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PRELEVEMENTS MICROBIOLOGIQUES DES PLANCHES
D’AFFINAGE EN BOIS

1) OBJECTIF DE LA METHODE :

Une surface recouverte d’'un diluant visqueux semi-solide est frottée a l'aide d'une brosse a dent. Ce
procédé permet de décrocher par une action mécanique, les bactéries fixées sur la surface des planches
et de les récupérer avec une solution de captage. Une récupération des bactéries, complémentaire au
brossage est réalisée au moyen de carrés de chiffonnettes.

2) LE PRINCIPE :

Une surface recouverte d’un diluant visqueux semi-solide est frottée a l'aide d'une brosse a dent (type
standard a poil dur et manche droit). Ce procédé permet de décrocher par une action mécanique, les
bactéries fixées sur la surface des planches et de les récupérer avec une solution de captage. Une
récupération des bactéries, complémentaire au brossage est réalisée au moyen de carrés de
chiffonnettes.

3) INTRODUCTION

L'état de surface particulier du bois rend difficile la récupération des microorganismes, ce qui explique en
partie 'origine des résultats contradictoires dans les diverses études scientifiques publiées.
Il existe des méthodes de prélévements destructives et non destructives.

Les méthodes non destructives couplant prélevement et dénombrement microbien (telles que boite
contact, pétrifilm, ...) ne sont pas évoquées dans cette fiche car elles sous-estiment le niveau de
population microbienne puisqu'elles ne décrochent qu'une partie des microorganismes.

Comparée a la méthode par ultrasons mettant en jeu une sonotrode, la méthode non destructive par
brossage décrite dans cette fiche parait suffisamment efficace pour décrocher le biofilm microbien et
permettre ainsi d'évaluer I'écosysteme microbien.

Elle est cependant moins robuste car moins reproductible : la pression et la vitesse de brossage faisant
varier le taux de récupération de la microflore (effet opérateur).
Cependant, c'est une méthode de contrdle, simple, peu onéreuse et facile a mettre en ceuvre.
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PROTOCOLE DE PRELEVEMENT MICROBIEN PAR BROSSAGE DE LA SURFACE DES PLANCHES
Des rectangles de film plastifié

autocollant prédécoupés

1/ MATERIEL DE BASE :

Porte tube
Alcool a 70°
Petits sacs
stomacher
Une boite
de Pétri
Une pince
4y carrés de Brosses a dents
chiffonettes Bioseptyl-medium
Super Twill
bleues

Tube de 30 ml avec bouchon avis et des
petites bouteilles de contenance 50 ml

2/ PREPARATION AU LABORATOIRE :

a)

b)

DESINFECTION DES BROSSES A DENT : tremper les brosses a dents (type standard a poil dur et manche
droit) dans une solution bactéricide de type IDOS DN (Eurochimic) a 0,5 % pendant 5 min puis les
rincer et les sécher a l'étuve. Les autoclaver ensuite a 110°C pendant 15 min, emballées
individuellement dans du papier aluminium. En fromagerie, utiliser un lave-vaisselle ou un trempage
avec un produit désinfectant ménager (javel), et/ou ou un bain d’eau chaude pour ébouillanter les
brosses a dent.

STERILISATION DES CHIFFONNETTES (SI ACHETEES NON STERILES) : autoclaver des carrés de chiffonnettes
d’environ 3cm x 3 cm, a 121°C pendant 15 min, a raison d’'une dizaine de chiffonnettes enveloppées
dans du papier d’aluminium.

PREPARATION DU MATERIEL :

- un tube de 15 ml de Ringer (Biokar), additionné de Tween 80 (MERCK- surfactant permettant de
faciliter le décollement des micro-organismes) a 2 g/l et d’agar (gélose) a 3 g/l.

- petites bouteilles avec 30 ml de Ringer.

- une boite de Pétri contenant du Ringer.

3/ PROTOCOLE SUR SITE :

a)

b)

d)

SUR LA PLANCHE, DELIMITER UNE ZONE de 25 cm? (4 x 6,25 cm) ou de 10 cm? (4 x 2,5 cm), vers les
surfaces de marquage des fromages (zone de contact) en évitant les éventuelles hétérogénéités de
surface (nceud, fente), avec les rectangles de film plastifié propres et stériles (nettoyés au préalable a
l'alcool a 70° et placés dans un sachet stérile).

DESINFECTION DU FILM PLASTIFIE en frottant les zones plastifiées a I'aide d’'un

écouvillon trempé dans de I'alcool a 70 \
SUR LA ZONE DELIMITEE, déposer 1 ml de Ringer contenant le Tween 80 et
'agar.

BROSSER IMMEDIATEMENT la surface avant que le Ringer ne pénétre dans le
bois, avec une brosse a dent : effectuer 10 passages horizontaux et 10
passages verticaux sur la totalité de la surface a examiner en évitant de faire
des projections.
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€) RECUPERATION DES BACTERIES :

- Verser dans un sac Stomacher®, le contenu d’une petite bouteille soit 30 ml de Ringer, sans
Tween 80, ni agar.

- Placer la brosse a dent dans le sac et rincer les poils de la brosse a dent dans le Ringer, en les
frottant avec les doigts a travers le sac Stomacher®, durant un temps permettant de visualiser
I'absence de Ringer entre les poils (environ 1 minute)

- Sortir la brosse a dent du sac.

- Tamponner la zone délimitée a I'aide de 3 carrés de chiffonnettes stériles et seches, tenus avec
une pince (flambée au préalable a I'alcool a 70°) et les mettre dans le sac Stomacher®.

- Tamponner une derniere fois la surface avec un quatrieme carré de chiffonnette stérile et
humidifiée a I'aide du Ringer contenu dans la boite de Pétri et le placer également dans le sac
Stomacher®.

4/ PROTOCOLE DE TRAITEMENT DES PRELEVEMENTS EN LABORATOIRE :

MALAXER LE SAC AU STOMACHER® pendant 2 min a force maximum afin d’obtenir une suspension
homogene.

Indépendamment de la méthode de préléevement, d'autres éléments sont a prendre en compte pour le
contréle :
¢ stade de prélévement :
- avant nettoyage, le contrble permettra d'estimer la charge microbienne
- aprés nettoyage, il s'agira d'un contrble d'efficacité de celui-ci

+ fréquence de prélévement :
- aajuster en fonction du risque (type de fromages, pratiques, ...)

¢ zone de prélévement :
- araisonner en fonction du risque (cf. commentaires des auteurs)

Commentaires des auteurs :

Comparaison avec d’autres méthodes possibles

- La méthode par chiffonnette donne des résultats équivalents mais elle est plus délicate a
mettre en ceuvre sur le bois, du fait du risque de déchirure sur la surface rugueuse.

- Une méthode par rabotage (semi-destructive) peut aussi étre mise en ceuvre pour s'assurer
d'une absence de contamination (pathogénes par ex). Dans ce cas, il faudra raboter au
minimum les 2 premiers millimétres sur une surface de 1500 cm?

Choix des zones a brosser

Le nombre de zone a brosser dépendra de I’objectif fixé :

- Dans le cas d’un contrdle de routine il faudra privilégier des planches témoins réparties dans la
cave (une planche a mi-hauteur et si possible une tous les 10 meétres de longueur de cave).

- Dans le cas d’un contréle de niveau de contamination ou d’efficacité de désinfection aprés une
contamination, il faudra augmenter le nombre de surfaces et le nombre de planches.

Les zones les plus a risques sont les surfaces en contact avec les fromages donc les zones
d’empreinte des fromages.

Les planches proches du sol constituent aussi un mode de prélevement possible pour estimer le
risque d’éclaboussures contaminantes.
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RMT filieres fromageres valorisant leur terroir

EJ l Appelé “Réseau fromages de terroirs”, il a pour vocation de

Liberé » Egolté + Froternié répondre aux sollicitations de filieres organisées valorisant les
REPUBLIQUE FRANCAISE . .

MINISTERE ressources de leurs terroirs (AOP, IGP, fermiers..). Ce RMT

DE L'AGRICULTURE regroupe une dizaine de partenaires professionnels, technique, de

RIS la recherche et de la formation.
avec la contribution financiere du

compte daffectation spéciale Ces actions concernent les caractéristiques des fromages, la
"Développement agricole et rural ! durabilité des filiéres, la diversité sensorielle et le marché.
Des ouvrages et fiches de synthése, des outils ou encore des
Contacts : journées de formation/information seront proposées aux filiéres
lforrav@cniel.com valorisant leurs terroirs.
ahauwuy@suacigis.com Le RMT est co animé par le CNAOL et le Suaci Alpes du Nord.
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