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TITLE

Impact of cheese wiping on the aerolization of microbial community in ripening cellars under
experimental conditions

RESUME

Une expérimentation a été conduite dans des caves d’affinage de fromages expérimentales (INRAE, Aurillac) dans le but
de mesurer I'impact de I'essuyage des fromages sur I'aérolisation des micro-organismes pour, ainsi, mieux comprendre
comment les communautés microbiennes des caves d’'affinage se dispersent d’environnements en environnements. Des
prélévements ont été effectués dans différents environnements (air, paroi des caves d’affinage, toiles de jute utilisées
pour essuyer les fromages et crotes de fromage). Les résultats montrent que les prélevements d’air effectués durant les
essuyages des fromages présentaient des niveaux de moisissures plus élevés (7 LogUFC/m? d’air) que ceux réalisés
sans essuyage (2-3 LogUFC/m? d’air). Par ailleurs, les concentrations en moisissures mesurées sur les parois de
chaque cave d’affinage a trés légérement augmenté au cours de I'affinage (2-3 LogUFC/m? a 4-5 LogUFC/m?). Ces
résultats suggerent que les micro-organismes aérolisés durant les essuyages se seraient déposés sur les parois. Les
analyses des communautés microbiennes, en cours de traitement, permettront de mettre en évidence les liens entre les
différents environnements et ainsi contribuer a mieux connaitre les mécanismes d’émission et de transmission des
micro-organismes.

ABSTRACT

An experiment was conducted in experimental cheese maturing cellars (INRAE, Aurillac) with the aim of measuring the
impact of cheese wiping on the aerosolization of microorganisms in order to better understand how microbial
communities from ripening cellars disperse from environments to environments. Samples were taken in different
environments (air, walls of maturing cellars, cloths used to wipe cheeses and cheese rinds). The results show that air
samples taken during cheese wiping had higher levels of molds (7 LogUFC/m? of air) than those taken without wiping (2-
3 LogUFC/m3 of air). Furthermore, the molds’ concentrations measured on the walls of each maturing cellar were very
slightly increased during maturing (2-3 LogUFC/m? to 4-5 LogUFC/m?). These results mean that the microorganisms
aerosolized during wiping would be deposited on the walls. The analysis of the microbial communities, currently being
processed, will be able to highlight the links between the different environments and thus contribute to better
understanding the mechanisms of emission and transmission of microorganisms.

MOTS-CLES: cave d’affinage expérimentale, fromage, moisissures, mécanismes d’émission
KEYWORDS: experimental ripening cellar, cheese, molds, spreading mechanism

1. INTRODUCTION
La production fromagere se caractérise par trois grandes étapes principales: la coagulation, le moulage et
I'affinage. Lors de I'étape d’affinage, les fromages tout juste démoulés sont entreposés dans des caves a
environnement controlé (température, hygrométrie et ventilation). Durant cette étape, la maturation se
poursuit grace a I'activité des micro-organismes qui, en consommant les nutriments du fromage (lipides et
protéines notamment) vont contribuer a la libération d’arbmes et a la production de gaz (Kongo et Malcata
(2016); Blaya et al (2018); Acerbi et al (2020)).
Afin de mener a bien cette étape d’affinage, des opérateurs (affineurs) réalisent des soins spécifiques a la
technologie fromageére (lavage avec de la saumure, brossage, essuyage a sec, etc...)
Or, des études ont démontré des liens entre certaines pathologies respiratoires chez les opérateurs, (tel que
'asthme, pneumopathie d’hypersensibilité, allergies, etc...) et I'exposition aux moisissures dans le milieu de
la fromagerie (Eduard, 2009; Guglielminetti et al (2000); Molina et al (1977)).
Cependant, la compréhension des flux des communautés microbiennes ainsi que les mécanismes
d’émission au sein des caves d’affinage sont trés peu documentés.
L’étude présentée ici consistait donc a réaliser une expérimentation dans des caves d’affinage en conditions
controlées dans le but de comprendre I'impact de I'essuyage des fromages sur la dispersion de micro-
organismes afin d'implémenter les connaissances sur les mécanismes impliqués dans I'émission et les
expositions associées ainsi que sur les flux des communautés microbiennes.

2. MATERIELS ET METHODES

2.1. Dimensionnement des caves
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Trois caves de dimensions identiques pour un
volume total de 12,3 m?® ont été mises en oeuvre
pour I'expérimentation (Figure 1). Chaque cave
dispose d’un conditionneur (Floor-Mounted Air
conditioners, Air Quality Process - Safrair
France). Une gaine textile synthétique
microperforée reliée a chaque conditionneur
assure I'homogénéisation de I'atmopsheéere dans
les caves par des mouvements circulaires de l'air.
Les valeurs consignes (Ventilation = 59%;
Température = 9°C; Humidité = 97%) du
conditionneur et du systéme de renouvellement )

dair ont été parametrees via des Iog|C|eI§. Le Figure 1: Organisation des caves expérimentales &
renouvellement d’air dans les caves s’appuie sur 'INRAE d’Aurillac.

un systeme douverture et de fermeture de

vannes. Dans le cadre de I'expérimentation, le

renouvellement d’air a été assuré en laissant les vannes ouvertes pendant 10 minutes et fermées pendant
60 minutes. Par conséquent, pour épurer totalement l'air des caves, il faudra attendre 5 cycles de
renouvellement d’air.

2.2. Schéma expérimental
Dans le but d’évaluer I'impact de I'essuyage de fromages AOP Saint-Nectaire sur 'aérolisation des micro-
organismes dans l'air, une expérimentation a été conduite sur 4 semaines d’affinage (du 12 avril 2023 au 12
mai 2023) dans trois caves d’affinage expérimentales (INRAE, Aurillac) préalablement décontaminées.
Chacune des caves a été utilisée selon différentes conditions (Figure 2). La cave 1 contenait 12 fromages
non-affinés (cave 1, FNA) Ces fromages ont été essuyés et retournés chaque semaine durant toute la durée
de I'expérimentation.
La cave 2 contenait deux lots de fromages : un lot constitué de 6 fromages non-affinés (cave 2, FNA) qui ont
été essuyés et retournés et un second lot constitué de 6 fromages affinés (cave 2, FA) et retournés, sans
étre essuyés. Enfin, la cave 3 a regu un premier lot de 6 fromages non-affinés (cave 3, FNA) et un second lot
de 6 fromages affinés (cave 3, FA) qui ont tous été essuyés et retournés. Chaque lot de fromage a été
disposé sur des claies en acier, avec 2 fromages du méme état d’affinage sur un méme étage de la claie
(Figure 1). Dans les caves 2 et 3, les fromages non-affinés ont été placés a proximité du conditionneur et les
fromages affinés a proximité de I'entrée de la cave.
L’essuyage des fromages a été effectué une fois par semaine sur une période de 4 semaines. La premiére
semaine, I'essuyage des fromages non-affinés dans les trois caves a été effectué avec des toiles de jute (25
cm x 25 cm) stérilisées et imbibées de saumure (densité = 1200), alors que les fromages affinés de la cave
2 ont été essuyés avec des toiles de jute stérilisées a sec.
Au cours des semaines 2, 3 et 4, tous les fromages ont été essuyés avec des toiles de jute stérilisées a sec.
Chaque fromage a été essuyé pendant 15 secondes soit 5 secondes par face (dessus, c6té et dessous).

Cave 1 Cave 2 Cave 3
6 Fromages 6 Fromages
Affinés (FA) a Affinés (FA) a
retourner essuyer et a
retourner
12 Fromages
Non Affinés
(FNA) a
essuyer et a
retourner
6 Fromages Non 6 Fromages
Affinés (FNA) a N Non Affinés
essuyer a et (FNA) a
retourner essuyer et a
retourner

Figure 2: Disposition des fromages Saint-Nectaire dans les caves d’affinage expérimentales (INRAE, Aurillac)

2.3. Stratégie de mesures
Au cours de ces quatre semaines d’expérimentation, plusieurs matrices ont été prélevées : i) I'air dans
I'environnement de chacune des caves, au cours des périodes d’essuyage et hors périodes d’essuyage, ii) a
la surface des parois murales de chacune des trois caves, iii) des toiles de jutes ayant été utilisées pour
essuyer les fromages et iv) des crodtes de fromages (Figure 3).
Les micro-organismes cultivables de l'air ont été collectés a l'aide de cassettes porte-filtre fermées
(polypropyléne, 37mm de diamétre) contenant un tampon support et une membrane en polycarbonate stérile

avec diamétre 0,8um (Millipore, France). Ces derniéres ont été reliées a une pompe (Gilian 5000,
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Sensidyne, USA) avec un débit moyen de 2L/min. Les durées de prélévement ont été comprises entre 118
et 223 min (médiane = 182 minutes). Les micro-organismes cultivables des parois de chaque cave ont été
collectés par frottage de quatre écouvillons (EnviroSwab 3MTM®) imbibés de Phosphate Buffered Saline
(PBS) sur trois surfaces de 30 cm x 30 cm sur chaque paroi. Les micro-organismes des toiles de jutes ont
été collectés via le filtrat obtenu aprés malaxage de ces derniéres dans 150 mL de PBS au stomacher®
(Interscience). Enfin les micro-organismes des croltes de fromages ont été collectés a partir de 10g de
croltes finement rapées. Les grands groupes microbiens (bactéries, levures et moisissures) ont été
dénombrés aprés incubation des milieux de culture pendant 72 heures a 25 ou 30°C. Ces milieux de culture
plus ou moins sélectifs selon la composition vont permettre de quantifier les micro-organismes cultivables
(flore totale, moisissures, levures, bactéries d’affinage...).

Par ailleurs, I'analyse des communautés microbiennes a été réalisée par metabarcoding via le séquencage a
haut débit (HTS) de fragments de genes marqueurs de '’ARN ribosomal 16S et ITS. Les amplicons ont été
séquencés a I'aide de la technologie Illlumina MiSeq.

Lavage des FNA et Essuyage des fromages Essuyage des
essuyage des FA -> prélévements croutes N fromages
-> prélévements croutes fromages, air et parois et -> prélévements
fromages, air et parois et toiles de jute croutes fromages, air et
toiles de jute parois et toiles de jute
Décontamination
e 0@ @O S0 e | 0G0 |60 &0
Mise en marche de la ventilation Prélévement air des Prélévements air des . . Essuyage des
TO sans fromages = Prélevements sur les caves sans essuyage caves sans Prelevements airdes fromages
s essuyage caves sans -> prélévements

parois et I'air des caves essuyage croutes fromages, air

TO avec fromages (+15-20h) = Prelévement et parois et toiles de
parois des caves et air avec fromages jute

Prelevement avec essuyage . . .
Comparaison niveaux microbiens

en période et hors période D Dénombrements microbiens sur milieux de culture
. Préléevement sans essuyage d'essuyage

Figure 3: Organisation des étapes de préléevement durant les périodes d’essuyage et hors périodes d’essuyage
Les traitements statistiques ont été réalisés avec le logiciel R Une analyse de la variance (ANOVA) a été
effectuée sur les variables microbiologiques.

3. RESULTATS ET DISCUSSION
La Figure 4 présente I'évolution des concentrations en moisissures dans l'air des trois caves au cours de
I'affinage des fromages pendant et hors période d’essuyage.
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Figure 4: Evolution des niveaux de moisissures (en LogUFC/m?3) issus des prélévements d’air en période d’essuyage et
hors période d’essuyage. A: Dénombrements sur milieu MEA. B: Dénombrements sur milieu OGA. C: Dénombrements
sur milieu BHI.

Légende: APF: Air apres dépbt des fromages; E1: Essuyage 1 (J8); NON-E1: Semaine 1 sans essuyage (J12). (*) Absence de valeurs
due a une contamination des milieux de culture

Tableau 1: Effets des caves, de I'essuyage et du temps sur les concentrations en moisissures

Variables Caves Essuyage Semaines d’essuyage
1 2 3 p-value NON oul p-value APF S1 S2 S3 S4 p-value
OGA_m 3,97 3,76 2,74 NS 2,14 5,52 Fokk 0 2,74 5,03 3,90 4,72 *
MEA_m 4,25 4,31 4,11 NS 2,60 6,66 rork 0,75 4,33 5,05 5,15 4,83 *
BHI_m 3,82 3,87 4,18 NS 2,14 6,51 ok 0,95 4,26 4,77 4,18 4,65 NS

Signific. codes: ***’ 0,001 ** 0,01, "’ 0,05 0,1 *NS‘1 according to ANOVA test

DOI : 10.25576/ASFERA-CFA2024-38939 Cet article est publié sous la seule responsabilité de ses auteurs



Pour citer cet article : Auteurs (2024), Titre, Congrés Frangais sur les Aérosols 2024, Paris
Pour citer cet article : Auteurs (2024), Titre, Congrés Francais sur les Aérosols 2024, Paris

Les concentrations en moisissures de I'air mesurées durant les essuyages ont atteint des niveaux élevés,
compris entre 6 et 7 Log Unité Formant Colonies (UFC/m?3) (Figure 4). Ces valeurs semblent étre en accord
avec deux études antérieures (Simon et Duquenne (2014); Duquenne et al (2021)). Dans ces deux études,
des prélévements d’air avaient été réalisés dans des entreprises qui produisent et affinent du fromage. Ces
études avaient pour objectif d’évaluer le niveau d’exposition des opérateurs en fonction de leur poste. lls ont
démontré que certains opérateurs comme les laveurs ou les sélectionneurs de fromages étaient les
personnes les plus exposées (avec des niveaux supérieurs a 107 UFC/m3) (Simon et Duquenne (2014);
Duquenne et al (2021)).

Les concentrations en moisissures de I'air mesurées sans essuyage des fromages (APF, NON-E1, NON-E2,
NON-E3, NON-E4) ont été plus faibles avec des valeurs comprises entre 2 et 3 Log UFC/m?3 (Figure 4). Des
concentrations sont similaires a celles mesurées dans l'air a 'intérieur et I'extérieur de I'entreprise (102 et 104
UFC/m?®) dans l'étude de Simon et Duquenne (2014). Ces faibles niveaux en micro-organismes sont
supposés étre retrouvés dans des environnements sans sources de moisissures (Simon et Duquenne
(2014)). Durant les quatre semaines d’affinage, les niveaux de moisissures mesurés durant les essuyages
ont été significativement bien plus supérieurs a ceux des prélévements hors essuyage (+4 LogUFC/mé3,
P<0,001) (Tableau 1). Les semaines ou les fromages ont été essuyés ont contribué a une aérolisation des
moisissures dans I'air plus importante que lors du dépét des fromages dans les caves. En revanche, aucune
différence significative n’a été observée en fonction des conditions d’affinage des fromages dans les caves
(Tableau 1).

Les concentrations en moisissures sur les croltes de fromages ont trés légérement diminué au cours de
I'affinage passant de 7-8 LogUFC/g de fromage la premiére semaine d’essuyage a 6-7 LogUFC/g en fin de
période d’affinage (Figure non-présentée). En effet, au cours de I'affinage les paramétres physico-chimiques
(pH, Aw...) évoluent entrainant un changement des équilibres microbiens (Picque et al (2009)). Les
concentrations en moisissures mesurées sur les toiles de jute ont été stables au cours de I'affinage avec des
valeurs autour de 6-7 LogUFC/mL (Figure non-présentée). Une tres légére augmentation des concentrations
en moisissures a été observée pour les prélevements des parois des caves, passant de 2-3 LogUFC/m? la
premiére semaine a 4-5 LogUFC/m? en fin d’affinage (Figure non-présentée). Cette augmentation peut étre
issue des nombreux essuyages réalisés dans les caves au cours de I'affinage. L’analyse des communautés
microbiennes des différents environnements nous permettra de voir si les micro-organismes présents sur les
parois sont bien issus des crodtes de fromages.

4., CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES
L’étude proposée ici a mis en évidence I'impact important de I'essuyage de fromages AOP Saint-Nectaire au
cours de [l'affinage sur l'aérosolisation des moisissures dans [l'air. Nous supposons que ces micro-
organismes ont été mis en suspension dans l'air avec I'essuyage des fromages et se sont déposés sur la
surface des parois des caves soit par sédimentation soit par les flux d’air. Les analyses des communautés
microbiennes sont en cours de traitement. Les résultats seront présentés ultérieurement et permettront de
visualiser les flux des communautés microbiennes dans les différents environnements. L’étude des
mécanismes d’émission des micro-organismes en conditions contrdlées sont en cours sur différentes

technologies fromagéres (actuellement sur 'AOP cantal et plus tard fromages a pates persillées). Ces
données étant limitées & des caves expérimentales, elles seront implémentées avec des prélevements
obtenus dans des caves en conditions réelles dans des fromageries industrielles et permettront ainsi
déterminer si les caves expérimentales sont des bons modéles pour expliquer les phénomenes de flux
microbiens.
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