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Résumé - Cent dix huit souches de bactéries corynéformes isolées de la marge du Comté dans 6
fromageries et a 2 stades de l'affinage des fromages ont été caractérisées sur la base de 68 tests
biochimiques et physiologiques. Les résultats obtenus sur 59 souches orange opaques d'une part,
et sur 59 souches non pigmentées d'autre part, ont ensuite été soumis a une analyse numérique sur
la base de l'indice de similitude de Jaccard et du critére du saut minimal. Avec 80% de similitude
entre elles, 54 des 59 souches orange opaques forment un seul groupe homogéne. Les 59 souches
non pigmentées ont été divisées en 4 classes principales : toutes les colonies opaques sont regrou-
pées dans deux d'entre elles (Classes ! et 1V) et toutes les colonies translucides dans les deux
autres (Classes Il et Ill). Les classes de souches orange et de souches non pigmentées ont ensuite
pu étre divisées en différentes sous-classes et on a sélectionné des criteres qui permettent d'identi-
fier les souches appartenant a ces différentes classes et sous-classes. Aucun des groupes de
souches ne semble spécifique d'une fromagerie mais quelques-uns d'entre eux ont été isolés plus
souvent au début et d'autres en fin d'affinage des fromages.

Comté 1morge 1bactérie corynéformes 1lanalyse numérique

Summary - Characterization of coryneform bacteria isolated from the Comté cheese smear.
One hundred and eighteen strains of coryneform bacteria isolated from the Comté cheese smear in
6 plants and at 2 stages of ripening have been characterized using 68 biochemica/ and physio/dgica/
tests. The resu/ts obtained for the 59 opaque orange strains and for the 59 non pigmented strains
were submitted to numerica/ analysis, using the Jaccard's similarity coefficient. With a similarity in-
dex of 80%, 54 of the 59 orange strains formed a sf/ight'y homogenous c/uster. The 59 non pigment-
ed iso/ates were divided into 4 main clusters: the opaque colonies were grouped into two of them
(Clusters / and IV) and the transf/ucent colonies in the other two (Clusters 1/ and 1l/). The clusters of
orange and non pigmented iso/ates were then divided into different subc/usters and criteria were se-
/ected, which allowed the identification of strains be/onging to the different c/usters or subc/usters.
No group of strains seems to be specifie to the cheese plant butsome of them have been iso/ated
preferably at the beginning and others at the end of the cheese ripening period.

Comté cheese / smear / coryneform bacterium / numerical analysis
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INTRODUCTION

Dans une précédente étude (Piton, 1988),
nous avons montré qu'une flore micro-
bienne s'implante trés rapidement a la sur-
face du Gruyere de Comté et atteint des
niveaux trés élevés, avec une succession
levures / bactéries; apres 15 jours d'affi-
nage, la flore bactérienne domine et se
stabilise a son niveau maximum (environ
1010 micro-organismes/cm2 de cro(te).
Cette flore bactérienne de la morge est ha-
lotolérante et se compose essentiellement
de bactéries corynéformes réparties en
trois grands groupes pigmentaires qui se
maintiennent & un niveau constant, tout au
long de l'affinage et quelle que soit la fro-
magerie.

Contrairement a ce qui a été observé
pour d'autres types de fromages (Lenoir,
1963; Richard et Zadi, 1983; Seiler, 1986),
les concentrations de cette flore coryné-
forme a la surface du Comté semblent peu
varier en fonction de l'origine des fro-
mages; de méme, les proportions entre les
groupes pigmentaires semblent stables.
Cela peut signifier que cette flore est
assez peu dépendante de la technologie
mise en ceuvre (température, hygrométrie,
fréquence et qualité des soins en cave,
qualité de I'ensemencement naturel des
meules). Cependant, les propriétés phy-
siologiques et/ou biochimiques des micro-
organismes appartenant & chaque groupe
pigmentaire sont peut-étre tres différentes
d'une fromagerie a l'autre ou d'une cave
d'affinage a l'autre. De méme, un change-
ment de la nature des bactéries coryné-
formes a pu se produire au cours de l'affi-
nage, comme cela a déja été observé pour
de nombreux groupes bactériens dans les
fromages (Lenoir et Auberger, 1966; Kiku-
chi, 1966; Mourgues et al, 1977; Richard,
1984). L'apparente stabilité des courbes
observées résulterait alors de la superpo-
sition de plusieurs courbes en cloche
(croissance et déclin plus ou moins accen-

tués) des différents types bactériens cons-
tituant cette flore halotolérante.

Il nous a donc semblé intéressant de
soumettre une collection de souches de
bactéries corynéformes, représentative de
la flore dominante de la morge du Comté,
a une série de tests physiologiques et bio-
chimiques. Les résultats a ces différents
tests devraient nous permettre de classer
les souches dominantes en différents
types en fonction de leurs caractéristiques
et de révéler leur variabilité. Enfin, cela de-
vrait nous conduire a retenir une batterie
de tests simples permettant l'identification
de nouvelles souches aux différents types
bactériens mis en évidence; cet outil est in-
dispensable a une étude plus large de la
flore bactérienne de la morge du Comté et
d'autres fromages (Beaufort, par exemple)
: variabilité de cette flore en fonction du
type d'affinage et évolution des différents
types bactériens au cours de l'affinage.

MATERIEL ET METHODES

Origine des souches

Cent dix-huit souches de bactéries coryné-
formes isolées de la morge du Gruyére de
Comté ont été prises au hasard dans la collec-
tion obtenue a partir de six fromageries lors
d'une étude précédente (Piton, 1988). Quarante
sept d'entre elles ont été prélevées en début
d'affinage des fromages (8 jours apres fabrica-
tion), 71 en fin d'affinage (60 et 90 jours aprés
fabrication). Cinquante neuf d'entre elles don-
nent des colonies pigmentées orange opaques
produisant une teinte rouge au contact d'une so-
lution de soude 5 N (Jones et al, 1973); les 59
autres donnent des colonies non pigmentées.

caractérisation

Les 118 souches ont été soumises a 68 tests
biochimiques et physiologiques. Ces tests ont
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été choisis pour trois raisons principales : ils
sont faciles a mettre en ceuvre sur un grand
nombre de souches; ces criteres phénotypiques
ont déja permis a d'autres auteurs de réaliser un

classement des corynébactéries en divers
groupes (Yamada et Komagata, 1972; Crom-
bach, 1974b; Jones, 1975; Zadi, 1981; Seiler,
1983 et 1986); ils peuvent présenter un intérét
écologique (croissance a différents pH ou tem-
pératures) ou technologique, comme la produc-

tion de composés dardmes liée a la dégradation
de certains acides aminés (Hemme et al, 1982;
Hemme et Richard, 1986).

Utilisation de différents substrats
comme seule source de carbone
et d'énergie

Nous avons utilisé comme substrats les 46 com-
posés suivants: 7 acides gras (Prolabo) (acé-

tate, propionate, butyrate, caproate, caprylate,
pélargonate et caprate); 6 acides dicarboxyli-
ques (succinate (Prolabo), pimélate, azélate et
sébacate (Sigma), malonate et fumarate
(Merck); 2 hydroxyacides (ou-lactate (Prolabo),
DL-3-hydroxybutyrate ~ (Sigma); 5 autres acides

organiques n-cétoglutarate,

pyruvate,

(citrate  (Prolabo),
itaconate et mésaconate (Sigma); 3
Ccomposés cycliques (Sigma) (m-hydroxy-
benzoate, p-hydroxybenzoate et phénylacétate);
17 acides aminés aliphatiques (glycine (Prola-

bo), L-n-alanine, o-ce-alanlne, B-alanine, L-
sérine, L-thréonine, L-leucine, L-isoleucine, DL-
norleucine, L-valine, L-aspartate, L-glutamate, L-

lysine, L-arginine, D-ornithine, 6-aminovalérate et
L-méthionine  (Sigma); 5 acides aminés conte-
nant un noyau benzenique (Sigma) (t-histidine,
L-proline, L-tyrosine, L-phénylalanine et L-
tryptophane); 1 autre composé azoté (hippurate
(Difco)).

Ces milieux sont préparés par addition du
substrat au milieu minéral de composition  sui-
vante (Stanier et al, 1966) :MgSO4, 7 HZO, 0,2

g, KoHPO4, 1 g; FeSO4, 7 Hy0, 0,05 g; CaCly,
0,02 g; MnCl,, 4 H,0, 0,002 g; NaMoOy4, 2 Hp,

0,001 g; NH,CI, 1 g; gélose (Pastagar, Institut
Pasteur Production), 13 g; eau distillée, 1 1 Le

pH du milieu est ajust¢é a 7,0 a laide de NaOH
ou HCI concentré. Aprés stérilisation, on ajoute
a ce milieu 2,5 ml par litre d'une solution de vita-
mines, stérilisée par filtration, de la composi-
tion suivante  (8ousfield, 1972) acide p-
aminobenzoique, 2 mg; acide folique, 2 mg; bio-
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tine, 0,4 mg; acide nicotinique, 40 mg; thiamine,
40 mg; vitamine 812, 0,2 mg; acide pantothéni-
que, 40 mg; eau distillée, 100 ml.

Les acides organiques sont ajoutés au milieu
a la concentration de 0,1%, comme le préconi-
sent Stanier et al (1966), les acides aminés a la
concentration de 0,4% (Zadi, 1981).

Tous les composés solubles dans l'eau sont
stérilisés a part, par filtration sur filtre de porosi-
té 0,22 urn, Les acides aminés et organiques in-
solubles dans l'eau sont préalablement solubili-
sés par diminution ou augmentation du pH.

Ces différents substrats sont ajoutés au mi-
lieu minéral de base, vitaminé au moment de
I'emploi; le pH est alors ajustée a 7,0.

Résistance aux antibiotiques

Nous avons étudié les résistances a la péni-
cilline G (4 unités/100 ml), la bacitracine (10 uni-
tés/100 ml), la carbéniciline (100 119/100 ml), la
gentamycine (20 119/100 ml), la rifamycine (10
119/100 ml), l'acide nalidixique (4 mg/100 ml), la
sulfadiazine (600 119/100 ml), la streptomycine

(20 119/100 ml) et la terramycine (60 llg/200 ml).

Les concentrations finales citées sont celles
employées par Zadi (1981). Les antibiotiques
sont extraits de disques (Difco ou Institut Pas-
teur) par trempage dans l'eau distillée stérile
pendant 1 h. La solution obtenue est mélangée,
juste avant emploi, au milieu Mueller Hinton
(MH, Institut Pasteur Production).

Résistance au NaCl

Nous avons utilisé la gélose nutritive (Lenoir,
1963) additionnée de 12,5, 15,0, 17,5 ou 20,0%
de NacCl.

Croissance a différents pH

Quatre valeurs de pH ont été testées sur gélose
nutritive  (Lenoir, 1963) : 5,55, 6,0, 9,5 et 10,0.
Ces pH ont été obtenus par additon de NaOH
ou de HCI auparavant stérilisés par filtration.

Croissance a différentes températures

Nous avons testé les températures de 4, 7, 12
et 37°C sur gélose nutritive. Pour les tempéra-
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tures de 4, 7 et 12°C, les lectures ont été effec-
tuées a la chambre froide pour éviter une aug-
mentation de la température des boites de Petri
qui pourrait entrainer des résultats faux positifs.

Pigmentation des colonies

La pigmentation des colonies est mise en évi-
dence sur milieu MSA apres 3 jours d'incubation
a 30°C, puis 2 a 3 semaines a température am-
biante et a la lumiéere.

Ensemencement des milieux

Les colonies microbiennes sont d'abord préle-
vées sur milieu MSA (cultures agées d'environ
10 jours) et mises en suspension dans 1,5 ml
de liquide de Ringer dilué au quart, jusqu'a ob-
tention de la concentration bactérienne souhai-
tée (environ 108 cellules/ml). Les tubes a essai
sont ensuite agités au vortex pendant 15 s pour
obtenir une répartition homogéne des micro-
organismes, puis placés dans de la glace fon-
dante jusqu'a l'ensemencement (au plus 30
min).

Les suspensions microbiennes sont alors dé-
posées dans les alvéoles d'une boite de Petri a
25 compartiments (1 ml/alvéole) et transférées
a l'aide d'un appareil de transfert automatique
(Multipoint Inoculator, Grande Bretagne) sur les
différents milieux répartis en boites de Petri a
25 compartiments. Aprés absorption de l'inocu-
lum dans la gélose, les boites ensemencées
sont retournées et mises a I'étuve a 28°C (sauf
pour les cultures a diverses températures).

Lecture et notation

Six lectures sont effectuées par comparaison
avec un milieu témoin (milieu sans substrat,
sans NaCl ou sans antibiotique) : apres 3, 4, 6,
9, 13 et 17 jours d'incubation. Nous n‘avons pas
poursuivi les lectures au dela de 17 jours pour
deux raisons : tendance au desséchement du
milieu et absence de nouveaux résultats posi-
tifs. Dans chaque cas, ces lectures ont été
faites par deux opérateurs.

Pour l'utilisation des acides amines et des
acides organiques, nous avons considéré
comme positives les souches ayant crd plus net-
tement que sur le témoin; quant aux autres
tests, nous avons considéré comme positives
les souches dont la croissance était aussi abon-
dante que sur le milieu témoin.

Classification

Les résultats de I'étude phénotypique ont fait
I'objet d'une analyse numérique sur la base de
60 des 68 critéres décrits précédemment. Nous
avons éliminé de I'étude 7 tests pour lesquels
les 118 souches présentent une réponse posi-
tive (croissance a pH 9,5; utilisation du lactate;
résistance a la sulfadiazine, a la terramycine, a
I'acide nalidixique et a la pénicilline) ou négative
(utilisation du caprate); par ailleurs, nous avons
réalisé une étude séparée des souches orange
opaques (59 souches) et des souches non pig-
mentées (59 souches). La réponse a chaque
test a été notée 1 pour un résultat nettement po-
sitif et O pour un résultat négatif ou douteux.

Les calculs ont été effectués sur ordinateur.
La premiére étape consiste a calculer les pour-
centages de similitude entre les souches prises
deux a deux, soit un total de n(n-1)/2 comparai-
sons pour n souches. Plusieurs formules de cal-
cul ont été proposées (Sokal et Sneath, 1963).
Nous avons utilisé l'indice de Jaccard 8; qui ne
tient compte, dans les similitudes, que des résul-
tats positifs :

85= N@LU(N(©.1) + N@O) + N(L.1»)
ol N(.1) est le nombre ?e tests positifs pour les
deux souches comp-~rees, N(@10) et N©O31) les
nombres de tests divergents entre les deux
souches.

A partir de ces pourcentages de similitude
entre souches, une matrice des distances 1-8
est établie. Les souches sont alors comparées,
en fonction de cette distance, suivant le critere
du saut minimal (Benzecri, 1975). Un dendo-
gramme illustrant la relation entre les souches
d'un groupe donné et entre les groupes est enfin
élaboré.



Corynéformesle lamorgedu Comté 387

RESULTATS

Souches orange opaques

Sur le dendogramme de la figure 1, sont
notées en ordonnée les 59 souches de la
collection, regroupées en fonction de leurs
similitudes, et en abscisse les distances
taxonomiques. Ces souches présentent un
certain nombre de caractéres communs
puisque au moins 95% des souches sont
capables de croitre a pH 10, en présence
de 17,5% de sel mais pas de 20% de sel,
et d'utiliser comme seule source de car-
bone et d'énergie, l'acétate, le propionate
et le caproate. Elles ne constituent cepen-
dant pas un ensemble homogéne puis-
gu'elles ne sont reliées qu'a la distance de
0,577. Bien que l'on observe en fait un
continuum, nous avons séparé les
souches en deux groupes d'importance
trés inégale: la classe ! (54 souches) et la
classe Il (3 souches), avec respectivement
des niveaux d'agrégation interne de 0,273
et 0,571. Le tableau ! présente les princi-
paux caracteres permettant de différencier
ces deux groupes de bactéries. La classe
Il est donc caractérisée par son incapacité
a utiliser I'ensemble des acides aminés
testés comme seule source de carbone et
d'énergie; il en est de méme pour les
acides organiques, a l'exception de l'acé-
tate, du propionate et du caproate.

A l'inverse des souches de la classe I,
les souches de la classe 1 forment un phé-
non assez homogene. Elles sont caractéri-
sées, pour au moins 95% des souches,
par leur résistance a la carbénicilline et
leur sensibilité a la bacitracine ainsi que
par leur capacité a utliser comme seul
substrat, les 15 composés suivants : acé-
tate, propionate, butyrate, caproate, succi-
nate, sébacate, olL-3-hydroxybutyrate, a-
cétoglutarate, L-a-alanine, aspartate, gluta-
mate, arginine, U-aminovalérate, histidine

et phénylalanine. Nous avons cependant
distingué 8 principaux types représentant
environ les trois quarts des souches tes-
tées. Les dix criteéres présentés sur le ta-
bleau Il nous permettent de différencier les
souches de ces divers types.

Aucun des types mis en évidence n'est
rencontré préférentiellement dans I'une ou

Tableau J. Caracteredistinctifsdes deux prin-
cipales classes de bactéries corynéformes
orangeopagquesisoléesde la morgedu Comté
(Pourcentagele réponsesositives).
Biochemica/ characteristics of the two main
cl/usters of orange coloured coryneform bacteria
iso/ated from the Comté cheese smear (Percen-
tage of positive strains).

Test. Classe 1 Classe Il

Utilisation  de
- butyrate 98,1 a
- caprylate 88,9 a
- succinate 98,1 a
- fumarate 90,7 a
. azélate 90,7 a
- DL 3 hydroxybutyrate 98,1 a
. Cétoglutara te 98,1 a
. pyruvate 85,2 a
- p-hydroxybenzoate 85,2 a
- L-c( -alanine 96,3 a
. D-ol-alanine 87,0 a
- valine 92,6 a
. aspartate 96,3 a
. glutamate 96,3 a
- arginine 100 a
- ornithine 94,4 a

-aminovalérate 100 a
. histidine 98,1 a
- proline 94,4 a
- phénylalanine 100 a
Nombre de souches 54 3
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Fig 1. Dendrogramme simplifi€ de la classification, selon les distances de Jaccard, d'une collection
de 59 souches orange opaques de bactéries corynéformes isolées de la morge du Comté. D : Début
d'affinage; F : Fin d'affinage.

Simplified dendrogram derived from the similarity matrix of the 59 opaque orange strains of coryne-
form bacteria isolated from the Comté cheese smear. D : Beginning of ripening; F: End of ripening.
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Tableau

389

Il. Caractéeredistinctifsdes souchesde bactériescorynéforme®rangeopaquesapparte-

nantaux 8 différentessous-classesle la classel(Pourcentag€ée réponsegositives).

Characteristics
tage of positive strains).

Test

11 12
Croissance @ 4°C 842 100
Croissance a 7°C 94,7 100
Utilisation de
- malonate 100 100
- citrate 84,2 100
« glycine 0 100
- D-c( -alanine 100 100
- ~ ,-alanine 100 0
- senne 0 83,3
- isoleucine 84,2 100
- tyrosine 100 100
Nombre de souches 19 6
Distance  d'agrégation 0,102 0,115

l'autre des fromageries de I'étude. Par
contre, certains d'entre eux semblent étre
plus spécifiques d'un stade de l'affinage
des fromages (fig 1) : ainsi, les souches
des types 11 et 18 semblent étre isolées le
plus souvent en début d'affinage (8 jours
apres la fabrication); celles des types 12et
Il le plus souvent en fin d'affinage (60 et 90
jours apres. la fabrication). Cependant,
compte tenu du faible nombre de souches
étudiées, il n'est pas sOr que cette diffé-
rence de répartition soit significative.

Par ailleurs, les souches de la classe 1
présentent en général des caractéres nutri-
tionnels analogues a celles isolées
d'autres fromages par Seiler (1986) et
identifiées a Brevibacterium linens (tableau
Il); ce n'est pas le cas des souches de la
classe Il.

of the orange coloured strains belonging

to the 8 subclusters of the cluster 1 (Percen-

Sous-classe

13 14 15 16 17 18
0 0 50 0 0 0
0 0 100 100 50 0
100 50 50 100 0 0
100 0 50 100 100 0
100 0 50 50 50 0
100 100 100 100 100 0
75 50 50 0 0 0
100 0 0 0 0 0
75 100 0 50 0 0
100 100 100 0 a a
4 2 2 2 2 3

0,140 0,163 0,174 0,186 0,205 0,235

Souches non pigmentées

La figure 2 montre sous forme d'un den-
drogramme la relation entre les 59
souches non pigmentées testées. L'en-
semble des souches constitue un groupe
assez hétérogéne puisqu'elles ne sont re-
lies qu'a la distance de 0,625; ainsi, elles
présentent trés peu de caractéres com-
muns : l'incapacité a croitre a 37°C et en
présence de 20% de sel et la capacité a
croitre a pH 10. Nous avons constitué 4
groupes principaux de souches : les
classes 1(26 souches), Il (18 souches), llI
(5 souches) et IV (5 souches), avec res-
pectivement des distances d'agrégation in-
terne de 0,237, 0,333, 0,348 et 0,600. L'as-
pect des colonies s'est révélé étre un
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Fig 2. Dendrogramme simplifié de la classification, selon les distances de Jaccard, d'une collection
de 59 souches non pigmentées de bactéries corynéformes isolées de la morge du Comté. D : Début
d'affinage; F : Fin d'affinage.

Simplified dendrogram derived from the similarity matrix of the 59 non pigmented strains of coryne-
form bacteria isolated from the Comté cheese smear. O : Beginning of ripening; F: End of ripening.
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Tableau

391

Ill. Comparaison des caractéres nutritionnels des souches de bactéries corynéformes

orange opaques isolées de divers fromages et décrites par Seiler (1986) avec celles isolées de la
morge du Comté (Pourcentage de réponses positives),

Comparison of biochemical

characters of the orange coloured coryneform bacteria

isolated by Seiler

(1986) from various cheese varieties with those of the strains isolated from the Comté cheese smear

(Percentage of positive strains).

Souches de
Substrat  testé
SEILER (J986)
Acétate 95
Propionate 100
Caprylate 97
0'-aminovalérate 90
Malonate 28
Succinate 91
Citrate 70
Lactate 100
Fumarate 89
p-hydroxybenzoate 99
Glycine 55
Leucine 99
Proline 99
Thréonine 40
Aspartate 80
Histidine 99
Arginine 97
Nombre de souches 115
critere intéressant de différenciation des

souches celles regroupées dans les
classes ! et IV donnent des colonies opa-
ques, tandis que celles des classes Il et lll
donnent des colonies translucides.

Colonies opaques

Les souches non pigmentées opaques de
la classe 1 présentent des caractéres phy-
siologiques et nutritionnels trés proches
des souches orange opaques de la classe
1 (tableau 1V); il en résulte qu'en général,
les tests présentés sur le tableau ! permet-
tent également de séparer les souches
non pigmentées opaques,des classes ! et

Souches de la morge du Comté

Classe 1 Classe 1l

100
100
88,9
100
75,9
98,1
77,8
100 1
90,7
85,2
352
83,3
94,4
40,7
96,3
98,1
100

=
ey
835

OOOOOOOOO%OOOOO

54 5

IV. Contrairement aux souches de la
classe IV, la classe | forme un groupe
assez homogeéne; toutefois, nous avons
distingué 3 sous-classes: li (12 souches),
12 (8 souches) et 13 (2 souches) avec res-
pectivement des distances d'agrégation in-
terne de 0,143, 0,146 et 0,135. L'utilisation
de 8 substrats comme seule source de
carbone et d'énergie permet de séparer les
souches de la classe | en ces 3 sous-
classes (tableau V).

Comme dans le cas des bactéries cory-
néformes orange opaques, on observe (fig
2) que certains types semblent se rencon-
trer préférentiellement a certains stades de
"affinage des fromages : c'est le cas par
exemple de la classe 12 en fin d'affinage,
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Tableau IV. Comparaison des caractéristiques des souches orange opaques et non pigmentées opa-
ques isolées de la morge du Comté (Pourcentage de réponses positives).
Comparison of characters of the opaque orange and the non pigmented strains of coryneform becte-
ria isolated from the Comté cheese smear (Percentage of positive strains).

Souches Souches Souches Souches

orange non pigmentées orange non pigmentées
Test Classe Classe Classe  Classe Test Classe  Classe Classe Classe

1 1 1 I\ 1 1 1 I\

(N=54) (N=3) (N=26) (N=5)

Croissance A : Utilisation de :
- pH 55 9,3 0 38 0 . azélate 90,7 0 100 0
- pH 6,0 33,3 33,3 34,6 0 - sébacate 100 33,3 100 0
- DL3hydroxybutyrate 98,1 0 100 0
Croissance @ : - citrate 77,8 0 73,1 0
. 4°C 51,9 0 53,8 40 ¢ (< cétoglutarate 98,1 0 100 20
e 72,8 333 88,5 60 - pyruvate 85,2 0 73,1 20
- 12°C 96,3 100 100 80 - itaconate 22,2 0 154 0
31"C 7.4 0 0 0 - mésacona te 111 0 7,7 0
- m hydroxybenzoate 40,7 33,3 34,6 0
Croissance  en - p hydroxybenzoate 85,2 0 73,1 0
présence  de : - phénylacétate 24,1 0 34,6 0
- 125 % sel 100 100 100 60 - glycine 35,2 0 34,6 40
- 15 % sel 100 100 100 60 - L c(alanine 96,3 0 96,2 20
- 175 % sel 98,1 100 96,2 40 - D o alanine 87,0 0 92,3 0
20 % sel 5,6 0 0 0 « ~.alanine 53,7 0 57,7 0
- senne 16,7 0 15,4 20
Résistance a : - thréonine 40,7 0 50,0 0
- bacitracine 5,6 0 7,7 0 - leucine 83,3 0 80,8 0
« carbénicilline 98,1 66,6 96,2 40 - isoleucine 59,3 0 76,9 0
- gentamycine 79,6 0 100 60 - norleucine 51,9 0 50,0 0
- rifamycine 68,5 33,3 38,5 40 - valine 92,6 0 76,9 0
- streptomycine 87,0 66,6 80,8 40 - aspartate 96,3 0 84,6 0
- glutamate 96,3 0 88,5 0
Utilisation ~ de : - lysine 92,6 33,3 100 40
- acétate 100 333 100 40 - arginine 100 0 100 40
- propiona te 100 100 100 20 . ornithine 94,4 a 100 20
- butyrate 98,1 a 100 a - O.aminovalérate 100 a 100 0
- caproate 96,3 66,6 100 20 - histidine 98,1 0 100 a
- caprylate 88,9 0 96,2 0 - proline 94,4 0 100 40
- pélargona te 14,8 a 1,5 0 - tyrosine 77,8 0 76,9 0
« malonate 75,9 a 80,8 20 - phénylalanine 100 0 100 0
- succinate 98,1 a 92,3 0 - tryptophane 51,9 0 46,2 0
- fumarate 90,7 a 96,2 0 . hippurate 333 0 34,6 0
- pimélate 31,6 0 46,2 a

| . Colonies translucides
et de la classe 13en début d'affinage. Ce-

pendant, compte tenu du petit nombre de
souches par classe, la différence de répar- Sur la figure 2, on note 2 groupes de
tition n'est probablement pas significative. souches donnant des colonies translu-
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Tableau V. Caracteres
appartenant

Biochemical characteristics

de la morge du Comté

distinctifs des souches de bactéries corynéformes
aux 3 différentes sous-classes de la classe 1(Pourcentage de réponses positives).
of opague non pigmented strains of coryneform bacteria belonging

393

non pigmentées opaques

to the

3 subclusters of the cluster 1(Percentage of positive strains).

Test Classe I

Utilisation de :

- citrate 91,7
- pyruvate 100

- m-hydroxybenzoate a

- glycine 8,9
+ > -alanine 91,1
- isoleucine 83,3
- aspartate 91,1
- tyrosine 83,3
Nombre de souches 12
Niveau d'agrégation 0,143

cides, reliées a la distance de 0,480 : la
classe Il (18 souches) et la classe Il (5
souches), avec respectivement des ni-
veaux d'agrégation interne de 0,333 et
0,348. Malgré ces niveaux assez élevés
de similitude entre souches, nous avons
distingué 3 groupes de souches a linté-
rieur de la classe Il contre 2 groupes dans
la classe lll. Le tableau VI présente les
principaux tests permettant de différencier
les bactéries des 2 classes et, a l'intérieur
de chaque classe, celles des diverses
sous-classes.

Conformément a ce qui a été noté pour
les autres groupes pigmentaires, chaque
type mis en évidence parait spécifique
d'un stade de l'affinage des fromages : les
types 111 et 1112 sont rencontrés préféren-
tiellement en début d'affinage tandis que
les types 112, 113 et 1111 le sont en fin d'affi-
nage. Par contre, aucun type ne semble
avoir été isolé plus fréquemment dans
I'une ou l'autre des fromageries.

Classe 12 Classe 13
87,5 a
12,5 100
87,5 50

100 a
a 50
100 a
100 a
87,5 a
8 2
0,146 0,135

DISCUSSION ET CONCLUSIONS

D'une facon générale, les résultats de
notre étude soulignent une assez grande
variabilit¢ des caracteres phénotypiques
des souches de bactéries corynéformes de
la morge du Gruyére de Comté. Toutefois,
le groupe des souches orange semble
constituer un ensemble homogene, puis-
que 54 des 59 souches de la collection
présentent prés de 80% de similitudes
entre elles. La comparaison de ces
souches avec celles de bactéries coryné-
formes décrites dans les études précé-
dentes est souvent difficile, soit en raison
du faible nombre de critéres communs et!
ou de souches étudiées, soit en raison de
l'origine différente des souches. Cepen-
dant, outre la production d'un pigment
orange sensible a la soude (Jones et al,
1973), les souches orange isolées du
Comté présentent le plus souvent des pro-
priétés analogues a celles de Brevibacte-
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Tableau VI. Caracteredistinctifsdes souchesde bactériescorynéformesion pigmentéedranslu-
cidesappartenanauxdifférenteslasses(Pourcentag€ée réponsesositives).
Characteristics of translucent strains of coryneform bacteria belonging to the different subclusters

(percentage of positive strains).

Classe

Test
1 112
Culture @ pH 6,0 100 a
Utilisation de :
acétate 100 100
pélargonate 100 a
DL 3 hydroxybutyrate 100 100
- citrate 100 a
cl,cétoglutarate 12,5 16,7
pyruvate 100 83,3
phénylacétate 100 a
glycine a a
L-o( -alanine a a
D- of -alanine a a
- isoleucine a a
valine a a
glutamate 100 66,6
- li aminovaléra  te 87,5 a
histidine a a
phénylalanine a a
tryptophane a a
Nombre  de souches 8 6
Niveau d'agrégation 0,231 0,313
rium linens décrites par Mulder et al

(1966), Bousfield (1972), Yamada et Ko-
magata (1972), Crombach (1974b) ou
Sharpe et al (1977). On notera cependant
quelques divergences quant a l'utilisation
du citrate et du pyruvate (Bousfield, 1972;
Yamada et Komagata, 1972), du pimélate
et de I'hippurate (Yamada et Komagata,
1972). Certaines de ces divergences sont
sans doute dues aux souches elles-méme,
mais elles peuvent également étre liées a
un certain manque de reproductibilité des
techniques (Sneath et Johnson, 1972).
Par ailleurs, les souches orange isolées
du Comté présentent, sur la base d'un
nombre assez large de critéres, des pro-

1 Classe Il
113 Total 1111 1112 Total
a 44,4 50 a 20
100 100 a a a
a 44,4 0 33,3 20
100 100 0 a 0
a 44,4 50 0 20
100 33,3 100 a 40
a 72,2 a 100 60
a 44,4 0 a 0
a 0 100 a 40
33,3 56 100 100 100
a 0 0 100 60
100 16,7 0 0 0
100 22,2 100 a 40
a 66,6 0 100 60
a 38,9 100 0 40
a a 100 100 100
a a 100 100 100
100 16,7 0 a a
3 18 2
0,250 0,333 0,318 0,105 0,348

priétés identiques aux bactéries coryné-
formes apparentées a B linens isolées de
divers fromages (Seiler, 1986).
L'homogénéité sur le plan phénotypique
des souches corynéformes orange du fro-
mage a déja été notée (Crombach, 1974b;
Zadi, 1981; Seiler, 1986). Il n'est cepen-
dant pas certain que cette homogénéité
soit une conséquence d'une homologie
des souches sur le plan génomique. En
effet, Fiedler et al (1981) ont conclu a
I'existence de deux especes parmi les
souches décrites comme Brevibacterium  li-
nens, grace a des études d'hybridation de
I'ADN; en revanche, I'é¢tude de taxonomie
numérique de Seiler(1983) n'a pas permis
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une séparation des souches appartenant a
ces deux groupes d'homologie de I'ADN,
sur la base de critéres nutritionnels. Mal-
gré cette similitude entre souches, nous
avons cependant pu distinguer plusieurs
types et a l'inverse de Seiler (1986), nous
avons isolé une dizaine de tests qui nous
permettent d'identifier les souches apparte-
nant a chacun des groupes mis en évi-
dence. Les observations divergentes de
Seiler (1986) peuvent avoir plusieurs ori-
gines : l'utilisation d'un programme de clas-
sification des souches différent, un assez
grand nombre de substrats testés diffé-
rents ou encore le choix des coupures au
niveau de l'arbre.

Contrairement & ce qui a généralement
été observé dans les études précédentes
(Mulder et al, 1966; Sharpe et al, 1977;
Zadi, 1981; Seiler,1986), une forte propor-
tion des souches non pigmentées opa-
ques, isolées de la morge du Gruyére de
Comté posséde des propriétés physiologi-
ques et nutritionnelles analogues aux
souches apparentées a Brevibacterium fj-
nens. Par contre, elles se distinguent des
souches non pigmentées isolées du fro-
mage et classées comme Brevibacterium
cssei, en particulier par leur température
optimum de croissance (Sharpe et al,
1977; Collins et al, 1983). En outre, elles
possédent certaines propriétés des
souches non pigmentées décrites par Mul-
der et al (1966) et classées plus tard
comme Caseobacter polymorphus, en par-
ticulier la température de croissance et la
tolérance au chlorure de sodium; elles se
distinguent cependant de cette espéce par
un assez grand nombre de caractéres nu-
tritionnels (Crombach, 1974b et 1978; Sei-
ler,1983 et 1986).

Dans le cas des bactéries orange et des
bactéries non pigmentées opaques, nous
avons mis en évidence un petit nombre de
souches caractérisées par leur incapacité
a utiliser la plupart des substrats testés.

Ces souches semblent former des groupes
peu homogénes, mais cette hétérogénéité
est en partie liée au mode de calcul des
distances entre souches. En effet, comme
il ne tient compte que des réponses posi-
tives, la distance entre ces souches n'a été
calculée que sur la base d'une vingtaine
de tests sur les 60 de I'étude; une diver-
gence entre deux souches sur un petit
nombre de critéres se traduit alors par une
distance élevée.

Les souches non pigmentées translu-
cides constituent un groupe assez hétéro-
géne qui possede des caractéristiques
physiologiques et nutritionnelles assez dif-
férentes de celles des deux autres
groupes pigmentaires. En particulier, au-
cune d'entre elles n'est capable de croitre
a 4 et 7°C, et environ 20% d'entre elles a
12°C; par contre, elles semblent posséder
une plus grande tolérance a l'acidité que
les souches opaques. En outre, elles sont
en général caractérisées par l'incapacité a
utiliser un grand nombre des acides ami-
nés testés et elles se distinguent des
souches non pigmentées des fromages
décrites par Mulder et al (1966), Crombach
(1974b), Sharpe et al (1977) ou Seiler
(1986). En particulier, sur les 17 critéres
pour lesquels a eu lieu la comparaison,
elles se différencient des souches translu-
cides isolées de divers fromages par Seiler
(1986) par 5 & 8 critéres. Nous avons ce-
pendant noté que les souches de la classe
11 présentent des caractéristiques nutri-
tionnelles semblables a celles décrites par
Seiler (1983, 1986) comme Caseobacter
polymorphus.

Pour éclaircir la position taxonomique
des souches de bactéries corynéformes de
la morge du Gruyere de Comté, une étude
compléte est nécessaire, avec, par
exemple, analyse du peptidoglycane de la
paroi (Schleifer et Kandler, 1972), du pour-
centage d'homologie de I'ADN avec les
souches type (Crombach, 1974a; Fiedler
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et al, 1981) ou de la composition en
acides gras (Minnikin et al, 1978). Cepen-
dant, ce n'était pas le but de notre étude
qui était essentiellement de classer les
souches en différents types sur la base de
criteres simples applicables sur un grand
nombre de souches. Grace a I'étude entre-
prise, nous disposons désormais de ces
criteres qui devraient nous permettre d'ef-
fectuer une étude plus large de la flore de
la marge: variabilité en fonction des condi-
tions d'affinage (affinage basse tempéra-
ture, fromages hyposodés...), évolution
des divers types au cours de l'affinage,
flore d'autres fromages emmargés (Beau-
fort, par exemple). Les résultats de notre
étude nous permettent déja de faire quel-
gues observations dans ce sens: il ne
semble pas exister de spécificité des
souches selon l'origine des fromages, et
I'existence d'un réservoir unique ou d'une
forte pression de sélection sur une flore
initiale trés complexe a la surface des fro-
mages en est peut-étre a l'origine. Cepen-
dant, ces observations demandent a étre
confirmées car les techniques d'affinage
conduites chez les différents fromagers et
affineurs de [I'étude sont relativement
proches. Par contre, alors que les
nombres de bactéries de chaque groupe
pigmentaire se stabilisent a partir de 8 ou
15 jours d'affinage (Piton, 1988), des suc-
cessions de flores semblent exister a l'inté-
rieur de chaque groupe au cours de I'affi-
nage; ainsi, certains des types mis en
évidence sont rencontrés plus fréquem-
ment en début ou en fin d'affinage, mais
une étude ultérieure dans un plus grand
nombre de fromageries sera nécessaire
pour le confirmer.

Sur le plan écologique, les bactéries co-
rynéformes du Gruyere de Comté tolerent
le plus souvent des concentrations trés
élevées en chlorure de sodium, conformé-
ment a ce qui a été observé pour d'autres

fromages (Kelly et Marquardt, 1939; Mul-
der et al, 1966; Sharpe et al, 1976 et 1977;
Crombach, 1974b). D'autre part, bien
gu'elles croissent a des pH tres élevés, la
plupart d'entre elles ne peuvent se déve-
lopper a pH 6 en absence de chlorure de
sodium; de méme, leur croissance semble
faible a des températures inférieures a
1d0C. Cependant, leur tolérance au pH et
aux températures extrémes est probable-
ment différente a la surface du Comté ou
les concentrations en sel peuvent atteindre
12-13% juste apres le salage (Accolas et
al, 1978); Mulder et al (1966) ont montré
que la présence de sel dans le milieu mo-
difiait la croissance de B linens aux pH
acides et aux températures élevées.

La présence a un niveau élevé de bac-
téries identifiables & B linens & la surface
du Gruyére de Comté est particulierement
intéressante. En effet, il a été montré
gu'elles jouent un réle dans la protéolyse
de divers fromages en libérant des acides
aminés libres (Ades et Cane, 1969; Tokita
et Hosono, 1972), la plupart des souches
pouvant libérer de I'ammoniac (El Erian,
1972). Ces souches produisent également
de nombreux composés carbonylés vola-
tils a partir de la caséine (Hosono et Toki-
ta, 1969), des composés soufrés volatils
(Grill et al, 1967; Parliment et al, 1982;
Hemme et Richard, 1986) ou des phénols
(Parliment et al, 1982). Or, la plupart de
ces composés ont été mis en évidence
dans la zone corticale des fromages de
Comté et de Beaufort (Dumont et Adda,
1978; Dumont et al, 1981). D'autres types
de bactéries corynéformes isolés a des ni-
veaux semblables a la surface du Comté
peuvent également participer a la protéo-
lyse et a la production de composés
d'arébmes, en particulier les souches non
pigmentées opaques qui possedent des
caracteres phénotypiques trés proches de
celles apparentées a B linens.
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