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Probabilités de contamination du lait par Listeria monocyfogenes
pendant la fabrication du fromage & péite dure

Quantification of the probability of milk contamination by Listeria monocytogenes
during manufacture of hard cheese

E. SCHAFFNER, M. MUHLEMANN, U. SPAHR, M. SCHALLIBAUM

Station de Recherches Laitisres Liebefeld, CH-3003 Bern, Suisse. (Tirés & part : E. Schaffner, 5, Ree du Moulin, 68510 Kap-
pelen, France)

Background: The present work is concerned with the probability of contamination by Listeria mono-
cytogenes in the artisanal manufacture of Swiss Ewumnental hard cheese made from vaw milk. The
simulation model follows the evolution of the contaminant flora from raw milk at the farm to milk
mixing, storage at the cheese factory and to the cheese manufacturing process.

Methods: The simulations are based on models of predictive microbiology, namely the exponential
growth model of bacteria including the lag-time, a cardinal growth model and a Log-linear model of
thermal deactivation of bacteria.

Results: The results of the actual simulation indicate that the contamination of milk at the farm is a
rare event (P=0.0036), but the mixing of milk at the cheese factory leads to a higher probability of
contamination of cheese milk (P=0.07). Flevated bacterial concentrations are mainly due to cases of
mastifis involving Listeria monocytogenes. The decline in bactevial counts during cheese manufacture
depends on the curing temperature (52-54°C) and varies between 1.5 and 3.2 Log cfufml. Freshly
manufactured Emmental-cheese made from contaminated raw milk is expected to have only 4.6 cfu of
heat injured Listeria monocytogenes /kg cheese mass in the press.

Conclusion: Depending on listeria evolution, from the press to the product consumption, consumer
exposure has been evaluated and might result in [ to 10 Listeria monocytogenes per portion of
cheese. The bacterial presence could be due to recontamination during packaging, distribution and
cheese preparation by the consumer. Based on the presented data and estimations, it is concluded
that the consumption of traditionally/artisanal manufactured Swiss Emmental hard cheese presents
an extremely low, but existent risk, especially for people with a deficient or diminished immune
systent.

Predictive Microbiology. Simulation. Exposire Assessment. Listeria monocytogenes. Swiss Emmental Cheese.

Le présent travail porte sur la probabilité de contamination par Listeria monocytogenes du laif cru
utilisé pour la fabrication artisanale d’Emmental suisse. La modélisation suit I'évolution de la flore
contaminante, issue du lait cru, de la ferme jusqu’au mélange de lait et son entreposage & la froma-
gerie de méme qu’en cours de fabrication.

Les simulations se basent sur des modéles de microbiologie prévisionnelle, notamment sur un
modéle de croissance exponentielle des bactéries incluant la phase de latence, un modéle cardinal de
croissance et un modéle Log-linéaire de désactivation thermigue des bactéries.
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Fes résultats de la simulation indiquent que la contamination du lait & la ferme est un événement
rare (P = 0,0036). Par contre, le mélange de lait & la fromagerie conduit & un risque de contamination
plus élevé du lait de fabrication (P = 0,07). Une charge bactérienne élevée est le plus souverd due d
des mastites provoguées par Listeria monocytogenes. La diminution du nombre de bactéries ¢n cours
de fabrication dépend de la température de cuisson (52-54°C} et varie entre 1,5 et 3,2 Log wic/ml, Un
Emmental fraichement fabrigué uniquement avec du lait cru contaming aura environ 4,6 ufc de Liste-
ria morocytogenes endommagées par la chaleur/kg de masse fromagére sous presse,

Selon Uévolution des listeria, de la mise sous presse jusqu'd la consommation dii produit, U appré-
ciation grossiére de I'exposition possible des consommateurs pourrait se situer entre 1 4 10 Listeria
monocylogenes par portion de fromage. Ces listeria proviennent de re-contaminations locales pendant
Pemballage, la distribution ou le traitement du fromage par le consommateur (conservation, prépara-
tion et consommation). En se¢ basant sur les données présentées et les estimations, on peut considérer
gue la consommation de I’ Emmental suisse de fabrication artisanale représente un risgue extrémement
Jaible pour lo santé des consommateurs, mais existant, surtout pour des personnes ayant une défi-
cience ou un diminution des défenses immuniiaires.

Microbiologie prévisionnelle. Simulation. Evalution de exposition. Listeria monocytogenes. Emmental suisse,

INTRODUCTION

Listeria monocyiogenes est une bactérie patho-
géne ubiquitaire qui survit ou se développe dans
certains aliments. En cas de consommation de den-
rées contaminées, elle peut provoguer la listériose
humaine. Cette maladie est surtout contractée par
des personnes ayant une déficience ou une diminu-
tion des défenses immunitaires (malades immuno-
déprimés, personnes Agées, femmes enceintes),
mais peut également tovcher en cas de contamina-
tion importante des personaes en bonne santé {1].

les conditions artisanales de fabrication et
d’entreposage/affinage du fromage suisse au lait
cru et & péte dure de type Emmental semblent ne
permetire ni la survie ni la multiplication de la
bactérie. Des inoculations artificielles de 4 x 10*
bactéries/m] de lait n’ont pas pu &tre détectées un
jour aprés la fabrication et toutes les détermina-
tions subséquentes restaient libres de Listeria
monocytogenes [2]. Pour différentes raisons, les
résuitats obtenus pour la fabrication de fromages
expérimentaux 2 partir de lait inoculé artificielle-
ment avec Listeria monocytogenes ont une valeur
linpitée ; le nombre de fromages, les conditions
optimales de fabrication et Uinoculation artifi-
cielle ne permetient aucune observation de
Vévolation de Listeria monocytogenes 3 des
conditions suboptimales, telles qu'on les rencon-
tre dans la pratique. Afin de mieux apprécier les
probabilités liées 4 une contamination par Liste-
ria monacytogenes du lait servant a la fabrication
du fromage suisse au lait cru et & pite dure de

type Emmental, un modéle a été développé avec
le logiciel @RISK (version 4.0, Palisade Corpo-
ration, Newfield, NY, USA) utilisant la méthode
de simulation de Monte Carlo. Ces simulations
sont issues de la modélisation de 1"évolution bac-
térienne & partir des caractéristiques de la terme
et de la fromagerie jusqu’d la mise sous presse
dans la fromagerie. Le modgéle guantitatif proposé
sarréte & I'estimation de la concentration de Lis-
teria monocytogenesdans le fromage mis sous
presse. La figure 1 donne la structure du modéle.

METHODES

CONSIDERATIONS GENERALES

La modélisation de la dynamique de croissance et de
décroissance de la population de Listeria monocyiogenes a été
effectuée 4 partir des modéles de microbiologie prévision-
nelie. La microbiclogie prévisionaelle décrit le comporternent
des micro-organismes 4 Paide de modeles statistiques gui
peuvent étre répartis dans deux catégories : les modeles pri-
maires, décrivant les cinétigues de croissance ou de décruis-
sance, et les modéles secondaires, permettant de décrire
influence des facteurs environnementaux sur les paramotres
primaires.

Le frodéle principal obtenu décrit Pévolution de lx concen-
tration de Listeria monocytogenes pendant la transformation
en fromage de lait contaming.

Les résultats du modéle reposent sur des simulations obte-
nues par la méthode de Monte Carlo, Les entrées du modéle
ainsi que ses résuliats sont souvent sous la forme de distribu-
tions de probabilité. Une simulation prend en complo les
résultats d"un grand nombre (fixe par I'vtilisateur) d’iérations
effectuées par le logiciel @RISK.
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Production du fait 3 la ferme
{Prévalence)

Collecte du fait et stockage
a la fromagerie

Fabrication du fromage suisse
au lait cru et 2 la pate dure de
type Emmental

Appréciation quantitative du
fromage mis sous presse

Estimation qualitative de
I'exposition

FiG. 1.— Schéma général du modéle.

A chaque itération dune simulation, ta méthode de simule-
ticn de. Monte Carlo choisit au hasard un novvel ensemble de
valeurs parmi les distributions de probabilité qui somt fes
entrées du modeéle, Ce jeu de valeurs est utilisé dans Ia simu-
lation pour générer un nouveau résultat 3 chague itération. Les
sorties du modgle obtenues # la fin d'une simulation sont les
distributions de ces nouveanx résultats. Cette technique per-
met de décrire fa diversité des situations possibles en initiali-
sant les calculs a partir de distributions de probabilité su liew
d’estimations ponctuelles. Les distributions de probabilité
permetient d’associer des probabilités faibles 4 des événe-
ments rares mais plausibles pour misux décrire Ia réalité. Les
modeles utilisés sont décrits ci-aprés.

CONSTRUCTION DU MODELE PRINCIPAL

Le modele principal a ét& construit suivant les trois étapes
de la transformation du lait en fremage : la production du lait
i la ferme, la collecte du lait et le stockage i 1a fromagerie, la
fabrication du fromage. Le modile a &8 développé en se
basant, aussi souvent gue possible, sur des données spécifi-
ques & la fabrication de fromage suisse av lait cru et & péte
dure de type Emmental. D autres données sont issues de la
littérature traitant de Listeria monocytogenes [3,4]. Des
modéles de microbiologie prévisionnelle intégrés dans le
modele principal permettent &’ obtenir des estimations quanti-
tafives sur I'évolution des micro-organismes en réponse aux
conditions du miliew. La liste des varizbles utilisées daas le
modéle principal est présentde dans le sableau .

MODELISATION DE LA PRODUCTION
DU LAIT A LA FERME

La contamination du lait par Listeria monocyfogenes peut
apparaitre au miveau de la ferme puis se propager au niveau
de la fromagerie. Sur 4 046 fermes testées en Suisse, le lait de
14 fermes érait comtaming (sevil de détection : 1 bactérie/
10ml) {2]. La probabiiité P powr qu'une ferme ait du lait
contaminé a € décrite dans lo meodéle par une loi béta
(14 +1; 4046 — 14+ DY [5].

Une contamination par Listeria monocytogenes peut étre
d’origine environnementale (ensilage, mauwvaise hygiéne & la

Tasreau L — Liste des variables et distributions assocides wiilisées dans le modéle principal an nivean de la ferme et de la

fromagerie.
Variables Description Unité Distributions/Modgle

Prévalence Prévalence des fermes avec du lait - Beta{15,4033)
contaming

F Fraction des infections de type - Betatd:31)
mamssite & L. monocytogenes

-

{1-F) Fraction des contaminations & origine -
enviroanementale

B Indice de contamination du lait égal 1 si - Bermoulli{P]
le fait est contaming et O sinon

T Indice du type de contamination égal 0 - Bernoulli{F}

pour une contamination d’origine

environnementale et 1 sinon
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Tasreau L (St1TE) — Liste des variables et distributions assocides utilisées dans le modéle principal ou niveau de la ferme ef

de la fromagerie.

monocytogenes dans le lait
avant ia fabrication du fromage

Variables Description Unité Distributions/Modele
"H Nombre des vaches par troupeau - Normal(14.6;7,2; vuncated(2:5)

N Concentration de L. monacytogenes efy mi™ Trianguiaire (2 000;30 000;10%5;85)
provenant d'un guartier infecté de la
mamumite

Cm Concendration dans le lait de tank ofie ml™! N/4H
(& la ferme) pour une infection de type
mamsmite & L. monocytogenes

C, Concentration dans le lait de tank cfu mi™! Log-normal(5:3}
(& la ferme) pour une contamination
d’origine environnementale

C Congcentration dans le lait de tank cfu mi”! Si B =0 alors C =0 sinon C=(1-
(& Ia ferme) THCATHC,,

M Volume de lait uiilisé a la fromagerie Triangulaire(2 0C0; 4 000; 8 000}

v, Volume de lait quotidien produit L Normal(16,6;2
par uane vache

N; Nombre de fermes fournissant du lait - Partic Eatitre(M/Vv/Herd size;0)
4 la fromagerie

N Nombre de fermes avec du lait - Binomial{N; P}
contaminé 0 SN <4

Vok=1...N, Volume de lait de la ferme k ayant L V. *H
da lait contaminé

T, k=1,..N, Type de contamination pour chague lait — BerncullifF]
contaminé

C, Concentration de L.m. dans le lait cfu ml”’ IL-THRC T Cmiy VM j = 1. N,
entrant & la fromagerie )

(t.p st po)s (.pyd Durées de conservation du lait (h, ) Respectivement Uniform(10;12) , 24 ;
4 la fromagerie et probabilités assocides 48
a chacune 98,35 %; 0,83 %; 0,82 %

T, T, 75 Températures de conservation associées °C Respectivement Triangulaire(10,14,18),
respectivernent 31, L, t; 6,4

{d, T Durde et température de conservation (h, °C} Bernoulli{p,); Bernoulti(p,)
effectives

pH pH du lait - 6,4

p(pH) Effet du pH sur la croissance de L. CM,
monocytogenes (pH,, © = 4.5:pH_
=TpH 1= 9

wT) Effet de la température sur la croissance - CM,
de L. menocytogenes (T, 1 =5%T_, ¢
=45%T,, =:37%)

L Taux de creissance maximum fal pmax = gopt*T{T")#p(pH)+ £ modele
(en logarithme décimal} cardinal Rosso 1998

Lo Temps de latence h Mt = K= 2,14

C, Conceniration finale de L. cfu ml™ Log(C,) = Log{C il (i, ) si t> b,

sinon Log(C,) = Log(C,)
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TABLEAU I. (SURTE} — Liste des variables et distributions assocides utilisées dans le modéle principal au niveau de la ferme o1

de la fromagerie.

Variables Description Unité Distributions/Modéle

& Intervalle de temps entre deux points h
expérimentaux qui décrivent la
températare pendant la fabrication

a, Pente de la température pendant d; Ch a = AT/d,

N, Nombre de points fixés formant une -
subdivision de chague intervalle d,

h, Pas de temps de la subdivision . b =d/N

Tio Température au temps t °C

pH; pH pendant d;

C, Concentration pendant 1a fabrication cfy ml™
du fromage quand Tt} égal 45,5 °C

s Temps nécessaire A la destruction h Modele secondaire de décroissance
de 90 % des bactéries

" Température de chavffage maximum °C Uniform{52,54)
c, Concentration de L. monocytogenes cfir g

avant I'entrée du fromage 4 la presse

ferme) ou causde par un guartier de ia mamelle d'un animal
exeréteur. Ces derniers cas de confamination sont beaucoup
moins fréquents, mais plus dangereux, car ils entrainent des
concentrations de bactéries dans le lait beaucoup pius &levées
{jusquw's 10° cfu mi™!) {6]. D'aprés une enquéte effectuée en
France, parmi 33 cas de contaminations, 3 élaient de type
mammite provoquée par Listeria monocytogenes [7]. La frac-
tion des infections intra-mamellfaires a &€ décrite dans le
modéle par ane loi béta (4,31) {5]. Les concentrations d’ori-
gine environnementale dans le lait de citerne & ia ferme {C_}
et d'une infection de type mammite par Listeria monocytoge-
nes (C.) ont été décrites respectivement par une loi legnor-
male (3,3} lorsqu’il s’agissait d'un cas de contamination
d’origine environnementale en suivant P'avis d’expert, et par
une loi trigen (2,10°%, 3.10%, 10%, 5 %, 95 %} dans un cas causé
par un animal exerétenr (tablean I} [71. La figure I donne la
structure générale du modéle qui déorit quantitativement les
niveaux de la ferme a la mise sous presse et qualitativement
Ia situation de I"exposition.

MODELISATION DE LA COLLECTE DU LAIT
ET DE L'ENTREPOSAGE A LA FROMAGERIE

Le nombre de fermes qui apportent du lait contaminé (N,
4 la fromagerie a ¢3¢ modélisé par une loi binomiale de para-
métres du nombre de fermes fournissant de lait 4 Ia fromage-
rie (N et de la prévalence des fermey avec du lait contaming,
Arrivé 4 la fromagerie, le lait de différentes fermes ost
mélangé et conservé dang des citernes. Le stockage est dans
98,35 % des cas d’une durée de 11 heures 2 une température
dont la valeur, considérée fixe & chaque itération du modéle,
est comprise entre 10 ef 18 °C. Cependant le fait peut étre
stocké dans (0,83 % des cas pendant 24 heures 4 6 °C et dans
0.82 % des cas pendant 48 heures 2 4 °C [8].

Dans le cas d’une contamination, le modale va donner des
informations sur :

~la distribution du nombre de fermes ayant apporié du lait
contaminé par Listeria monocyfogenes a la fromagerie (Ng) ¢t
1a concentration de bactérie dans Ie Iait de mélange (C,) en fonc-
tior du type de contarnination et du velume de lait (V. M

— la distribution de la concentration de bactéries dans le lait
de citerne & la fin de sa conservation (C,}.

MODELISATION DE LA FABRICATION DU FROMAGE

Lors de la transformation du lait en fromage, les conditions
de température et de pH du lait sont dynamiques. En effet, le
lait est chauffé jusqu’a une fempérature maximale comprise
entre 52 et 54 °C, puis la température est abaissée & 45 °C
progressivement, tandis gue le pH diminue de 6,4 a 53 en
2 heures. En conséquence, la population de Listeria monocy-
togenes réagira par une phase de croissance suivie d'une
phase de décroissance. Dans le modele principal, la tempéra-
ture magimite de chanffage (T ) est décrite par une loi uni-
forme (52,54). Ainsi la valeur de températore, déterminante
par son effet de destruction sur les bactéries, varie d une ité-
ration & Pautre aw cours d’une simulation.

Tant que la température r’excédait pas 43,3 °C, des prévi-
sions des cinétiques de croissance ont é€ effectuées i partir de
modéles primaire et secondaire publiés en considérant les
effets de la températare et du pH indépendamment I'un de
Pawtre. La modélisation de la déeroissance due an chauffage a
été effectuée i partir d’un modéle secondaire de déeroissance
obtenu en considérant 1’effet de la température uniquement [9].
L effet de Iactivité de Peau ainsi que effet du ralentissement
de la croissance cansé par la flore fermentaire lactique n’ont
pas &6 pris en compte. La fiste des variables utilisées dans le



498 E. SCHAFFNER ET COLLABORATEURS

modgle principal et les distributions de probabili#s associées &
certaines d’entre elles sont présentées dans le rablean I,

Le modeéle primaire de croissance niilisé dans le modele
principai pour décrire 1a croissance de Listeria monocytoge-
nes est le modele de croissance exponentielie avec temps de
latence [10, 133 :

{Log(N) = Log(N,) g

Log(N} = Log(N_) + [T ) N S

LI51

N cencentration bactérienne an temps t
N, concentration bactérienne initiale

1 temps de latence

tzg
M.  taux de croissance maximum en logarithme décimal

Simpie d'utilisation, il fait appel au nombre initial de bacté-
ries (N,) ainsi qu'a deux paramétres primaires de croissance :
Ie taux de croissance maximum (i, on logarithme décimal),
et le temps de latence {t,, ). Pendant Ia fabrication du fromage,
1a phase de croissance des bactéries est courte. Elle est suivie
d’une phase de décroissance due an chauffage. Un modele pri-
maire simple, qui ne prend pas en compte 'habitnelle phase
staticrnaire, décrite par certains modéles de croissance quand
la culture atieint sa densité maximale, a été choisi.

Le modéle secondaire de croissance en microbiologie prévi-
sionnelie permet d'estimer les paramétres primaires de crois-
sance des ricro-organismes en fonction des paramétres du
milien. Ainsi ont ét€ obtenues les estimations du taux maxi-
mum de croissance (fl,,,} of du temps de latenice (t,,.) de Liste-
riq monocytogenes en fonction du pH et de l1a température u
iait pendant la conservation du lait 4 la fromageric et la fabri-
cation du fromage. Le modéle secondaire utilisé dans le modéle
principal est le modéle cardinal, tiré de la Hutérature [12] -

JHnax = §(TpH} +€

£ erreur

1t opt : taux de croissance maximum lorsque les conditions de
croissance sont optimales (T, ; pH, 3

HT) = CM,(T)
pipH) = CM,(pH)

décrit Ueffet de la température sur g,
décrit I'effet dv pH sur p,,

{5, = 0,837 est une estimation du taux de croissance
optimum en logarithme népérien obtenue pour les produits
laitiers [10].

Ce modele est pratique A utiliser, car il fuit uniquement
appel & des paramétres biologiques. Il a 8¢ appliqué dés
Parrivée du lait 2 a fromagerie pour des tempéraneres infé-
rieures & 45,5 °C. Cente température o8t considérée comme la
température maximale de croissance de la baciérie Listeria
monesyltogenes,

ie modéle primaire de décroissance utilisé dans le
modele principal pour décrire ia concentration de Listeria
monocytogenes pendant la fabrication du fromage est le
modile de décroissance exponentielie causée par la tomps-
rature [14] :

Log(N) = Log(N,) - ({/ D}{(t=T,) ,t>T,
{LOBCN} = Log(N} ST,

temps de latence précédant fa déoroissance

T
P : temps nécessaire i Ia destraction de 90 % des bactéries
N

concentration bactérienne au temps t cfu/ml

-+

temps

N, : concentration bactérienne mitiale cfu/mi

o

Le modele secondaire de décroissance a été appliqué au
niveau de la fromagerie dés que la tempéramre dépassait
56 °C. Ce modéie permet d obtenir des estimations du para-
métre primaire appelé temps de réduction décimale (valeur IN)
{151, La valeur D est le temps d’exposition 4 un facteur inhi-
biteur (ici la température) & partir de ia phase de décroissance
exponentielle (t > T)) nécessaire & 1"élimination de 30 % des
bactéries, ce qui revieni 4 une rédoction de 1 du logarithme
de la concentration de bactéries.

Ce modele a &€ obtenu en vérifiant dans un premier temps
qu'il existait une reiation lindaire entre la température et Log
(D), puis dans un second temps en calculant les paramétres de
ia droite de régression  partir de valeurs publides de valear D
(fig. 2) {4}. Les estimations de la valeur D nécessaires &
1" application du modiic primaire de décroissance ont &€ obte-
nues en extrapolant la relation & des terupératures de 56-34 °C

¢
XS X
(X-X_ - (X-X_ n . i
CMH(X} = n—t o = s Xmin <X< Xmax
opt ™ Xnin) [(Xept = Xin) - (X ani) - (Xopt — X {1 Xopz + Xmin’"X}E XX
¢
X facteur environnemental : pH ou température {atteintes lors de la fabrication du fromage} (fig. 3). La vali-
X, valeur cardinale minimum de croissance dation du modéle proposé repose sur la visualisation graphi-
. i . que et'sur I"hypothése qu'il existe une relation lingakre entre
X valewr cardmai? op?maie de croissance pour Log (D) et 1a température (T) pour des tempdratores compri-
laguelle 1., ot égale & sa valeur optimale, 1, ses entre 50 et 54 °C [4],
Xpen  valeur cardinale maximum de croissance
B paramitre de forme APPLICATION DES MODELES DE CROISSANCE

Les valeur cardinales de L. monocyfogenes utilisées sont :
=-27°%;T,,=37°C:T,,=455°C ;pl,;, =4,55;

Tmi 3 Tt i

pH, =71 ;pH,, =961 ; p,, = G837La (16) (b H[13].

SOUS DES CONDITIONS {T, PH) DYNAMIQUES

Les modeles de microbiologie prévisionnelle ont &€ appli-
qués & partir de données expérimentales mesurant ’augmen-
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FiG. 3. — Extrapolation de la relation valeur D Température.

Visualisation du modeéle secondaire de décroissance en se
basant sur la valeur (D) uniguement. La valdation du modéle
proposé repose sur Uhypothdse qu'il existe une relation
lindaire entre Log (D) et la température pour des lempératures
comprises entre 50 ef 54 °C.

tation de la température ef la diminution du pH en fonction du

" temps pendant la période de fabrication du fromage. Les
modéles de croissance ont &€ utilisés pour des températures
< 45,5 °C. La méthode utilisée pour estimer 'accroissement
du nombre de bactfries consiste 4 effectuer une subdivision
du temps sur chague imtervalle d. i =1,...,5 séparant deux
points expérimentauix portant sue fa température 1, T)) :
& + L, T, + 1)) Lz pas de la subdivision vaut : b = d/N et
le nombre de poinis choisis par intervalle vaut : N = 10, Les
valewrs du pH et de la température (supposées linéaires pour
chaque intervalle di) sont calculées en chague point de la sub-
division. Hn appliguant le modéle secondaire pour chagne
couple de valeur de pH et température, les estimations des
paraméires primaires de taux maximum de croissance {yL_ .}
et du temps de tatence (1, sont obtenues en chague poing de
Ia subdivision. L'hypothése indigue gue le taux maximum de
croissance {M, ) répond instantanément aux variations de la
température [16].

En partant du nombre initial de bactéries {C,), il est alors
possible d’appligquer le moddle de croissance primaire qui
fournira une estimation du nombre de bactéries au temps ¥ +
h. En réitérant fa méthede, il est possible destimer e nombre
de bactéries au femps § +2h, ef par la suite sur wat le
domaine de croissance de la bactérie.

LOG (C,, ) = LOG {C) st
LOG(C, p=LOG{C + - By 4>t
F=1...50

Détermination du temps de latence
précédant la croissance bactérienne

Le produit du taux maximum de croissance avec le temps
de latence (M, b, ) est constant et égal 3 2,14/1n (10) (4, .4,
=2,14 [10] ; 4, ... : taux maximum de croissance en loga-
rithme népérien). Les estimations du temps de latence {r,,) de
Listeria monocylogenesont ét¢ déduites du taux maximum de

croissance (Q, ).

Les conditions de la conservation du lait ({r,, T),... 4t~
T} varient d'une itération & "avtre du modéie, de maniére &
décrire les différentes situations possible dans la réalité, Sui-
vant ces conditions, la croissance de Listeric monocytogenes
peut survenir pendant ou apreés la période de stockage.

A chaque itération, des estimations du temps de latence
{t,,,} sont calculées par le modele secondaire de croissance &
partir des conditions de conservation du lait propre & Pitéra-
tion, et aussi & partic du couple de Ia température au temps t
et I'intervalie de temps entre deux points experimentaux qui
déerivent ia température pendant la fabrication (T{1), pH)
issu des courbes expérimentales de températare e de pH
décrivant les conditions dynamiques lors de la fubrication du
fromage suisse au lait cru et 4 pite dure de type Emmental {2-
3-4-5-6-7-8-9-10-11-12-13-14-15-16-171

Les valeurs du temps de fatence (1), obtenues en fonciiun
des conditions (température, pH) au remps 1, sont comparées
a t gui est e temps ¢coulé depuis le début de 'entreposage du
lait.

A chaque itération, le temps de latence retenu et pris en
compte dans le modele primaire de croissance sera celul cor-
respondant au premier instant t tel que ,, <L

APPLICATION DES MODELES DE DECROISSANCE
50Us DES coNpITIons (T, pH) DYNaMIQUES

Le modéle secondaire de decroissunce a &6 appliqué pour
des températures = 50 °C, Les valeurs 1D ont €16 culenlées en
chague point de la subdivision du t2mps correspondant a des
températures supérieures i 50 °C. L'origine du temps t est
fixés & 'instant o4 la température T arteint 30 °C. La courbe
expérimentale qui décrit la tempéranme pandant le chauifage
est successivement croissants jusqu i lo température maxi-
male (T ), constante, puis déeroissanie. Le temps (T mar-
quant le début de la diminution de la température saximale 3
ia température de 45,5 °C représente la fronfitre entre deus
domaines déterminants dans [application du modéle primaire
de ddcroissance. Lorsque le temps ost oroissant jusqu'a la
température maximale (0:t<T)), la courbe de températuse ext
monatong croissante, done la courbe de valewr [3 (T ebtenus
par le modéle secondaire est monotone décroissante. En cha-
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que point de ia subdivision, la valeur D (T)) est comparée au
temps restant {L-4). Le minimom parmi les t qui vérifie
Uinéquation valeur I {T) < (Tet) sera Vinstant de la pre-
miére réduction unitaire du log du nombre de bactéries, Elle
intervient toujours lorsque la température est maximale et
consiante.

Lorsque le temps t est supéricur 2 la température maxi-
male (F, {t > T, la courbe de température est décrois-
sante, ef donc la vaieur D (T) est croissante en fonction du
temps, e logarithme de la concentration de bactéries au
temps ¢ ; est déduit de celle au temps ¢ selon la formule :

- . b
Log(Nj, ;) = Log(Nj)- —
j+i

Le temps de latence de Listerin monocytogenes précédant
la décroissance (T)) a &€ supposé égal & Pintervalle de temps
pendant lequel la température passe de 45,5 °C & 50 °C.

RESULTATS

Dans un premier temps, des simulations ont été
effectuées en tenant compte de I occurrence de la
contamination du lait de ferme par Listeria mono-
eytogenes (N, (tableai 1)}, Puis, dans un second
temps, ont ét¢ simulés des cas de contamination
du Jait de mélange dans Ia fromagerie en affectant
un entier strictement positif au nombre de fermes
fournissant du lait contaminé (N, {tableau I1a)).

La prévalence des fermes avec du lait contaming
par L. monocytogenes (N} est trés faible
(P =0,0036), mais la simulation montre que la
probabilité que le lait de mélange entrant i la froma-
getie soit contaminé est de P =007, D’aprés la
simulation, la moyenne du nombre de fermes qui

TasLEAU lla. — Résultais d'une simulation de Monte Carlo
{160 000 frérations). Le lait de la ferme est coniaminé 360 fois
aw cours de la simulation (0,36 % des cas) tandis que le Loir
du mélange dans la fromagerie est contaminé 6 961 fois au
cours de la simulation (6,991 % des cas).

Output Name  Minimum Maximum Moyenne Ecart-type

C [cfu ml~] 000 69040,17 35,09 388,06
LogiCysiC>0 0,03 4,84 0,97 1,63
N, 2,00 229,00 19,87 16,71
N 0,00 4,00 0,07 0,28
C, fcfu mlI™"} 0,00 6756,15 436 70,74
Log(C)si —-2,01 383 -0,34 1,11
C>0

My (B 0,01 0,11 0,07 002
{t-t,3 [h] — 28,57 3,28 -2,39 3,92

TaBLEAU IB. — Résultats d’une simulation de Monte Carlo
(100 000 irérations). La simulation est fafie uniguement sur
des cas de contamination.

Output Name  Minimem Maximum  Moyenne Ir:;:'
C [efu ml™} 0,37 13810492 106320 437498
Log(CysiC>0  -0,44 5,14 0,99 1,03
N, 200 218,00 19,84 16,61
Ny 1,00 4,00 1,00 0,07
C, [cfuml™ 1 0,01 10672,04 6743 267,57
Logi{C)) - 228 403 - 4,19 1,06
siC>0

W Ih'] G.01 0,11 0,07 0,02
(t-1l,,) [h] —28,57 3,36 - 2,59 3,93
Log(C,) si -2.28 4,03 -0,17 106
C>9

accroissement 0,60 0,36 6.02 3,05
pendaat fe

stockage

Log(C;»

Log(C,)

Log{C.) - 1,71 4,59 0,39 1,07
siCy>0

Accroissement G,55 0,57 0,56 0,00
pendant la

phase de

croissance

Log(C,» -35,20 2,25 -2,34 1,14
Log(Cy

Eog(C}

st Cy >0

Différence de -~ 3,20 - 1,02 - 2,14 (.32
concentration

ila

fromagerie

Log (C))-

Log(C))

ont fousni du lait 2 fa fromagerie (N;) vaut 19,8 et
dans 50 % des cas ce nombre (N est inférieur 4 15,
Cependant ce nombre (N} peut &tre beancoup plus
€levé dans le cas d’une grande production 2 la fro-
magerie alimentée par des petites fermes ot donc
augmenter la probabilité d’avoir une ou plusieurs
fermes fournissant du lait contaminé (N} au
moment de la collecte. La probabilité d’avoir dans
la fromagerie du lait contaminé par une ferme vaut :
P (N, = 1) =0,0648, et par plasieurs fermes vaut



CONTAMINATION DU LAIT PAR LISTERIA MONOCYTOGENES 501

P (N> 1) =00052. Le tablean Ilb indique une
moyenne des concenirations de Listeria monocyto-
genes dans le lait de la ferme qui vaut 5,09 cfu/mi.
Les estimations des concentrations de Listeria
monocytogenes obtenues aux différentes étapes uni-
quemment & partir de cas de contaminations sont pré-
sentées dans le fablean lla.

La moyenne de la concentration de Listeria
monocytogenes dans le lait contaminé d’une
ferme vaut 1063 cfu/ml, pourtant d'aprés la
simulation, dans 85 % des cas cette moyenne est
inférieure & 11,3. La répartition est basée sur
deux types de contaminations et est caractérisée
par 85 % de comtaminations peu élevées (infé-
rieures 4 11,3 cfu/ml) et 10 % de contaminations
Importantes (supérieures & 7 600 cfu/ml).

L’évolution de la concentration de Listeria
monocytogenes dans la fromagene dépend dans
notre modele de la concentration initiale de bac-
téries, des conditions de stockage du lait (durée,
température} et de la température maximum de
chauffage. Le résultat de la simulation indique
une croissance de la population de Listeria mono-
cytogenes dés ia période de stockage dans 25 %
des cas (P ({t-t,,))<—03 =075), En effet, le
temps de latence estimé par le modéle secondaire
de croissance est supérieur 4 la durée de stockage
pour des températures inférieures ou égales 2
14 °C. Apres le stockage du lait, au début du
chauffage, la concentration de Listeria monocyto-
genes augmente jusqu’a ce que la température
afteigne 45,5 °C. Puis débute 1a phase de décrois-
sance qui sera d’autant plus importante que Ia
température maximale de chauffage sera élevée
(fig. 4). En effet, le lait est chauffé 4 une tempé-
rature de 52-54 °C. La distribution de la concen-
fration de Listeria monocyfogenes dans e
fromage 4 la mise sous presse dans la fromagerie
{Log (C,)), est restée influencée par le type de
contamination initiale {fig. 5). Néanmoins, le pro-
cédé de fabrication a entrainé une baisse impor-
tante de la concentration de bactéries. La baisse
calculée pour le niveau de la fromagerie est de
Pordre de 1.5 24 3,2 Log cfu/ml.

Ia concentration de Listeria monodcytogenes
dans le fromage miis sous presse (Log (C,)) calcu-
Iée & paztir de 100 000 cas de contaminations n'est
alors que de 4,6 bactéries par kg en moyenne
{Moyenne (Log {C,)) = — 2,34). De plus. les résul-

w
n

RN SN r A PR

e

Log{etummi)

=

&

F1G. 4. — DBescription de Pévolution 4 la fromagerie d'un cas
de contamination par du lait de type mammite & L. monocyto-
genes pour 3 différentes températures maximales de chauf-
fage (Tmax).

A<=058

5%
Moyenne = -2,34: i

A <=-375
L

L=l
RO
o

=
s

réguence de prababifizé
[
23]

Fi
=
o3

Log{cfu/mi}

FiG. 5. — Résuitat de la simuiation {100 G0G itérations) por-
tant sur des cas de contaminations: la distribution de la
concentratior de L. monocytogeres avani la mise sous la
presse du fromage reste toujours infinencée par 1'évolution de
la contamination.

tats de ia simulation portant sur les cas de conta-
mination donnent P (Log (C <—0,42) =09 et
P (Log (C,) > 0,58) = 0,05, Selon cette simulation,
ia probabilité de détecter plus de 3.8 cfu de Liste-
ria endommagées par la chalew/y de masse
fromagere serzit de 0,05 et une charge maximale
de bactéries pourrait théoriguement atteindre
356 ufw/g, Mais des mmoculations artificielles de
4 % 10* bactéries/ml de lait n”ont pas pu &tre détec-
tées un jour aprés la fabrication du fromage [2].

DISCUSSION

Connaissant les variations de température et de
pH caractéristiques de la fabrcation du fromage
suisse au laif cru et & pite dure de type Emmental,
il a été possible d’appliquer les modeles de
microbiologie prévisionnelie 4 une concentration
de bactéries déterminée a chaque itération do
modele, et donc de suivre 'évolution de la
concentration de Listeria monocytogenes i la
fromagerie dans les cas de contaminations
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survenues 2 la ferme. Les résultats de la simula-
tion montrent vie probabilité de 0,07 de fabriquer
du fromage a partir de lait contaming, alors que
fa probabilité d’avoir dans la fromagerie du Iait
contaminé par deux 2 quatre fermes nest plus
gue de 0,0032, probabilité qui est donc trés faible.
Les concentrations élevées de Listeria monocyto-
genes sont dues aux contaminations du lait par
une mammite. La moyenne des concentrations de
Listeria monocytogenes dans le 1ait de citerne 3 1a
ferme (C) baisse & la fromagerie (C,) & 4,46 cfw/ml ;
cette baisse est due au mélange de lait. Ces chif-
fres ont été calculés & partir des cas de non-
contatnination et des cas de contamination. Dans
99,64 9% des cas, il n’y a pas de contarnination et
la concentration dans le lait de citerne & la ferme
{C) est de zéro. En Suisse, on a observé dans des
échantiflons de lait cra 0-3 Listeria monocytoge-
res/ ml [Spahr U. Station Fédérale de Recherches
Laitiéres. Communication personnelie]. Le temps
de latence {t,.), estimé par le modéle secondaire
de croissance, est supérieur & la durée de stockage
pour des températures inférienres ou égales &
14 °C, Cette supposition est &ayée par 39 sou-
ches différentes de Lisreria monocytogenes, dont
Ies phases de latence, détermindes & 10 °C, peu-
vent durer de 36,5 4 68,9 heures [4]. Elles peu-
vent cependant &tre inexistantes pour Jes
maminites dues & Listeria monocytagenes, étant
donné que ces souches sont adaptées aun lajt.
Grice aox conditions de température et de pld
dans la fabrication, la contamination moyenne
baisse & 4,6 Listerin monocytogenesikilo de fro-
mage d’Emmental Suisse mis sous presse. Cette
baisse impartante semble &tre le résultat principa-
fement de 1a température de chauffage, et la faible
valeur du pH dans le fromage mis scus presse
avrait un effet bactériostatique sur les bactéries
endommagées par la chaleur. Ces résultats sont
confirmés par les résultats d’une étude menée
dans notre station de recherches laitidres sur fa
survie de bacidrics potenticllement pathogénes
dans le fromage & péte dure 4 base de lait cru : les
Listeria monocytogenes inoculées artificiellement
n’ont pas pu &tre détectées dans les fromages a
péte dure expérimentaux un jour aprés leur fabri-
cation et tontes les déterminations subséquentes
réalisées pendant les 120 jours d’affinage du fro-
mage étaient exemptes de Listeria monocyioge-
nes [2]. Ces résultants expérimentanx ayant &té
obtenus & partir de lait inoculé méme avec une

concentration de 4 10" bactéries/ml de Iait, on
suppose qu’ils sont aussi valables pour les
concentrations  de  Listeria  monocyrogenes
escomptéas dans le Iait cru suisse utilisé pour la
fabrication de fromage. En conclusion, [a pite du
fromage de type Emmental suisse est exempte de
Listeria monocytogenes aprés la fabrication arti-
sanale et la durde d’affinage. D’éventuelles
confaminations du fromage pendant 'affinage
sopt toujours possibles, elles me concernent
cependant que la crofite du fromage. Théerique-
ment, et en dépit des mesures de précagtions pri-
ses, une contamination sur la surface de coupe au
moment de la coupe du fromage serait possible.
En pratique cependant, cette contamination n'a
pas pu étre cbservée dans le cas d une contami-
nation de la crofite trés €lavée (3 000 cfu L. inno-
cua/i00 em?) et des essais confirment que
Listeria monocytogenes ne se multipliec pas sur la
surface de coupe [18]. Cefte contamination croi-
sée n’a pas de conséquences pour les consomma-
teurs étant donné que celle-ci est extrémement
rare, grice entre autres aux analyses microhiolo-
giques effectuées et aux traiterents appliqués a
la surface des fromages. On peut cependant envi-
sager une contamination croisée locale par un
certain nombre de Listeria monocytogenes, se
situant aux alentours de 1-10, que pourrait ingérer
un consommateur en consommant la portion
contaminée. Vu que la bactérie ne se mulitiplie
pas sur la surface de coupe et que la dose infec-
tante minimale n’est pas connve mais estimée A
> 10° de Listeria monocytogenes, les possibilités
réelles de contracter une listériose, soit par la
consommation de crofite, soit en raison de condi-
tions hygiéniques déplorables dans les réfrigéra-
teurs des consommateurs présentant  une
déficience ou une diminution des défenses immu-
nitaires surtowt, sont minimales [18-19]. Les ana-
Iyses mmicrobiclogiques de 88 fromages suisses i
pite dure se sont révélées exemples de Lisieria
monocytogenes [20]. Selon les données disponi-
bles et les estimations gualitaives, le nombre
ingére de Listeria monocytogenes dans une por-
tion de fromage comaming serait beaucoup plus
bas que les niveaux de contamination normale-
ment publiés (10" & 10°). dans le cas d’épidémics
ou de cas sporadiques de listériose [21]. Les
risques de morbidité oun de mortalité dus a la
consommation d'une portion normale de fromage
suisse & péte dure au lait cru de type Emmental
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confaminé par 1 & 10 Listeria monocytogenes par
portion sont extrémement {aibles. Les estimations
moyennes pour différents types de fromages 4gés
se situent de 2,9 x 107 2 3,2 x 1077 & 'intérieur
des sous-groupes au sein de ia population [21].
Etant donné que différents types de iromages
avec différents processus de fabrication ont été
pris en compte, ces estimations sont vraisembla-
blement trop élevées powr le fromage d’Emmen-
tal suisse de fabrication artisanale.
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J. Meyer, W, Luginbithi et J. Rifenacht pour nous avoir
éclaircis sur des points précis de cette étude.

REFERENCES

1. Slussker 1, Schuchat A. Listeriosis in Humans. In ;
Ryser E, Marth E {(eds). Listeria, Listeriosis and Food
Safety. 2nd ed. New York, Marcel Dekker Inc, 1999:
75-95,

2. Bachmann HP, Spahr U. The fate of potentiaily patho-
genic bacteria in Swiss hard and semi-hard cheeses
made from raw milk. J Dairy Sci 1993; 78: 476-83.

3. Bemrah N, Sanaa M, Cassin MH, Griffiths MW, Cerf
0. Quantitative risk assessment of human listeriosis
from consumption of soft cheese made from raw milk.
Prev Vet Med 1998; 37: 129-45.

4. Lou Y, Yousef E. Characteristics of Listeria monrocy-
togenes Important to Food Processors. In @ Ryser E,
Marth E (eds). Listeria, Listeriosis and Food Safety.
2nd ed. New York, Marcel Dekker Inc, 1999: 131-
224,

5. Vose DJ. The application of quantitative risk assess-
ment to microbial food safety. I Food Prot. 1998; 61:
640-8.

6. Sanaa M, Audurier A, Poutrel B, Menard JL, Serieys
F. Origin of bovine milk contamination by Listeria
monacytogeries. Int Dairy Fed 1996; 25: 163-79.

7. Vose D. Risk analysis. A quantitative guide. 2nd ed.
Chichester, West Sussex, John Wiley & Sons Ltd,
2000.

8. Aunonymous, Ergebnisse der Mitgliederumfrage Ende
1966, Union Suisse des Acheteurs de Lait, Brunn-
mattstrasse 21, Case postale, 3001 Bemn, Switzeriand
21997 1-24.

9. Van Impe JF, Nicolai BM, Martens T, De Baerde-
macker J, Vandevalle . Dvnamic mathematical
model to predict microbial growth and inactivation

1G.

11,

12.

13.

14,

i5.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

during food processing. Appl Environ Microbiel
1992; 58: 2501-9.

Augustin JC, Modélisation de la dynamique de cros-
sance des popuiations de Listeria monocytogenes duns
les aliments. Thése du dipldme de Doctorat, Tiniver-
sité€ Claude Bernard-Lyon I, 1999,

McMeekin TA, Olley IN, Ross T, Ratkowsky Da.
Predictive Microbiclogy @ Theory and Apphcations.
Taunton, Engiand, Research Studies Press LTD,
1993.

Rosso L. Quantification et prévision du comporte-
ment dynamique des populations microbiennes.
Applications 2 la sécurité des aliments. Mémome
d"Habilitation & Diriger les Recherches, Université da
Paris-Sud, 1998.

Augustin JC, Carlier V. Mathematical medelling of
the growth rate and lag time for Listeria menocytoge-
nes. Int J Food Microbiol 2000; 56: 29-51.

van Gerven SJC, te Giffel MC, van‘t Riet K, Beumer
RR, Zwietering MH. Stepwise quantitative risk asses-
sment as tool for characterization of microbicogical
food safty. I Applied Microbiof 2006; 88: 938-31.

International Dairy Federation. Dictionary of Dairy
Terminology. 2nd rev ed. Brussels, Inters Dairy Fede-
ration, 1996,

Baranyl J, Roberts TA. Review Paper. A dysamic
approach to predicting bacterial growth in food. Int §
Food Microbiol 1694, 23; 277-94,

Kaufmann U. Comportement de Listeria monacytoge-
nes pendant la fabrication de fromage & piite dure,
Revue Suisse Agric 1989 22 5.6,

Kaufmann U. Spreading and growth of Listeria miono-
cytagenes on the cut surface of contaminated seini
hard cheese. Proceedings of the international coafer-
ence on listeria and food safety. Laval, 1991 214,

Notermans S, Barendsz, A W, Rombouts 5. The evo-
Iution of microbiclogical risk assessment. In : Brown
M, Stringer M (eds). Microbiological risk assessment
in food processing. Cambridge, Woodhead Publishing
Limited, 2002: 53-43. :

Breer C. Occurrence of Listeria spp. in different
foods. WHO Working Group en Foodborne Listerio-
sis, Geneva, 1988:; 15-3.

DHIS/FDA/CFSAN Draft Assessment of the Rela-
tive Rigk to Public Health from Foodborne Listeria
monacylogenes. Listeria  monocytogenes  among
selected categories of ready-to-eat foods. Center for
food safety and applied nutrition, food and drug admi-
nistration, U.S Department of health and human ser-
vices, and food safety inspection service, US.
Department of agriculture. USA: 2061,



