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Summary

Summary

Listeria monocytogenes is the causative agent of listeriosis, a foodbalisease that provokes
life-threatening infections in elderly, pregnantewborn and immunocompromised
populations. Post-production contamination of snuwseses with.. monocytogenes occurs
frequently, even in production facilities maintaigigood hygienic standards, because of the
extensive handling required during the ripeningcess. The microbial mat developing on the
surface of smear cheeses during ripening creatés/@able environment to suppolt
monocytogenes growth. Biopreservation is a promising naturaldqareservation technique
based on the application of microorganisms exm@itantimicrobial properties, or barrier
effects, or of their purified antimicrobial metalies. The aim of this thesis was therefore to
examine new biopreservation strategies for the robrdf Listeria contamination on the
surface of semi-hard smear cheese. The anti-b$tproperties, population dynamics and
mechanisms of two natural smear ecosystems (chapaed 3) were studied and compared
with the in situ anti-listerial effects of three protective cultunesoducing broad spectrum

bacteriocins (chapter 4) during ripening of Raeléype cheese at pilot scale.

In the first experimental part of this work, angtérial activities and population dynamics of
two complex smear ecosystems (called F and M)atedl from commercial Raclette type
cheeses, were investigated during the ripening gecof Raclette cheeses artificially
contaminated withListeria innocua at 10-100 cfu cm, using cultivation and Temporal

Temperature Gradient Gel Electrophoresis (TTGEylaure-independent method (chapter 2).
The two consortia exhibited strong anti-listeriabpertiesin situ over the whole ripening

period of 60 to 80 days. TTGE revealed a similajusatial development of nine species
common to both smears (F and M). Beside commonsehe@rface bacteria, the two consortia

contained marine lactic acid bacteria that devedogarly in ripening (day 14), shortly after
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the growth of staphylococci (day 7). In additiome genug-acklamia was shown for the first

time in cheese.

We then tested in the second part of this work ithaitu anti-listerial properties of 29
bacterial strains isolated from smear ecosystech&pter 3). A control flora, consisting of 6
common species of smear cheeses exhibiting ndistetiial activity, was inoculated on the
surface of both control and test cheeses artifc@dntaminated withListeria innocua at 50
cfu cm? Application of different combinations of 3, 12 @0 isolates in addition to the
control flora on test cheeses led to a reductiofh td 4 log ofListeria growth after 15 days
ripening. The highest inhibition was observed oaade treated with 3 Facultative Anaerobic
Halophilic and Alkaliphilic (FAHA) species, i.e. entwo marine lactic acid bacteria
Alkalibacterium kapii ALK 6 andMarinilactibacillus psychrotolerans ALK 9, andFacklamia
tabacinasalis ALK 1. TTGE confirmed the growth of the 3 spediesilominant level between
11 and 22 days of ripening, suggesting that thealrpart of thein situ inhibition exerted by

consortium F may be linked to the development eséhspecies in early ripening period.

In the third experimental part, we evaluated theliaption of one pre- and two post-
treatments of bacteriocin-producing lactic acidtbaa as protective cultures agaihssteria
growth on smear cheeses (chapteP&)liococcus acidilactici UL5 producing pediocin PA-1
revealed the highest situ anti-listerial activity, followed by actobacillus plantarum SM71
producing plantaricin SM71. In contradtactococcus lactis UL719, a nisin Z producer,
enhanced.isteria growth by 1 log compared to a control cheese. Qetmmpnhibition was
achieved byPed. acidilactici UL5 andLb. plantarum SM71 after early.isteria contamination
at day 3, i.e. at low pH on cheese surface (pH, 5vA)le only a short term inhibition was
observed whehisteria contamination occurred at day 7, corresponding iiagher pH on the
cheese surface of 6.8. This short term inhibitioasworrelated with a low stability of

protective cultures’ cell counts and bacteriocitivaty. Repeated applications of protective
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cultures affected the natural flora, inducing aagteh development oAl. kapii, Agrococcus
casei, Enterococcus sp. andPsychrobacter sp., as shown by TTGE. As the natural flora
contributes to organoleptic properties and safétthe cheese, this impact may limit use of

repeated application @k situ produced bacteriocins.

This research provided a broad basis for the dpwatmt of high potential biopreservatives to
controlListeria on the surface of semi-hard smear cheeses by fieatpn of either natural

antagonistic smear ecosystems or protective cusltud@plication should nevertheless be
carefully assessed in order to avoid changes imatral flora that provoke negative impacts

on organoleptic properties and barrier effecthefdurface flora.
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Résumeé

Listeria monocytogenes est la bactérie responsable de la listériose, uakdie d’origine
alimentaire qui provoque des infections potentietat mortelles chez les personnes agees,
les femmes enceintes, les nouveau-nés et les pasdmmuo-déprimées. Du fait des soins
constants que nécessite leur affinage, la surfasefdmages emmorgés est frequemment
contaminée pallisteria monocytogenes, y compris dans les unités de productions qui
maintiennent de hauts standards d’hygiéne. Le tajgsobien qui se développe a la surface
des fromages emmorgés pendant I'affinage crée aleditons favorables a la croissance de
Listeria monocytogenes. La biopréservation est une technique prometteleseréservation
naturelle des aliments basée sur I'application d&auorganismes présentant des propriétés
antimicrobiennes ou des effets barrieres, ou enderkeurs métabolites antimicrobiens sous
une forme purifiée. Le but du présent doctoratt etsxaminer de nouvelles stratégies de
biopréservation pour le contrdle des contaminatided.isteria a la surface des fromages
emmorgeés a pate mi-dure. Les propriétés antiHéstées dynamiques de population et les
mécanismes de deux écosystemes naturels de morg&téogtudiés (chapitres 2 et 3) et
compares aux effets anti-listeria exera@situ par trois cultures protectrices productrices de
bactériocines a large spectre d’inhibition (chap#), au cours de l'affinage de fromages de

type Raclette a I'échelle pilote.

Dans la premiere partie expérimentale de ce travas activités anti-listeria et les
dynamiques de population de deux écosystemes cragptle morge (appelés F et M), isolés
de fromages a Raclette industriels, ont été etugesdant le processus d’affinage de
fromages artificiellement contaminés avesteria innocua a une concentration de 10-100 cfu
cm?(chapitre 2). L'étude a été effectuée par des mithalassiques de culture et par analyse
TTGE (Temporal Temperature Gradient Gel Electropbis), une méthode culture-

indépendante. Les deux consortiums ont montrésiigsgnt effet anti-listerien situ pendant
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une période d’affinage allant de 60 a 80 joursnhlgse TTGE a réveélé un développement
séquentiel similaire des neuf espéces communesdaux morges (F et M). En plus des
bactéries typiques des fromages emmorges, les dmbsortiums contenaient des bactéries
lactiques d’origine marine qui se sont développéésians l'affinage (apres 14 jours), peu
apres la croissance des staphylocoques (7 jousshlis, le genré&acklamia a été deétecté

pour la premiere fois en milieu fromage.

Dans la deuxieme partie de ce travail, nous avesi®in situ les propriétés anti-listeria de
vingt-neuf souches de bactéries isolées de I'étesyes de morge F (chapitre 3). Une flore
contrle, comprenant 6 especes typiques des franagenorgés ne présentant aucune
activité anti-listeria, a été inoculée a la surfalge fromages tests et contréles contaminés
artificiellement aved.isteria innocua & une concentration de 50 cfu &m_’application sur

les fromages tests de différentes combinaisons, d® &t 20 souches en supplément de la
flore contrble a conduit a une réduction de lagsance deisteria apres 15 jours d’affinage
allant de 1 a 4 log. L’inhibition la plus importana été observée sur le fromage traité avec 3
especes facultatives anaérobies halophiles etigidas (FAHA), soit les deux bactéries
lactigues d’origine marine Alkalibacterium kapii ALK 6 et Marinilactibacillus
psychrotolerans ALK 9, ainsi queFacklamia tabacinasalis ALK 1. L’'analyse TTGE a
confirmé la croissance des 3 especes qui sont degedominantes entre 11 et 22 jours
d’affinage. Ces données indiquent que la partigalei de I'inhibitionin situ exercée par le

consortium F pourrait étre liée au développemertedarois especes tot dans I'affinage.

Dans la troisieme partie expérimentale, nous avéwaue I'effet anti-listeria de bactéries

lactigues productrices de bactériocines, appliguéasmme cultures protectrices a trois
reprises pendant 'affinage sur les fromages emésrgoit un pré- et deux post-traitements
(chapitre 4). La soucheediococcus acidilactici UL5 productrice de pédiocine PA-1 a montré

la plus haute activité anti-listeria, suivie par dauchelactobacillus plantarum SM71
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productrice de plantaricine SM71. A linverse, laushe Lactococcus lactis UL719
productrice de nisine a favorisé la croissancelLderia (1 log), comparé au fromage
contrdle. Une inhibition totale a été obtenue aked. acidilactici UL5 et Lb. plantarum
SM71 apres une contamination précocd.beria apres 3 jours d’affinage, correspondant a
un pH bas de 5.5 a la surface, alors que seuleinimigition a court terme a été obtenue
lorsque la contamination a eu lieu apres 7 jouaffidage, correspondant a un pH plus élevé a
la surface de 6.8. Cette inhibition a court terrtegt &orrélée avec une faible stabilité des
cultures protectrices, démontrée par une forte rition des comptes microbiens ou des
activités de bactériocine au cours de I'affinaganblyse TTGE a révélé que des applications
répétées de cultures protectrices induisent unteippation de la flore naturelle, en retardant
le développement des espeééskapii, Agrococcus casei, Enterococcus sp. etPsychrobacter

sp. Etant donné que la flore naturelle contribue @opriétés organoleptiques et a la sécurité

du fromage, cet impact pourrait limiter I'applicatirépétée de bactériocines produgesitu.

La présente recherche a permis de poser des badesvdil solides pour le développement
d’agents conservateurs naturels a haut potenti@l lgocontrole de.isteria a la surface des

fromages emmorgées a pate mi-dure, que ce solifapatication d’écosystémes antagonistes
de la morge, ou par des cultures protectrices flteses applications devront néanmoins étre
optimisées de maniére a éviter les perturbationl dl®re naturelle, qui peuvent avoir des

impacts négatifs sur les propriétés organoleptigtiéss effets barriéres de la flore de surface.
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Listeria monocytogenes ist der Erreger der Listeriose, einer Infektiomsidheit, die meist mit
dem Verzehr von Lebensmitteln assoziiert wird. Valtem bei &lteren Menschen,
Schwangeren, Neugeborenen und immunkomprimiertemsbhen kann diese Krankheit ein
lebensbedrohliches Ausmass annehmen. Eine Kontaannaon geschmierten Kasen rhit
monocytogenes nach der Herstellung und somit wéahrend der Reifisigein haufiges
Problem, sogar in Produktionsstéatten mit hohen étygstandards. Eine Ursache dafur liegt in
den zahlreichen manuellen Behandlungen, die wahdmrdKasereifung stattfinden. Der
mikrobielle Rasen, der sich auf der Oberflache geschmierten Kéasen entwickelt, bildet
eine fur das Wachstum vdn monocytogenes optimale UmgebungDie Biokonservierung ist
eine Erfolg versprechende, natiirliche Methode @rehsmittelkonservierung. Sie basiert auf
der Anwendung von antimikrobiell wirkenden Mikroargsmen, die gleichzeitig auch eine
Barrierewirkung darstellen kénnen, oder deren aktwbiellen Stoffwechselprodukte in
gereinigter Form.Die Zielsetzung dieser Doktorarbeit war es, neuet&gien fur eine
Biokonservierung von Oberflachen von geschmiertalbkirtkasen zu entwickeln, um damit
das Wachstum von Listerien kontrollieren zu konnentilisterielle Eigenschaften,
Populationsdynamiken und die Mechanismen von zwsiirtichen Schmiere Okosystemen
wurden dazu untersucht (Kapitel 2 und 3) und mitiliateriellen Effekten von drei
Bakteriozin bildenden Schutzkulturen situ wahrend der Kasereifung von Raclette Kasen

verglichen (Kapitel 4).

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden antilisteried&tivitdten und die Populationsdynamiken
von zwei komplexen Schmiere Okosystemen (F und Naget) wahrend der Reifung von
Raclette Kase untersucht. Die beiden Schmieren nwa@rgangig von kommerziellen
Raclette Kasen isoliert worden. Wahrend der Reifamgden die Kase kinstlich mit 10-100

KBE cm? kontaminiert. Die Entwicklung der Mikroorganismenfaler Oberflache wurde
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sowohl mittels klassischer Kultivierungsmethodes alich mit einer vom Zellwachstum
unabhangigen Methode, der Gelelektrophorese mitlicc&im Temperaturgradienten
(,Temporal Temperature Gradient Gel Electrophofedi$GE), verfolgt (Kapitel 2). Beide
Konsortien hatten wahrend der gesamten ReifungB@bis 80 Tagen starke antilisterielle
Eigenschafterin situ auf der Kaseoberflache. Die TTGE zeigte eine ahalisequentielle
Entwicklung von 9 Spezies, die in beiden Schmidfennd M) vorkamen. Neben typischen
Késeoberflachenbakterien entwickelten sich in beidénsortien im Fruhstadium der
Reifung (14. Tag), kurz nach dem Wachstum der $tagbkken (7. Tag), auch Meeres-
Milchs&urebakterien. Zusatzlich konnte zum ersteal Mas Genudacklamia auf Kase

nachgewiesen werden.

In der Folge testeten wir in einem zweiten Teisitu die antilisteriellen Eigenschaften von 29
Bakterien, die wir aus dem Schmiere Okosystem Hieisohatten (Kapitel 3). Eine
Kontrollflora bestehend aus 6 typischen Schmierezi&gs ohne antilisterielle Aktivitat wurde
dabei auf die Oberflachen eines Kontroll- sowiesehiedener Testkdse appliziert. Die
Kontroll- und Testkdse wurden zusatzlich kunstliofit 50 KBE cn¥ L. innocua
kontaminiert. Die Verwendung von verschiedenen Kio@aitonen von 3, 12 oder 20 Isolaten
zusatzlich zur der Kontrollflora fihrte auf den #&@sen nach einer 15-tagigen Reifung zu
einer Listerien-Reduktion um 1 bis 4 Log. Die s&fiegk Hemmung konnte auf Testkasen
beobachtet werden, die mit 3 fakultativ anaerobdedpphilen und alkaliphilen (FAHA)
Spezies behandelt worden waren. Dies waren, diei Meeres-Milchsédurebakterien
Alkalibacterium kapii ALK 6 und Marinilactibacillus psychrotolerans ALK 9, sowie
Facklamia tabacinasalis ALK 1. Mit Hilfe von TTGE konnte schliesslich wémd des 11.
und 22. Reifungstages das Wachstum dieser dreii€pées hin zu einem dominanten

Bereich gezeigt werden. Es kann daher vermutet ewerddass die anfangliche
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Listerienhemmung die durch das KonsortiuminFsitu beobachtet worden war, mit der

Entwicklung dieser Spezies wahrend der friihen Rgitusammenhangt.

Im dritten Teil evaluierten wir schliesslich die wandung von Bakteriozin bildenden
Milchsaurebakterien in Form von Schutzkulturen gegéisterien-Wachstum auf
geschmierten Kasen (Kapitel #ediococcus acidilactici UL5, ein Pediocin PA-1-Produzent,
zeigtein situ die starkste antilisterielle Aktivitat, gefolgt varactobacillus plantarum SM71,
dem Produzenten von Plantaricin SM71. Im Gegergatrn forderte der Nisin Z-Produzent
Lactococcus lactis UL719 das Listerienwachstum, was zu einer um 1-&dghhten Zellzahl
auf dem Testkase im Vergleich zum Kontrollkése tlhEine komplette Hemmung wurde
dann erreicht, wenrPed. acidilactici UL5 und Lb. plantarum SM71 nach einer frihen
Listerien-Kontamination am 3. Tag appliziert wurdefu diesem Zeitpunkt hatte die
Kaseoberflache einen relativ tiefen pH Wert von &fe nur kurzfristige Hemmung wurde
erzielt, wenn die Listerien Kontamination am 7. Tagpttfand. Der pH-Wert der
Kaseoberflache war dann mit 6.8 héher. Diese kistije Hemmung korrelierte mit einer
schwachen Stabilitat der Keimzahlen der Schutzkettwnd auch der Bakteriozin-Aktivitét.
Eine wiederholte Applikation von Schutzkulturen inflesste die natirliche Oberflachenflora
und fuahrte zu einer Verzdogerung der Entwicklung vAh kapii, Agrococcus case,
Enterococcus sp. undPsychrobacter sp., was mittels TTGE gezeigt werden konnte. Da die
naturliche Oberflachenflora massgeblich zu denrmigptischen Eigenschaften und auch zur
Sicherheit von Kase beitragt, konnte dieser negdiwnfluss die repetitive Applikation von

Schutzkulturen einschranken.

Unsere Forschung bietet eine breite Basis fur diewiEklung von &ausserst potentiellen
biologischen Konservierungsmitteln zur Kontrollenvaisterien auf der Oberflache von
geschmierten Halbhartkdsen. Dies kann einerseitshddie Applikation von nattrlichen

antagonistischen Schmiere Okosystemen oder mié Kidh Schutzkulturen erreicht werden.
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Jede Anwendung sollte dabei sehr genau evaluiademe um jegliche Veranderungen der
natirlichen Flora und daraus resultierende negafudlisse auf die organoleptischen

Eigenschaften und auf die Barrierewirkung ausssbéa zu konnen.
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