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Fromage Bouhezza:
Caracterisation microbiologique
par la méthode culture-dépendante

E. Daga*, I. Dupré*, A Paba*, S. Schirru*, MF. Scintu*, R. Comunian*

Introduction

Le fromage Bouhezza est un fromage traditionnel algérien produit avec le lait
de chevre, de brebis ou de vache. Il est également fabriqué avec un mélange
de lait de différentes espéces dans des proportions différentes. La produc-
tion de Bouhezza nécessite la préparation d'un récipient naturel chekoua et
du lait fermenté spontanément, de préférence écrémé et légérement acide,
Lben.

La chekoua est un sac préparé avec |la peau de chévre ou de brebis, générale-
ment traitée avec du sel et les baies de geniévre, il a également limportante
fonction de séparer le lactosérum de la phase solide. A la fin de la maturation
est caractérisée par |'addition du lait entier pour corriger I'acidité et la salinité
du fromage. Le traitement est effectué avec I'sjout du Lbenet du lait cru et est
complété, en moyenne, aprés 70 jours quand il y aura I'ajout du poivre (Pedilig-
gierietal., 2009).

Le but de ce travail était de caractériser la microflore du fromage Bouhezza
parla méthode moléculaire culture-dépendante.

Materiels et methodes
Les échantillons ont été analysés a partir de 4 travaux artisanal (BF1, BF2,

BF3, BF4): le fromage a été fabriqué avec du lait de vache et a eu une période
de maturité maximal de 45 jours.

Les échantillons ont été ensemencées dans M17 incubée en aéraobiose &
37°C et 30°C et dans MRS acidifiée & un pH de 5,4 incubée en anaérobie 3
30°C, 37°C et 42°C. Des plaques des différents milieux ont été isolés, un total
de 105 colonies.

Les isolats ont été purifiés avec 3 frottis sur le milieu d'isolement, observé
sous un microscope et congelé a -B0°C dans un milieu cryopratecteur consti-
tué de 50% du glycérol et 50% du bouillon M17 paur les coques et du bouillon

* Agris Sardegna-Dipartimento per la Ricerca Prodotti di Origine Animale. Loc.Bonassai, SS 291 km 18,6,
07040 0lmedo.
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MRS pour les bacilles.
La caractérisation moléculaire des isolats. : i
he des isolats a été réalisée

La caractérisation, en termes d'espéce et souc : ' :
en intégrant les résultats obtenus avec les techniques moléculaires REP-
PCR, le séquengage des géenes 16S rRNA et PCR spécifique a l'espéce.

Pour la technique REP-PCR a été utilisée dans 'amorce (GTG) 5 (Versalovic et
al, 1994, Gevers et al, 2001) les isolats ont été soumis & (GTG)5 REP-PCR:
L'ADN a été préparé en utilisant la méthode FTA Clone Saver Cards (What-
man international Ltd., UK) selon les indications indiquées par le producteur:
5l de la culture cultivées overnight est repérée sur les cartes de cellulose,
aprés séchage a la température ambiante, un disque de papier de 2 mm est
prélevé avec un instrument spéciale et placé dans I'éprouvette du PCR, puis
lavé avec FTA purification Réactif (2 lavages) et TE-1 (10mM TrisHcl, 0,1 mM
EDTA, pH 8] (2 lavages). La disquette ainsi traitée est utilisée directement
dans la réaction du PCR réalisée dans un volume total de 25 | (24 | MegaMix
Labogen, 1 | di primer (GTG)5 50 M] avec les suivantes conditions
d'amplification:
dénaturation initiale a8 95°C pendant 7 min suivie de 30 cycles de dénatura-
tion & 90°C pendant 30 secondes, appariement & 40°C pendant 1 min,
l'extension & 65°C pendant 8 min, extension finale & 65°C pendant 16 min.
Une quantité de 9 | concentré additionné a 11 di Loading Buffer a été soumis a
une électrophorése sur gel d'agarose 1,8% (W,/v] dans une solution tampon
Tris-acétate a 90 volts (Volthour 222) (électrophorése cellulaire modeéle
HU13 SCIE-PLAS, I'alimentation EPS 500,400 connecté a volthour intégra-
teurs VH1, Pharmacia) en utilisant le marqueur 1Kb Plus (Invitrogen).
Le gel a été coloré avec une solution de bromure d'éthidium (0,59 / ml)etpho-
tographié sous lumiére UV avec un appareil photo digital Kodak DC 120 avec
un logiciel Kodak Digital Science 1DLE3.0.
Les profils (GTG)5 obtenus ont été soumis & I'analyse cluster avec le logiciel
BioNumerics V 4.5 (Applied Maths, Ghent, Belgique). La similarité entre les
profils a été calculée en utilisant le coefficient de corrélation de Pearson et
dendrogrammes ont été obtenus avec la méthode UPGMA (Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic mean) (Vauterin e Vautein, 1992).
En ce qui concerne les groupements dérivés de l'analyse cluster des profils
(GTG)5, les isolats ont été soumis a la PCR spécifique pour 'espéce Lb. planta-
rum (Torriani et al., 2001) et Lb. paracasei (Ward et Timmins, 1999), suivie
par I'électrophorése sur gel d'agarose lorsque les profils pourraient étre
attribués a ces espéces, ou 'amplification du géne 16S rRNA avec des amor-
ces PO et P8, Escherichia coli position 27f et 1495r (Grifoni et al., 1995), suivi
p.ar le séquencage dans un.e seul direction avec un amorce PO pris & un ser-
::g; mme [QMRGénomnque. Padova, Italie). Les séquences partielles du
A traitées avec Ch" omas V1.43 (Griffith University, Brisbane, Qid.,
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Australia), ont été alignés dans GenBank avec e programme BLAST Altschul

etal., 1997) [http:llwww.ncbi.nml.nih.govl]. Les isolats ont été identifiés sur la
base maximale Identity Score.

La diversité génétique des isolats de la mame espece a été exprimée en pour-
centage en utilisant l'indice de diversits génétique des Simpson (D) tel que
]

décrit par Hunter et Gasto
P n [1988] D i 1 ) __1_—2 nl.[n‘—‘]]
N(N-1) &4
ou N est le nombre total d'isolats par espéces, S est le nombre total de bioty-
pes trouves ((GTG)S-rep-Type) et nj le nombre d'isolats appartenant a jth bio-
type (De Cesare etal 2001; Landgren et al., 2005).

Resultats et discussion

La plupart des isolats ont montré des morphologies bacillaires par
l'observation microscopique: 100 isolats sur un total de 105 (tableau 1). Les
coques ont été isolés d'une maniere sporadique dans 3 échantillons BF1 (n°
1), BF3(n° 1), BF4 (n° 3) soit du terrain MRS que M17.

Tableau 1. Source pour les milieux et les échantillons des isolats.

Echantillons
BF1 BF2 BF3 BF4
Isolation du milieu n° isolats Totale
MRS 30°C anaérobiose |- 16 13 17 (2C*) |46
MRS 37°C anaérobiose |17 - - - 17
MRS 42°C anaérobiose |- 3 - - 3
M17 30°C aérobiose - 14 - - 14
M17 37°C aérobiose - - 16 (1C*) [9[1C*) |25
Total 17 (1C*) |33 29 (1C*) |26 (3C*) [105 [(5C*)

*C: Coques

L'analyse moléculaire a permis l'identification de tous les isolats sauf 1 par
MRS & 30°C. La microflore a montré qu'elle est composé principalement de
Lactobacilles hétérofermentaires obligés (Lb. kefiri, Lb. otakiensis, Lb. para-
buchneri, Lb. fermentum, Lb. diolivorans, Lb. hilgardii) et facoltatives (Lb. para-
casei, Lb. plantarum), tous les mésophiles sauf Lb. fermentum (Thermophi-
les) (Tableau 2); les espéces mésophiles hétérofermentaires obligés appar-
tiennent au groupe buchneri.

Il convient de noter que l'espéce Lb. otakiensis, reconnue en 2009 comme
une nouvelle espéce du groupe buchneri et isolé du "Sunki", un cornichon pré-
paré par fermentation spontanée de feuilles et de tiges d'oignon rouge au
Japon (Watanabe et al., 2008).

Cette espéce n'a jamais été rapportée dans les produits laitiers: sa présence
dans le fromage Bohuezza pourrait provenir du geniévre utilisé pour traiter la
chekoua. ll faudrait envisager d'étudier une telle espéce qui constitue la micro-
flore du baie de genigvre pour confirmer cette hypothése.
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phérique «coccica) sont les résultats appartenant au
rmidis [tableau 2), un streptocoque g
tte espece a ete associée au mam-
zGarayzabal et al., 1998].

Les isolats en forme s
genre Streptococcus et alespece S. epide
a été identifie comme St. parasanguinis, e
mites subcliniques chez les ovins (Fernande

Tableau 2. Distribution des espéces en relation avec le milieu d'isolement.

~ a1 [ere  [eF3 |BF4

i Especes Dilution des isolements
I Lb. paracasei - -4/5/6 |-3/4 2/-3 i
’ Lb. plantarum - 4/5 |- 5
; Lb. kefiri - 6 6 4/5
i Lb. parabuchneri |-2/-3 - |- .
3 Lb. otakiensis 2/-3 B - - g
; Lb. diolivorans - 6 2 >

Lb. hilgardii - - -

Lb. fermentum - -3/4 B -

Streptococcus spp. |-3 - ; 4/-5

St. parasanguinis - - -3 -

S. epidermidis - - - -2 3

ND - 6 - 4

1 anaérobiose

2 aérobiose 2

3 pas déterminé _.
) , En ce qui concerne les Lactobacilles, les especes les plus fréquentes sont :

l'espéce Lb. kefiri[32%) et I'espece Lb. paracasei (32%) (Fig. 1), ces especes
ont été isolées dans diverses proportions a partir de 3 échantillons sur 4 :
(Fig.2). L'échantillon de BF2 a présente la plus grande biodiversité au niveau
des especes: il contient toutes les especes isolées, sauf Lb. parabuchneri :
(Fig.2). Les échantillons BF1 et BF4 sont les plus pauvres, seulement 2 espé- '
ces sont présentes: Lb. otakiensis et Lb. parabuchneriin BF1, Lb. paracaseiet
; Lb.femwntum dans BF4. Les espéces Lb. parabuchneriet Lb. plantarum ont f-'

s dans un seul échantillon, respectivement BF1 et BF2 (Fig. 2]
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Fig. 2 Distribubion des lactobacilles dans les différents espdces par échantillon

L'echantllon BF1 a été choaisi lequel avec la microflore la plus pauvre ainsi
qu'un certain nombre d'espéces isolées, également le nombre de micro-
organismes: les isolements ont été effectués a basse dilution (-3) que les
autres échantillons (Tab.3).
Dans l'échantillon BF2, le nombre de Lb. paracasei, Lb. kefiri, Lb. otakiensis,
Lb. giolovorans et Lb. hilgardii (isolé a une dilution -B) a été réepété 100 et 10
fois plus grande de Lb. fermentum (isolées a dilution-4) et Lb. plantarum (i1solé
3 gilution -5) (Tab. 3). Dans l'echantillon BF3 les especes hétérofermentaire
surtout Lb. kefin et Lb. fermentum ont été dominants, soit 100 fois plus
elevée qu'aux especes hétérofermentaires facultatives Lb. paracasei (Fig. 3).
Cetze dominance a &té egalement trouvée dans I'échantillon BF4 ou Lb. kefir
= et2 i1solé & une dilution de -5, tandis que i & une dilution de -3 (Tab. 3).

Tableau 3. Dilution des isolements des différents especes de diverses échantilions

» MRS’ M17°
~  |soc [a7c [a2c [30Cc [37°C
Espéces ~___ |nisolats. ' Totale
b, pars T e - 8 23 32
Lb. pla " 5] = 6
LB = = 36
- - 11
s - 6
_ E
L |- .
. |1
e
T
iy )
il

T,

.-_‘"'._
iy




Comme le montre le Tableau 4, l'analyse des profils de rep-(GTG) 5 a mo .
une grande diversité génetique des isolats de toutes les especes sauf ._
lespece Lb. parabuchneri. L'éventuel diversité des isolats appartenant
cette espéce devrait toutefois étre testée avec une technique de pouvoir
criminant supérieur.

Tableau 4. Diversité génétique des isolats appartenant a différentes espaces de lactobacilles mesurée avec

technique (GTG)5-rep-PCR PP

n Isolats Biotypes diversité génétique |

- n“ ”" “rlD i
&pr.pau“ g 32 29 894 8
= rocese 6 6 00
Lb. kefiri s 36 16 88 I
b, S 2 6 1 0 ik —
O pore 2 9 CIEM—
% TR 0 1Uq_ 3 i
Lb. higerd | W L
Lhb fermentum S . - 2
*Non calouis
Conclusion

La microfiore du fromage Bouhezza analysée a été dominé par des Lactob:
cillus heterofermentaires forcement appartenant principalement au grou
buchnen, méme si ont été trouvées des différences dans le nombre demi
organismes et les espéces isolées dans les échantillons de différents produ
teurs. Il serait opportun de compléter I'étude analysant les caractéristig

phenatypigues de ces organismes pour comprendre leur réle dans lama
tion du fromage Bouhezza.
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