte que leurs défauts
produits dans le fromage passent en général inapercus. De
plus, la plupart des fromageries de Gruyere font examiner
des échantillons de lait de leurs fournisseurs afin de détec-
ter une éventuelle présence de bactéries propioniques.
L'analyse se fait mensuellement avec une exigence de
<20 ufc/ml. Malgré tout, des défauts de fromage engen-
drés par les bactéries propioniques existent. lls se mani-
festent souvent par des lainures (figure 10) et/ou par des
points bruns dans la pate ou souvent sous la crotte.

Figure 10: Gruyére de 6 mois avec des lainures et une teneur en acide pro-
pionique de 7,2 mmollkg

3.4 Sbrinz

Les bactéries propioniques sont les germes étrangers qui
engendrent le plus souvent des défauts dans la fabrication
du Sbrinz et sont ainsi responsables de pertes financiéres
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importantes. Ces défauts sont percus généralement de
maniére sensorielle entre 5 et 11 mois d'affinage. Des
petits points bruns sur la pate apparaissent (figure 11) et
les fromages développent un go(t doucereux. Contraire-
ment aux fromages a pate mi-dure et dure a croGte lavée,
les points bruns se trouvent plutot vers le milieu de la pate.
Le long passage dans le bain de sel pendant 15 a 20 jours
explique ce phénomene. Parfois, la fermentation propio-
nique est si forte qu’elle peut engendrer des lainures ver-
ticales ou des becs. Des Sbrinz présentant un défaut senso-
riel lors du contréle de qualité a I'age de 11 mois sont
systématiquement analysés par une chromatographie afin
de contréler la présence de bactéries propioniques. Les
fromages contenant plus de 2 mmol/kg d’acide propio-
nique ne sont pas affinés plus longtemps mais sont alors
utilisés pour la fonte.

Figure 11: Sbrinz avec des points bruns

Flore propionique du lait et du fromage des froma-
geries de Sbrinz

Dans une récente étude menée par Agroscope sur la pré-
sence de bactéries propioniques dans le Sbrinz, 40 fro-
mages agés de 11 mois ont été analysés au niveau du pH,
du cuivre et de la teneur en sel. Les résultats sont résumés
dans la figure 12. Des fromages dont le nombre de bacté-
ries propioniques se situe en dessous de 1 million par
gramme, contiennent en général moins de 2 mmol/kg
d’acide propionique. Ces fromages étaient de bonne qua-
lité. Cependant, 4 fromages, présentaient un nombre
élevé de bactéries propioniques et une teneur importante
en acide propionique. Pourtant, elles n‘ont pas été déce-
lées dans le lait de cuve. L'enquéte a également montré
que le nombre de bactéries propioniques trouvées dans le
Sbrinz ne correspond pas au nombre de bactéries propio-
niques trouvées dans le lait de cuve. Cela s’explique par le
fait que les bactéries propioniques présentent des sensibi-
lités différentes a la chaleur. Dans le fromage, elles se
développent également a des vitesses différentes. La bio-

diversité de P. freudenreichii dans le lait a une influence
considérable sur le potentiel de développement de ces
germes dans le fromage.

® acide proplonigue < 2 mmel/g

acide proplonique > 2 mmol/g
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Figure 12: Relation entre le nombre de P. freudenreichii dans le lait de cuve
et dans les Sbrinz de 11 mois / teneur en acide propionique des fromages /
quantification de P. freudenreichii effectuée par la méthode PCR quantita-
tive / résultat correspondant au nombre de copies de génomes par ml ou g.
Des contaminations par des bactéries propioniques
peuvent également se produire en fromagerie. Introduites
par le lait cru, ces bactéries peuvent s’incruster dans les
installations, surtout lors d’un nettoyage insuffisant. Une
attention particuliere doit étre accordée aux systemes de
soutirage.

Tableau 3: Résultats d’analyse d’une fromagerie ou des Sbrinz ont subi une
fermentation secondaire, malgré un lait de cuve irréprochable.

Point qPCR autregzilztéries
d‘échantillonnage | P. freudenreichii .
propionique

Raccords cannes de .

soutirage (frotti) positive i

Sous presse, a

I'extrémité droite positive positive

(frotti)

Sous presse, a

I’'extrémité gauche positive positive

(frotti)

Petit-lait a I'arrivée . S
positive négative

sur la presse

Influence de différents composants sur la matura-
tion du Sbrinz

Dans I'étude présentée précédemment, le pH et la teneur
en sel des fromages ne montrent pas d’influence significa-
tive sur la croissance des bactéries propioniques et sur
I'acide propionique des fromages. Ceci n'est pas surpre-
nant car les variations du pH et de la teneur en sel étaient
plutét modestes. Les fromages comportant une teneur en
cuivre supérieure a 9 mg/kg présentent tendanciellement
de meilleures aptitudes d’'affinage.
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4. Du lait d’'une qualité irréprochable

Il existe de nombreuses sources de contamination du lait
par des bactéries propioniques. Mais elles contaminent le
lait uniguement pendant la traite. L'installation et I'hy-
giéne de traite en sont les sources principales. Cependant,
I'environnement des vaches joue également un réle impor-
tant. Un environnement chargé par des bactéries propio-
niques fournit de nombreuses sources de contamination.

Les zones particulierement critiques

Les bactéries propioniques aiment se multiplier dans des
matiéres organiques et sous conditions anaérobes, en par-
ticulier dans les endroits suivants:

Etable: litiéres souillées, tapis en caoutchouc en mauvais
état, zones humides autour des abreuvoirs, etc.

Zone d’affouragement: mélangeuse, restes d'affourage-
ment, stations d’affouragement, etc.

L'installation de traite est la source de contamina-
tion principale

Garder l'installation de traite exempte de bactéries pro-
pioniques et d’autres microorganismes exige I'observation
stricte des points suivants:

e Un montage impeccable de I'installation
e Une maintenance et un entretien effectués de maniére
professionnelle
Les pieces de l'installation doivent étre contrélées et, si
nécessaire, nettoyées ou remplacées lors du service
d’entretien annuel:
Conduite a vacuum, -tank, -vanne
Régulateur du vacuum
Raccords, joints de la conduite a lait
Toutes les piéces d'usure
Compteur a lait
Température de la solution de nettoyage
Quantité de la solution de nettoyage (le volume est-il
suffisant?)
Propreté des endroits critiques, tels que les raccords,
les joints, etc.
Il faut également informer les producteurs de lait sur la
fréquence de nettoyage des griffes, des robinets de lait,
des joints de 'unité terminale, etc.

¢ Nettoyage de l'installation de traite

- Rincer l'installation immédiatement aprés chaque
traite, nettoyer puis rincer a nouveau
Appliquer un nettoyage alcalin et acide en alternance
Vérifier si le dosage des produits de nettoyage est
conforme aux prescriptions du fabricant
Controéler si la solution de nettoyage atteint au moins
60°C
Instructions pour élever la température: prérincer a
I’eau chaude, augmenter la température du boiler ou
la quantité de solution de nettoyage, installer un
chauffe-eau ou veiller a le régler correctement. Il
faut se rappeler que, lors d'une baisse de tempéra-

ture de 5°C, le temps du traitement thermique doit
étre multiplié par 20 pour éliminer le méme nombre
de bactéries.

Les ustensiles doivent étre nettoyés réguliérement a
la main:

> Couvercle et joint de 'unité terminale

> Robinet a trois voies

> Robinet de lait

> Griffe

> Sortie du tank

> Joint du brasseur du tank

Figure 13: Des points faibles en matiere d’hygiéne découverts lors de visites
d‘étables. L'image de gauche montre une griffe avec du lait caillé a I'inté-
rieur. A droite, un robinet a trois voies avec des résidus de lait.

Facteurs liés a lI'installation de traite

e L'utilisation d'une éponge servant a pousser le reste du
lait hors des conduites peut étre responsable de conta-
minations microbiologiques. Il est donc évident que le
lait «épongé» ne doit pas étre livré a la fromagerie. Il
peut par contre étre utilisé pour les veaux.

e Le systeme de traite doit étre congu pour que I'eau rési-
duelle a lI'intérieur des conduites puisse s'écouler toute
seule. Il ne doit pas étre nécessaire d'utiliser une éponge.

e Les expériences des conseillers de traite ont montrées
que les infections des laits de producteur par des bacté-
ries propioniques sont toujours issues de contamination
des installations de traite ou du tank a lait. Ebouillanter
une installation de traite contaminée a l'aide de vapeur
d’eau est un bon moyen pour lutter contre les bactéries
propioniques. Selon les expériences d’Agroscope, les
laits obtiennent par la suite de bons résultats pendant
plusieurs mois. Cependant, les sources de contamina-
tion doivent étre éliminées avant l'intervention.
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5. Contaminations par les bactéries propioniques en fromagerie

Agroscope a pu observer, aux travers de nombreuses
enquétes en fromagerie et sur plusieurs années, qu'en
régle générale les bactéries propioniques parviennent
dans la fromagerie par le biais de lait contaminé. Elles se
développent par la suite dans les installations a cause d'en-
tretiens, de nettoyages ou de désinfections insuffisantes.
La priorité lors de I'assainissement d'une fromagerie réside
donc dans I"élimination de lait de producteur contaminé
par des bactéries propioniques. Cette action est nécessaire
afin d’éviter de nouvelles contaminations du systéme de
soutirage et de la presse.

Les contrbles par étapes peuvent fournir de précieuses
informations sur le chemin emprunté par les bactéries pro-
pioniques pour arriver en fromagerie. Le probléme des
bactéries propioniques est qu'une faible quantité suffit
pour causer des dommages importants. Il n‘est donc pas
toujours évident de déceler les faibles contaminations
dont le niveau se trouvent en dessous du seuil de détection
des méthodes d’'analyse usuelles.

Afin d'identifier les sources de contaminations, un contréle
d’hygiéne optique est fortement recommandé. Les sources
de contaminations sont ensuite confirmées par frottis
(tableau 3). Pour ce faire, les raccords des tuyauteries et les
vannes doivent étre démontées.

Sources de contaminations potentielles des bactéries pro-
pioniques:

¢ l|asortie du tank du lait de report

e les cannes de distribution du grain

e lesraccords dévissés ou pas assez serrés

e |'eau résiduelle dans le systéeme de soutirage

e les vérins de la presse et la vanne de petit-lait

Figure 14: Lacunes au niveau de I’hygiéne décelées lors d’une visite en fro-
magerie. A gauche, la sortie d’un tank a lait avec des résidus sur le raccord
de la vanne. A droite, un raccord du systéme de soutirage avec des résidus.

Comment éviter les contaminations?

e Inspection quotidienne de la propreté des installations

e Surveillance quotidienne des parametres du CIP, comme
la température, la concentration, etc.

e Remplacement régulier des piéces d'usure tels que
joints, tuyaux-souple, pale en caoutchouc

e Elimination immédiate des fuites

e Nettoyage et désinfection quotidien du systeme de sou-
tirage

e Entretien professionnel annuel

e En cas de suspicion d’infection: rincer la conduite a I'eau
propre et échantillonner les premiers jets sortant de
I'installation. Effectuer une analyse microbiologique sur
les échantillons récoltés. Des résultats immédiats four-
nissent par exemple la mesure de I’ATP (contacter les
services de conseils régionaux).
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6. Détection analytique des bactéries propioniques

6.1 Dénombrement microbiologique sur
milieu solide

Les laboratoires de I'industrie laitiére utilisent un lactate
agar pour le dénombrement de colonies de bactéries pro-
pioniques du lait cru. Ce dernier est composé de 30 g de
peptone de caséine et de peptone de levure, de 15 g de
lactate de sodium et de 12 g d’agar-agar pour I'élaboration
d'un litre de milieu nutritif. Le lait est ensemencé en sur-
face dans des boites de Petri et le tout est incubé a 30°C
pendant 9 a 10 jours et sous conditions anaérobes. Les
colonies colorées de beige et brun sont ensuite comptées.
La couleur de la colonie ne permet pas une différenciation
stre entre les diverses especes de bactéries propioniques.
La flore, qui se développe en paralléle sur le milieu nutritif,
peut fausser le comptage. De plus, la distinction entre les
colonies de bactéries propioniques et les autres colonies
peut porter a confusion. Lors d'une étude comparative de
plusieurs laboratoires effectuée en 2014, cinq différents
échantillons de lait cru ont été analysés. L'étude a révélé
que la variabilité des résultats dépend de |'échantillon.
C'est-a-dire que, pour un échantillon d‘une teneur
moyenne en germes de 100 ufc/ml, la dispersion des résul-
tats était comprise entre 50 et 200 ufc/g.

6.2 Quantification par PCR
(réaction en chaine par polymérase)

En raison de la durée de l'analyse par dénombrement
microbiologique et des résultats parfois contradictoires, la
filiere laitiere a exprimé le souhait d’'obtenir une analyse
plus réactive et plus précise. Pour répondre a ce besoin,
Agroscope a développé des méthodes PCR permettant
une détection spécifique des especes de bactéries propio-
niques les plus importantes ainsi qu‘'une quantification
avec une limite de détection plus basse.

La méthode permet de détecter les especes suivantes:

P. freudenreichii

P. thoenii

P. jensenii

P. acidipropionici
Jusqu'a présent, il n'est toujours pas possible de dévelop-
per une méthode gqPCR (quantification par PCR) pour une
détection simultanée des quatre especes dites les plus
importantes. Ces dernieres ne montrent pas assez de simi-
litudes entre elles pour pouvoir les distinguées des autres
genres de bactéries.

Comparés aux résultats obtenus avec le dénombrement
sur milieu solide, les résultats de la méthode qPCR pour
P. freudenreichii sont comparables a partir d’'une teneur
engermesde 10 a 50 ufc/ml, malgré que les deux méthodes
se différencient au niveau de la sélectivité. La figure 12
Iillustre.

La limite inférieure de détection de la méthode gPCR se
trouve a 50 unités de génome par litre de lait. Ces unités
correspondent théoriquement au nombre de cellules
vivantes et mortes. Des valeurs inférieures a cette limite ne
sont pas fiables. En effet, dans ce cas, la flore d'accompa-
gnement peut interférer lors du comptage et rendre le
dénombrement des bactéries propioniques plus difficile. Il
est important d’'étre attentif au fait que la méthode qPCR
comptabilise aussi des colonies qui ne se reproduisent pas.
Ce qui n'est pas le cas pour le dénombrement sur milieu
solide.

Agroscope est persuadé que la méthode gPCR est un outil
sir permettant une détection sélective des bactéries pro-
pioniques les plus importantes du lait cru, comme par
exemple P. freudenreichii.
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Figure 15: Comparaison de la méthode du dénombrement sur milieu solide
et de la méthode qPCR par des échantillons de lait de cuve de fromage-
ries fabriquant des pédtes dures. La ligne rouge illustre, avec 50 unités de
génome par millilitre de lait, la limite du dénombrement inférieur de la mé-
thode qPCR. Pour le comptage des colonies, 0,5 ml de lait ont été réparti sur
5 plaques. Trois résultats avec <2 ufc/mL ont été considérés comme 1 ufc/ml.

6.3 Analyse d’échantillons de laits congelés

Des essais ont montré que la congélation et la décongéla-
tion des cultures liquides de Liebefeld dans un congélateur
standard font perdre la capacité de reproduction de 90%
des bactéries propioniques. En revanche, les bactéries pro-
pioniques semblent trés bien survivre a la congélation et a
la décongélation du lait.

Lors de I'étude comparative interlaboratoires effectuée en
2014, aucune diminution du nombre de colonies n'a été
observée avec la méthode du dénombrement sur milieu
solide. Cela, méme lorsque les échantillons ont été conge-
Iés pendant plus de 6 mois.
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7. Résumeé

Les bactéries propioniques peuvent causer des dommages
dans tous les fromages a pate dure et mi-dure, méme dans
I'Emmental. Les défauts les plus courants sont des fermen-
tations secondaires se manifestant au travers d’ouvertures
atypiques comme par exemple des lainures, mais égale-
ment un goUt doucereux ou encore l'apparition de points
bruns indésirables sur la pate.

P. freudenreichii est certainement la bactérie propionique
qui engendre le plus de défauts. Elle est plutot résistante a
la chaleur et survit a la température de chauffage du grain
dans la fabrication du Sbrinz ou a une thermisation de
65°C sans chambrage. P. freudenreichii est capable de se
multiplier pendant la maturation du fromage. De plus, elle
peut déja engendrer des défauts quand elle se trouve en
nombre qui est a la limite de détection de la méthode
d’analyse par comptage sur milieu sélectif. Il est d’autant
plus important d'analyser régulierement le lait des pro-
ducteurs et d'intervenir rapidement si cela est nécessaire.
Ainsi, c'est la seule maniere de pouvoir éviter les contami-
nations du lait de cuve et d’empécher les dommages, ceci
surtout lors de fabrications de fromages au lait cru.
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