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Entre 1999 et 2003, la production de jambon cuit a augmenté
de 4 %. Face a cette évolution croissante et constante de la
consommation de jambon cuit en France, les industriels ont
souhaité maitriser la qualité de ces produits et s’affranchir de
tous risques d’apparition de défauts susceptibles d’entrainer
des pertes économiques ou de confiance des consommateurs.
C’est pourquoi un code des usages, daté d’avant 99 définissant
les bonnes pratiques de fabrication des produits de charcuterie
a été rédigé en concertation avec un large panel de fabricants
industriels et d’artisans. Ce code des usages permet ainsi d’as-
surer la protection du consommateur. Un cadre réglementaire
strict fixe les régles d’hygiéne pour les fabricants et pour les
distributeurs.

Cependant, malgré cette réglementation rigoureuse, des altéra-

tions sur le produit peuvent apparaitre de fagon sporadique. En

effet, certains industriels constatent :

- la présence de mauvaises odeurs dans la masse du produit,

- ’apparition de mucus filamenteux sur le produit,

- un gonflement des barquettes sous atmosphére modifié¢e
pour le jambon cuit prétranché.

Ces observations associées a des analyses bactériologiques sur
les produits a défauts ont permis de conclure a une origine
microbienne du phénoméne.

L’objectif de cette étude, en partenariat avec sept entreprises, a
¢été d’identifier les germes responsables des défauts rencontrés
par les industriels et de déterminer s’il existe une diversité des
espéces microbiennes mises en cause dans ces altérations.
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LES PRELEVEMENTS ONT ETE
ORGANISES SELON DEUX
PERIODES

Au printemps:
de mai a juillet 2003.
En automne:
de septembre a novembre 2003.

Chaque entreprise a expédié¢ cing
sachets de jambon cuit supérieur tranché
dés leur fabrication et sous conditions
réfrigérées.

Des réception des produits et jusqu’a
leur DLC, les échantillons ont été
stockés a 8 °C, température correspon-
dant a un réfrigérateur ménager ou a une
chaine du froid mal maitrisée. Ceci dans
le but de faire apparaitre les défauts et
d’analyser les germes développés.

Dans le cadre de cette étude, seule la
flore lactique hétérofermentaire est
recherchée rassemblant les
Lactobacillus hétérofermentaires et les
Leuconostoc.

LES ANALYSES
BACTERIOLOGIQUES

Les échantillons et la suspension mere
ont été préparés selon la norme Afnor
NFV08-0102. Vingt-cinq grammes de
chaque échantillon ont ét¢ prélevés de
fagon stérile et dilués au dixiéme dans
de I’eau peptonnée tamponnée puis
homogénéisés a 1’aide d’un broyeur a
palettes stomacher pendant 1 min a
température ambiante.

La suspension meére ainsi obtenue a
servi pour la réalisation d’une gamme
de dilutions sérielles.

L’ensemencement sur boite de Pétri est
ensuite effectué¢ selon les exigences
imposées par la norme Afnor V 08-030.
Les ensemencements sont réalisés sur
une gélose Man, Rogosa et Sharpe en
utilisant les dilutions décimales obte-
nues a partir de la suspension mere. Les
boites de Pétri sont incubées a 30 °C
pendant 48 4 72 h.

Apres isolement des colonies d’aspects
morphologiques différents (taille, cou-
leur, surface, profondeur...), les tests
d’hétérofermentation sont lancés sur
cinq colonies pour distinguer les bacté-
ries lactiques homofermentaires des
bactéries lactiques hétérofermentaires.
Par définition, I’hétérofermentation est
la capacité des bactéries lactiques a pro-
duire des molécules différentes du lacta-
te telles que le CO2, Pacétate, 1’étha-
nol... a partir du sucre.

Ces tests consistent a repiquer une colo-
nie donnée dans un tube de bouillon
MRS contenant au préalable une cloche
de Durham. Aprés ensemencement de
la colonie, le bouillon est recouvert de

paraffine et I’ensemble est mis a incuber
a 30 °C. Les tubes sont observés pen-
dant 3 a 5 jours en fonction de 1’aspect
du milieu (trouble), le décollement de la
paraffine, et le dégagement gazeux dans
la cloche.

Les souches qui ont donné un résultat
positif a ces observations ont été rete-
nues.

Elles ont été repiquées sur milieu MRS
afin de s’assurer de la pureté des cul-
tures pour ensuite constituer une échan-
tillotheque. La conservation de ces
souches se fait sur cryobilles qui sont
conservées a — 20 °C avant leur analyse
moléculaire.

Chaque souche, conservée a—20 °C, est
décongelée, repiquée sur milieu MRS,
puis mise en culture sur milieu MRS
liquide. Les extractions d’ADN sont
réalisées sur colonne de silice. Les
extraits d’ADN ainsi purifiés permet-
tront d’effectuer:

- le typage moléculaire par REP-PCR
(Polymerase Chain Reaction) en pré-
sence d’amorces consensuelles,
homologues d’éléments répétés des
génomes. Les empreintes ont été com-
parées par analyse bio-informatique.
Ainsi, 267 empreintes ont €€ obte-
nues et comparées en utilisant I’algo-
rithme UPGMA (Unweighted Pair
Group Method wusing Arithmetic
Averages), associ¢ au coefficient de
Pearson. Ces isolats a identifier ont été
sélectionnés selon un seuil de 80 %
d’homologie entre les empreintes;

les identifications par séquengage du
gene codant pour I’ARN ribosomique
16S (ADNr) avec une comparaison
des séquences obtenues aux banques
de données internationales. Au total,
189 identifications ont été réalisées.

L’APPARITION DES DEFAUTS
SUIT UNE CERTAINE
CHRONOLOGIE

Les conditions de stockage définies

précédemment sont synonymes de

conditions accélérées de vieillissement.

Ce mode de stockage a permis d’obser-

ver différentes altérations avec une cer-

taine chronologie entre la date de fabri-

cation et la DLC du produit, ¢’est-a-dire

jusqu’a 35 jours de stockage, les défauts

suivants ont été observeés:

- J5aJ7: apparition d’exsudation,

- J8 a J12: apparition sur le produit de
reflets roses, verts ou nacrés,

- J12: début du gonflement des sachets,

- J13: apparition d’un jus clair,

- J14 a J25: apparition de taches
blanches en surface du produit,

- J26 a J35: accroissement du gonfle-
ment des sachets, de I’exsudation et le
jus clair devient laiteux.

Ces défauts recensés dans cette étude
présentent des similitudes avec les acci-
dents de fabrication et/ou les produits
altérés couramment regus dans les labo-
ratoires d’analyses.
Bien que les conditionnements sous-
vide ou sous atmosphére modifiée
soient communément utilisés pour per-
mettre aux produits frais a base de vian-
de une meilleure durée de vie (5), ils
permettent le développement de micro-
organismes qui peuvent étre a ’origine
de défauts.

ISOLEMENT DES BACTERIES
RESPONSABLES DES
DEFAUTS: UNE DIVERSITE
CONFIRMEE

Les travaux de Borch et al. (1) recensent
les bactéries capables de se développer
et d’entrainer une altération des viandes
ou des produits a base de viande (de
beeuf ou de porc) cuite ou crue quelque
soit le mode de conditionnement utilisé
(sous-vide, sous atmosphére modi-
fice...).

Le nombre et la nature des especes lac-
tiques isolées des produits a défauts sont
variables. La contamination indésirable
peut étre lie a une seule espéce bacté-
rienne mais dans la plupart des cas, un
mélange de Lactobacillus spp et de
Leuconostoc spp est retrouvé. Cette
diversité des bactéries, isolées des pro-
duits altérés, a été confirmée par plu-
sieurs travaux (2, 3 et 4).

Dans cette étude, dés 1’apparition des
défauts, la flore lactique a été dénom-
brée sur milieu sélectif. Au total, 250
analyses ont été effectuées pour la pre-
miére période de prélévements et 161
pour la seconde période. Les dénombre-
ments respectifs obtenus sont présentés
dans les figures ci-apres.

Les analyses effectuées apres les deux
campagnes de prélévements, printemps
et automne, montrent une contamina-
tion homogeéne en flore lactique pour
chaque entreprise. Le facteur saison ne
semble pas jouer un role sur le nombre
total de cette flore, car a la DLC des pro-
duits et quelle que soit la période de
prélévement, la concentration en flore
lactique varie entre 107 et 10® germes par
gramme de jambon stockés a +8 °C
(figure 1).

Aprés le dénombrement, 1’isolement
des colonies caractéristiques de
Lactobacillus sur milieu MRS ainsi que
les tests d’hétérofermentation ont été
réalisés. Les résultats obtenus sont illus-
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trés dans la figure 2. Ils montrent une
hétérogénéité des pourcentages de
Lactobacillus hétérofermentaires obte-
nus pour chaque entreprise et en fonc-
tion des saisons.

La figure 3 confirme cette observation
ou deux groupes d’entreprises se démar-
quent en fonction des deux périodes de
campagne de prélévements. Le premier
groupe recense les entreprises A, E et F
ol on observe une augmentation des
pourcentages des Lactobacillus hétéro-
fermentaires en automne. Le second
groupe rassemble les entreprises B, C et
D ou contrairement au premier groupe,
les pourcentages diminuent en automne.

Quant a entreprise G, qui forme un
groupe a part, seuls cinq sachets de jam-
bons cuits ont été envoyés lors de la pre-
miere campagne de mesures. Les résul-
tats obtenus n’ont pu étre exploités et
sont donnés a titre indicatif.

Cette phase de dénombrement et d’iso-
lement a permis de confirmer que c’est
la flore lactique hétérofermentaire qui se
trouve étre majoritaire dans ce type de
produit, si les conditions de stockage et
de conservation ne sont pas respectées.
Cette étape d’isolement a donc permis
de définir deux groupes d’entreprises.
Compte tenu du caractere saisonnier des
dénombrements, ces groupes laissent
supposer 1’existence d’au moins deux
ou plusieurs espéces d’altérations.

Cette diversité sera confirmée par les
analyses moléculaires effectuées dans la
seconde partie de I’étude.

IDENTIFICATION DES ESPECES
INCRIMINEES: LE GENRE
LEUCONOSTOC PREDOMINE

Le tableau 1 résume la proportion de
souches identifiées toutes entreprises et
toutes saisons confondues. Il montre
que 70 % des souches isolées appartien-
nent au genre Leuconostoc. Les
Lactobacillus représentent moins de
10 % des souches identifiées et les
18,9 % s’apparentent a d’autres espéces
non identifiées par la méthode molécu-
laire employée. Des résultats similaires
ont été observés par d’autres auteurs (5
et 6). Parmi les Leuconostoc majoritai-
rement isolés, deux espéces ont été iden-
tifiées comme étant les espéces d’altéra-
tion majoritaires dans les jambons ana-
lysés. 1l s’agit de Leuconostoc carno-
sum (49 %) et de Leuconostoc mesente-
roides (18 %).

Cette étude montre que le genre/espéce
de bactéries lactiques responsables des
altérations dépend de la composition du
produit et de 1’entreprise (7). Les résul-

Figure 1: LE FACTEUR SAISON A PEU D'INFLUENCE SUR LA
FLORE LACTIQUE

O FPrirtemps
q - O Autamne
g :
7 4
251
=) [
ERe
2 5
2 4
1 4
0 T T T T T T "
2, B C o E F e
Entreprises
Dénombrement de la flore lactique
sur milieu MRS (log ufc/g) par entreprises
Figures 2 ET 3: DEUX GROUPES D'ENTREPRISES SE
DEMARQUENT EN FONCTION DE DEUX PERIODES DE
PRELEVEMENTS
70 - O Prirtemps
O Avtomne
60 4 . |
a0 4
40 -
EE
30 4
20+
10 H
0 T T T T T T ]
A B C o E F G
Entreprises
Pourcentage des lactobacilles hétérofermentaires isolés
T
G0 -

% / - A
50 " e B
40 ey - 2

- -+ D
30 1 L E
0 | 0/ Ly ol
G
10 -
0

Printemps Automne

Contamination des jambons cuits par les Lactobacillus hétérofermentaires
dans les différentes entreprises en fonction des saisons

Viandes Prod. Carnés Vol 24 (3)



Tableau 1: 70% DES SOUCHES ISOLEES APPARTIENNENT AU GENRE LEUCONOSTOC

g
Entreprises Saisons 3
S
£
E
3
A Printemps 6
Automne 22
B Printemps 25
Automne 19
C Printemps 4
Automne
D Printemps 25
Automne 8
E Printemps
Automne 3
F Printemps 2
Automne 1
G Printemps
Automne
Total 115
% 49,35

% (par espéces identifiées)

Leuconostoc Lactobacillus
g S :
R £ § 3 g B
= =
E 3 g 3 g $
R
g 3 S . S g
3 = 3
4 1
1 2
23 2 1 6
3 1
1
1
4 6
1 1 2 1
2 4
4
1 1
41 7 2 20 2 1
17,59 3 0,85 8,60 0,85 0,43
70,80 9,87

Hafnia ; Souches Souches | Total
alvei ' identifiées non
identifiées
1 0 11
25 0 25
57 4 61
23 5 28
5 0 5
1 2 3
35 1 36
8 1 9
5 1 6
1 10 7 17
6 6 12
1 15 16
2 2 4
0 0 0
1 189 44 233
0,43 81,1 18,9 100
0,43 18,9 100

Récapitulatif des identifications moléculaires (en nombre d'identification)
pour chaque entreprise et en fonction des saisons

tats montrent une diversité inter-spéci-
fique restreinte dont de nombreux iso-
lats présentent des profils REP-PCR
différents et appartenant a 1’espéce
Leuconostoc carnosum (tableau 1).
Une étude de Cai et al. (6) s’est orientée
sur 1’origine bactérienne des altérations
des jambons cuits ou les différents
micro-organismes isolés s’apparentaient
a des bactéries hétérofermentaires,
capables de se développer a de basses
températures. De plus, I’analyse des
séquences de I’ADNr 16S a montré que
ces organismes sont principalement
représentés par Leuconostoc carnosum,
base de ’arbre phylogénique. Dans
cette méme étude, les hybridations
ADN-ADN obtenues attestent que tous
les groupes de Leuconostoc issus du
jambon présentent 88,8 % d’homologie
de ’ADN, démontrant ainsi que ces
groupes composent une seule espéce
assignée a Leuconostoc gelidium, iden-
tifiée en tant qu’espéce dominante
d’altération des produits.

Au cours de notre programme,
Leuconostoc carnosum (49 %) a été
identifi¢ comme étant 1’organisme
majeur de l’altération des jambons.
Leuconostoc mesenteroides est égale-
ment impliqué dans les altérations des
jambons, a 18 % (tableau 1). Ces résul-

tats vont dans le méme sens que ceux
obtenus par Cai et al. et aussi par
d’autres études. Ainsi dans une étude
réalisée par Bjorkroth et al. (5), ou
Leuconostoc carnosum a également été
identifi¢ comme étant le germe respon-
sable des altérations des jambons cuits,
conditionnés, ici, sous vide.

Ces mémes auteurs se sont intéressés
comme nous a la contamination des
entreprises et ont pu constater que
Leuconostoc carnosum de type A est la
bactérie dominante de la microflore des
matieres premicres de porc.

Par ailleurs, les Leuconostoc spp sont
des micro-organismes d’altération spé-
cifiques des produits transformés a base
de viande (beeuf, porc, volaille) ou de
poissons. Les études précédemment
citées ainsi que les résultats obtenus au
cours de ce programme ont conclu a une
contamination du jambon cuit, donc du
porc, par Leuconostoc carnosum et
Leuconostoc gelidium taxonomique-
ment trés proches.

UNE DIVERSITE DES ESPECES

Les figures 4a et 4b illustrent la propor-
tion (%) des espéces dominantes identi-
fiées pour chaque entreprise et en fonc-
tion des saisons.

Les deux figures 4a et 4b montrent que
I’espece Leuconostoc carnosum est
majoritaire au printemps et a [’automne.
Quant a Leuconostoc mesenteroides,
elle est présente au printemps mais pas
pour toutes les entreprises. Cette derni¢-
re est minoritaire en automne.

Le typage moléculaire a permis de
mettre en évidence une conservation des
séquences « répétées » au sein d’une
méme espece avec cependant des varia-
tions infra-spécifiques.

Ainsi la comparaison des séquences
obtenues aux banques de données inter-
nationales a montré une diversité inter-
spécifique restreinte ou les isolats appar-
tiennent pour 49 % a D’espece
Leuconostoc carnosum et pour 18 % a
I’espece Leuconostoc mesenteroides.
Ces deux especes Leuconostoc carno-
sum et Leuconostoc mesenteroides sont
majoritairement représentées, mais
différemment selon les saisons. En effet,
pour les entreprises A, B, C, D et F,
Leuconostoc carnosum est majoritaire
au printemps, mais se retrouve majori-
taire & ’automne uniquement pour les
entreprises A, B et D. De méme, pour
Leuconostoc mesenteroides, on la
retrouve au printemps pour les entre-
prises B, D, E et F; mais apparait uni-
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quement en automne dans les entre-
prises B et E. (figures 4 a et b).

Les figures 4a et 4b montrent qu’il exis-
te une diversité entre les entreprises plus
marquée au printemps par rapport a
l’automne ou Leuconostoc carnosum
reste majoritaire.

CONCLUSION

Le principal objectif de cette étude a
été d’identifier les bactéries respon-
sables des défauts observés sur les
jambons cuits en les plagant dans des
conditions favorables au développe-
ment bactérien (stockage régulé a
+8 °C). Cette étude nous a permis de
confirmer le role des bactéries lac-
tiques hétérofermentaires dans 1’alté-
ration du produit et surtout d’identi-
fier les especes majoritaires. Ce tra-
vail a en effet permis de mettre en
évidence que les Leuconostoc sont
impliquées dans 1’altération des jam-
bons cuits, plus particuliérement les
espéces Leuconostoc carnosum et
Leuconostoc mesenteroides.

Grace a ces identifications, il semble-
rait intéressant de compléter les résul-
tats obtenus. En effet, afin de s’assu-
rer et de garantir la responsabilité des
Leuconostoc et, notamment des deux
especes Leuconostoc carnosum et
Leuconostoc mesenteroides, il serait
intéressant de compléter cette étude
en reproduisant les défauts par ense-
mencement de deux souches isolées,
sur des cubes de jambon cuit stériles
soumis a un stockage sous vide a
+8 °C.

L’origine de la contamination pourrait
étre recherchée en effectuant des préle-
vements sur les produits aux diffé-
rentes étapes du process, des préléve-
ments de surface sur les matériels et
les opérateurs, également des préléve-
ments d’intrants, c’est-a-dire 1’eau,
I’air, la saumure, les additifs... Ainsi
les données obtenues permettraient de
connaitre plusieurs éléments concer-
nant ces deux germes d’altération étu-
diés soit:

- ’origine de la contamination (matie-
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En effet, face aux accidents technolo-
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- soit la ou les bactéries sont ther-
morésistantes et la contamination

peut avoir lieu avant cuisson,

- soit la ou les bactéries ne sont pas
thermorésistantes et la contamina-
tion se déroule au cours des étapes
de déballage/reconditionnement.
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