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Introduction

Le fromage est I’'un des principaux anciens aliments consommés par I’ Homme, il fait partie

de notre régime alimentaire depuis meilleur d’années.

Il représente un produit laitier tres préféré par les consommateurs, en raison de leurs
excellentes caractéristiques organoleptiques et sa longue période de conservation par rapport aux
autres produits laitiers. Le fromage est un bon aliment, une importante source des nutriments
bénéfiques tels que le calcium, il est riche en protéines et en graisses les quelles fournissent a
notre corps des éléments de construction importante (les acides aminées et les acides gras). Le
fromage contient aussi d’autre éléments essentiels parmi lesquels des vitamines et des minéraux

nécessaires pour rester en bonne santé (Castro A. C. S. et al., 2012).

Bien que le fromage mozzarella soit I’'un des plusieurs fromages a patefilée originaires
d’Italie, elle est consommé dans le monnde entier, en grande partie en raison de la population
croissante de la pizza et des aliments similaires. 1l était produit exclusivement a partir de lait de
bufflonne, mais en raison de sa rareté il était mélangé a du lait de vache (Garbaj A. M. et al.,
2007).

Comme des nombreux produits le fromage mozzarella, de par sa composition, avec une
teneur élevee en protéines, lipides, hydrates de carbones, sels minéraux calcium, phosphore et
vitamines, est un aliment nutritif mais il devient également  source potentielle des
microorganismes détériorants et pathogénes qui provient de la matiére premiere et peuvent

également étre acquis lors de la transformation du produit (Fonseca S. F. et al., 2009).

Dans ce travail, on a réalisé une analyse des travaux déja fait sur le fromage mozzarella,
pour le but d’évaluer la qualité microbiologique de ce fromage par la recherche des principaux
microorganismes responsables a [Daltération ou a des infections alimentaires chez les
consommateurs tels que Escherichia coli, Salmonella spp., Pseudomonas spp., Staphylococcus

aureus et Listeria monocytogenes.
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Ce document est structuré en deux parties

e La premiére partie : synthese bibliographique qui comprend deux chapitres dont le
premier présent des généralités sur le fromage et le deuxiéme chapitre traite la

microbiologie du fromage.

e La deuxieme partie : partie expérimentalequi est divisée aussi en deux chapitres dont le
premier chapitre décrivele matériel et les méthodes étudiés par des travaux ultérieurs et le

deuxieme chapitre rapporte les résultats et leurs discussions.
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Chapitre 1 Généralités sur le fromage

1.1. Définition du fromage

Le fromage est un aliment d’importance croissante sur le marché international. Bien qu’il
soit rarement source d’intoxication alimentaires, on la récemment accusé d’en avoir causé de

graves.

La dénomination fromage est réservée aux produits laitiéres fermentés ou non, affiné ou
non obtenu a partir des matiéres d’origine exclusivement laitiéres suivants : lait, lait partiellement
ou totalement écrémé, créeme, matiére graisse, babeurre, utilisé seule ou en mélange et coagulé en

tout ou en élimination partielle de la partie aqueuse (Joffin et Joffin, 2010).
1.2. Composition chimique du fromage

Le fromage est un aliment trés hétérogene dont la composition est variable selon la qualité

du lait utilisé ou selon la technique de fabrication.

Tableau 1. Les compositions de quelques fromages (Cheftel et Cheftel, 1997).

Type de fromage | Eau % Matiere grasse % | Matiere seche % Sels minéraux %
Camembert 50 26 20 1.2
Roquefort 40 33 22 2.3
Cheddar 36 32 25 2.0
Comté 38 28 27 2.3
Parmesan 31 28 38 3.0

1.3. Valeur nutritionnelle de fromage

Le fromage peut presque remplacer le lait dans I’alimentation bien qu’une partie des

vitamines B et la grande partie du lactose soient entrainés avec le lactosérum.
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Le fromage est généralement bien toléré et de digestion facile. Comme le lait, il est
indispensable pour la couverture des besoins en calcium et en protéines. La matiere graisse de
fromage et en outre riche en vitamines (A, D, E et K). La vitamine D étant indispensable pour
’assimilation du calcium (Eck et Gillis, 2006).

1.4. Fabrication du fromage

La fabrication fromagere peut étre considérée comme un phénoméne d’agglomération
correspondant a une synérese associée a un phénomene d’écoulement. I1 s’agit de
I’agglomération des éléments protéiques du lait de la caséine principalement plus ou moins
modifiées qui emprisonnent les autres constituants et ensuite de I’agglomération de morceaux de
caillé moulées. Ce phénomeéne d’agglomération est associé a celui d’un écoulement de la phase
liquide, composée de I’eau du lait et des éléments solubles emprisonnée dans les pores puis

libérée (Luquet, 1990).

Selon Jeantet et al. (2008), la fabrication des fromages est réalisée par six grandes étapes

représentees dans la Figure 1.

Lait

Coagulation (enzymatique
ou lactique)

&

Le caillé

¥

Egouttage (24 ou 36 h 4 20
ou 28°C)

v

E Affine € o | Moulage }(_ Salage (humide ou seéche)
romage Affinag

Lactosémm

Figure 1. Schéma général de la fabrication du fromage (Jeantet et al., 2008).
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1.5. Classification du fromage

Il existe une grande variété des fromages qui se different par le gott, I’odeur, la texture ou
la forme. Cette variété dépend de plusieurs parametres liés a 1’origine de lait, la matiére dont le

lait est transformé et de son traitement thermique.
On peut classer les fromages en 3 catégories différents
1.5.1. Fromages a pate fraiche

Un fromage a péate fraiche a une texture molle granuleuse ou lisse, crémeuse et veloutée.

C’est un fromage peut égouttés caractéris€ par une teneur tres €levée de I’humidité et une teneur

de 60 a 80% de la matiere grasse (Majdi, 2009).
1.5.2. Fromages a pate pressee

Ce sont des fromages dont le caillé est pressé apres soutirage puis mis a 1’affinage. Dans
cette catégorie, on peut distinguer les fromages a pate pressée non cuite et les fromages a pate
pressée cuite (pate dur, le caillé chauffé a 65°C) (Majdi, 2009).

1.5.3. Fromages a pate molle

Le fromage a pate molle est un camembert affiné en surface par les moisissures. La texture
de ce type de camembert est molle caractérisee par une couleur du blanc cassé allant au jaune

pale. Une crolte molle recouverte des moisissures blanches (Mdahou, 2017).
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Chapitre 2 La microbiologie du fromage

Le fromage est le siege d’un développement important de microorganismes qui
appartiennent a des groupes ou des especes treés diverses et qu’ils sont originaires de plusieurs
sources : le lait, les levains, le sel ou les saumures, le matériel de la fromagerie ou bien

I’atmosphére des locaux (Choisy et al., 1997).

On peut classer les microorganismes des fromages en 3 catégories (Hermier et al., 1992) :

> Microorganismes utiles
> Microorganismes responsible d’altération
> Microorganismes potentiellement pathogenes

2.1. Les microorganismes utiles
2.1.1. Les bactéries
2.1.1.1. Les bactéries lactiques

Ce sont des bactéries Gram + (coques ou bacilles), anaérobie facultatives, ils produisant

de I’acide lactique par fermentation des glucides simples (fermentation lactique).

Les principaux genres sont Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Sterptococccus
thermophilus, les lactobacilles mésophiles et thermophiles et les entérocoques. Elles ont un role
essentiel dans la formation du goUt (protéolyse, production d’ardmes), de la texture (Hermier et
al., 1992).

2.1.1.2. Les bactéries propioniques

Ce sont des bactéries Gram+, fermentant les lactates pour donner de 1’acide acétique et
propionique ainsi que du CO.. Ils participant a la formation du golt et de I’ouverture des

fromages a pate pressé cuite (Emmental, Comté et Gruyere) (Hermier et al., 1992).
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Figure 2. Micrographie électronique a balayage (MEB) de Propionibacteirum acidipropionici.

2.1.1.3 Les microcoques, les staphylocoques non pathogénes (Staphylococcus
equorum, S. oxylosus, S. lentase) et les bactéries corynéformes (Brevibacterium,
Arthrobacter)

Ce sont des bactéries Gram+, constituants de la flore de surface des fromages affinés. Ils
jouent un réle essentiel dans la formation du go(t des fromages a crodte lavée, fleurie ou cro(te

mixte (Munter, Camembert, Pont d’Evéque, etc....) (Hermier et al., 1992).

2.1.2. Les levures : Kluyreromyces, Geotrichum candidum, Debaryomyces, Candida et

Yarrowia

Les levures sont retrouvées a la surface des fromages (a pate molle notamment) qu’a
I’intérieur. Elles interviennent dans la désacidification de la pate en début d’affinage, permettant
ainsi I’implantation ultérieure d’une flore acido-sensible comme les bactéries corynéformes et

interviennent également dans la formation du goGt (Hermier et al., 1992).
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Figure 3. Geotrichum candidum montrant des hyphes des arthrocondies en chaines et
arthrocondies individuelles issues de la fragmentation des chaines (X400) LPCB.

2.1.3. Moisissures : Penicillium camemberti, Penicillium roqueforti et Mucor

P. camemberti est présent a la surface des fromages a pate molle a crodte fleurie comme le
camembert ou les fromages de chevre. P. roquefort est la moisissure interne des bleus comme le
bleu d’auvergne (lait de vache) ou le Roquefort (lait de brebis). Mucor est la moisissure
dominante a la surface du Tomme de Savoie et du Saint Nectaire fermier. Par leurs aptitudes
biochimiques les moisissures jouent un rdle essentiel dans la formation des caractéristiques
sensorielles des fromages (Hermier et al., 1992).
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Figure 4. Image microscopique du Penicillum en zone aérienne dans la forme d’un pénicille

jeune (-X600 —Fond clair —Bleu coton lactophenol-)
2.2. Les microorganismes responsables d’altération
2.2.1. Les bactéries

Les coliformes peuvent étre responsables de gonflement précoces dans les fromages,
conduisant notamment en pate molle, a des accidents spectaculaires (fromages a aspect
spongieux).Ce gonflement est di principalement & la formation d’hydrogéne trés peu soluble
dans le fromage.

Les bactéries psychotropes (Pseudomonas, Bacillus) généralement thermostable tels que les
lipases et les protéases. Ces enzymes peuvent provoquer des défauts de godt dans les fromages

(godt de rance, amertume).

Les bactéries butyriques (Clostridium tyrobutyricum) peuvent se développer dans les
fromages (a pate pressée cuite et non cuite) et donner des défauts de golit et d’ouverture

(gonflement tardif) par fermentation butyrique (production de 1’acide butyrique et d’hydrogeéne).



Chapitre 2 La microbiologie du fromage

2.2.2. Levures et moisissures

Mucor est responsable de I’accident dit « poil de chat » principalement en fromage a pate
molle, se caractérisant par un défaut d’aspect des fromages et par I’apparition des mouvais gotts.
De méme, Geotrichum candidum peut devenir un agent d’altération (défaut de texture et de gott)
en technologie pate molle s’il est amené a trop se développer (accident de « la graisse » ou « la

peau de crapaud »).

Il est a noter que le regroupement des microorganismes en flore utile ou flore d’altération
est a nuancer en fonction de technologies considérées. Par exemple, le Mucor est utile en

Tomme de Savoie, mais nuisible en Camembert (Hermier et al., 1992).
2.3. Les microorganismes potentiellement pathogenes

Staphylococcus aureus peut produire des entérotoxines dont I’ingestion provoque des
vomissements, souvent accompagnés de diarrhée. Salmonella peut provoquer les mémes

symptomes, caractéristiques d’une toxi-infection alimentaire, ainsi qu’Escherichia coli.

Listeria monocytogenes peut provoquer la listériose qui attient préférentiellement la femme

enceinte (avortement) le nouveau-né et I’adulte immunodéprimé (septicémie, méningite).

Outre ces quatre bactéries pathogenes classiquement recherchées en contrdle qualité, le
fromage susceptible de contenir d’autre microorganismes potentiellement pathogenes tels que :
Campylobacter jejuni, Yersinia enterocolitica, Bacillus cereus ou Aspergillus (production de

mycotoxines) (Hermier et al., 1992).
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3. Matériel et méthodes

Afin d’évaluation la qualité microbiologique du fromage, des travaux précédents liées au
type de fromage frais « Mozzarella » ont été étudiés et examinés. Les germes les plus recherchées
sont des germes d’intérét hygiénique, des germes de contaminations fécales et des germes
pathogénes et toxinogenes responsables aux maladies infectieuses et des toxi-infections

alimentaires chez les consommateurs.
Les germes étudiés sont :
e Escherichia coli
e Salmonella spp.
e Pseudomonas spp.
e Staphlococcus aureus
e Listeria monocytogenes
3.1. Materiel
3.1.1. Escherichia coli
e 25 g de fromage de mozzarella
e Solution tampon phosphate, eau peptonée tamponnée
e Bouillon lauryl sulfate (LTS)
e Sac stomacher stérile, pulvérisateur de type stomacher
e Plaque petrifilm, PBS

e Gélose au bleu méthylene Levin eosine, gélose MAC, Violet Red Agar

11
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3.1.2.

Salmonella spp.

25g de fromage mozzarella

Boite réfrigéré (+4°C)

225ml eau tamponnée a pH 6.8, bouillon tetrationate (TT), eau physiologique
Milieu XLD, BS, LIA, TSI et BPLS, milieu Brilliance TM Salmonella Agar Base
Milieu BPW, RVS et MKTT

Pseudomonas spp.

Echantillon du fromage

Solution physiologique, solution peptone

Sac stomacher, pulvérisateur type stomacher

Milieu sélective (Biolife)

Milieu Base Agar a Pseudomonas (PAB), supplément sélectif FSR 103

Geélose CFC, gélose Gélisate (Gelatin Peptone Agar)

. Staphylococcus aureus

Anse de Drigalski

Emulsion de jeune d’ceuf
Solution de tellurite de potassium
Milieu FPR avec plasma du lapin

Gélose Braid-Parker, gélose au sang de mouton, gélose nutritive.

12
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3.1.4. Listeria monocytogenes
e Echantillon de 10 g du fromage mozzarella
e 90 ml de solution de citrate de sodium a 2% (p/v)
e Bouillon Fraser
e Diluant PBS
e Milieu MOX, milieu HFSB, FSB
e Milieu ALOA, LSM
e Gélose Palcan, Oxford
3.2. Methodes
3.2.1. Escherichia coli

D’aprés Volcan Maia et al. (2019) ; Marinheiro et al. (2015) ; Facchin et al. (2013) ;
Faccia et al. (2019) ; Castro et al. (2012) et Osman et al. (2010), le demembrement d’Escherichia
coli a été effectue grace a des plaques EC petrifilm 3M selon la méthode AOAC 991.14 qui
consiste a homogénéis¢ 25 g de fromage avec 225 ml d’eau peptonée tamponnée puis des
dilutions en série ont éte effectuées et 1ml de chaque dilution en été placé sur les plaques et
incubées a 35 + 1° C pendant 24-48 h ensuite les colonies caractéristique ont été sélectionnés

selon les instructions de fabricant.

Selon Laslo et Gyorgy (2018) ; Ricciardi et al. (2015) et Alam et Goyal (2010), la
détection d’E. coli a été réalisée avec des méthodes de cultures bactériologiques sur des milieux
de culture sélectifs, 1g de échantillon du fromage a été transféré dans une solution
physiologiques de 90ml a partir de celle-ci des dilutions sérielles ont été préparées, ensuite un

volume de 0.1ml a été étalé sur milieu ChromoBioh Coliform (Biolab).

Conformément au Duan et al.(2007) et Lucera et al.(2014), les échantillons sont stockes a

10+ 1°C environ 7 a 14 jours, ensuite 10 g de chaque échantillon inoculé a été mélangé avec 90
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ml de diluant PBS dans un sac stomacher stérile et homogénéisé a 1’aide d’un pulvérisateur a 230
rpm pendant 2 minutes, aprés I’homogénéisation les suspensions ont été plaquees sur la gélose
MAC et incubées a 37°C pendant 24 h.

3.2.2. Salmonella spp.

D’apres les travaux de Castro et al. (2012) ; Marinheiro et al. (2015) et Facchin et al.
(2012) TI’analyse de Salmonella nécessite un pré-enrichissement dont 25g du fromage ont été

dissoudre dans 225ml d’eau peptonée tamponnée a 1% et incubée a 36°C pendant 16-20 heures.

L’enrichissement sélectif a été effectué dans le bouillon Rappaport Vassiliadis et le
bouillon Tetrationate a 41 +0.5°C pendant 24 a 30 h. aprés cette procédure, une étape
d’ensemencement sélectif différentiel dans un milieu de culture XLD et BS Agar puis incubation
a 35°C pendant 18-24 h. enfin pour la confirmation préliminaire des colonies typiques de

Salmonella des preuves ont été utilisés sur les milieux LIA et TSI.

Selon Laslo et Gyorgy (2018), le demembrement du Salmonella spp. a été réalise avec des
techniques de culture bactériologiques sur le milieu Brilliance TM Salmonella Agar Base (Oxoid)
dont 1g de chaque échantillon du fromage prélevé a été transféré de maniere aseptique dans 9ml
de solution physiologique puis des dilutions ont eté preparées, et un volume de 0.1ml a eteé étalé

sur le milieu de culture, aprés I’inoculation les milieux ont été incubés pendant 48 h a 37°C.

D’apres I’étude de Zottola et al. (2009), les échantillons ont été transportés dans une boite
réfrigéré (+4°C) au laboratoire, la détermination du salmonella spp. a été effectué sur un milieu
BPW a 37°C pendant 24 h, un milieu RVS a 41°C pendant 24 h et le milieu MKTT a 37°C
pendant 24h.

3.2.3. Pseudomonas spp.

Selon Ricciardi et al. (2015) et Fuccia et al. (2019), chaque échantillon du fromage a été
analysé en double, la firme dilution décimale a été effectuée dans du citrate trisodique stérile a 2
% tandis que les dilutions ultérieurs ont été effectuées dans une solution de Ringerstérile au quart.

Pseudomonas spp. a été dénombrée par ensemencement en spirale sur la gélose Gélisate (Gelatin
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Peptone Agar, 21°C, 25 h) et base d’agar Pseudomonas avec supplément CFC (25°C, 48h), les

colonies ont été dénombreées a I’aide d’un compteur numérique des colonies.

D’apres Nava et al. (2016), I’énumération du Pseudomonas spp. au moyen de la méthode
ISO/TS 11059IDF/RM.225.2009 (1SO, 2009).

Selon Duan et al. (2007), I’analyse microbiologique a été réalisé aprés 7 a 14 jours de
stockage a 10 + 1°C, environ 10 g de chaque échantillon ont été mélangés a 90 ml de diluant (1%
de peptone) dans un sac stomacher stérile et homogénéisé a I’aide d’un pulvérisateur de type
stomacher a 230 rpm pendant 2 minutes puis les suspensions ont été placées sur la gélose
Pseudomonas CFC et incubée a 25°C pendant 48 h.

D’ aprés Laslo et Gyorgy (2018), la culture de germe a été réalisée sur le milieu

Pseudomonas sélective agar a 37°C pendant 48 h.

Conformément aux travaux de Lucera et al. (2014), 20 g du fromage mozzarella ont été
diluées dans 180 ml d’une solution saline stérile (0.9%) et homogénéisés a I’aide d’un
homogénéisateur, ensuite des dilutions décimales ont été effectuées et placées sur le milieu base
agar a Pseudomonas (PAB) additionnée du supplément sélectif SR 103 et incubée a 25°C
pendant 48h.

3.2.4. Staphylococcus aureus

D’apres Castro et al. (2012) et Lasto et Gyorgy (2018), pour I’analyse des Staphylococcus
aureus des dilutions ont été préparés puis un volume de 0.1 ml a été étalée sur la surface de la
gélose Braid-Parker complétée par une émulsion de jeune d’ceuf et une solution de tellurite de
potassium. Les plaques ont été retirées et les colonies typiques de Staphylococcus ont été

comptées.

Aprés croissance, les colonies de Staphylococcus ont été comptées et classées comme
typique de S. aureus, colonies noires de jais a gris foncé, lisses, convexes, marges entiére avec
une zone opaque, halo claire au-dela de la zone opaqgue et colonies atypiques, colonies noires de
jais a gris foncé, marge entiére sans halo. Dix colonies de chaque échantillon (5 typique et 5

atypique) ont été sélectionnées et transférées dans des tubes individuels contenant la gélose
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nutritive (culture mere) et testées pour la coagulation, la thermonucléase (TNase), la fermentation

anaérobie du glucose et du mannitol, la production d’hémolysine et la sensibilité a la furazolidone

(Facchin et al., 2012).

Selon Marnheiro et al. (2015), la détection de Staphylococcus nécessite la réalisation d’un
test de coagulasse qui consistant a mélanger 0.3 ml de chaque suspension de culture dans le
bouillon d’infusion de cerveau et de cceur avec 0.3 ml du plasma de lapin et ’incuber a 36 £ 1°C
pendant 6 heures pour observer la coagulation. La proportion des colonies coagulasse- positives a
été calculée par rapport au des colonies typiques et atypiques sur la plaque et le résultat final de
chaque plaque a été obtenu en additionnant le nombre des colonies coagulasse- positives.

3.2.5. Listeria monocytogenes

D’apres Feitosa et al. (2003), pour le test Listeria monocytogenes 25 g de 1’échantillon ont
été homogénéisés dans 225 ml de bouillon d’enrichissement Listeria (UVM) puis incubés a 30 £
1°C pendant 24 h, ensuite 0.1 ml de la culture a été inoculé dans 10 ml de bouillon Fraser et
incubé a 30 £ 1°C pendant 24 — 48 h.les milieux de cultures sélectifs différentiels utilisés etaient
la gelose Palcan et gelose Oxford, incubées a 30 + 1°C pendant 24 a 48 heures, parmi les plaques
qui ont une croissance de Listeria, trois colonies ont été utilisées pour I’identification des

especes, comme recommandé par BRASIL en 2003.

Selon Zettola et al. (2009), le dénombrement du Listeria monocytogenes a été realisé sur le
milieu HFSB, incubée a 37 °C pendant 24 h, un milieu FSB a 37 °C pendant 48 h et le milieu
ALOA et LSM a 37 °C pendant 24 — 48 h.

Selon Nava et al. (2016) ; Greco et al. (2014), la présence / I’absence du L. monocytogenes
a été évaluée a l'aide de la méthode VIDAS LMO02 AFNOR BIO-12/11-03/04 consistant
essentiellement en un dosage immuno-enzymatique par fluorescence utilisant 1’instrument
VIDAS® tandis que la méthode de référence pour sa humérotation était la norme 1SO 11290-2 :
2005 (UNI 2005).

L’identification biochimique pour la confirmation des colonies suspectes a été réalisée avec

le VITEK® 2 compact biomatériaux.
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D’aprés Duan et al. (2007), la détection du L. monocytogenes a été effectué apres une
période de stockage (14jours) a 10 + 1°C, 10 g de chaque échantillon a été mélangé avec 90 ml
de diluant PBS a I’aide d’un pulvérisateur (stomacher) puis les suspensions ont été étalée sur le
milieu MOX et incubée a 37°C pendant 48 h.
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4. Reésultats et discussion
4.1. Résultats
4.1.1. Escherichia coli

Selon Volcan Maia et al. (2019), E. coli a été isolé dans 5 % des échantillons de fromage.
Des résultats similaires ont été observés par Wang et al. (2017) qui ont trouvé E. coli dans 5.9 %
des échantillons au Japon tandis que Zang et al. (2016) ont trouvé des niveaux élevees (39.2 %).

D’aprés Castro et al. (2012), le nombre d’E. coli a été inférieur & 5x10%® CFU/g dans tous
les échantillons analysés, alors que Laslo et Gyorgy (2018) ont trouvé un nombre d’E. coli
supérieur a 300 UFC/qg.

Selon Marinheiro et al. (2015), le taux d’Escherichia coli a été supérieur ou égal a 1100
CFU/g en désaccord avec ce qui est établir par la législation actuelle tandis que Duan et al.
(2007) ont trouvé un taux entre 3.90 et 4.48 log10 CFU/g.

Selon Ricciardi et al. (2015), le nombre d’E. coli a été de 10* et 10? log (CFU/qg) tandis que
Faccia et al. (2019) ont trouvé un nombre d’E. coli varié entre 2.93 — 8.04 log10 (CFU/g), et un
nombre de 7.15 log10 (CFU/mg) a été trouvé par Osman et al. (2010), alors que Alam et Goyal
(2010) ont trouvé un nombre de 3.0 log10 (CFU/qg).

D’aprés Facchin et al. (2012), les résultats de dénombrement révelent un taux
d’Escherichia coli de 1.97 NPP/g qui n’étaient pas conformes aux normes tandis que Lucera A. et
al. (2014) ont trouvé un taux d’E. coli environ 4.4 log CFU/g et 4.06 log CFU /g.

4.1.2. Salmonella spp.

D’apres Castro et al. (2012), 33.33 % des échantillons ont présenté des résultats positifs

pour Salmonella spp. (présence dans 25 g) (tab.2).
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Tableau 2. Résultats de I'analyse microbiologique du fromage mozzarella (Castro et al., 2012).

Les échantillons

Salmonella spp.

Echantillon 1

Echantillon 2

Echantillon 3

Echantillon 4

Echantillon 5

Echantillon 6

Echantillon 7

Echantillon 8

Echantillon 9

Echantillon 10

Echantillon 11

Echantillon 12

RDC Standard

Présent dans 25 g
Présent dans 25 g
Présent dans 25 g
Absence dans 25 g
Absence dans 25 g
Absence dans 25 g
Absence dans 25 g
Absence dans 25 g
Absence dans 25 g
Présent dans 25 ¢
Absence dans 25 g
Absence dans 25 g

Absence dans 25 g

Selon les résultats obtenus par Laslo et Gyorgy (2018), la charge totale de Salmonella spp.

varient entre 10 et 10° UFC/g tandis que Marinheiro et al. (2015), ont trouvé un taux de

Salmonella spp. égale a 3.24 %.

D’aprés Facchin et al. (2012), Salmonella spp. n’a été trouvée dans aucun des échantillons

du mozzarella, ces résultats sont similaires aux résultats obtenus par Zottola et al. (2009).
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4.1.3. Pseudomonas spp.

D’aprés Ricciardi et al. (2015), le nombre des Pseudomonas spp. a été entre 5.65 - 8.38 log
CFU/g tandis que Duan et al. (2007) ont trouvé un nombre entre 0.40 et 1.40 log10 CFU/qg.

Selon Lucera et al. (2014), la numération microbienne du Pseudomonas spp. pour tous les

échantillons de mozzarella était d’environ 3.13 log CFU/g.

D’aprés Laslo et Gyorgy (2018), la croissance de Pseudomonas spp. dans le fromage

mozzarella varient entre 10 et 3 x10% UFC/g.

Suivant au Faccia et al. (2019), les résultats de dénombrement du Pseudomonas spp. sont
présenté dans le tableau 3
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Tableau 3. Résultats de dénombrement de Pseudomonas spp. (Faccia et al., 2019).

Jours Pseudomonas spp.
Essai 1
Controle 0 3.51
Controle 7 3.64
Expérimental 3.81
Controle 14 7.04
Expérimental 5.97
Controle 21 6.95
Expérimental 5.72
Essai 2
Controle 0 5.01
Controle 7 6.40
Expérimental 3.97
Controle 14 7.78
Expérimental 7.19
Controle 21 8.19
Expérimental 7.20
Essai 3
Controle 0 2.78
Controle 7 6.99
Expérimental 6.54
Controle 14 8.21
Expérimental 6.78
Controle 21 9.28
expérimental 7.28
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4.1.4. Staphylococcus aureus

Selon Laslo et Gyorgy (2018) et Castro et al. (2012), le nombre de Staphylococcus aureus a
été supérieur a 10° UFC/g.

D’aprés Marinheiro et al. (2015), 18.75 % des échantillons représentent un nombre de
staphylococcus aureus supérieur a la limite établie par la Iégislation.

Selon Facchin et al. (2012), 18 échantillons étaient positifs au Staphylococcus aureus, les
résultats sont représentent dans le tableau 4.

Tableau 4. Résultats de recherche de Staphylococcus dans le fromage mozzarella (Facchin et al.,

2012).
Staphylococcus (CFU/qg)
Staphylococcus spp. Staphylococcus aureus
Fromage A (n=18) <3-5.34 0-<3
Fromage B (n=12) <3-2.82 ND- <3
Fromage C (n=12) 2.48-5.28 ND-4.98

ND : Non Détecté, n : nombre d’échantillons.
4.1.5. Listeria monocytogenes

Selon Duan et al. (2007), le résultat de dénombrement de Listeria monocytogenes a été de
4.32 2 4.48 log10 CFU/qg.

D’aprés Greco et al. (2014), 18.2 % des échantillons testés présentaient des valeurs de L.
monocytogenes supérieurs a 100 CFU/g, tandis que Facchin et al. (2012), ont détectés la

présence de L. monocytogenes dans 9 % et 15 % des échantillons.
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Conformément aux résultats obtenus par Nava et al. (2016), la Listeria monocytogenes a
été détectée dans tous les échantillons analyseés, les résultats sont présentés dans la Figure 5.
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Figure 5. Résultats de denombrement de L. monocytogenes. (Nava et al., 2016).

V : cultivable ; NV : viable mais non-cultivable ; 10-100 : quantité d’inoculum (unité

formant colonie).

Selon Feitosa et al. (2003), Listeria monocytogenes n’a ¢té trouvée dans aucun des
échantillons de fromages, ces résultats sont similaires aux résultats obtenus pour la mozzarella

collectée dans I’état de Sao Paoulo par Buzi et al. (2009).
4.2. Discussion
4.2.1. Escherichia coli

Les résultats révélent que la présence d’Escherichia coli dans les fromages indique qu’une
contamination a peu se produire pendent le processus de fabrication ou aprés la transformation.
ce germe représente un indicateur important de contamination fécale et mauvaises pratiques
d’hygiéne (Volcan Maia et al., 2019).
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Sur la base des résultats obtenus par Castro et al. (2012), il peut suggere que les
échantillons qui présentaient une charge élevée des bactéries sont des produits de qualité inferieur

et peuvent étre la cause des maladies d’origine alimentaire (MST).

La contamination microbienne des fromages est trés importante dans 1’environnement
industriel car elle peut provoquer des altérations organoleptiques et un risque de transmission
d’agents pathogénes comme Escherichia coli qui est la principale bactérie associé a la
détérioration des fromages, elle provoque une fermentation anormale et un go(t désagréable au
produit final (Castro et al., 2012).

Conformément au Laslo et Gyorgy (2018), Escherichia coli  représente un organisme
indicateur d’hygiéne dans la production de fromage reflétant la contamination fécale. En ce qui
concerne les facteurs de virulence spécifique et les caractéristiques phénotypiques, les
entérohemorragiques (EHEC), les E. coli entéropathogenes (EPEC) ...etc., a1’échelle mondiale,

le sérotype E. coli O1s7 H7 est responsable d’épidémies de maladies d’origine alimentaire.

D’autre coté suivant au Volcan Maia et al. (2019), il convient de noter que des taux
différents de contamination des aliments par E. coli peuvent se produire en raison de plusieurs
facteurs tels que, le type d’échantillonnage, le nombre des échantillons choisis, la qualité sanitaire

et 'emplacement géographique.

La reduction de nombre de ce germe dans le fromage peut étre obtenue par la réduction de
la température et le baisse du pH ou bien le respect de I’hygiéne personnelle et des processus

d’assainissement (Laslo et Gyorgy, 2018).

A travers les résultats obtenus il a été observé que malgré le contréle sanitaire effectué par
les agences d’inspection, on trouve encore dans le commerce de produits finis qui ne répondent
pas aux normes de qualité, notamment les produits laitiers. Il est important de souligner
I’importance d’un plus grand soin dans 1’¢laboration et la mise en ceuvre des programmes
d’autocontrole dans I’industrie notamment en ce qui concerne 1’hygiéne des manipulation et le
nettoyage et la désinfection des équipements et des surfaces qui entrent en contact avec les
aliments et d’une plus grande rigueur dans la supervision par les organismes d’inspection

officiels afin de réduire la commercialisation des produits contaminés (Marinheiro et al., 2015).
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4.2.2. Salmonella spp.

Les Salmonelles sont considérées comme des pathogenes majeurs et font partie des critéres
microbiologiques de surveillance des produits laitiéres au lait cru en raison de la gravité des

symptomes dont elles peuvent étre responsables (Guy, 2006).

Elles appartiennent aux agents zoonotique capables de transféres une infection de I’animal
a ’homme, la Salmonellose est d’ailleurs la premiére des zoonoses alimentaires en France (Guy,
2006).

Elles sont susceptibles de provoquer chez ’homme deux types d’affections des gastro-
entérites et les fievres typhoides. Dans le cadre des toxi-infections alimentaires, nous ne parlerons
que des gastro-entérites. Les Salmonelles sont en France les premiéres causes des toxi-infections

alimentaires collectives (TIAC) déclarées (Guy, 2006).

A partir des résultats obtenus on peut dire que la contamination par Salmonella spp. est due
a un controle inadéquat de la température de stockage ou a des pratiques de manipulation
incorrectes. Sa simple présence dans les aliments implique le rejet de tout le lot (Castro et al.,
2012).

Il est possible que les conditions de températures favorables, une acidification lente et un
phénomene de concentration de la bactérie lors de la formation du caillé entrainent une
augmentation du nombre de Salmonelles en deébit de fabrication. Ensuite en fonction des
procédes de fabrication, on peut prévoir des évolutions différentes de la contamination
(Marinheiro et al., 2015)

Le taux de sel présent dans le fromage peut aussi représenter un frein au développement des
Salmonelles, surtout lorsqu’il est associé a une acidité importante. On considéré que la croissance
de ces bactéries est inhibée par des teneurs en sel supérieur a 3 a 4 %. En régle générale, la
plupart des fromages ne sont pas suffisamment salés pour bénéficier de cet effet (Marinheiro et
al., 2015).

De plus la température joue un rdle tres important da ns le développement du Salmonella

spp., elle peut se développe que a des températures situées entre 4 et 47 °C mais en dessous de 7
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°C leur multiplication est nettement freinée : ’affinage, s’effectuant entre 8 et 10 °C, participe a

I’inhibition de la croissance de ces bactéries (Marinheiro et al., 2015).

En revanche I’activité de 1’eau des fromages reste toujours supérieure a 0.93. Elle ne

représente pas un facteur limitant de la croissance des Salmonelles (Marinheiro et al., 2015).

Cependant des études réalisées par Facchin et al. (2012), montrent une diminution voire
une disparition du nombre des Salmonelles au cours de I’affinage qui semble plus rapide dans les
fromages a péate dure. Ce serait du a la production des métabolites secondaires par les bactéries

propioniques avec une activité d’eau faible (Guy, 2006).

En réalité, les fromages n’offrent pas un milieu de culture idéale pour le développement de
Salmonella spp. D’ ailleurs les produits laitiers ne sont pas des aliments les plus souvent

incriminés dans les cas d’intoxication par les Salmonelles (Guy, 2006).
Neéanmoins, leur capacité de survie et d’adaptation n’est pas a négliger (Guy, 2006).
4.2.3. Pseudomonas spp.

Les résultats obtenus montrent que es dénombrements étaient significativement plus élevées
dans les échantillons. Cela peut étre dd a la fois a un pH initial significativement plus élevé et a la

compétition et a ’amensalisme dus aux bactéries lactiques présentes dans les fromages (Ricciardi

et al., 2015).

Les Pseudomonas spp. sont les microorganismes psychotrophes les plus dominants isolés
du lait et produits laitiéres, les basses températures comme 3 — 7 °C et la capacité d’utiliser de
grandes molécules de lipides et de protéines favorisent leur croissance. Il a démontré que ces
bactéries peuvent réduire la teneur en diacétyle dans certaines types des fromages frais, ce qui se

traduit par un go(t de vert ou de yaourt (Laslo et Gydrgy, 2018).

L’apparition des souches de Pseudomonas spp. est due & une contamination post-processus,
la réfrigération et le contenu riche en protéines du produit sont bénéfique pour ces

microorganismes.
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Il a été signalé que les Pseudomonas spp. provenant principalement de 1’eau utilisé pendant
la fabrication, se développent assez souvent sur la surface du fromage et provoquer un goQt amer
et une mauvaise odeur grace a des réactions lipolytiques et protéolytiques, ce qui entraine
I’altération du fromage. L’échec de la croissance de ce germe pourrait étre da a la présence des

bactéries lactiques dans les fromages (Duan et al., 2007).

Neuyebauer et Grilliand (2004) ont découvert que la croissance de Pseudomonas spp. dans
le fromage était inhibée par le peroxyde d’hydrogéne produit par les bactéries lactiques. La survie
de ces bactéries dans le fromage mozzarella indique un danger potentiel en cas de contamination

post-traitement (Duan et al., 2007).

D’autres chercheurs ont également rapporté que le chitosan inhibait la croissance de
Pseudomonas spp. et prolongeait la durée de vie du fromage mozzarella en ajoutant directement
une solution d’acide lactique/chitosan a la culture de départ utilisée pour la fabrication du
fromage. Le mécanisme antimicrobien exact du chitosan est encore inconnu, mais plusieurs
hypotheses ont été proposées. L hypothése la plus plausible est la modification de la perméabilité
cellulaire causée par Dinteraction entre les molécules de chitosan chargées négativement
I’interaction conduit a la fuite des constituants protéiques et autres constituants intracellulaires.
Le chitosan inhibe également la production des toxines comme 1’aflatoxine et la croissance
microbienne, la chélation des meétaux traces, des éléments de spores et des nutriments essentiels.
Le chitosan pénéetre egalement vers les noyaux des microorganismes et interféere avec la synthese
de ’ARNm et des protéines en se liant a I’ADN (Duan et al., 2007).

Sur la base des résultats obtenus pour la présence des Pseudomonas spp. dans le fromage
mozzarella, il est donc souligné 1’importance du respect de normes liée aux bonnes pratiques de
fabrication, de stockage et de commercialisation afin d’obtenir des produits de bonne qualité

sensorielle et de qualité hygiénico-sanitaire adéquate (Castro et al., 2012).
4.2.4. Staphylococcus aureus

Les résultats révelent un taux élevée du Staphylococcus aureus ne conforme pas a la norme.
Ces résultats présupposent que le traitement thermique du lait pour la fabrication du fromage a

¢été inefficace ou que la contamination s’est produite apres le traitement en raison de la
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manipulation ou du contact avec des surfaces qui n’est pas été correctement désinfectées

(Marinheiro et al., 2015).

La contamination du fromage mozzarella par Staphylococcus aureus est généralement lors
de leur fabrication par les manipulateurs qui sont naturellement porteuses de S. aureus au niveau
de la peau et des muqueuses, les localisations préférentielles de ce germe sont les fosses nasales
et les mains. La présence de cette bactérie est plus importante chez les sujets malades que les
sujets sains. Alors la contamination lors de la transformation du fromage est possible par contact
direct ou par voie aérienne (Marinheiro et al., 2015).

De plus, le matériel de traite, et notamment la machine a traite, peut étre une source
secondaire de contamination. Staphylococcus aureus est capable de survivre gréace a des biofilms
sur des milieux inertes, c’est un élément de résistance de la bactérie vis-a-vis aux conditions

extérieurs (pH, température, pression osmotique...etc.) (Castro et al., 2012).

Les staphylocoques peuvent également étre présents au niveau de tous les éléments en
caoutchouc, en effet des petites fissures se forment et les bactéries vont se loger a I’intérieur. Le
lavage de la machine n’est pas suffisant pour éliminer ces microbes, qui sont protégees dans leur

crypte et peuvent contaminer le fromage (Castro et al., 2012).

Selon Laslo et Gyorgy (2018), les bactéries du genre Staphylococcus sont des producteurs
d’enzymes protéolytiques dans les fromages, mais aussi des bactéries potentiellement
dangereuses pour la santé publique. Le Staphylococcus aureus est un agent pathogéne zoonotigque

qui cause différents maladies et infections.

Sur la base de la production de coagulasse, elles sont divisées en souches coagulasse
positives et en souches coagulasse négative hébergent des facteurs thermorésistante, une catalase,
une coagulasse, des hémolysines, une protéine A, une lipase, une leucocidine, une
staphylokinase, une toxine de choc toxique ou des toxines exfoliants A et B. ces métabolites
permettant aux bactéries de résistées dans les aliments pendant des longs durées et facilitent la
pénétration a l'intérieur de I'organisme afin de provoqué des infections et des intoxication

alimentaires graves (Laslo et Gyorgy, 2018).
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D’aprés Facchin et al. (2012), la présence et le nombre élevé de S. aureus indiquant un
risque potentiel pour la santé publique et des mesures d’hygiéne douteuse dans 1’industrie
fromagerie, puisque ce microorganisme fait partie du microbiote humain normal de la peau
I’intoxication alimentaire a Staphylococcus aureus est causée par I’ingestion des formages

contenant des entérotoxines préformées.

Le controle de Staphylococcus aureus dans les fromages peut étre effectue par des
traitements a haut pression et elle peut étre inhibé par la présence des bactéries lactiques tels que
les bactéries du genre lactobacillus ces bactéries produire de I’acide lactique qui entraine la

diminution du pH de milieu qui va inhibe la multiplication du S. aureus (Facchin et al., 2012).

D’autre part, des souches des bactéries lactiques sont capables de produire du bactériocines

qui empéche la croissance de Staphylococcus (Facchin et al., 2012).
4.2.5. Listeria monocytogenes

La listeria monocytogenes est recherchée dans le cadre des analyses obligatoires pour

I’autocontrdle des aliments car elle peut étre a I’origine d’intoxication alimentaire grave (Greco et

al., 2014).

La listériose, une infection sévere d’origine alimentaire liée a la consommation d’aliments
contamingés, particulierement le lait et les produits laitiers tels que le fromage, cette maladie
représente un réel risque sanitaire étant donné le taux élevé de mortalité (+ 30 %) des personnes
infectées (Greco et al., 2014).

Dans le cas de fromage mozzarella, la présence de L. monocytogenes peut étre due a
plusieurs facteurs dont la contamination initiale de la matiere premiere (le lait cru), une
température de pasteurisation insuffisante, une contamination dans les phases suivant le

traitement thermique prévu dans le processus de production (Greco et al., 2014).

Listeria monocytogenes est un germe capable de résister pendant des années dans
I’environnement de manipulation des aliments et de développer une résistance aux produits
courants utilisés pour les opérations de désinfections. Cette caractéristique est facilitée par la

production des biofilms que L. monocytogenes peut former seul ou avec d’autres germes de
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contamination environnementale. Dans ce dernier cas les procédures de nettoyage et
d’assainissement qui doivent étre appliquées aux différents types de surfaces sont d’une
importance fondamentale, qui si elles ne sont pas en mesure d’¢liminés complétement la matrice
adhésive et protective des biofilms entrainent inévitablement des risque de contamination

secondaire (Greco et al., 2014).

Au cours des 30 derniers années, plusieurs épidémies d’intoxication alimentaire dues a des
fromages contaminés par L. monocytogenes ont été signalées. Cette bactérie peut survivre dans
des substrats contenant jusqu’a 16 % de sel, et peut méme doubler dans des substances plus frais

moins matures et contenant moins de sel (Nava et al., 2016).

Les infections a Listeria monocytogenes sont connues depuis 1920 et elles s’observent
essentiellement (mais pas uniquement) chez les femmes enceintes (quel que soit le terme de la
grossesse), les nouveau-nés contaminés par leurs meres et les individus présentant des troubles du

systéme immunitaire dus a diverses causes.

La matrice du risque lié a Listeria monocytogenes commence par la mise en place d’un
systéme d’autocontréle adapté a la transformation du fromage, la matrice du froid et
I’acidification permet aussi de limiter et de stopper le développement des ces microorganismes
éventuellement présentes. Le respect des régles d’hygiéne dans les industries fromageéres est

nécessaire pour réduire les risques de contamination. (Duan et al., 2007).

De plus, le traitement antimicrobien des matiéres (ionisation, irradiation, systemes
lactoperoxydase, utilisation d’antimicrobiens biologiques, traitement par des acides organigques
tels que I’acide lactique, I’acide citrique ou I’acide acétique) a fait I’objet de trés nombreux
travaux. C’est notamment le cas de I’utilisation des bactériocines produites par des bactéries
lactiques (Carnobacterium sp., Lactobacillus sp., Leuconostoc sp., Pediococcus sp. ..) (Duan et
al., 2007).

Il faut comprendre qu’il extrémement difficile d’assurer la totale absence de Listeria
monocytogenes dans les aliments, mais si les pays ayant une approche réglementaire plus stricte
doivent étre convaincus qu’un niveau de tolérance plus élevé est acceptable. Les pays qui ont

adopté une tolérance plus grande par exemple 100 CFU/g, doivent faire la preuve que leur
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approche garantit la sécurité. Ceci nécessitera un diagnostic et un recensement plus précise des
intoxications alimentaires, qui a leur tour nécessiteront des meilleur techniques microbiologiques
(Feitosa et al., 2003).
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Le fromage mozzarella est un type de fromage frais a pate filée trés apprécié en Italie et
dans le monde. Elle est fabriquée a partir de lait de bufflonne ou bien le lait de vache, elle est
généralement conservée dans un liquide froid composée d’eau du robinet ou d’une solution dilué

de sels (Nacl et/ou Cacly) (Luceraet al., 2013).

En raison de sa forte teneur en eau et nutriments. La mozzarella fraiche est particulierement
périssable et sa durée de conservation est courte. Bien qu’elle subisse un traitement thermique
pendant 1’étirage du caillé, une contamination par des microorganismes peut se produire apres le
traitement, causant I’altération du fromage et un risque pour la santé des consommateurs

(Luceraet al., 2013).

La qualité microbiologique de la mozzarella est évaluée par des controles trimestriels
effectues par des laboratoires externes sur des échantillons choisis au hasard dans les lignes de
production de la mozzarella. Les analyses concernant la présence de bactéries pathogenes et
contaminants, mais sont encore insuffisantes pour garantir le contréle microbiologique constant

nécessaire pour un produit particuliere comme la mozzarella (Lositoet al., 2013).

En effet, il serait important d’évaluer la qualité microbiologique avant que le produit ne soit
vendu et consommeé pour permettre une intervention rapide. Les analyses doivent donc étre
rapides, fiables, economiques et exécutables par le personnel sans dépendre de laboratoires
externes (Lositoet al., 2013).

En conclusion, comme résultat préliminaire de I’étude, nous pouvons considérer que, dans
la production de mozzarella les risques microbiologiques peuvent étre prévenus, contrélés et
¢liminés par la sélection des fournisseurs de lait de bufflonne, I’assainissement des
environnements et des équipements et surtout I’hygieéne du personnel, le controle de ces éléments
est crucial pour réduire I'impact de la contamination microbienne responsable de 1’hygiéne de

processus de production (Zettola et al., 2009).
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Résumé

Le fromage mozzarella est un produit méditerranéen qui est devenu 1’un des produits laitiers les plus consommés
dans le monde. Elle constitue un excellent milieu de croissance pour un large éventail microorganismes qui sont a
Porigine d’environ un quart des pertes d’approvisionnement alimentaire et un énorme probléeme économique et
éthique dans le monde entiére. Ce travail a touché deux aspects, la premiere est une étude théorique sur le fromage,
quelques généralistes, ses composants, sa méthode de fabrication et ses différents types. De plus nous avons montré
les principaux microbes (bactéries, levures et champignons) qui y existent.Le second est une étude et analyse de
certains articles liés au fromage mozzarella. Nous avons analysé des études sur quelques genres bactériennes qui
contaminent la mozzarella, les maladies et les toxi-infections qui les provoquent et les techniques de leurs détections.
Nous avons conclu que le maintien de la sécurité et de la qualité microbiologique du mozzarella nécessite le respect
des régles d’hygiéne et les bonnes pratiques de fabrication, de stockage et de commercialisation pour réduire les
risque de contamination et éliminer la prolifération des agents d’altération et pathogénes qui affectant la qualité
sanitaire de produit fini.

Mots clés : mozzarella, microbes, toxi-infections, qualité microbiologique, contamination.
Abstract

Mozzarella cheese is a Mediterranean product that has become one of the most consumed dairy products in the
world. It is an excellent growth medium for a wide range of microorganisms that are responsible for about a quarter
of the food supply losses and a huge economic and ethical problem in the world. This work has touched two aspects,
the first one is a theoretical study about cheese, some generalists, its components, its manufacturing method and its
different types. In addition, we have shown the main microbes (bacteria, yeasts and fungi) that exist in it. The second
one is a study and analysis of some articles related to mozzarella cheese. We analyzed studies on some bacterial
genera that contaminate mozzarella cheese, the diseases and toxi-infections that cause them and the techniques of
their detection. We concluded that the maintenance of the safety and microbiological quality of mozzarella requires
the respect of the rules of hygiene and the good practices of manufacture, storage and marketing to reduce the risks
of contamination and to eliminate the proliferation of the agents of alteration and pathogens that affect the sanitary
quality of finished product.

Key words: mozzarella, microbes, toxi-infections, microbiological quality, contamination.
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