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Résumé

Les fromages traditionnels hébergent un microbiote diversifié, composé de populations microbiennes
endogénes et de ferments, qui joue un réle majeur dans le développement des qualités sanitaires et
sensorielles du produit fini. La connaissance de la diversité microbienne taxonomique et fonctionnelle
des produits laitiers s’enrichit depuis ces trois dernieres années des apports des approches
(méta)génomiques. Plus de 100 genres et 400 espéces microbiennes ont été détectés dans le lait cru et
les fromages. Des réservoirs environnementaux potentiels de cette diversité ont été identifiés.
Cependant, comparés a ceux de souches environnementales, les génomes de micro-organismes isolés
de fromage peuvent contenir des signatures génétiques de leur adaptation a I'habitat fromage. Des
différences de caractéristiques sensorielles et d'équilibre des composés volatils aromatiques entre des
fromages au sein d'une méme technologie ont été associées a des différences dans la composition et
la dynamique des populations microbiennes. Toutefois, le lien avec l'expression du potentiel
enzymatique microbien dans le fromage reste difficile & établir. Les récents progrés technologiques
permettant I'analyse d'ARN messager microbien in situ dans le fromage devraient permettre de mieux
comprendre comment fonctionnent dans leur globalité les principaux acteurs fromagers.

Mots-clés: Fromage, diversité microbienne, potentiel fonctionnel, métagénomique, transcriptomique

Abstract: Microbial communities for the benefit of cheese quality: Diversity, adaptive and
functional dynamics of indigenous populations and starters

Traditional cheeses host a diverse microbiota, composed of indigenous microbial populations and of
starters, which plays a major role in the development of sanitary and sensory qualities of ripened
cheese. Knowledge of the taxonomic and functional microbial diversity in dairy products has been
enriched over the past three years by the results of (meta)genomic approaches. More than 100 genera
and 400 microbial species were detected in raw milk and cheeses. Potential environmental reservoirs of
diversity have been identified. However, compared with those of environmental strains, genomes of
microorganisms isolated from cheese may contain genetic signatures of their adaptation to the cheese
habitat. Differences in sensory characteristics and balance of volatile aromatic compounds between
cheeses from the same technology have been associated with differences in the composition and
dynamics of microbial populations. However, the link with the expression of microbial enzymatic
potential in cheese is difficult to establish. Recent technological advances allowing the in situ analysis of
microbial messenger RNA in cheese should provide a better understanding of the main cheese actors
global functioning.
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Introduction

Les fromages traditionnels hébergent un microbiote diversifié, composé de populations microbiennes
endogénes, naturellement présentes, et de ferments. Ce microbiote joue un role majeur dans le
développement des qualités sanitaires et sensorielles du produit fini. Les populations microbiennes
interagissent entre elles et avec la matrice laitiére, dans une trajectoire dynamique de la fabrication a la
fin de I'affinage du fromage. L'un des leviers pour une meilleure maitrise des qualités sanitaires et
sensorielles des fromages s'appuie donc sur la gestion de la composition et de la dynamique
microbiennes afin de favoriser I'expression des fonctions d'intérét technologique par les communautés
microbiennes du lait et les ferments. Ceci implique de disposer d’'un socle de connaissances sur i) la
composition et 'origine des communautés microbiennes fromageéres, ii) les capacités et les modes
d’'adaptation a I'habitat fromage ainsi que les potentialités fonctionnelles des micro-organismes
fromagers. Les approches « omiques » en pleine expansion nous permettent aujourd’hui d’explorer la
diversité taxonomique et les potentialités fonctionnelles des communautés microbiennes fromagéres
dans leur globalité et avec une profondeur sans précédent. Elles offrent également I'opportunité
d’évaluer I'expression des fonctions microbiennes in situ dans les aliments. Ces différents aspects,
abordés dans différents laboratoires de I'INRA et par d’autres équipes frangaises ou internationales,
seront développés ci-dessous.

1. Composition et origine des communautés microbiennes fromageéres

1.1 La meétagenomique au service de l'écologie du microbiote du lait au
fromage affiné

La connaissance de la diversité microbienne des produits laitiers fut d'abord acquise par des méthodes
de culture des micro-organismes. Elle a été considérablement enrichie par des analyses taxonomiques
de plus en plus fine grace aux méthodes moléculaires, jusqu’'aux approches dites « métagénomiques »
les plus récentes (revue de Quigley et al., 2011). Ces dernieres s'appuient sur les techniques de
sequengage d’ADN de nouvelle génération a haut débit (NGS : New Generation Sequencing).

Il existe deux types d’approche métagénomique. La premiére, dite métagénomique monogénique, est
basée sur le séquengage massif d'amplicons de génes de marqueurs taxonomiques. La profondeur
d’'analyse de cette approche permet de caractériser la composition et d’estimer les proportions des
populations au sein des communautés microbiennes en donnant accés a la diversité de populations
sous-dominantes pouvant représenter jusqu'a 0.1% de la communauté. De plus, cette technique,
permettant le séquencgage simultané de plusieurs centaines d’échantillons, offre 'opportunité de mettre
en ceuvre des traitements statistiques robustes et ainsi d’établir des corrélations entre la structure des
communautés microbiennes et les parametres environnementaux (pratiques d’élevage, paramétres de
technologie fromageére...). Cependant, les microorganismes sont actuellement identifiés au niveau du
genre dans la plupart des cas. Il est donc crucial de développer des outils d’affiliation taxonomique plus
performants pour atteindre le niveau de l'espece.

La métagénomique monogénique a été récemment appliquée a la caractérisation du microbiote de laits
de vache crus et pasteurisés (Kuehn et al., 2013 ; Quigley et al., 2013), de laits crus de chevre (Mclnnis
et al., 2015), de laits fermentés (Bokulich et al., 2015 ; Liu et al., 2015), mais également de divers
fromages, tels que le fromage belge a pate molle et crolte lavée Herve (Delcenserie et al., 2014),
divers fromages irlandais a pate molle et a pate pressée (Quigley et al., 2012 ; O’Sullivan et al., 2015),
le fromage mexicain a pate molle Poro (Aldrete-Tapia et al., 2014), le fromage italien Fontina (Dolci et
al., 2014), le fromage polonais a pate filée et fumée Oscypek (Alegria et al., 2012), un fromage danois
au lait cru (Masoud et al., 2011, 2012). Une étude a porté sur la diversité microbienne dans les
fromages et I'environnement de deux fromageries américaines fabriquant des fromages a pate molle a
croltes fleuries et lavées (Bokulich et al., 2013). Celle-ci a permis de mettre en évidence la présence de
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populations dominantes adaptées a I'environnement fromager (bactéries lactiques, actinobactéries,
Gamma-protéobactéries halotolérantes). Une autre étude pionniere de grande ampleur portant sur la
diversité microbienne de crolites de 137 fromages prélevés dans 9 pays européens et aux Etats Unis
(Wolfe et al., 2014) offre une premiére opportunité de mettre en relation les profils de diversité
microbienne avec le type de croite et une sélection de paramétres technologiques (pH, Aw,
température). Des travaux en cours au sein de plusieurs unités de I'INRA, sur le fromage Cantal (Frétin
et al., 2015), des fromages a pate persillée (Duval et al., 2015), et un ensemble de 13 fromages AOP a
pate molle et a pate pressée non cuite (Dugat-Bony et al., 2015a), viendront compléter le panorama de
la diversité microbienne des fromages frangais.

La seconde approche, dite métagénomique « shotgun », vise le séquencage de 'ensemble du génome
des microorganismes dominants au sein de la communauté. Elle permet de caractériser a la fois la
composition taxonomique et les potentialités fonctionnelles (génes de fonctions) des communautés
microbiennes. Pour cela il est nécessaire de disposer de bases de données rassemblant les séquences
de génome du plus grand nombre possible d’espéces microbiennes présentes dans les fromages.
L’exhaustivité et la précision de lannotation des génomes dans ces bases de données sont
déterminantes pour la précision et la fiabilité de I'identification des activités métaboliques associées aux
génes mis en évidence parmi les séquences métagénomiques. A ce jour, trés peu d’études ont exploré
les potentialités fonctionnelles de communautés microbiennes de fromages par métagénomique
(Almeida et al., 2014 ; Dugat-Bony et al., 2015b ; Wolfe et al., 2014). Une approche de ce type a permis
a Wolfe et al. (2014) d'identifier des fonctions potentielles de bactéries du genre Pseudoalteromonas,
naturellement présentes dans des fromages a croites lavées et fleuries.

Enfin, il est @ noter que, par le volume et la complexité des données générées, I'analyse des résultats
d'études de métagénomique, plus particulierement de type « shotgun », demande des interfaces
informatiques adaptées et une forte technicité en bioinformatique et biostatistique.

1.2 Bilan des genres et des especes détectées dans les fromages

Deux revues récentes ont permis de mettre a jour le catalogue des genres et des especes détectés
dans plusieurs variétés de fromages au cours de ces quinze derniéres années (Montel et al., 2014 ;
Irlinger et al., 2015). Des éléments de l'article de Montel et al. (2014) sont repris de la traduction en
francais réalisée par M.C. Montel et C. Chatelard-Chauvin (Pdle Fromager AOP Massif Central,
Aurillac). La synthése de ces données publiées montre que les populations microbiennes varient d'une
variété fromagére a l'autre, mais également au sein méme d'une variété, en fonction du lieu de
production ou de la saison. La signature spécifique d'une communauté fromagere est due a la présence
et a l'abondance de différentes espéces microbiennes, plutét que d'une espéce en particulier. De
nombreuses espéces sont communes a la plupart des variétés fromagéres, mais elles s’assemblent
selon des niveaux différents de complexité et de concentration, qui peuvent varier au cours du
processus de maturation du fromage, mais aussi en fonction du type de technologie (pate molle, pate
pressee cuite, pate pressée non cuite) et du type de crolte (lavée, naturelle, fleurie). Les communautés
microbiennes sont ainsi des assemblages simples ou complexes de microorganismes, dont la diversité
peut aller de quelques espéces a plusieurs dizaines d'espéces, composées le plus souvent de
firmicutes, d'actinobactéries, de protéobactéries, de bactéroidetes, de levures et de moisissures.

1.2.1. Diversité microbienne dans la pate des fromages

Au cceur des fromages au lait cru a pate pressée cuite et a pate filée, les bactéries lactiques dominent
largement & toutes les étapes de la fabrication du fromage, avec les bactéries propioniques dans les
fromages a péate pressée cuite de type emmental. Les principales espéces de bactéries lactiques
thermophiles sont Lactobacillus delbrueckii, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus helveticus et / ou
Lactobacillus fermentum. Les bactéries lactiques mésophiles autres que les ferments, principalement
Lactobacillus paracasei, mais aussi Lactobacillus rhamnosus, prédominent apres 10 a 30 mois
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d'affinage (Rossi et al., 2012). Les levures, les bactéries Gram-positives et catalase positives, les
entérocoques et les pédiocoques sont sous-dominantes (Demarigny et al., 1997 ; Rossi et al., 2012).

A cceur des fromages affinés a pate pressée non cuite, I'équilibre des espéces dominantes varie avec le
temps et selon la variété de fromage. Cependant, les bactéries lactiques sont le groupe microbien
dominant (>9 log ufc / g). Au moins 21 especes différentes de bactéries lactiques, incluant sept genres,
sont rencontrées. Les plus répandues et les plus souvent dominantes sont Lc. lactis, S. thermophilus,
Leuconostoc mesenteroides, Lb. plantarum, Lb. casei, Enterococus faecalis et Enterococus faecium.
Parmi le groupe des firmicutes, les staphylocoques sont importants dans ces fromages (jusqu'a 5 log
ufc / g) avec au moins quatre especes pouvant étre présentes (Delbés et al., 2007 ; Quigley et al.,
2012), suivis par la famille des Clostridiales (Quigley et al., 2012). Les protéobacteéries (jusqu’a 8 log ufc
| g) (Delbes-Paus et al., 2012) se déclinent en au moins neuf genres, principalement des genres
d’entérobactéries tels que Enterobacter et Klebsiella, mais aussi d'autres Gamma-protéobactéries
comme Pseudomonas, Stenotrophomonas et Psychrobacter (Delbés et al., 2007 ; Quigley et al., 2012).
Des populations sous-dominantes d’actinobactéries (jusqu'a 4 log ufc / g) appartenant a au moins sept
genres, dont les plus fréquents sont Corynebacterium (Corynebacterium flavescens, Corynebacterium
variabile), Arthrobacter (Arthrobacter arilaitensis) et Brevibacterium (Brevibacterium linens) (Delbes et
al., 2007 ; Duthoit et al., 2003 ; Quigley et al., 2012) sont également détectées. Enfin, des populations
mineures appartenant au phylum des Bacteroidetes tels que Chryseobacterium et Prevotella ont été
rapportés occasionnellement (Delbes et al., 2007 ; Quigley et al., 2012). Fait intéressant, la plupart des
fromages non cuits abritent une grande diversité d'espéces de levure appartenant a 13 genres
différents, principalement Candida, Pichia, Saccharomyces, Rhodotorula, Trichosporon.

Enfin, I'nétérogénéité génomique intra-espéce parmi les bactéries lactiques indigénes est grande au
sein d’'un fromage et entre les fromages de différentes origines (Callon et al., 2004 ; Feutry et al., 2012).
Plusieurs souches de la méme espéce peuvent coexister dans les fromages, dans des proportions
différentes de celles trouvées dans les laits crus, ce qui suggére qu’une sélection s’opere au cours de la
fabrication du fromage.

1.2.2. Diversité microbienne a la surface des fromages

A partir de la synthese de plusieurs dizaines d'études de biodiversité de croltes de fromages, 104
genres bactériens (1 Acidobacteria, 28 Actinobacteria, 5 Bacteroidetes, 24 Firmicutes et 46
Proteobacteria) et 39 genres fongiques (21 moisissures et 18 levures) ont été ainsi recensés avec une
détection moyenne par fromage de 10 genres bactériens (entre 3 et 30 en fonction de la variété de
fromage) et de 4.5 genres fongiques (entre 1 et 11). Parmi les levures, Debaryomyces, Yarrowia,
Candida et Geotrichum sont les genres les plus frequemment détectés, suivis de Kluyveromyces et
Pichia. Penicillium fait partie des champignons filamenteux les plus fréquemment détectés, suivi par
Scopulariopsis et Fusarium. Parmi les firmicutes, Staphylococcus est le genre le plus présent en
surface, les autres genres appartenant au groupe des bactéries lactiques acidophiles (Lactococcus,
Enterococcus, Lactobacillus, Streptococcus et Vagococcus, et halophiles (Marinilactibacillus et
Facklamia. Les actinobacteries, telles que Brevibacterium, Corynebacterium et Arthrobacter sont
également bien représentées, suivies par Brachybacterium, Microbacterium, Agrococcus et
Micrococcus. Les genres Psychrobacter, Halomonas, Pseudoalteromonas et Vibrio, appartenant au
groupe des protéobactéries, font également partie intégrante de la communauté microbienne de surface
des fromages, puisqu'ils sont détectés dans environ un tiers des fromages. Alors que ces bactéries a
gram neégatives sont considérées, en général, comme des indicateurs de problémes d’hygiéne et
d’altération, des études sur quelques espéces (Proteus vulgaris, Hafnia alvei, Psychrobacter celer), ont
montré que leur présence avait un réel impact écologique et sensoriel sur le produit final, contribuant
significativement aux qualités organoleptiques du fromage (Irlinger et al., 2012 ; Coton et al., 2012 ;
Deetae et al., 2009 ; Deetae et al., 2011; Delbés-Paus et al., 2012 ; Delbés-Paus et al., 2013).
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1.3 Part dans la communauté microbienne des especes intentionnellement
ajoutées comme ferments d’acidification ou d’affinage.

Parmi les genres mentionnés ci-dessus, certains sont connus pour étre des ferments lactiques ou
d'affinage et étre délibérément inoculés au cours du procédé de fabrication fromagére. Ainsi, les
especes fongiques filamenteuses, trés adaptées a la surface du fromage telles que Penicillium
camemberti, P. roqueforti, Fusarium domesticum ainsi que la levure filamenteuse Geotrichum candidum
mais aussi Scopulariopsis flava sont communément utilisées et trouvées dans les fromages nécessitant
un aspect duveteux ou persillé, tels que le Camembert, le Brie, le Taleggio, le Reblochon, le Saint-
Nectaire, le Tilsit, le Limburger, la Raclette, le Roquefort, le Gorgonzola, le Stilton, le Bleu danois, le
Cabrales ou bien I'Havarti danois et le Tilsit. Les levures commerciales les plus communes sont
Kluyveromyces lactis, K. marxianus et Debaryomyces hansenii, tres tolérantes au sel et au pH acide.
Les especes de bactéries lactiques, Lactococcus lactis subsp. lactis et L. lactis ssp. cremoris sont les
principaux ferments lactiques mésophiles utilisés dans la fabrication du fromage. Elles sont souvent
associees avec dautres bactéries lactiques mésophiles (Leuconostoc mesenteroides, L.
pseudomesenteroides) ou thermophiles (Streptococcus thermophilus). Les bactéries non levains, qui
correspondent principalement aux lactobacilles hétérofermentaires (Lactobacillus paracasei, L. casei, L.
rhamnosus, L. plantarum, L. curvatus et Pediococcus acidilactici) peuvent dans certaines technologies,
étre ajoutées en tant que cultures auxiliaires pour accélérer le processus de maturation. Enfin, d'autres
ferments d'affinage, incluant Propionibacterium freudenreichii, une actinobactérie microaérophile
impliquée dans la saveur et la formation de trous dans les pates pressées cuites, des staphylocoques a
coagulase négative (principalement S. xylosus et S. equorum) et d'autres actinobactéries aérobies
(Brevibacterium aurantiacum, B. linens, Arthrobacter arilaitensis, Corynebacterium casei, C. variabile,
Brachybacterium alimentarium et Microbacterium gubbeenense) sont également ensemencées de
facon dirigée et contribuent a I'aromatisation et a la coloration des fromages affinés en surface (Irlinger
and Mounier, 2009). La seule bactérie a Gram-négatif utilisée comme ferment d'affinage est
I'entérobactérie Hafnia alvei. Elle est inoculée dans les fromages a pate molle fabriqués avec du lait
pasteurisé car elle accentue I'arbme fromager en favorisant la production de composés soufrés volatils
(Irlinger et al., 2012).

Depuis une dizaine d'années, des études sur la diversité microbienne de fromages ont montré que les
ferments d'affinage commerciaux utilisées pour la fabrication de fromages ne font pas forcément partie
de la communauté dominante (Cogan et al., 2014 ; Feurer et al., 2004 ; Goerges et al., 2008 ; Larpin-
Laborde et al., 2011). Par exemple, I'espéce Brevibacterium aurantiacum (anciennement assignée a B.
linens), fréquemment utilisée pour I'aromatisation et la pigmentation de fromages a crolte lavée, est
trouvée sporadiquement a la surface de ces fromages. Dans une étude portant sur la diversité des
communautés microbiennes issues de 137 croltes de fromage, il a été estimé que 60% des genres
bactériens et 25% des genres fongiques détectés ne proviennent pas de ferments commerciaux (Wolfe
et al., 2014). Les espéces issues de I'environnement de la fromagerie appartiennent en général aux
protéobactéries halotolérantes d'origine marine (Psychrobacter, Pseudoalteromonas, Halomonas, Vibrio
et Advenella), aux bactéries lactiques halophiles et alcalophiles (Vagococcus, Facklamia et
Marinilactibacillus). Parmi les levures, Yarrowia lipolytica est omniprésente a la surface de certains
fromages, pouvant méme atteindre en fin d'affinage des concentrations plus fortes que celles des
levures commerciales comme D. hansenii ou G. candidum. De plus, quelques études ont montré que
les souches microbiennes dominantes a la surface des fromages étaient assignées a des espéces
connues pour étre inoculées (S. xylosus, S. equorum, C. variabile, B. aurantiacum, A. arilaitensis, C.
casei...), mais ne correspondaient pas aux profils spécifiques des ferments d'affinage ajoutés et
provenaient donc de I'environnement (Goerges et al., 2008 ; Gori et al., 2013).

Les micro-organismes, sélectionnés comme cultures auxiliaires ou ferments d'affinage, pour leur
capacité a exprimer des fonctions technologiques définies, se comportent souvent différemment au sein
de communautés microbiennes complexes, sans doute en raison de leur mauvaise adaptation aux
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processus de fabrication de fromage et de leur manque de compétitivité vis-a-vis du microbiote
endogene.

1.4 Origine de la diversité microbienne : de la production du lait a la fin de
lI'affinage

La composition microbienne des fromages, et en particulier celle des croites est fortement influencée
par la communauté environnementale présente tout au long de la chaine de production du fromage (du
lait a la cave d'affinage).

1.4.1 Les microbiotes des laits de ferme

Dans les pays industrialisés depuis les années 1980, les pratiques de nettoyage et de désinfection des
trayons ont amélioré la qualité hygiénique du lait cru et de fagon concomitante diminué sa charge
microbienne (Beuvier et Buchin, 2004), qui varie actuellement de 5000 & 10 000 unités formant colonies
par ml (ufc / ml).

II est difficile d'évaluer les changements dans la diversité microbienne du lait au cours des derniéres
décennies en raison des énormes progrés dans les méthodes d'investigation. Les techniques
moléculaires ont permis de détecter de nombreuses autres espéces a cOté des bactéries lactiques.
Ainsi, malgré les faibles niveaux de populations, le lait présente encore une substantielle diversité
microbienne. Un échantillon de lait peut contenir jusqu'a 36 espéces microbiennes dominantes (Callon
et al., 2007 ; Fricker et al., 2011 ; Saubusse et al., 2007). Au total, plus de 100 genres et 400 espéces
microbiennes ont été détectés dans le lait cru. Celles-ci sont principalement des bactéries Gram négatif
(> 90 especes), des bactéries Gram positif et catalase positive (> 90 espéces), des bactéries lactiques
(> 60 especes), des levures (> 70 espéces) et des moisissures (> 40 espéces). Pour tous les groupes
microbiens, la variabilité inter-ferme est grande, en lien avec la variété des pratiques au niveau de la
production de lait, alors que la variabilité intra-ferme est généralement beaucoup plus faible, malgré des
variations d’'une saison a I'autre (Desmasures et Guéguen, 1997; Michel et al., 2001).

Le lait cru est souvent conservé a une température de réfrigération avant la fabrication du fromage,
surtout quand il n’est pas transformé directement a la ferme. Ce stockage réfrigéré modifie I'équilibre
microbien du lait, généralement en faveur des bactéries Gram négatif (Pseudomonas, Acinetobacter,
Chryseobacterium) (Fricker et al., 2011 ; Raats et al., 2011 ; Rasolofo et al., 2010).

1.4.2 Transfert microbien des réservoirs environnementaux au lait cru

La composition du microbiote du lait dépend directement de la composition du microbiote des réservoirs
directement en contact avec le lait : les trayons et le matériel de traite tels que la machine a traire, le
lactoduc et le tank. Les soins et le lavage des trayons, ainsi que la désinfection de I'équipement de
traite sont donc de premiére importance (Mallet et al., 2012 ; Verdier-Metz et al., 2009). Elle dépend
aussi de la composition du microbiote de sources indirectes (I'alimentation, la litiére, 'eau potable et
I'eau de lavage, I'air de la stabulation ou de la salle de traite, le trayeur...).

Le canal (Gill et al., 2006) ainsi que la surface des trayons sont des sources directes potentielles de
micro-organismes pour le lait de ferme, mais toutes les especes bactériennes a la surface des trayons
ne sont pas présentes dans le lait cru (Verdier-Metz et al., 2012a). Le microbiote de surface des trayons
est dominé par les staphylocoques a coagulase négative et les bactéries corynéformes, des
entérobactéries, des bactéries d'altération (par exemple les spores butyriques), des bactéries lactiques
(par exemple Lc. lactis) et des bactéries Gram négatif non-fermentaires telles que Pseudomonas. Les
matiéres fécales peuvent étre des sources indirectes d'Entérobactéries, de bactéries d'altération
diverses. Le lavage des trayons avant la traite limite la contamination de la pointe du trayon. Enfin, les
biofilms sur I'acier inoxydable, le caoutchouc, le silicone, le verre et / ou le plastique de I'équipement de
traite peuvent étre une source directe de micro-organismes pour le lait de ferme (Marchand et al.,
2012).
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L’alimentation des animaux (prairies, ensilage et foin) peut étre une source indirecte de micro-
organismes pour le lait de ferme (Verdier-Metz et al., 2012b). Les prairies hébergent des niveaux élevés
de bactéries Gram négatif comme les entérobactéries, de staphylocoques, de bactéries corynéformes
et de levures tandis que I'ensilage peut abriter différentes bactéries lactiques, des Protéobactéries et
des moisissures. Récemment, des populations fongiques telles que Eurotium sp., des
Actinomycetaceae mésophiles et thermophiles, des bactéries Gram positif (Curtobacterium sp, Bacillus
et Paenibacillus sp) et des bactéries Gram négatif (Pantoea et Pseudomonas sp) ont été trouvées dans
le foin (Vacheyrou et al., 2011).

La salle de traite et la stabulation peuvent également étre des sources indirectes de micro-organismes
par I'eau de ringage (Leriche et Fayolle, 2012), les aérosols ou la formation de biofilm. Des équilibres
microbiens différents ont été rapportés dans les bioaérosols de laiteries de petites exploitations (< 65
vaches laitieres) (Vacheyrou et al., 2011) par rapport a ceux de laiteries transformant le lait de plusieurs
troupeaux (> 800 vaches laitiéres), ou les protéobactéries dominaient (Dungan, 2012 ; Ravva et al.,
2011). Ces micro-organismes des aérosols proviendraient principalement des femelles laitiéres elles-
mémes et des particules végétales (Vacheyrou et al., 2011).

Les transferts microbiens des réservoirs au lait de ferme restent a démontrer au niveau de la souche.
Des comparaisons génomiques sur génome entier pourraient fournir de nouveaux éclairages sur les
flux de génes et sur I'adaptation métabolique des souches de divers réservoirs au lait cru (Price et al.,
2012).

1.4.3 Enrichissement du microbiote des laits de cuve et / ou des fromages par des équipements et des
pratiques traditionnels

Certains équipements et pratiques fromagéres utilisés dans la fabrication de nombreux fromages
traditionnels (cuves et planches d'affinage en bois, cultures de lactosérum, solutions de morge, frottage
des jeunes fromages avec des vieux) enrichissent les laits crus de cuve ou les fromages lors de la
fabrication avec certaines populations microbiennes, qui sont actives pendant le process.

Les surfaces en bois des cuves de fabrication utilisées pour produire les fromages AOP Salers et AOP
Ragusano sont un réservoir de micro-organismes, en particulier de bactéries lactiques. La composition
en groupes ou espéces microbiennes d'un biofilm serait stable pendant plusieurs saisons une fois que
celui-ci est établi a la surface de la cuve, mais varie considérablement entre les cuves (Didienne et al.,
2012 ; Licitra et al., 2007). Les niveaux de populations microbiennes des laits, ainsi que la richesse en
especes et en souches de bactéries lactiques augmentent lors de leur passage dans des cuves en bois
(Didienne et al., 2012 ; Lortal et al., 2009 ; Settanni et al., 2012). Ainsi, la richesse en especes et en
souches des bactéries lactiques dominantes dans un lait cru a augmenté de 50 % aprés quelques
minutes dans une cuve en bois (Settanni et al., 2012).

Les planches d’affinage en bois sont un réservoir de micro-organismes de surface qui peuvent étre
transférés directement a la surface du fromage. Les levures, les moisissures et les bactéries
corynéformes dominent successivement sur la surface du fromage AOP Reblochon de Savoie au lait
cru. lls dominent aussi dans les biofilms des planches d’affinage en bois (Mariani et al., 2007 ; Oulahal
etal., 2009).

Le microbiote de ces biofilms, des saumures et des cultures de lactosérum est souvent complexe et
varie entre les laiteries. En conséquence, ils n‘ont pas été décrits en détail, en particulier au niveau de
la souche et pour les populations sous-dominantes. Un suivi au niveau de la souche est nécessaire
pour montrer non seulement le transfert microbien de ces biofilms, saumures et cultures aux fromages,
mais aussi pour le transfert des sources environnementales aux biofilms, saumures et cultures.
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2. Adaptation a I'habitat fromage et potentialités fonctionnelles des micro-
organismes fromagers

2.1 Les processus évolutifs dans le fromage

Les génomes de micro-organismes isolés de fromage peuvent contenir des signatures de
«domestication» dues a des événements génétiques qui contribuent & une meilleure adaptation a
I'habitat fromager. Plusieurs types d'événements peuvent étre distingués. Chez les bactéries, les genes
qui n'ont pas de fonctions bénéfiques pour la cellule ont tendance a étre éliminés en raison de I'énergie
nécessaire pour leur entretien. lls peuvent étre éliminés par recombinaison, qui est favorisée par la
présence d'éléments mobiles dans le génome, telles que des séquences d'insertion. Ainsi de nombreux
pseudogénes et séquences d'insertion ont été recensés dans le génome de la souche d'Arthrobacter
arilaitensis Re117, isolée de Reblochon, montrant qu'un processus d'évolution est toujours en cours
chez cette espéce (Monnet et al., 2010). Les comparaisons génomiques avec des souches
d'Arthrobacter provenant du sol ont montré que de nombreux génes impliqués dans le transport et le
catabolisme des substrats ont été perdus chez la souche fromagére, sans doute en raison de la faible
diversité de substrats présents dans les fromages.

Chez les bactéries, les transferts horizontaux de genes peuvent se produire grace a trois mécanismes
principaux: la transformation, la transduction et la conjugaison. Ces transferts peuvent conférer un
avantage sélectif a la cellule receveuse, comme il a été observé chez A. arilaitensis Re117. En effet,
son génome contient un cluster de génes impliqués dans le catabolisme du D-galactonate, dont l'origine
provient probablement d'une souche de Pseudomonas. Chez Propionibacterium freudenreichii, la
capacité a dégrader le lactose est conférée dans certaines souches par la présence d'un ilot génomique
codant le transport du lactose et les premiéres étapes de dégradation. Cet ilot entouré de génes de
transposases et d'intégrase est vraisemblablement arrivé par transduction et conjugaison (Loux et al.,
2015). L'importance des transferts horizontaux dans le royaume eucaryote est souvent considérée
comme anecdotique. Toutefois, le récent séquengage des génomes d'une souche de Penicillium
roqueforti et de P. camemberti a montré la présence d'une grande région (~ 500 ko) connue sous le
nom de Wallaby, qui a résulté de transferts horizontaux (Cheeseman et al., 2014). Wallaby a été trouvé
presque exclusivement chez les espéces isolées d'environnement alimentaire mais son role dans le
fonctionnement de la cellule n'a pas encore été établi.

La vitesse a laquelle les micro-organismes évoluent pour s'adapter a I'habitat fromager n'est pas
connue. Toutefois, la propagation d'une souche de Lactococcus lactis isolée a partir de matériel végétal
fermenté, aprés seulement 1000 générations dans le lait, a donné lieu a plusieurs modifications
génétiques composées de mutations ponctuelles et de délétions de génes (Bachmann et al., 2012). Le
fromage est produit et consommé par I'homme depuis des milliers d'années. On peut donc supposer
que certains micro-organismes fromagers sont les fruits de profondes adaptations génétiques, qui ont
pu méme conduire a de nouvelles espéces.

2.2 Facteurs impliqués dans la croissance des micro-organismes a la surface
et au cceur du fromage : exemple de la pate molle

Plusieurs facteurs sont importants pour la croissance des microorganismes se développant dans et a la
surface des fromages (Monnet et al., 2015).

- L'évolution du pH au cours du procédé de fabrication du fromage est ainsi responsable de la
croissance séquentielle des différents groupes microbiens qui colonisent le fromage au cours du temps.
En début d'affinage, la valeur assez basse du pH (aux alentours de 5), due a l'acidification du gel caillé
par les bactéries lactiques, favorise la croissance des levures et des moisissures aérobies, beaucoup
plus tolérantes a l'acidité que les bactéries. Cette capacité a tolérer des milieux acides chez certains
eucaryotes semble étre reliée a l'activité de 'ATPase membranaire qui régule le pH intracellulaire en
exportant de fagon tres efficace les protons hors de la cellule. La croissance précoce des levures et des
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moisissures permet ensuite I'augmentation du pH, en particulier a la surface du fromage (pH 5,5 a 6.0)
en transformant le lactate en CO> et en produisant de I'ammoniac a partir du catabolisme des acides
aminés. A ce stade, les bactéries acido-sensibles aérobies (actinobactéries) ainsi que les bactéries
lactiques "non levain" (NSLAB) commencent & croitre.

- En début de production, la température de caillage est élevée (entre 20°C et 30°C) afin de permettre
une croissance optimale des bactéries lactiques et ainsi favoriser une acidification rapide. L'étape
d'affinage par contre est réalisée a des températures plus basses. Les micro-organismes se
développant durant cette derniere étape, comprennent donc des mésophiles mais aussi des
psychrophiles et des psychrotrophes, avec des activités spécifiques (protéolytiques et lipolytiques) a
basses températures.

- L'humidité relative des caves d'affinage a également une influence sur la croissance de micro-
organismes a la surface du fromage. Par exemple, P. camemberti pousse moins bien a une humidité
relative de plus de 95% (Leclercq-Perlat et al., 2013). Il est ainsi connu que pour les fromages a croltes
emmorgées, une forte humidité dans les chambres de maturation, combinée avec un brossage répété
des fromages avec de I'eau salée, empéchent la croissance des moisissures. Des corrélations ont été
également trouvées entre les valeurs d'humidité relative mesurées sur les différents types de crodte de
fromage et la composition microbiennes de 137 fromages (Wolfe et al., 2014). Dans cette étude,
I'abondance du champignon Geotrichum et de quatre genres de protéobactéries (Psychrobacter, Vibrio,
Pseudomonas et Pseudoalteromonas) a été positivement corrélée a des croltes humides alors que
Scopulariopsis, Aspergillus, Actinobacteria et Staphylococcus ont été détectées de fagon significative
sur des croGtes naturelles, plus seches. A cceur des fromages affinés a pate pressée non cuite,
I'équilibre des espéces dominantes varie avec le temps et entre les variétés de fromage. En effet, la
composition physico-chimique et la texture des fromages sont trés variables, comme le montre la teneur
en eau (42% - 55%).

- Les fromages sont salés par application directe en surface ou par immersion dans un bain de saumure
saturé en sel. Alors que la levure Debaryomces hansenii est connue pour étre frequemment isolée
d'environnements salés et croitre jusqu'a des teneurs en sel de 16%, Geotrichum candidum est
I'espéce de levure considérée comme la moins tolérante au sel. La croissance des actinobactéries,
Brevibacterium linens et Corynebacterium sp., est stimulée par I'ajout de 4% de sel. Ces bactéries
tolerent des teneurs en sel allant jusqu'a 16%. L'analyse génomique de souches de Brevibacterium
aurantiacum, de Corynebacterium casei, de C. variabile et d'Arthrobacter arilaitensis, isolées de
fromages, a montré qu'elles possedent des systémes de protection trés efficaces contre le stress
osmotique, en permettant par exemple I'accumulation dans leur cytoplasme d'osmoprotectants tels que
I'ectoine, la proline et la glycine bétaine. Quinze génes impliqués dans le transport de la glycine bétaine
et d'autres osmolytes ont été ainsi détectés chez A. arilaitensis Re117, une souche d'origine fromagére
alors qu'un nombre bien plus faible (6 a 9) a été recensé chez les souches d'Arthrobacter isolées du sol,
beaucoup moins tolérantes @ des concentrations élevées en sel (Monnet et al., 2010). De la méme
fagon, une particularité du génome de B. aurantiacum ATCC9174 est le grand nombre de transporteurs
de différents osmoprotectants (bétaine, carnitine et choline), au nombre de 9, en comparaison du
nombre moyen (1.5) que possédent les actinomycétales d'autres origines.

- Le fromage est un habitat trés restreint en fer parce que le lait est pauvre en fer (de 0,2 a 0,4 mg I-1)
et qu'il contient de la lactoferrine, une protéine qui a un effet antibactérien du a sa capacité a chélater le
fer. Dans des fromages expérimentaux, ol nous avons ensemencé une bactérie lactique (L. /actis), une
levure (D. hansenii) et différentes bactéries d'affinage (Arthobacter, Corynebacterium ou
Brevibacterium), I'addition de fer ou de sidérophores a stimulé de fagon significative la croissance des
bactéries d'affinage alors qu'elle n'a eu aucun impact sur la croissance de la bactérie lactique et la
levure (Monnet et al., 2012). Les génomes des 4 bactéries fromageres, C. variabile DSM 44702, C.
casei UCMA 3821, A. arilaitensis Re117 et B. aurantiacum ATCC 9174, sont bien équipés en génes
impliqués dans l'acquisition du fer, comme la production de sidérophores, de transporteurs type ABC
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fer-sidérophore (Monnet et al., 2010, 2012 ; Schroder et al., 2011 ; Layec et al., article en préparation).
Nous avons également détecté un opéron sbn codant pour des protéines impliquées dans la
biosynthése d'un sidérophore type staphylobactin chez la souche fromagere Staphylococcus equorum
Mu2, montrant la encore que cette espéce spécifique du fromage est capable de capter le fer au cours
de sa croissance a la surface du fromage (Irlinger et al., 2012). Les champignons appartenant aux
Pezizomycotina tels que Penicillium sp. sont capables de produire des sidérophores (Winkelmann
2007), alors que les Saccharomycotina tels que K. lactis, D. hansenii, G. candidum et Y. lipolytica ne
peuvent pas les synthétiser. Cependant, ils sont capables d'importer dans leurs cellules les
sidérophores produits par d'autres micro-organismes (Blaiseau et al., 2010). Il est donc possible que
l'acquisition du fer soit & l'origine de certaines interactions (compétition et commensalisme) entre les
micro-organismes qui se développent sur la surface de fromage.

2.3 Les fonctions d'intérét technologique portées par les micro-organismes
fromagers

La diversité des caractéristiques sensorielles des fromages résulte de la diversité des proportions des
composés aromatiques provenant de nombreuses voies métaboliques (dégradation des sucres, du
citrate, du lactate, des acides aminés et des acides gras, décomposition de la caséine et lipolyse). Le
métabolisme est oxydatif en surface, tandis que des voies fermentatives se produisent dans la péte.
Plusieurs espéces peuvent coopérer dans une voie métabolique, par leurs activités enzymatiques
potentielles multiples et variées (Irlinger et Mounier, 2009 ; Mounier et al., 2006, 2008).

Les bactéries lactiques présentes dans la pate du fromage possédent de nombreux systémes
enzymatiques, qui leur permettent d’assurer des fonctions (fermentation du lactose, du lactate, du
citrate, des sucres aminés, du glycérol mais aussi le catabolisme des peptides, acides aminés et des
lipides) trés variables selon les espéces et les souches. Elles sont déterminantes pour la qualité
sensorielle du fromage.

Pour certains fromages a pate pressée cuite, la flaveur est aussi significativement impactée par les
bactéries propioniques provenant du lait cru (Comté) ou ajoutées comme ferment d'affinage
(Emmental). Elles produisent de I'acide acétique, de I'acide propionique et du CO. a partir du lactate,
des composés d’ardme issus du catabolisme des acides aminés a chaine ramifiée, ont une activité
lipolytique sur la matiére grasse laitiere et synthétisent des esters (Thierry et al 2011; Abeijon et al.,
2014). Dans les fromages a péte persillée, P. roquefortii intervient dans I'équilibre des composés
cétones / alcools / aldéhydes.

Malgré I'abondance et la diversité des bactéries Gram négatif dans le lait cru et les fromages
traditionnels, les potentialités fonctionnelles de seulement quelques espéces ont été étudiées. Les
fromagers évoquent leur réle aromatisant principalement dans les fromages pour lesquels le microbiote
de surface joue un réle crucial dans la flaveur. Les entérobactéries ont un fort potentiel aromatique car
elles peuvent cataboliser le citrate, les lipides et les protéines (Chaves-Lopez et al., 2006). Inoculés en
surface d'un fromage modele a crodte lavée, Proteus vulgaris (Deetae et al., 2009) ou Psychrobacter
celer (Irlinger et al., 2012) entrainaient une augmentation des niveaux et de la variété de composés
aromatiques tels que des cétones et des composes ramifiés (aldéhydes, alcools et esters). Hafnia alvei
augmentait les composés soufrés volatils dans un fromage a crodte lavée (Irlinger et al., 2012), mais
pas dans un fromage a pate pressée non cuite (Delbés-Paus et al., 2012). Les bactéries Gram négatif
peuvent produire des amines biogénes et peuvent engendrer des altérations. Néanmoins, H. alvei est
couramment utilisé comme ferment (Bourdichon et al., 2012).

Quelques études réalisées avec des fromages expérimentaux produits avec différents laits crus dans
les mémes conditions de fabrication et d’affinage soulignent le réle de I'abondance et de la diversité du
microbiote des laits crus dans le développement des caractéristiques sensorielles des fromages. Dans
des fromages a pate pressée, la composition du microbiote indigéne de lait cru affectait les
caracteristiques de texture et de golt des fromages ainsi que la dynamique et I'équilibre des composés
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volatils et aromatiques (acides, aldéhydes, alcools, cétones, esters, et composés soufrés) (Buchin et
al., 2004). Ces differences ont été associées a des différences dans la dynamique des populations
microbiennes. La diversité microbienne génere donc de la diversité sensorielle, mais la corrélation entre
les niveaux microbiens et les attributs sensoriels est difficile a établir. Néanmoins, dans des fromages
Salers, chaque attribut sensoriel a été associé a plusieurs groupes microbiens identifiés a partir des
profils microbiens des fromages affinés, obtenus en analysant 'ADNr 16S (Duthoit et al., 2005).
L’alimentation des vaches laitiéres influence notamment la composition de la matiére grasse du lait
(Chilliard et al., 2007), ce qui a un effet sur la qualité sensorielle des fromages (Coppa et al., 2011). Le
réle des microorganismes dans cette interaction reste encore mal compris. Une premiére étude par une
approche métagénomique monogénique dans des fromages Cantal a montré que la diversité
bactérienne et les équilibres entre les groupes microbiens étaient différents entre les laits et les
fromages issus de deux régimes contrastés et affectant le profil en acides gras des laits (Frétin et al.,
2015).

Toutefois, les facteurs régulant I'expression du potentiel enzymatique microbien dans le fromage et le
lien entre cette expression et la dynamique microbienne et l'environnement du fromage (facteurs
extrinseques et intrinséques du fromage) sont difficiles a établir. En particulier, les nombreuses
interactions microbiennes impliquées dans la dynamique du microbiote sont loin d'étre élucidées. Elles
déterminent et dans le méme temps sont régies par des facteurs intrinséques au fromage (disponibilité
des substrats et des co-facteurs, présence de composeés inhibiteurs / activateurs, pH et potentiel redox)
et des facteurs extrinseques (disponibilité de I'oxygéne, température, humidité relative). Les processus
de fabrication et d’affinage du fromage déterminent 'ensemble des dynamiques dans I'écosystéme
fromager.

3. Evaluation de I'activité microbienne in situ dans les aliments : Elaboration
d'indicateurs biologiques via la quantification d'ARN messagers

3.1 La métatranscriptomique pour tracer des activites microbiennes
spécifiques

La physiologie et 'activité des micro-organismes au sein de produits alimentaires fermentés sont peu
connues en raison de la complexité de la matrice alimentaire et de la présence d'un microbiote dont la
composition est mal caractérisée. A ce jour, un nombre important de travaux portant sur les fonctions
d'intérét technologique de micro-organismes colonisant le fromage a été publié mais de fagon
incomplete. Ces études concernent principalement la capacité de ces micro-organismes a générer des
fonctions telles que la protéolyse, la lipolyse et / ou des activités cataboliques spécifiques permettant la
production de composés aromatiques ou d'inhibiteurs. Avec les récents progres des technologies de
séquengage a haut débit (HTS) et le développement de méthodes permettant I'extraction directe et la
quantification d'’ARN messager microbien in situ dans le fromage (Monnet et al., 2008), il est maintenant
possible de mieux comprendre comment fonctionnent dans leur globalité les principaux acteurs
fromagers. Ainsi, des analyses métatranscriptomiques basées sur la technique RNA-seq ont permis de
suivre au cours du temps, dans un Camembert, |'activitt métabolique d'une communauté simplifiée,
composée essentiellement d'une levure, Geotrichum candidum, et d'un champignon, Penicillium
camemberti, et de mettre en évidence les fonctions et les voies métaboliques clés qui sont exprimées
au cours du processus de maturation (Lessard et al., 2014). Le génome de ces deux organismes
n'étant pas disponible au moment de la publication de cette étude, I'assemblage de novo des données
RNA-seq, avec des longueurs de séquences suffisantes, a été nécessaire avant |'annotation
fonctionnelle des contigs qui en ont résulté. Une autre approche basée sur les techniques RNA seq et
DNA seq a été appliquée a une communauté microbienne fromagére plus complexe comprenant deux
especes fongiques et 7 especes bactériennes (Dugat-Bony et al., 2015). Dans ce cas, les génomes de
référence de I'ensemble des espéces présentes dans la communauté étaient disponibles, ce qui a
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permis d'établir une base de données de référence gréce a laquelle ont pu étre quantifiées les courtes
séquences générées par technologie de séquencgage Solid, issues d'échantillons fromagers. Ainsi, une
vue globale de la dynamique de la structure de la communauté microbienne eucaryote et procaryote
ainsi que les profils d'expression de son potentiel métabolique a travers un cycle d'affinage ont été
obtenus. La contribution majeure des espéces microbiennes les plus dominantes (L. lactis, K. lactis, G.
candidum, D. hansenii et C. casei) et les interactions possibles concernant les fonctions clés impliquées
dans la dégradation de la matrice laitiére ont été mises en évidence : les activités conjointes de la
bactérie lactique L. lactis et de la levure K. lactis, au cours de la premiére phase de maturation,
permettent la consommation rapide du lactose. Le lactate, produit a partir du lactose par L. lactis, est
ensuite rapidement consommé par les levures D. hansenii et G. candidum pour lesquelles ont été
détectés des niveaux élevés de transcrits de lactate déshydrogénase. En ce qui concerne le
catabolisme des protéines et le métabolisme des lipides, la grande majorité des transcrits assignés a
des genes de G. candidum suggere une forte influence de cette espéce sur la dégradation des
caséines et de la matiere grasse. En fin d'affinage, I'analyse de I'ensemble des données RNA-seq
montre que les genes liés au catabolisme des acides aminés et appartenant a la levure G. candidum et
aux bactéries d'affinage acido-sensibles telles que C. casei et H. alvei sont les plus exprimés. Enfin,
l'analyse différentielle du métatranscriptome de I'écosystéme a permis de proposer un ensemble de
génes biomarqueurs représentatifs des espéces les plus actives a différents stades de I'affinage, qui
pourront étre ensuite testés dans de vrais fromages.

3.2 Quantification d'’ARN messagers a l'‘échelle de la cellule par PCR
quantitative : Exemple de Bio-indicateurs d'affinage du Reblochon

La quantification d'’ARN messagers par PCR quantitative est un outil important pour améliorer nos
connaissances concernant les différents aspects de la physiologie microbienne au cours de l'affinage
du fromage. Elle peut également étre utilisée pour produire des bio-indicateurs pertinents pour la
fabrication du fromage, par exemple en quantifiant I'activité de génes impliqués dans la production de
composés aromatiques. Une étude sur la physiologie et l'activité de G. candidum au cours de l'affinage
du Reblochon (fromage frangais a crolte lavée, dans lequel G. candidum est l'une des levures
dominantes) I'a recemment prouvé. L'expression de 80 génes impliqués dans diverses fonctions a été
quantifiée de fagon répétable en utilisant un ensemble de trois génes de référence stables. Tout au long
de l'affinage, on a observé une diminution de I'expression des génes impliqués dans l'organisation de la
paroi cellulaire, la traduction, les constituants du cytosquelette et les génes des protéines ribosomiques.
II'y avait aussi une diminution de I'expression des génes de I'ATP synthase F1F0 mitochondriale,
impliqué dans la synthese d'ATP et de I'H* ATPase membranaire, impliqué dans la régulation du pH
interne. La diminution d'expression de ces marqueurs biologique montre que G. candidum se développe
de moins en moins au cours de l'affinage et qu'elle passe progressivement @ un métabolisme de
maintenance. Certains génes impliqués dans le catabolisme du lactate, de I'acétate et I'éthanol étaient
exprimés de fagon plus importante en début d'affinage, montrant que la cellule consommait alors ces
substrats. Au cours de la deuxieme partie de l'affinage, I'expression de génes impliqués dans le
transport et le catabolisme des acides aminés augmentait fortement, ce qui est probablement di a une
modification de la source d'énergie utilisée. Une augmentation de I'expression de génes impliqués dans
l'autophagie et de génes impliqués dans la durée de vie des cellules a également été observée,
montrant qu'a ce stade, la cellule fait un effort pour recycler davantage ses composés intracellulaires et
diminuer son activité catabolique.

3.3 Quantification d’ARN messagers a l'échelle du fromage par PCR
quantitative : Exemple de mesure de l'activité globale de différentes especes
dans différents fromages du commerce

Des stratégies de quantification de I'expression de génes par des espéces microbiennes dans des
fromages dont la composition microbienne n’est pas connue ont été proposées et validées avec succeés
sur des fromages commerciaux (Monnet et al., 2013). Les transcrits codant pour I'ARN ribosomique
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16S et la malate:quinoneoxidoreductase de Corynebacterium casei, de Brevibacterium aurantiacum et
de Arthrobacter arilaitensis, ainsi que ceux des génes codant pour 'ARN ribosomique 26S et la béta-
tubuline de G. candidum et de Debaryomyces hansenii ont été détectés et quantifies dans la plupart
des échantillons testés. Trois types de normalisation ont été appliqués et ont permis, en fonction du
type de normalisation choisi, de montrer i) I'activité de transcription du gene considéré par rapport a
I'activité de transcription globale dans un fromage, ii) les différences d'abondance de transcrits entre les
fromages, et iii) les différences d'abondance des transcrits par rapport a la quantité de ribosomes de
I'espéce cible.

Une application intéressante de ce type d'analyses est de comparer, dans différents échantillons de
fromage, I'abondance de transcrits de génes impliqués dans les fonctionnalités de I'affinage, comme
par exemple les protéases ou les lipases, ou bien au contraire de genes liés a des propriétés
indésirables telles que l'altération ou la production de toxines. Des démarche similaires ont été
explorées dans des Emmentals en cours d'affinage (Falentin et al., 2010, 2012)

Conclusions

Gréce aux développements technologiques de la derniére décennie, nous commengons a obtenir une
image fiable, en profondeur, de la diversité microbienne du fromage. Cependant, peu d'attention est
encore accordée a la communauté "endogéne" dite «maison» et a la maniére dont ce microbiote se
structure, survit et colonise les fromages. Quelques études décrivent la biodiversité au niveau du genre,
et ont pu mettre en valeur une douzaine de genres répartis dans différentes variétés de fromage.
Cependant, des études a grande échelle au niveau de I'espece, du phylotype voire au niveau de la
souche sont désormais nécessaires. Les progrés récents dans les technologies NGS rendent
désormais possible ce type d'étude ambitieuse, a condition que des progrés soient également réalisés
dans la résolution taxonomique des outils. Il pourrait également étre intéressant d'utiliser la PCR
quantitative pour quantifier plus précisément I'abondance et I'activité de certains phylotypes. Enfin, il est
nécessaire de mettre |'accent sur |'adaptation écologique de I'espéce, les capacités de colonisation, la
capacité a résister et / ou a s'adapter a des perturbations.
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