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ETUDE BACTERIOLOGIQUE DES SAUMURES DE JAMBON DE PARIS

Mise au point de milieux sélectifs s
Principaux genres de bactéries rencontrées

Jeanne FOURNAUD, P, RAIBAUD et G, MOCQUOT (*)

Station Centrale de Recherches Laitidres et de
Technologie des Produits animaux

'. C.NeReZ, Jouy-en=Josas -~ France

TRODUCTTON -

En France, la bactériologie des saumures de jambon présente une grande
importance ; en effet, 1'addition de nitrite, qui domne la couleur rose & la viande
aprés cuisson, est interdite par la législation actuelle., La formation de ce corps est
donc entidrement sous la dépendance des microorganismes halophiles et cryophiles,
capables de réduire les nitrates en nitrites. Divers auteurs (HENRY, GORET & JOUBERT(1),
BUTTIAUX (2), ont étudié les principeux types de bactéries que 1'on peut trouver dans
la flore dominante de saumures de jambon de Paris, c'est-a-dire de saumures dont la
concentration est d'environ 15 % en moyenne, Pour des saumures i plus forte concentra-
tion en sel (type boeuf ou bacon), dtautres auteurs (SMITH (3), GIBEONS cité par

i JENSEN (4), HORNSEY & MALLOVS (5), JESPERSEN & RIEMANN (6), INGRAM, KITCHELL & INGRAM(T),
SULZBACKER (8), ont cherché & mettre au point les meilleures méthodes de numération et
d'identification de la microflore.

Etant donné la diversité des types microbiens rencontrés (germes halophiles
Ou non halophiles, producteurs de nitrite ou non producteurs, acidifiants ou alcalini-
éants), nous avons pensé qu'il serait utile de mettre au point une méthode et des
milieux capables de révéler 1'équilibre existant entre ces divers types dans une saumre
donnée, Une telle méthode doit permettre de suivre 1'évolution de 1'équilibre microbien
et d'étudier les relations éventuelles entre cet équilibre microbien et les qualités
Organoleptiques du produit fini, c'est-d-dire du jambon tel qu'il est présenté au
Consommateur.,

N sese

A
vee 1a collaboration technique de R, LACOMBE, Centre Technique de la Selaison, de la
Tcuterie et Conserves de Viande.




Les saumures exzamindes dans ce
3 liers art 1ﬁ“r°a;
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savtures, sauf deux
Dr, BUTTIAUX (Institut

Les numérations & 1'¢tat frais sont effectudes avec une cellule de Thoma.

Pour les nuné
décimales et 1'ensemencenx

1)

cose 10 g

Sr s 130 g

sosase 8 g

cvasen 8 g

L T AT 1000 cm3

On ajuste le prH avant le premier au
pendant 20 minutes, i

-
‘ ier et on réparti
& Ia stérilisation est e

rndant 20 minute

T.ﬁLé.(Tryptonc, extrait de Viande,

ure, nous avons utilisé la méthode des dilutions

oclavage a 7,2, On autoclave & 1209C
2pa y9 cm3 par tube de 18 x 180 mm.

sel).

Le milieu T,V.,S, c=% destiné & la numération de 1z flore

dominante, Il a la composition suivante ¢

- SN

N
;entre Technique de la Salaison, de la Cher

Dlgny, Paris (ueWC/. la charcuterie expérimentale est installée au Centre
@Chcrchos Zootechniques, & Jouy-en-Josa (S. & 0.)
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Oug adressons au Dr. BUTTIAUX et aux &Ts ULIDA nos plus vifs remerciemen
® ces souches

harcuterie et Conserves de Viande, 7 rue Alfred de
?

National de

ts pour 1l'envoi
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Extrait de viande (L

2> g

Tryptone (DifCO) seesssssssssssssss 58

Chlorure de SOdiUum eesscesssscesces 65 g

Nitrate de evscssessssese 8 g

SneChaToRE sassssssssassavussonsonn 8 g
ourpr” de bromo Crésol esescscscee 0,02 g

GEIOBO sssassetsssssssetsenvasssnes 20 g
BO e s avs et S A RS CPED 1000 cm3

4 7,2, Dn autoclave & 120°C
3 m3 per tube de 18 x 180 mm,

Milieu au jus de viande (Milieu nutritif de BUTTIAUX cité

Pait QO VIANHE s vessssenie abbrss 38
£OSE secesesssacessessscssssans 10 g

OSE esvvsssessssssscscssaascnas e
RGO s A e s s e ae VN e, 5¢g
'.trait de 1OVUTE fisssesssesssvens 38
Chlorure de S03iUM sessccceesssscse 130 g
BN 0BT s vab s os s hhhsobssacnsve sk 20 g
1517 e e T | g O L O LR s 1000 cn3

On sutoclave & 120°Cpendant 20 minutes., On filtre sur papier et on répartit
E L rilisation est faite & 118°C pendant 20 minutes.

H
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n de verser le milieu en boite de P« trl, on ajoute 1,5 cmj 4
provenant de viande de po ! 3 sur ¢1¢tre Sei tz
au 1/5.

& Jus
et dilué

Milieu & la Tryptose (BUTTIAUX (2)

Tryptose (Difc co)
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On autoclave & 120°C pendant 20 minutes. On filt¢e sur pepier et on répartit
15 ¢m3 par tube de 18 x 18 ' ilisation est faite & 118°C pendant 20 minutes.




b/ Milieux sélectifs

Ajouter extemporanément

Milieu & l'acétate de thallium -
3 s - ar o r4
a 15 cm3 de milieu T,V,S, 0,1 cm3 d'un@ solution & 15 % d'acétate de thallium stérile
(concentration finale de 1'acétate de thellium dens le milieu : 0,1 %)

Y

solution & 1,5 ﬁyd""ch rdr

a 15 em? de milieu T.V.S.
N o

0,01 %),

OdLUJ.QaﬁS le milieu

e bromothymol - Le pourpre de bromocrésol
:ocnymol :

du milieu

em3, Mettre 2,5 cm3 de cette

N/10, Ajouter de 1! :
r nier autoclavage (ooncentration

solution mére pou
finale du bleu de br

extemporanément 0,2 cm3
lieu de méme comp031t10n
ni saccharos (concentra—

d'une solution st
que le milieu TVS, mais ne cont
tion finale de la safranine

Les solutions meres d'acétate de de sodium, de saffanine
sont stérilisées par séjour d'une demi-heure uillant,

3) Technigue d'ensemencement

1 cm3 de cun des tubes de choisis est introduit dans une bolte
de Pétri stérile. Puis on ajoute le milieu sé nutTL Wf et on agite soigneusenment,

En ce

'azide, nous utilisons une technique
un peu différente

ution convenable dans un tube stérile

intermédiaire de 0,1 cm3 de la solution d'azide de
sodium & 1,5 %. O isse ce tube inutes & 1la emp’ ature ambiante (22°C - 24°C),
maintenant ainsi eI :

é
ilution dans une solution 15 fois
plus concentrée er Puis on ajoute 15 cm3 de milieu
TVS et on verse 1 1

(11 'est alors pa

LA J




etuve & 22°C, Une premidre lecture

Avent d'effectuer les
‘ milieux & partir des saumures analysdes
\. dans du bouillon et on les cultive &

P s Bl S e S B
p milieu TVS, mais il ne contient ni

PVl « 13 tran+ "t A+2
Les caractéres suivants ont &t&

| > A
‘ 1) Morphologs

‘ La morphologic et la
& partir d'une goutte de culture
tion colorée, on laisse sécher 1la
On fixe ensuite 10 minu > 2
par la méthode de Gram.

frais au microscope
Pour faire une prépara-
pérature ambiante,
1

g
0), puis on colore

n d'une colonie prélevée
sur un tube dans de 1l'eau oxygénée i

11 volumes.

On , vées sur bou itrate, dans un tube
Veillon. Cette recherc u atoire est faite en paralléle sur milieu TVS et
sur milieu TVS sans nitrate.

LB N
* : : 2 = e s 2 g
1 ) Nous remercions vivement M, C I, de la Station de Pathologie vegeétale du Centre
National de Recherche Agrono: de i1lles, ainsi que le personnel du Service du

Microscope électronique, pour leur précieux concours.
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Griess,

5)

fuell

éventuelle des nitrites est décel

e par la méthode de

Le
d'incubation &

(O)}
p—

sans nitrate.

(S AR

on qui contient, soit de 1l'hyposulfite
chlorhydrate de cystéine (concen~
décelée par la méthode du papier

st poursuivie 15 jours a 22°C,

i

s,

Chlorure de
Bau distillé

3y

Le milieu est réparti

a 120°C pendant 20 minutes.

8) Recherche de

LU R B

SOQ1UM eeee

e LI A N

m3 en tube de 16 x 160 mm, On stérilise

FEAT
LAl

oN (11),

1'indole s'effectue suivant la technique de
2 jours & 22°C,

et ensuite apreés incubation de 15

Elle s'effectue

TVS sans nitrate ni pourpre d

en boite de Pétri, & raison

Une goutte de la culture sur bouil
& la surface du milieu gélat

semaines a 22°C,

La. recherche de
tion de sublimé (eau :
mercurique : 15 &)

100 cm3,

sur milieu gélosé enrichi en gélatine ; & 100 cm3 de milieu
de bromocrésol, on ajoute 2 cm3 d'une solution aqueuse &

4 1'autoclave. Ce mélange, fait extemporanément, est coulé
de 15 & 20 cm3 par botte (BUTTIAUX (12).

8 étudier est ensemencée

e la souche
' se poursuit pendant 3

1o
iné (sans étalement), L'incubation

e steffectue & 1l'aide d'une solu-
oncentré : 20 cm3, chlorure

1'hydrolyse de la gélat
acide chlorhydrique

o b
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Cette solution est versée dans la te de Pétri. Une auréole translucide
autour de la colonie wnilouc la résence d'une gélatinase.

9) Présence de pisment

La présence de pigment est observée lors de la recherche de la gélatinase.

10) Croissance & :
Une goutte d'une culture sur bouillon, 8gée de 18 heures, est ensemencée dans
M'y 8 cm3 de bouillon, Le temps d'incubation est de 15 a 4°C et de 8 jours & 22°C,
'i 30°C, 37°C, 42°C et
L
sel @

Une goutte d'une culture sur bouil g heures, est ensemencée dans
8 cm3 de bouillon dont la concentration en chlorure de sodium est variable,

Les concentrati essayées, exprimées en g de chlorure de sodium pour 100cm3
i ’ s &)
de bouillon non salé, ' § 80=2,5=5=10 =15 = 20 = 22,5 = 25 = 27,5 = 30,
L'incubation se poursuit pendant 3 semaines & 22°C,

1At -

I - Dénombrement de la flore dominante

En premier lieu, nous avons cherché & dénombrer la flore dominante que pou=
vait contenir une saumure de jambon de Paris. Nous avons considéré successivement le
choix du diluant, du milieu, de la température la durée d'incubation,
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a) Liguide de dilution :

A \ ST T =\

Aprés RIVIERE (13), nous avons essayé
mais nous avons observé des irrégularités dans les
de nombreuses colonies dans les boites ensemencées

43

'ons ¢ par cxcmple, on trouve
A

a dilution 10=% et aucune




. De nombreux auteurs

. d'ailleurs uullﬂ gné 1l'importance
la concentration opfimum en sel dans le
analyser, mais elle est assez difficile

il

Colonlo dans les bo
(INGRAM (14), JESPERS
du °f7 O"qs le 110“—
ll@”ide de dilutio
& réaliser en pratique, car la con ration en sel des saumures de charcuterie peut

Varier de

1

chlorure de sodium et d'extrait
de viande, nduit & la composition du milieu
Ve Se 4 e en évidence (tableau I) 1'impor-

tapce d l< : > de 1'e 1t de viende. L'incubation, pour cet essai, a été prolongde

=

de la durée d'incubation :

Des essais prélin 30°C permet un
déve70pﬁﬁweﬁt rapide, mais dom es colonies ainsi
dénombrées ne correspondent d C i eau 5) ¢+ ce sont
Surtout des microcoques, La C;Q incubations & 4 t 15°C est beaucoup plus longue

X7 s
qu'a 22°C et le nombre des

d) Comparaison avec d'autres mi

été comparées avec la numérae
lllp‘" enrichis en jus de viande

Les numérati
tion rlcroscopiqu direc

de porc utilise  par dive ’), HORNSEY (10), JESPERSEN &
RIEMANN (6) - {t ibleau 3) nues sont tout & fait comparables,
€tant donné le degré de
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(INGRAM
milieux

le Jus de viande.
| Le milieu &

celle obtenue sur le m
} st cependant plus
1 Sur le milieu de
|

S
da

ertain Jowbro de souches micro=-
i saumures étudides
ghcrogpccaceae,
tion du Manuel de

s

ivantes

allib

rowobacterlﬁc

.L'_
détermination de

p rSi olo~1oucs et
es bactéries peuvent 8tre
marquer que tovtew lCu
ire profondément modif
culture, D'autre part,

z/ \

furé a partir de la cys tblne

biochimiques ou
nombreuses dans
souches qui rfﬂwi~ﬁﬂ
suivant la présence
certains genres sont car
ou de l'hyposulfite de

Enfin, ls des saumures sont des halophiles stricts
S mais moderés, avec un ation en sel d'environ 6 %.
L ces caractéres ne une identification précise des
especes, identi n que nous poursuivons ement, Cependant, dans la suite du

texte et pour lﬁ compx
pigmentés et Achromobac

appelons Flavobacterium les types
de la famille des Achromobacteriaceae.

chantillon les divers
) des numérations obtenues
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Le

1)
La 6tooac1llus,
anaérobies facu
de bromocrésol
(mﬂwrﬁm@,
nies de Cocci, L'azide
Grem négatif,

uantitative des

) et des Cocci
rage du pourpre
ranchement acide

) u) t our des colo=-
de toutes les bactéries &

2 ‘(* le dénombrement quantitatif des
Lactobacillus, Vibrio c icolus ins Flavobacterium halophiles
facultatifs (souches CB et F45), et des Bacillus. Lé encore, le virage de 1l'indicateur
permet de dlutl“Fdfr les colonies de Lactobacillus (milieu jaune) des colonies de Cocci
et de Bacillus (milieu gris jaune) et des bactéries & Grar m négatif (milieu bleu).
Achromobacter et Flavobacterium halophiles stricts sont 1nu1bés.

3) Le milieu au bleu de bromothymo rmet le dénombrement quantitatif de

Vibrio costicolus, Achromobacter, Flavob&cterium, des Cocci anaérobies facultatifs.

Deux caractires sont importants pour distinguer Vibrio costicolus, Cocci, Achromobacter
et Flavobacterium : autour des co; Y de V,costicolus et des Cocci le milieu est acide
( jaune) ; autour des colonies d'Achromobacter le milieu est alcalin plea) s autour des
colonies de Flavobacterium le milieu est également alcalin, mais il a L“rralt en outre
une ou deux bulles de gaz

Les Lactobacillus, les Bacillus et certains
inhibés dans ce milieu.

Cocci aérobies stricts sont

4) le milieu & la safranine permet la numération quantitative de certaines
bactéries & gram négatif et, parmi celles-ci, de V.costicolus, des Achromobacter et de
certains Flavobaecterium, On 1“@fmzznri*: ces différents germes d'aprés 1l'aspect des colonies:
celles d'Achromobacter sont petites et transparentes ; les colonies de Vibrio costicolus
et de Flavobacterium sont rouges, avec de gaz autour des colonies de Flavo-
bacterium,

i

s Lactobacillus, Bacillus, Cocci et quelques
inhibés dans ce milieu.

Les germes appa
souches de Flavobacterium s

Ces résultats sont valables dans le cas de présentant la composition
habituelle en sel, sucre, nitrate, L 1=y i la saumure contient des
phosphates ("“”"urc expérimentale), Vibrio costicolus est parfois inhi b- dans certains
milieux sélectifs, alors que cette 1nn101t13n ne se produit pas lorsque 1l'on fait la
nunération de ce méme germe en partant de saumures sans phosphates,
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IV - Exemples de numération

Nous donnons (tab

rations, choisi
< ’
parmi les nombreux examens que

igine leﬁruo.

- Saumure 1
Elle donne un exem
présentes en nombre “C;ﬁ"rcblc.

e divers genres de bactéries, toutes

“ium est acide (jaune) autour des colo-
ieu TVS, Le milieu au bleu de bromothymol
autour de certaines colonies : ce sont
d‘autres c”r es qui peuvent 8tre des

nies de Lactoba
est alcalin (bl
cter

n

les Flavobacterium,
Vibrio ou des Cocci

gcci; eu TVS serait gris jaune
autour des colonies, ce sur 1 ::l]; & la safranine, on obtient
un nombre de colonies v« le milieu au bleu de bromothymol, avec
les deux types de colon les Flavobacterium et non gazogénes

pour les Vibrio,

thallium avec les

istinguer,
0 L t d onc de connaitre
. (T . ™
le nombre et la nature des germes (Lacto S, costicolus, Flavobacterium)
présents dans la saumure analysée,

- Saumure 2
Dans la

aLld

sur 1Vg mllleuz é

Lac*obacillus s -de no

1'azide de sodium, & 1'acét: : ium e

saff'ﬁnlnm et au bleu de bromcth;;cl mov+r~nt la pré
& €

Py

o Mais les milieux & la
=)

1

u v
de Vibrio costicolus et d
0

bacillus,

- Sgumure 3

Dans le milieu TVS, & la dilution 10~°, on observe la présence de colonies
autour desquelles le milieu est gris-jaune. On rCurﬂL ve des colonies sur milieu 3
'acétate de thallium, Elles sont absentes sur le milieu & 1'azide de sodium, Elles

s
correspondent donc, soit aux Cocci a¢
indispensable de procéder & un exan

u
robies stricts, 11 aux chlllup. Ici il est
en microscopique, enc que le type de colonie des

ore
’,

Cocci soit, pour un oeil tant soit peu exercé, tout différent de celui des colonies de
Bacillus (colonies souvent polylenticulaires pour les Cocci, toujours lenticulaires

pour les Egcillus).
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no
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dominante de Lacto-

1ent les milieux &

apporte dans ce

lonies dominantes
ntre cependant la

Se comportent
Présence de

valeur technologique

germes décrits en

1 st re par des
La bactobacillus : le type est la saumure 2 du tableau 9, Uette saumure ne contient pas de
nitrites et ] : ment pu constater que
des jambons j 'est-d-dire renfermant une
1es vertes aprés cuisson,

forte proport

2) Saumures

UMITres Annd
sSauures dont

A 7 ~
par des Cocci,

soit par
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Flore i““iphr*o ce germe tres
1

)0

réducteur do G "“/l) exprimé en

nitrite de po

Ol

(

N > proportion de nitrites
(environ 400 ~

ar les germes dénitri-
s'éléve (jusqu'a des
eur particuliére

fiants et &
Valeurs par 3 % s
("0ff-Odor" des auteurs

Les résultats obtenus dans cette étude mor nt ns les mures de Jambon
Paris, la pr' 1 ] 1 ve de mi zanism ) 1 germes par cm3,
indiquent une certaine variété dans la nature des germes constituant la flore domi-
nante.,

d
(9

&
t

1 = Parmi 11 ty ) es rencontrée es Baci n'ont pas
été, & notre connais , sig : utre it o n é les saumures.
Seuls EDDY & INGRAM (18) on ' m Bacillus halotoléra: solé de bacon en boite,

qui différe du I 1 dans les ] ue 1 udiées par de nombreux

caracteres. Il est d'aillewr dans les saumures étudiées en
nombre tel qu'on puisse le re néthode qué nous avons proposée,
Quant aux autres cnt noté 1la

Présence de LactOL;CLWW““ dans les saum nitritée 'TTAUX apres HENRY & ale.

1), a montré 1'importance de Vilrio X (2), LISTON & ¢ ¢21)
ont indiqué e scuté la présence de et d'Achromobacter.

sp. dont les colonies sur milieu
g tées en rouge et appartenant
ntent des caractéres

gelosé présente
.

& la famille des A

L ]




ce qui concery
il peut 3'

1'équilibre

ct se déve=
loppent tilisation de la
néthode

use des

sur un, deux ou

se développent

. 1 : . le la recherche
iﬂ L Bacillug, des i et des > illus i S par zide de sodium, lorsque les
germes appe b i i les
U*enicrs autres

‘ dans une boite de Pétri sur laguelle s« 1t déwe pées plus de 100 colonies., Et méme s

précision de la

' résultats

(™

Chau
de p

‘ Sur milieu
étre en p
méthode,

nous avons
milieu

(*) dans
rence;
alin exemple)
1t _le but est de
isceptibles de s

t prim

technologique, de connaitre
bype de bact?rle implique la
1 ;nustra que
cteur plus

les nombres
s

Présence dtun

nous avons &

\‘ SRR
3 a i . 0 bles de se
e ¢ S €8 . sur un milieu non sélectif,

1T ’ - .
;Ous définirons

Velopper dans un n
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sboutit a la
nitrifiants par
,ment nulle
t dépasse le
acteur nombre
a la formation

rechercher
lorsque ce
105 par
qui ne perme

ce qui concerne le proposés, nous insisterons sur le

JOULTO, 1iUWS LILOoLo

arose dans le
ase le milieu &
1arc dominante,
t trop élevé.
permet plus de
ium parce gue,
pas le milieu.

fait que le mi
cas du milieu &
la tryptose de
le taux de surv
D'autre part,

distinguer les
dans ce cas, 1

dens un grand
et certains ana-

, ) SEL IS (25). Dc m8me, 1l'acétate
de thallium a été préconisé par SHARPD 5) dans les milieux pour lactobacilles.

eu >rtain nombre de milieux
comme indicateur de pH, ne semble pas avoir été signalé comme ag sélecti

> indicateur d4'oxydo~
4 dad penn Lrap
reduction,
ms de ces deux derniéres

H . q ) -~
Supgstances 10€e

ontre
que
rencontrent souvent
charcutiers. D'autre part,

du t(uﬁS, en flore dominante,
non pas un seul fuit a p@ucer qu'un seul germe

peut prétendre répo . i cessaires a4 la produc=

tion d'un jambon possédant les qualités organoleptiques les r 'LlFWT@S'

Les
probablement toujouru un
notamment les ger
hante dans des
Une saumure qui

mais un
mals un




\

O

au

e

e

onsexrv

nda An
ave Uca

e

2

el |
ey R e
S g o

n o
= a0
o'
=
G
D
ot
~
O
L

(0]
O
=
f43) ()
0 ~
0 (i

ki

Croi
a

e
I'Se

Ra UL

a1

\rs

¢t

g
N O
S0
o b
2 @
~
=y

1€)==

LS €]

e

rans

Qn Y
woal lall

la

St

ail,

1 ¢
L

(o

en

.
posées
ir

iscutés,

d4
“w

nt

=Te
(=19

1'obten

)0




17 =

DLVl

(15)

(16)

(17)

d'une espece
active",

Jjambon
137. 1957

curing
195

in meat-curing

2nd Intern.Symp.Fd

PENSO L Vo ogical
study ophilic bact mbridg

, 7 ;
18 of xanthydrol.

QILUICL L

R, -~ Communication personnelle

1itrites

2
[
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H
o
&
)
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)
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to methods of exam
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