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Evolution de la flore microbienne
de surface du gruyére de Comté au cours de l'affinage

Christine ~ PITON
INRA, Station expérimentale laitiere, BP 94, 39800 Poligny, France.

Résumé

La flore microbienne de la morge du Gruyére de Comté a été étudiée sur 6 lots de fro-
mages issus de 6 fromageries différentes. Les prélévements de morge ont été effectués par
grattage, a neuf stades de l'affinage des fromages; ils ont été soumis au dénombrement
de la flore « totale» sur milieu salé au lactate, de la flore bactérienne halotolérante sur
milieu Mannitol Salt Agar tamponné additionné d'amphotéricine B (20 mg/l), des levures
et de la flore capable de croitre sur milieu Nutrient Agar additionné d'amphotéricine B
(20 mg/I) et de cristal violet (2 mg/l).

Cinq cent soixante huit souches, orange et non pigmentées, ont été prélevées sur milieu
MSA a cinq stades de l'affinage des fromages; elles ont été soumises aux six tests sui-
vants : morphologie et mobilit¢ des cellules aprées 24 h et une semaine de culture, réaction
de Gram, résistance a la pénicilline G et a l'acide nalidixique, acidification ~du milieu MSA
et, pour les colonies orange, production d'une teinte rouge des colonies au contact d'une
solution de soude 5N. Une collection de 590 souches résistantes au cristal violet, représenta-
tive des neuf stades d'affinage, a été soumise aux six tests suivants:  morphologie et mobi-
lit¢ des cellules, test OfF, cytochrome-oxydase, résistance a la pénicilline et réaction de
Gram.

On a observé une implantation trés rapide de la flore microbienne a son niveau maxi-
mum, avec une succession levures/bactéries; généralement, ce niveau de plus de 1010
micro-organismes/cm'’ croite est atteint au bout de 8 a 15 jours. Peu de différences entre
fromageries ont été mises en évidence, sur le plan du niveau et/ou de la nature de la flore
microbienne  de surface. Quel que soit le groupe pigmentaire, la flore halotolérante  est
constituée de deux grands groupes de micro-organismes: bactéries corynéformes et Micro-
coccaceae. Hormis pour les souches jaunes, les bactéries corynéformes  forment la flore
dominante en fin d'affinage.

La flore résistante au cristal violet s'installe assez tardivement (vers le 30< jour aprés
la fabrication) et ne constitue toujours qu'un ¢élément mineur de la flore totale. Cette flore
est, en fin d'affinage, constituée essentiellement de bactéries identifiables & Moraxella.

Mots clés: Gruyére de Comté, Morge, Flore microbienne, Levures, Bactéries corynéfor-
mes, Evolution.

* Ce travail a recu le soutien financier de I'Agence Nationale de Valorisation de la Recherche
(Contrat ANVAR n° 3532 A 0690).
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Summary

Evolution of the dominant microbial flora
of the smear of Comté cheese during ripening

The microbial flora of the smear of Comté cheese has been studied in six plants at
one period of the year. The samples have been taken by scratching the .surface of the
wheels at nine different stages of ripening ; « total flora » on salted lactate medium, salt
tolerant bacteria on buffered Mannitol Salt Agar supplemented with Amphotericin B,
yeasts and crystal violet resistant bacteria have been enumerated.

568 colonies, orange and non pigmented, have been isolated from Mannitol Sait Agar
at five stages of ripening ; they have been characterized using six tests : cell morphology
and motility after one day and one week of growth, Gram reaction, resistance to penicillin
and nalidixic acid, acidification of Mannitol Sait Agar and for orange strains, colony
colour change to red in presence of SN NaOH. A collection of 590 crystal violet resistant
strains, representative for all stages of ripening has been submitted to the six following
tests: cell morphology and motility, O/F test, cytochrome-oxydase, resistance to penicillin
and Gram reaction.

A rapid growth of the microbial flora at the surface of the cheeses has been observed,
with a succession yeasts/bacteria. A maximum level of 1010micro-organisms/cm' was in
general reached after 8 or 15 days of ripening. Few differences between plants were noted
in nature and/or level of the microbial flora growing at the surface of the cheeses. Whate-
ver the pigment group, the salt tolerant flora was composed of coryneform bacteria and
Micrococcaceae. Except for the yellow strains, coryneform bacteria were dominating at the
end of ripening.

The crystal violet resistant flora was growing in a later period at the surface of cheese
after 30 days of ripening. At the end of ripening, this flora was essentially composed of
bacteria identified as Moraxella.

Key words: Gruyere of Comté cheese, Smear, Microbial flora, Yeasts, Coryneform bacte-
ria, Evolution.

Introduction

Au cours de l'affinage des fromages de Comté et de Beaufort, les soins prati-
qués en cave (salages et frottages répétés deux a trois fois par semaine) maintien-
nent humide la surface de ces fromages et conduisent a la formation d'un enduit
superficiel riche en micro-organismes, appelé « morge ». Cette morge est générale-
ment considérée comme responsable des caractéristiques organoleptiques particu-
lieres de ces fromages ; ces qualités sont en effet trés différentes de celles de
I'Emmental dont la surface est frottée « a sec» pendant l'affinage pour éviter
tout développement microbien (ACCOLA& al., 1978). Plusieurs rdles peuvent é&tre
attribués aux micro-organismes de la morge : production d'ammoniac et de com-
posés volatils (BLANGr al., 1983 ; DASENet al., résultats non publiés), secrétion
d'enzymes (MEYERet al., 1985), production d'aromes (DUMONd: al., 1981) ou de
mauvais gotts (DUMONEBr al., 1975), régulation de la diffusion des gaz entre
l'atmosphére et la pate (DASENet al., résultats non publiés), barriere contre
l'implantation de micro-organismes indésirables (LEWIS,1980). Il nous a donc
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paru intéressant de connaitre la nature et les propriétés technologiques  (propriétés
biochimiques,  production de gaz et d'ardbmes ..) et écologiques (conditions de
croissance) de cette flore.

Peu d'é¢tudes ont été consacrées jusqu'a présent a la nature de la flore micro-
bienne de surface des fromages a crolte emmorgée. Il semble tout d'abord que
la morge soit constituée d'une flore assez homogéne, d'un fromage a lautre et
d'une cave daffinage & une autre (ACCOLASef al, 1978). D'aprés ces auteurs,
cette flore est composée essentiellement de bactéries et de levures et s'établit a des
niveaux trés élevés dés le début de l'affinage (respectivement a plus de 10'' et 10°
micro-organismes/g de morge) ; la flore bactérienne capable de croitre sur des
milieux contenant 6,5 070de sel est composée principalement de corynébactéries
tandis que microcoques et bacilles a Gram négatif ne représentent qu'environ 5 %
de la flore. Alors que le nombre de levures décroit progressivement & partir de
trois semaines d'affinage, le niveau de la flore bactérienne se maintient a un
niveau élevé jusqu'en fin d'affinage (ACCOLASet al., 1978 ; BLANCet al, 1983).

On ne dispose donc que d'informations trés fragmentaires et peu précises sur
la flore microbienne de la morge du Comté. De plus, ACCOLASet al. (1978) ont
comparé, dans leur étude, le milieu Plate Count Agar et ce méme milieu addi-
tionné de 6,5 % de chlorure de sodium, sans observer de différences. Ils ont sans
doute perdu une partie de la flore présente; en effet, il a été montré (RICHARD
et al, 1983) que le miliecu PCA n'est pas satisfaisant pour une grande partie des
bactéries corynéformes et des Micrococcaceae des fromages. Par ailleurs, le mode
de prélévement des échantillons de morge ainsi que leurs conditions de préparation
ne sont pas indiqués dans les études citées précédemment. Or, on a déja montré
dans beaucoup d'autres domaines (COUSINS, 1963 ; FAVEROet al, 1968 ; RICHARD
et PITON, 1986 ; BOURLIOUXt BARC, 1978) que la technique utilisée pour le préle-
vement des flores de surface peut avoir des répercussions trés importantes — sur
I'estimation  du niveau de cette flore. De méme, on connait le réle du diluant
employé sur la viabilit¢ des cellules microbiennes (STRAKAet STOKES,1957). Cela
nous a incit¢é a entreprendre une étude de la flore microbienne de la morge des
fromages a pate pressée cuite. Pour un premier travail, nous nous sommes limités
a un inventaire de la flore microbienne dominante de la morge du Comté a divers
stades de l'affinage des fromages.

I. Matériel et méthodes

A. Origine et prélevement des échantillons

Six fromageries artisanales (A a F), réparties autour de Poligny et dans le
département du Doubs ont été sélectionnées. Elles livrent leurs fromages chez
deux affineurs différents: les fromageries A, B et C chez l'affineur 1 et les froma-
geries D, E et F chez l'affineur 2. Elles présentent des caractéristiques de préaffi-
nage variables: température (entre 11 et 14 OC), age des fromages lors des pre-
miers soins (24 ou 48 h).. Dans chaque coopérative, quatre fromages de la
fabrication du 15/09/1986 ont été choisis au hasard et identifiés a l'aide d'un tam-
pon. Ils ont fait l'objet de prélévements aux stades suivants: au démoulage, 24 h
aprés la fabrication puis a 2, 4, 8, 15, 30, 45, 60 et 90 j aprés la fabrication. Tous
les fromages ont été livrés chez l'affineur environ 30 j aprés la fabrication.
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Les prélevements ont été effectués dans six carrés de 5 cm de coté, délimités
a l'aide d'un gabarit en carton et répartis sur la face qui a subi, depuis plus de
24 h, les derniers soins apportés au fromage. Ce plan nous est apparu comme un
bon compromis entre la réalisation pratique et la précision des résultats des
dénombrements. Ces prélevements ont été effectués par grattage a l'aide d'une
spatule désinfectée a l'alcool; la morge recueillie sur les quatre fromages a été
réunie pour constituer un échantillon moyen par fromagerie. Nous avons choisi
ce mode de prélevement car il nous a permis de récolter, avec une reproductibilité
satisfaisante, environ 90 a 95 00 de la flore de surface du Comté.

A Tlarrivée au laboratoire, les échantillons ont été pesés dans un flacon conte-
nant du milieu Brain Heart Infusion (BHI, Institut Pasteur Production) et homo-
généisés pendant 30 s a l'aide d'une turbine (appareil Ultra Turrax, type TP 18/2)
tournant a 20 000 tours/mn. Le traitement avec une turbine est destiné a obtenir
une suspension homogéne et a assurer une dispersion maximale des amas micro-
biens (RICHARD]980). L'examen par microscopie en épifluorescence (PETTIPHER
et al., 1980; DASENet al, 1987) de prés de 3 000 amas colorés a l'acridine
orange nous a permis de vérifier qu'aprés passage a I'Ultra Turrax, environ 85 0l
de la flore de la morge se trouve sous forme de cellules isolées ou groupées par
deux.

Les suspensions ont ¢été conservées a 0 "C dans de la glace fondante, une heure
au plus, en attendant I'analyse microbiologique. Les dilutions suivantes ont été
réalisées dans de l'eau peptonée a 1 g/l.

B. Dénombrements microbiens
1. Milieux de culture
a - « Flore totaley

Apres l'essai de plusieurs milieux nutritifs, nous avons retenu celui qui permet
a la fois la culture du nombre maximum de cellules présentes et le développement
optimum de la taille et de la pigmentation des colonies. Par ailleurs, les résultats
des dénombrements avec ce milieu ne différent pas significativement de ceux obte-
nus par microscopie en épifluorescence ; ce milieu donne donc une bonne estima-
tion du nombre total de cellules microbiennes de la morge. Ce milieu original, dit
milieu au lactate, a la composition suivante (par litre) : tryptone (10 g), extrait
de levure (5 g), lactate de sodium (5 g), chlorure de sodium (30 g), gélose (15 g).
Nous I'avons additionné de 5 g/I de carbonate de calcium pour neutraliser une aci-
dification éventuelle. En effet, les bactéries donnant des colonies orange apparen-
tées a Brevibacterium linens sont, en présence de sel, trés sensibles a une diminu-
tion du pH en dessous de la neutralit¢ (MULDERet al., 1966; RICHARDBt ZADI,
1983).

b - Flore halotolérante

Nous avons utilis¢é le milieu hypersalé de Chapman ou Mannitol Salt Agar
(MSA, Difco) additionné de 20 mg/l d'amphotéricine B (Fungizone) pour empé-
cher la croissance des levures et des moisissures (RICHARIRt ZADI, 1983) et de
5 g/l de carbonate de calcium. Ce milieu a été retenu parce qu'il avait permis
d'obtenir une croissance satisfaisante de la flore a Gram positif (bactéries coryné-
formes et Micrococcaceae en particulier) de la surface des camemberts (LENOIR,
1963 ; RICHARI2t ZADI, 1983 ; RICHARD]984).
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¢ - Flore a Gram négatif et levures

La flore a Gram négatif a été dénombrée sur milieu Nutrient Agar (NA, Insti-
tut Pasteur Production) additionné de 2 mg/l de cristal violet et de 20 mg/l
d'amphotéricine B pour inhiber respectivement la croissance de la flore a Gram
positif et des levures. Il a été montré¢ (RICHARID? al, 1983) qu'a cette concentra-
tion, le cristal violet permet la croissance des principales espéces microbiennes a
Gram négatif du lait et des fromages.

Pour le dénombrement des levures, on a utilisé le milieu Yeast Extract Dex-
trose Chloramphénicol (Anon., 1980).

2. Ensemencement des milieux et comptage des colonies

Nous avons opté pour l'ensemencement en surface des boites de Petri car il
permet de bien mettre en évidence l'aspect et la pigmentation des colonies. En
outre, il facilite le prélévement de celles-ci sans risque de contamination par des
colonies voisines. Cet ensemencement est réalis¢ a l'aide de l'appareil Spiral
(GILCHRISE al., 1973). Cette méthode permet ainsi de réaliser, a l'aide d'une
seule boite de Petri de 140 mm de diamétre, un dénombrement sur des inoculums
contenant de 10° a 10° cellules/ml.

Pour la flore totale et la flore halotolérante, les boites ont été incubées en
aérobiose a 27 - 28 "C pendant 3 j puis a température ambiante pendant 2 a 3
semaines afin de permettre un développement maximum des colonies et de leur
pigmentation. On y effectue une numération des divers types de colonies se distin-
guant par l'aspect (pigmentation, opacité). Les principaux types se sont révélés les
mémes que ceux observés pour les autres fromages (RICHARIDt ZAD!, 1983). On
a pu différencier les types A (orange opaque), B (non pigmentées opaques), C
(jaunes opaques) et D (autres aspects, généralement non pigmentées translucides).

Pour la flore a Gram négatif, les boites de Petri ont été mises a incuber pen-
dant 48 heures a 30 "C ; pour les levures, elles ont subi une incubation de 3 jours
a 30 -C.

C. Caractérisation de la flore microbienne dominante

1. Flore halotolérante

Aux 8¢ 15¢ 45¢ 60c et 90c jour d'affinage des fromages, on a prélevé, sur
le milieu MSA tamponné, 16 a 24 colonies appartenant aux divers types morpho-
logiques et pigmentaires A, B, C et D. Ces colonies ont été purifiées a 2 reprises
selon la technique rapide décrite par RICHARID1981).

On a effectué ensuite des suspensions des souches purifiées dans les alvéoles
d'une boite de Petri carrée a 25 compartiments contenant 2,5 ml d'un bouillon
BHI stérile. Cette boite a servi a ensemencer différents milieux répartis en boites
de Petri de 14 cm a l'aide d'un inoculateur Multipoint. Les tests suivants ont été
réalisés:

- morphologie et mobilité des cellules a 1'état frais dans le bouillon BHI sur
culture jeune (24 a 48 h) et sur culture agée (1 semaine) de facon a mettre en évi-
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denee un éventuel changement (MULDERt ANTHEUNISSE963). Nous avons uti-
lisé une variante rapide de la technique des gouttes pendantes (Lowrs, 1969), qui
consiste a déposer une goutte de culture de quatre souches différentes sur une
lamelle microscopique de 24x 60 mm ; la lamelle est retournée et placée sur un
support rigide et l'examen est fait en série, a l'aide d'un microscope a contraste
de phase muni d'un objectif & immersion;

- réaction en présence d'une solution de potasse: un fragment de colonie est
mélangé a une goutte de potasse a 3 0%. La formation d'un gel en 5 a 20 s (micro-
organismes KOH positifs) correspond a une réaction Gram négative (BUCK,
1982) ;

- culture en présence d'acide nalidixique (40 mg/l) et de pénicilline G
(100 VI/ml) sur milieu de Mueller-Hinton (Institut Pasteur Production) ;

- culture sur milieu MSA additionné de carbonate de calcium (5 g/I) pour
confirmation de la croissance et mise en évidence d'une acidification éventuelle;

- pour les colonies orange, production d'une teinte rouge des colonies au con-
tact d'une solution de soude 5N (JONESet al, 1973).

Les micro-organismes sont classés en différents groupes sur la base de ces tests.
Les bactéries sous forme de cocci en culture jeune, KOH négatifs, catalase positifs
ont été rangées dans les Micrococcaceae. Les batonnets KOH négatifs de forme
irréguliere groupés en caractéres chinois, en palissades ou formant des V caracté-
ristiques ont €été classés comme bactéries corynéformes (MULDERt ANTHEUNISSE,
1963 ; CROMBACH,974; ROGOS/%t al, 1974); beaucoup d'entre eux évoluent
vers des formes coccoides aprés une semaine de culture.

2. Flore a Gram négatif

Nous avons prélevé, au hasard, 12 a 16 colonies sur le milieu NA additionné
de cristal violet, pour les neuf stades d'affinage étudiés. On n'a pas jugé utile de
les purifier avant leur caractérisation car, avec l'agitation par turbine, moins de
500 des agrégats de bactéries & Gram négatif contiennent plus de deux cellules
(RICHARD,1980); la probabilit¢ pour qu'une colonie bien isolée soit pure est
donc proche de 1.

Les suspensions de ces colonies ont été effectuées dans les alvéoles d'une pla-
que de microtitration stérile contenant 0,2 ml de bouillon BHI. Cette plaque a
servi a ensemencer les milieux suivants, a l'aide d'un inoculateur Multipoint

- NA additionné de cristal violet pour confirmation de croissance,

- NA (3 boites),

- NA additionné d'acide nalidixique (40 mg/I),

- NA additionné de pénicilline G (100 VI/ml).

La plaque de microtitration et les boites de Petri contenant ces milieux ont été
mises a incuber a 30 "C. On a ensuite effectué¢ les tests suivants:

- morphologie et mobilité des cellules aprés 24 h de culture a 30 "C dans le
bouillon BHI,

- synthése d'un pigment non diffusible aprés 3 a 5j de culture a 30 "C sur
milieu NA,
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- réaction de Gram, en présence d'une solution de potasse, comme précédem-
ment,

- culture en présence d'acide nalidixique et de pénicilline a 30 "C,

- voie de métabolisme du glucose par la méthode de PARK et HOLDING
(1966). Le milieu de base (O/F, Difco) est bouilli pendant au moins 15 mn pour
¢liminer l'oxygéne dissous, puis il est additionné d'une solution de glucose stérili-
sée par filtration (concentration  finale: 10 g/l). Aprés mélange sans incorporation
d'air, on répartit le milieu en clochettes de Durham stériles (2 ml/tube). Celles-ci
sont ensemencées aussitot en piqlres profondes par rang de huit a la fois, a l'aide
d'un peigne flexible sur lequel sont montés 8 fils paralléles de ferro-nickel de 7 a
8 cm de longueur. L'inoculum est prélevé sur l'une des boites de Petri contenant
le milieu NA. Les tubes sont examinés aprés 24 h d'incubation a 30 "C, Ce test
donne quatre réponses différentes
ad = métabolisme par la voie oxydative (acidification du milieu en surface),

F = métabolisme par la voie fermentative (acidification du milieu dans tout le
tube),

1 = culture sans métabolisme du glucose et sans modification du milieu,

A = alcalinisation du milieu en surface.

- mise en évidence d'une cytochrome-oxydase ¢ par la méthode de GABY et
HADLEY (1957). On prépare extemporanément une solution a 100 de NN
diméthylparaphényléne diamine et une solution a 1 % dans l'alcool a 95 ° GL
d'a-naphtol. On recouvre les colonies d'une boite de NA par un mélange (v/v)
des deux réactifs. Aprés 5 a 10s, on note comme positives les colonies qui devien-
nent bleu pale ou bleu foncé. Les colonies négatives sont reprises pour confirma-
tion sur l'autre boite de NA et testées par la méthode de Kovacs (Disques Institut
Pasteur Production).

Ces tests ont permis de classer les micro-organismes en différents  groupes
comme le montre le tableau suivant (REYN, 1974; HOLDINGet SHEWAN, 1974;
SHEWANet VERON, 1974).

Groupe KOH  Morphologie Mobilité Test Cytochrome Pen
microbien (a) (b) OIF oxydase (d)
()
Moraxella + CB - B - 1 + -
Alcaligenes + B + A + +
Bactéries a - Cou B - F - -
Gram positif
Vibrionaceae + B + F + -
(a) KOH + = Gram - ; KOH - = Gram %+

(b) B : batonnets; CB : coccobacilles ; C : coques
(c) 1 : indifférent; F : fermentatif, O : oxydatif; A : alcalinisant
(d) : Résistance a la pénicilline
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Il. Résultats

A. Evolution des différents groupes de micro-organismes au cours de l'affinage

Compte tenu des variations du poids de marge récoltée par unité de surface
d'une fromagerie a l'autre et d'un stade d'affinage a l'autre, nous avons choisi
d'exprimer les résultats des dénombrements en unités formant des colonies
(UFC)/em? de surface de crotite. Les coefficients de variation de reproductibilité
de ces dénombrements sont présentés sur le tableau 1 ; ces coefficients ont été éta-
blis a partir des résultats des dénombrements obtenus sur deux échantillons de
morge prélevés sur le méme lot de fromages selon le plan d'échantillonnage décrit
au § L.LA. Ces coefficients tiennent donc compte a la fois de l'erreur due a I'échan-
tillonnage (variabilit¢ d'un emplacement a l'autre a la surface du fromage) et de
celle due a l'analyse microbiologique. Le plan d'échantillonnage choisi (récolte de
la morge sur une surface de 600 cm' répartic sur 4 fromages) nous permet en géné-
ral d'obtenir des coefficients de variation satisfaisants (moins de 30 070), hormis
pour la flore a Gram négatif; cependant, pour des raisons pratiques, nous
n'avons pas voulu augmenter la quantit¢é de morge récoltée.

TABLEAU 1

Variabilité du niveau de la flore microbienne des échantillons
prélevés en différents sites de la surface des fromages

Variation of the microbial flora level of samples
taken on different areas of the cheese wheel surface

Coefficient de variation

Groupe microbien de reproductibilité * (en %)

Flore a Gram négatif 422
Levures 25,6
Colonies orange opaques 17,5
Colonies non pigmentées 11,2
Colonies jaunes opaques 29,7

* Coefficient de variation de reproductibilit¢ du niveau de la flore des échantillons de morge récoltés selon le plan
d'échantillonnage décrit au § I.LA. Ce coefficient a été établi a partir de l'analyse de 20 prélevements en double sur
20 lots de fromages.

La figure 1 présente l'évolution, pour les fabrications A a F, de la flore micro-
bienne « totale », de la flore microbienne halotolérante, des levures et de la flore
a Gram négatif. Pour ne pas alourdir la figure, l'intervalle de confiance des résul-
tats des dénombrements n'a pas ¢été représenté. Les courbes, pour la flore
« totale» et les trois autres groupes microbiens, ont des évolutions sensiblement
paralleles d'une fromagerie a l'autre. La flore microbienne s'implante trés rapide-
ment a la surface des fromages a un niveau trés ¢élevé (environ 1010 micro-
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FEvolution, au cours de l'affinage, de laflore microbienne de surface du Comté dans six
fabrications (A a F)

o «flore totaley sur milieu au lactate

O :flore halotolérante sur milieu MSA

s . levures

O flore sur milieu au cristal violet

Evolution of the surface microbial flora of Comté cheese made in six manufactures (A to
F)

» : total flora enumerated on lactate medium

O : salt tolerant flora on buffered Mannitol Salt Agar

e . yeasts
O :flora enumerated on Nutrient Agar supplemented with Crystal Violet

organismes/cm' crodte). Ce niveau maximum est atteint généralement vers 15 j
d'affinage; cependant, pour les fabrications A et surtout C, la croissance micro-
bienne semble plus lente, et ce niveau n'est atteint qu'au bout de 30j. Le niveau
des levures récoltées par unité de surface se stabilise au bout d'une semaine d'affi-
nage vers 108/cmz. sauf pour la fabrication E ou ce niveau n'atteint que 106levu-
res/cm' environ; cette population subit ensuite un déclin a partir du 30¢ jour
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d'affinage. D'autre part, nous avons mis en évidence l'existence d'une flore capa-
ble de croitre en présence de cristal violet, a des niveaux atteignant 107 micro-
organismes/cm' en fin d'affinage (fabrications A, B, C et D). Contrairement a la
flore halotolérante et aux levures, cette flore trés homogeéne sur la base de 'aspect
des colonies, s'installe assez tardivement : vers le 30¢ jour d'affinage, soit a
I'entrée en cave chaude chez l'affineur.

A partir de 15 a 30 j d'affinage, il n'existe plus de différence significative
(@ P = 0,05) entre les nombres de micro-organismes obtenus sur milieu au lactate
et sur milieu de Chapman. La flore halotolérante constitue alors I'élément domi-
nant de la flore de surface du Comté tandis que les levures et la flore a Gram
négatif représentent moins de 1010 de la flore totale. Pour chaque stade au-dela
de 15a 30 d'affinage, nous avons calculé la moyenne des résultats obtenus sur
milieu au lactate et sur milieu de Chapman pour avoir une plus grande précision ;
on a regroupé les nombres de colonies non pigmentées (types B et D) car, sur le
milieu au lactate, il est difficile de distinguer les colonies opaques des colonies
translucides. Cela nous a permis tout d'abord d'observer que les niveaux des
populations bactériennes de chaque groupe pigmentaire se stabilisent a partir de
15 a 30 jours d'affinage. En outre, sur le tableau 2, on note que l'effet « fromage-
rie» sur le niveau de chaque groupe pigmentaire n'est significatif que pour les
colonies orange (P < 0,05) ; toutefois, la différence entre fromageries reste assez
faible: moins de 0,7 unité log. Enfin, la flore dominante est constituée de bacté-
ries non pigmentées et, a un niveau légerement inférieur, de bactéries orange; les
colonies jaunes opaques sont toujours en nombres nettement plus faibles.

TABLEAU 2

Niveau de la flore bactérienne halotolérante
(culture sur milieu Mannitol Salt Agar)
a la surface des fromages

Level of the salt tolerant bacterialflora on the surface cheese
(enumeration on buffered Mannitol Salt Agar)

Flore halotolérante

Fromagerie N(a)

Non pigmentée Orange Jaune
A 4 9,98+0,14 (b 9,32+0,27 8,54 + 0,35
B 5 9,66+0,34 9,20+0,09 8,47+0,42
C 4 9,79+0,19 9,61 +0,20 8,54+0,16
D 5 9,50+0,12 8,90+0,19 8,41 +0,43
E 5 9,56+0,21 8,87 +0,31 8,23 £0,17
F 5 9,68+0,16 8,80+0,27 8,06+0,30

(al Nombre d'échantillons ayant servi pour le calcul de la moyenne.
(b) Moyenne logarithmique du nombre de bactéries par cm' de fromage entre 15 et 90 jours d'affinage+ intervalle
de confiance a P =0,95.
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B. Caractérisation des souches isolées

Le tableau 3 présente les résultats de I'¢tude des souches isolées du milieu
MSA. Presque toutes les souches appartenant aux Micrococcaceae acidifient le
milieu MSA, sauf celles du groupe C (jaunes opaques). D'une fagon générale,

TABLEAU 3

Caractérisation primaire des souches isolées du miliew Mannitol Salt Agar tamponné

Primary characterization of strains isolated from buffered Mannitol Salt Agar

Pourcentage  de souches
Type Groupe *
colonies microbien N Avant Apres Acidification
15 jours 45 jours MSAT **
Orange opaque |M icrococcaceae 1 0,4 0 100
Corynéformes 204 29,9 41,7 0
Non pigmentées | Micrococcaceae 36 12,9 0 100
Corynéformes 292 52,9 50,0 3
Jaunes opaques | Micrococcaceae 17 1.4 4,5 0
Corynéformes 18 2,5 3,8 0
« Nombre de souches.
MSAT : milieu Mannitol Salt Agar tamponné.
FREQUENCE
100 SO SO 40 20 (0]
AVANT 15 J.
Morexelle
D'AFFINAGE
_ Alcellg.n ==
(N = 398 .ouch =)
Bectérl -+ G+
Vibrlonec e
Autr e
Indét.rminé -
APRES45J. L e
D'AFFINAGE m_ Moru.lla
Alcallgene.
(N = 192 scuche e)
Fig. 2

Fréquence des principaux groupes de micro-organismes résistant au cristal violet isolés de
la surface du Comté avant 15 et apres 45 jours d'affinage.

Most frequent groups of micro-organisms isolated from the surface of Comté cheese before
15 and after 45 days of the ripening period, on Nutrient Agar supplemented with Crystal
Violet.
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Micrococcaceae et bactéries corynéformes sont sensibles a la pénicilline et résistan-
tes a l'acide nalidixique. Par ailleurs, les bactéries corynéformes du groupe A pro-
duisent une teinte rouge au contact d'une solution de soude, comme les souches
apparentées a Brevibacterium /inens. La flore halotolérante de la morge du Comté
appartient uniquement a ces deux grands groupes de micro-organismes, les Micro-
coccaceae et les bactéries corynéformes ; il est intéressant de noter que les coques
non pigmentés ont été isolés essentiellement dans la fromagerie C. D'autre part,
hormis pour les souches jaunes opaques, les bactéries corynéformes constituent la
flore dominante en fin d'affinage.

La figure 2 présente les pourcentages de micro-organismes isolés du milieu au
cristal violet appartenant aux principaux groupes trouvés. On constate que pres
de 40 % des souches, en début d'affinage, et 95 %, en fin d'affinage, appartien-
nent au genre Moraxe/la ; on observe également la disparition des autres groupes
de micro-organismes, sauf les souches appartenant au genre Alcaligenes qui res-
tent cependant nettement sous-dominantes par rapport aux souches de moraxelles.

lll. Discussion et conclusions

Notre étude sur la flore microbienne du Comté confirme les observations faites
par ACCOLA& al. (1978) sur le Comté et le Beaufort et par BLANGt al. (1983)
sur le Gruyere suisse, a savoir qu'on observe une implantation treés rapide de la
flore a son niveau maximum, avec une succession levures/bactéries. Nous n'avons
pas identifié¢ les levures mais d'aprées ACCOLASBt al. (1978), elles appartiennent
aux genres les plus fréquemment mis en évidence dans les fromages : Candida,
Kluyveromyces, Debaryomyces et Rhodotorula. Le développement trés rapide des
levures a la surface des fromages apres le salage n'est pas un caractére propre au
Gruyeére de Comté; on a constaté cette croissance pour beaucoup d'autres types
de fromages (KELLY,1937 ; LENOIR,1963, DEVOYOB: SPONEM,970; RICHARD,
1984). Outre une remontée rapide du pH, il est généralement admis que cette
population apporte les facteurs nécessaires a la croissance bactérienne, comme cela
a déja été montré pour B. linens (PURKQer al, 1951) ou pour des lactobacilles
(DEVOYOEr DESMAZEAUIR71).

Les moisissures ne représentent qu'un ¢lément mineur de la flore microbienne
de la morge du Comté, ces résultats confirmant ceux des auteurs précédents. Le
développement limité de ces micro-organismes peut aisément étre expliqué par les
salages et frottages répétés de la crolte; en effet, ces soins détruisent périodique-
ment les colonies naissantes de moisissures et les mettent ainsi en compétition avec
des micro-organismes a croissance plus rapide (STADHOUDERS LANGEVELD,
1966). La décroissance des levures aprés 30 j d'affinage est sans doute liée aux
mémes raisons; a partir de ce stade, les conditions a la surface du fromage (de
pH en particulier) permettent alors une croissance trés rapide des bactéries.
D'autre part, on peut également évoquer la production, par certaines souches de
B. linens, de méthanethiol qui a la propriété d'inhiber certaines souches de moisis-
sures (LEWIS,1980).

Dans notre étude, on notera cependant des divergences quantitatives par rap-
port aux résultats d'AccOLASer al. (1978) et de BLANCt al. (1983), en particulier
sur les niveaux atteints par la flore totale et/ou par les levures: ces auteurs ont
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obtenu des résultats en moyenne de 10 a 100 fois inférieurs a ceux de notre étude.
Ces différences sont assez délicates a expliquer mais pourraient résulter de modes
de prélevement, de conditions de préparation des échantillons et de milieux de
culture différents.

Les différences quantitatives et qualitatives de la flore microbienne se dévelop-
pant a la surface du Comté de diverses origines semblent peu importantes, contrai-
rement a ce qui a ét¢ observé pour dautres fromages (LENOIR, 1963 ; RICHARDet
ZAD!, 1983). Cela peut signifier que cette flore est assez peu dépendante des
variations des facteurs du milieu (température,  hygrométric ...) ou de celles des
soins en cave (fréquence et qualité, age des fromages lors des premiers soins). Trés
vite, une flore bactérienne halotolérante =~ composée essentiellement de bactéries
corynéformes domine et se stabilise a son niveau maximum avec des proportions
identiques de chaque groupe pigmentaire. Cependant, des changements dans la
nature de la flore ne sont pas a exclure, comme cela a été observé pour de nom-
breux groupes de micro-organismes dans les fromages (LENOIR et AUBERGER,
1966; KIKUCHI, 1966; MOURGUESet al., 1977; RICHARD, 1984). Les courbes
observées résulteraient alors de la superposition de plusieurs courbes en cloche
(croissance et déclin plus ou moins accentués) des types bactériens constituant la
flore totale. De méme, il est possible que les propriétés biochimiques et/ou physio-
logiques des micro-organismes soient différentes d'une fromagerie a l'autre ou
d'une cave d'affinage a l'autre.

La flore de surface du Comté est également caractérisée par l'absence de bacté-
ries a Gram négatif, hormis les moraxelles. Les teneurs trés élevées en sel a la sur-
face en sont probablement la cause; d'aprés ACCOLASet al. (1978), ces teneurs
varient entre 12-13 010 juste apres le salage et 3-4 % juste avant le salage suivant,
voire 1 % sur les jeunes fromages. Le niveau de la flore a Gram négatif semble
aussi varier de facon importante d'un emplacement a l'autre a la surface des fro-
mages; nous avons attribué cette variabilit¢ a4 une sensibilitt marquée de ces
micro-organismes aux variations ponctuelles des conditions de milieu en surface
(Aw, pH, disponibilit¢ en nutriments). La présence de moraxelles a la surface des
fromages a déja été signalée pour le camembert (RICHARDet ZAD!, 1983) ; par
contre, a l'inverse des souches du Comté, elles ont été isolées du milieu MSA et
a des niveaux comparables a ceux des bactéries corynéformes. Les moraxelles de
ces deux types de fromages n'ont pas les mémes caractéristiques  physiologiques.
C'est le cas par exemple pour leurs températures de croissance: les souches isolées
du camembert sont capables de se multiplier a des températures de 12-13 "C ;
celles isolées du Comté ne semblent croitre qu'a des températures nettement plus
¢levées puisque leur développement  n'intervient qu'a l'entrée en cave chaude
(17-18 -Cl.

L'é¢tude que nous avons entreprise n'est évidemment pas compléte; elle sera
poursuivie par des prélevements effectués dans un plus grand nombre de fromage-
ries. Cependant, il semble qu'avec des techniques assez simples, les fromagers
aient réussi a créer un milieu écologique stable. Il nous parait particuliérement
utile d'étudier I'écologie de ces micro-organismes de la morge, en particulier les
effets de facteurs intrinséques comme le pH, l'humidit¢ ou la salinit¢ ou de fac-
teurs extrinséques comme la température, ou encore le rdle des interactions entre
micro-organismes. Mais il serait également intéressant de préciser le role, direct et
indirect, de cette microflore halotolérante  par rapport a celui de la flore interne,
au cours de l'affinage des fromages. Ces deux flores sont en effet en nombres sen-
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siblement identiques dans le fromage; mais la flore de surface, « concentrée» sur
un faible espace, toujours remaniée par les frottages et soumise a des conditions
de croissance assez difficiles, a certainement un role différent de celui de la flore
interne.

Regu le 23 décembre 1987
Accepté pour publication le 29 avril 1988.
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