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Abstract 
 The natural microbial community of cheese can originate from milk, equipment and 

production environment or be intentionally added. The main goal of this study was to 

investigate and characterize ecologically the microbial community of farmhouse cheeses. 

In this study, 26 farmhouse cheeses were investigated (fresh, soft, hard), made from raw or 

pasteurized milk, and from bovine, ovine or caprine origin. The microbiota of the samples 

was analysed by metagenetics using 16S rRNA amplicon sequencing. The sequences were 

grouped into operational taxonomic units (OTU) by phylotype at the species level.  

 Considering the reads obtained from all samples, 11 bacterial genera with a relative 

abundance above 0.1 % were identified. Two genera were dominant, namely Lactococcus 

and Streptococcus. The relative abundance of Lactococcus was always between 64.95 % 

and 97.12 %, depending on the type of cheese or the type of milk. Streptococcus has a 

relative abundance between 1.02 % and 29.40 %. By not taking those genera into account, 

44 genera were then detected in the samples. Brevibacterium, Bifidobacterium, 

Brachybacterium, Leuconostoc, Microbacterium, Staphylococcus and Bacteroides were 

predominantly noticed at a relative abundance of 27.57 %, 21.09 %, 8.97 %, 6.19 %, 5.35 %, 

5.28 % and 5.19 %, respectively. 

 Alpha diversity analysis (richness and diversity) did not show any statistical difference 

between the types of cheese, origins of the milk, and types of milks. However, beta-diversity 

(bacterial community composition) analysis highlighted a difference in the microbial 

environment between fresh cheeses and soft or hard cheeses, as well as between raw and 

pasteurized milk, and between cheeses from sheep and goat milk. The principal component 

analysis could not cluster the samples according to the type of cheese. Instead it revealed 

trends according to some genera.  

Another objective was the physico-chemical characterisation of the samples (pH 

and aw). Fresh, soft and hard cheeses had and average pH (± standard deviation) of 4.44 ± 

0.16, 5.63 ± 0.57 et 5.74 ± 0.19, respectively. The average aw (± standard deviation) was 

respectively : 0.99 ± 0.00, 0.97 ± 0.01 et 0.96 ± 0.01. 
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Résumé 
 La flore bactérienne présente au sein des fromages peut être originaire du lait de 

départ, de l’équipement et environnement de production ou provenir de l’ajout de 

ferments lactiques en cours de fabrication. Le but du travail a été d’étudier et de 

caractériser d’un point de vue écologique la communauté bactérienne présente au sein 

des fromages fermiers, à la sortie de production. L’étude s’est portée sur 26 fromages 

fermiers (frais, à pâtes molles ou à pâtes pressées) à base de lait cru ou pasteurisé, et 

d’origine animale variable : vache, chèvre ou brebis. La flore bactérienne a été étudiée par 

métagénétique. Le gène codant pour l’ARN ribosomique 16s a été séquencé. Les 

séquences obtenues ont été regroupées dans une table d’unités taxonomiques 

opérationnelles (OTUs) par phylotypes jusqu’au niveau de l’espèce.  

Au sein des échantillons de fromages, 11 genres bactériens ont été détectés à plus 

de 0,1 % d’abondance relative. Deux genres bactériens sont dominants au sein des 

fromages analysés : Lactococcus et Streptococcus. Lactococcus est présent au sein des 

échantillons à des abondances relatives élevées (64,95 % à 97,12 %) dans tous les types de 

fromage, pour tous les types de lait, et pour toutes les origines animales. L’abondance 

relative de Streptococcus variait entre 1,02 % et 29,40 %. En les masquant, le nombre de 

genres présents au sein de tous les échantillons augmente jusqu’à 44. Les principaux genres 

retrouvés sont Brevibacterium, Bifidobacterium, Brachybacterium, Leuconostoc, 

Microbacterium, Staphylococcus et Bacteroides. Avec le masquage des deux genres 

dominants, leur abondance relative est respectivement de 27,57 %, 21,09 %, 8,97 %, 6,19 %, 

5,35 %, 5,28 % et 5,19 %. 

En étudiant la diversité α (la richesse et la diversité), aucune différence significative 

n’a pu être mise en évidence selon le type de fromage, le type de lait, ou l’origine du lait. 

Cependant, la diversité β a mis en avant une différence significative entre les fromages frais 

et les pâtes molles, ainsi qu’entre les fromages frais et les pâtes pressées. De plus, des 

différences significatives entre le type de lait utilisé et entre les fromages au lait de chèvre et 

de brebis ont été relevées. L’analyse en composante principale n’a pas permis de 

distinguer les types de fromages en fonction de leur communauté microbienne, mais a tout 

de même pu mettre en avant des tendances selon les genres pour certains fromages. 

Un second objectif a été de caractériser les fromages selon des paramètres physico-

chimiques tels que le pH ou l’aw. Les fromages frais, à pâtes molles et pâtes pressées ont 

présenté un pH moyen (± écart-type) de 4,44 ± 0,16, 5,63 ± 0,57 et 5,74 ± 0,19, 

respectivement. Leur activité d’eau moyenne (± écart-type) était respectivement de 0,99 ± 

0,00, 0,97 ± 0,01 et 0,96 ± 0,01. 
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Introduction 
 En Belgique, la production de fromage est en croissance constante. En effet, entre 

2015 et 2016, les productions de fromages frais, nature et chèvre ont augmenté 

respectivement de 8,4 %, 11,5 % et 13,9 % (Statbel, 2017). Ces statistiques regroupent la 

globalité de fromages produits en Belgique. Différents types de fromages sont à distinguer, 

selon les techniques de production : les fromages industriels, artisanaux et fermiers (Roche, 

2018). Ces catégories se différencient selon le type de lait utilisé ou selon son origine. Ainsi, la 

plupart des fromages industriels sont fabriqués à base de lait pasteurisé et standardisé, dans 

le but de répondre aux critères exigés par la grande distribution. Les fromages artisanaux 

sont souvent à base de lait cru, pouvant provenir d’une ferme voisine. Pour s’appeler 

fromage fermier, le lait doit être transformé en fromage au sein même de la ferme où il a 

été produit (Roche, 2018). L’étude présentée dans ce document se focalisera sur les 

fromages fermiers belges.  

La consommation de fromages fermiers peut susciter certains problèmes. En effet 

ceux-ci sont principalement fabriqués à base de lait cru, n’ayant donc subi aucun 

traitement thermique. Par conséquent, le risque de présence de micro-organismes 

pathogènes existe. Par exemple, en mai dernier, en France, deux décès liés à la 

consommation de fromage au lait cru ont été rapportés dans la presse. Ces décès étaient 

liés à la listériose, une toxi-infection d’origine alimentaire causée par Listeria 

monocytogenes. Par rapport à Campylobacter, la listériose est rare. En 2017, 70 % des cas 

de toxi-infection alimentaire sont dus à Campylobacter (EFSA et al., 2018). Cependant, les 

toxi-infections alimentaires dues à L. monocytogenes sont en hausse entre 2012 et 2017 

(EFSA et al., 2018; Gérard et al., 2018). En 2017, 2480 cas d’infection par listériose ont été 

identifiés au sein des 28 États membres de l’Union européenne (EU) (EFSA et al., 2018). Parmi 

ces cas, la maladie a causé 227 décès, soit un taux de mortalité de 9 % en 2017 au sein de 

l’UE (EFSA et al., 2018). Cette bactérie figure parmi les micro-organismes pathogènes les plus 

fréquemment rencontrés dans le domaine alimentaire. En effet, L. monocytogenes pouvant 

se développer à des températures de réfrigération, un refroidissement rapide du lait cru 

avant sa transformation n’est pas suffisant pour garantir sa sécurité sanitaire (AFSCA, 2015; 

Gérard et al., 2018).  

Malgré les avis controversés, il existe bon nombre d’aspects positifs liés à la 

consommation du lait cru et de ses dérivés (Nero et al., 2019). L’utilisation de lait cru permet 

de créer un produit à l’environnement bactérien riche en comparaison d’une denrée au 

lait pasteurisé. Cette flore microbienne constitue une plus-value pour la texture ou la saveur 

des fromages (Bachmann et al., 2011; O’Sullivan et al., 2017). Un autre point positif lié à la 

présence de cette flore résidente est le caractère probiotique de certaines espèces, ce qui 

peut être bénéfique pour la santé humaine et notamment pour la flore intestinale (Nero et 

al., 2019). Ces bactéries ont également la capacité de produire des composés 

antimicrobiens empêchant la croissance de certains pathogènes (Nero et al., 2019).  
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L’étude proposée dans ce document s’inclut dans un projet doctoral de quatre ans. 

Son but principal est, dans un premier temps, d’étudier la communauté bactérienne 

associée aux fromages fermiers. Ainsi, les différents genres bactériens seront déterminés par 

métagénétique et classés selon les types de fromages, les types de lait, et l’origine animale 

du lait. De plus, une caractérisation écologique des populations bactériennes sera 

proposée. La suite du projet global, non réalisée par l’étudiante en mémoire, portera sur 

une mise en corrélation des paramètres physico-chimiques du milieu et de la communauté 

bactérienne avec la croissance de L. monocytogenes. Une meilleure compréhension des 

facteurs influençant la croissance de L. monocytogenes pourrait entraîner une maîtrise 

accrue de la sécurité sanitaire des aliments, et en particulier des fromages au lait cru. 

 La partie introductive sera consacrée dans un premier temps à la matière première 

du fromage : le lait. Ensuite, les différents types de fromages seront présentés, selon la 

méthode de caillage. Les communautés bactériennes du lait et des fromages sont 

détaillées d’après la littérature. Les risques liés à la consommation du lait cru et des 

fromages, ainsi que les techniques d’assainissement du lait complètent cette partie 

bibliographique.  
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1. État de l’art 

1.1. Le lait : une matière première pour la production 

de fromage 
Le fromage est obtenu par la coagulation du lait traité thermiquement 

(pasteurisation ou stérilisation) ou non (lait cru) (Kongo et al., 2016a). Le fromage peut être 

produit à l’échelle industrielle ou artisanale, mais certaines étapes de fabrication diffèrent. 

Ce projet se focalisera sur les procédés artisanaux utilisés au sein des exploitations agricoles.  

La consommation du lait cru et de ses dérivés suscite de nombreuses questions au 

sein de la population (Nero et al., 2019). En effet, selon le Règlement (CE) N° 853/2004, le lait 

cru est défini comme « produit par la sécrétion de la glande mammaire d’animaux 

d’élevage et non chauffé à plus de 40°C, ni soumis à un traitement d’effet équivalent » 

(DiversiFerm, 2014). En d’autres termes, en comparaison au lait pasteurisé, sa microflore est 

plus importante et diversifiée, entraînant un risque plus élevé de contamination par des 

micro-organismes pathogènes (O’Callaghan et al., 2019). Par conséquent, sa conservation 

doit se faire à un maximum de 6 °C, afin de ne pas favoriser la prolifération des bactéries 

pathogènes déjà présentes dans le lait (Règlement (CE) N°853/2004). La microflore du lait 

cru sera détaillée ultérieurement dans ce document.  

 

1.1.1. Aspects généraux relatifs à la composition du lait 
Le lait contient principalement de l’eau, des protéines et des produits azotés non 

protéiques, du lactose, et de la matière grasse (Tableau 1). Les teneurs pour chaque 

composant varient selon l’espèce, la santé de l’animal, la saison, l’environnement, et la 

phase de lactation (Kongo et al., 2016b; O’Sullivan et al., 2017; Renhe et al., 2019). Le lait 

contient également des vitamines et des minéraux, des éléments importants, notamment 

pour le bon développement du nouveau-né.  

De manière générale, les teneurs sont plus élevées dans le lait de brebis par rapport 

aux laits de vache et de chèvre (Tableau 1). Les taux de lipides sont différents selon 

l’espèce, et plus spécifiquement le profil d’acides gras. La proportion d’acide gras courte 

chaîne dans la matière grasse des laits de chèvre et de brebis est plus importante que celle 

du lait de vache (Jeantet et al., 2018). Les caséines de brebis diffèrent des autres espèces 

en termes de composition et séquence en acides aminés (Gaucheron, 2018). Avec cette 

richesse en protéines, durant la coagulation, le caillé est plus ferme, et plus facile à travailler 

(Martin et al., 2018). 
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Tableau 1: Tableau de comparaison de composition du lait de vache, de chèvre et de brebis (Kongo et al., 2016b; Martin 

et al., 2018; Renhe et al., 2019). 

Composition (g/ 100g) Vache Chèvre Brebis 

Matière sèche totale 12,7 12,5 19,1 

Lipides 3,7 3,8 7,5 

Caséines 2,6 2,6 4,3 

Protéines du lactosérum 0,6 0,4 1,1 

Lactose 4,8 4,1 5,4 

Cendres 0,7 0,8 1,1 

 

La proportion d’eau dans le lait varie de 81 à 91 % selon l’espèce (FAO, 2019). L’eau 

possède différentes fonctions dans le lait, telles que l’hydratation des nouveau-nés, un rôle 

de solvant favorisant les interactions chimiques entre micro- et macro nutriments, ou encore 

un rôle technologique pour l’aspect du produit transformé (Guetouache et al., 2014; Renhe 

et al., 2019).  

1.1.2. La fraction protéique du lait 
Les caséines constituent environ 80 % des protéines du lait. Il existe différentes 

catégories de caséines, dont les quatre principales sont αs1, αs2, β et κ (Jerónimo et al., 

2016). En s’associant, elles forment une micelle de caséine, et jouent un rôle important dans 

la structure et la stabilité du fromage. Lors de la production de yaourt et de fromage, la 

stabilisation du réseau protéique de micelles de caséines est permise par le phosphate de 

calcium (Kongo et al., 2016b). La micelle de caséine se compose à 94 % de protéines, les 6 

% restants correspondant aux sels. La fabrication de fromage ou de yaourt se base sur la 

déstabilisation de la structure, grâce à des modifications des propriétés physico-chimiques 

de la solution (Kongo et al., 2016b; O’Callaghan et al., 2019; Renhe et al., 2019). Pour 

produire du fromage, de la présure est généralement ajoutée (Fagan et al., 2017). Celle-ci 

contient de la chymosine, une enzyme capable d’hydrolyser la caséine κ. Ce phénomène 

engendre une déstabilisation des micelles de caséines et, in fine, la coagulation du lait sous 

forme d’un gel appelé caillé (Huppertz et al., 2018). La présence de Ca2+ favorise cette 

coagulation que la polymérisation des micelles (Guetouache et al., 2014).  

 En dehors des caséines, le lait contient d’autres protéines, notamment les protéines 

du lactosérum. Parmi celles-ci figurent majoritairement l’α-lactalbumine et la β-

lactoglobuline et, minoritairement, les immunoglobulines (IgG1, IgG2, IgA et IgM) et la 

lactoferrine (O’Callaghan et al., 2019). La β-lactoglobuline représente 50 % des protéines du 

lactosérum. Elle se présente sous la forme d’un dimère possédant un groupement thiol, 

réactif après chauffage. L’α-lactalbumine représente environ 20 % des protéines du 

lactosérum. Il s’agit d’une métalloprotéine se liant aux ions de Ca2+ (Renhe et al., 2019).  

La présence d’enzymes au sein du lait est importante. Ces dernières sont sensibles à 

la chaleur, et constituent ainsi un contrôle de l’efficacité du traitement thermique du lait. 
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Par exemple, une désactivation totale de la phosphatase alcaline doit être observée suite à 

un traitement thermique de pasteurisation (DiversiFerm, 2014). Un barème de pasteurisation 

adéquat ne doit toutefois pas résulter en la destruction de la lactose peroxydase, car elle 

correspond à l’apparition d’un goût de cuit. Les enzymes du lait donnent également une 

indication sur la qualité hygiénique du lait. Le lait possède une activité catalase naturelle. La 

variation de cette activité est une indication d’une éventuelle contamination par des 

micro-organismes (Vignola, 2010; Maubois, 2018).  

Les principales classes d’enzymes présentes au sein du lait sont : les oxydoréductases 

telles que la peroxydase, la xanthine-oxydase et la catalase, les transférases telles que la 

lactose synthétase et la ribonucléase, et enfin les hydrolases comme la lipase, la 

phosphatase alcaline, la phosphatase acide, la protéase, l’amylase et le lysozyme (Vignola, 

2010; DiversiFerm, 2014; Fox, Cogan, et al., 2017).  

1.1.3. Les glucides du lait 
Le lactose est le sucre présent en plus grande quantité dans le lait (Jerónimo et al., 

2016; Renhe et al., 2019). Selon l’espèce, le lactose est présent entre 4,8 et 7,0 % (g/100g 

lait) (Jerónimo et al., 2016; Panthi et al., 2017; Renhe et al., 2019). Il s’agit d‘un disaccharide 

composé de D-glucose et de D-galactose liés par une liaison β-(1-4) (Figure 1). Ces deux 

sucres possèdent une extrémité réductrice. Le lactose est le substrat de la fermentation par 

les bactéries lactiques (LAB), un phénomène nécessaire à l’obtention du yaourt ou du 

fromage (Guetouache et al., 2014; Hayaloglu, 2016).  

 

Figure 1: Structure Haworth du Lactose. 

Le lactose est sensible à la réaction de Maillard, un mécanisme de brunissement non 

enzymatique influençant les caractéristiques organoleptiques des produits (Renhe et al., 

2019). Cette réaction dépend de la température, de l’activité d’eau (aw), des sucres, des 

acides aminés et de l’effet catalyseur (Renhe et al., 2019).   

1.1.4. La matière grasse laitière 
La matière grasse est une des sources principales d’énergie dans le lait avec les 

glucides. La quantité totale de lipides présente au sein du lait est d’environ 4 % (g/100g de 

lait) (Kongo et al., 2016b). Les lipides majoritairement présents dans les produits laitiers sont 

les acides gras, les triacylglycérols et les phospholipides. Ces derniers comprennent le 

cholestérol, la phosphatidylcholine, la sphingomyéline, les glycolipides, les gangliosides, les 

glycoprotéines membranaires et protéines appelés la membrane du globule gras du lait. Les 

teneurs en acides gras saturés et insaturés diffèrent selon l’espèce (Jeantet et al., 2018). Par 
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exemple, les laits de vache et de chèvre sont faibles en acides gras polyinsaturés 

(Guetouache et al., 2014).  

La matière grasse laitière est résistante à l’oxydation grâce à la présence naturelle 

d’antioxydants et d’acides gras saturés. Cependant, l’oxydation de la matière grasse 

laitière peut être induite par la présence de métal (par exemple le cuivre) ou suite à 

l’exposition à la lumière (Renhe et al., 2019).  

1.1.5. Les vitamines et minéraux du lait 
Des vitamines sont naturellement présentes dans le lait de vache, liposolubles (A, D, 

E, K) ou hydrosolubles (thiamine (B1), riboflavine (B2), etc.) (DiversiFerm, 2014; Guetouache 

et al., 2014).  

Enfin, les minéraux jouent un rôle important dans la composition des micelles de 

caséine, et donc dans la structure tridimensionnelle du fromage (Guetouache et al., 2014). 

Ces oligo-éléments ont également des rôles technologiques. Lors de l’augmentation de la 

température, le Fe et le Cu forment un complexe sur la membrane du globule gras et 

augmentent l’oxydation de la matière grasse (Renhe et al., 2019).  

1.2. Le fromage 
Le fromage est le produit de la coagulation du lait de différentes espèces (vache, 

brebis, bufflonne ou chèvre). Cette coagulation peut se faire de manière complète, 

partielle ou à l’aide de techniques externes. La matière première peut avoir subi un premier 

traitement thermique (pasteurisation/thermisation) ou être utilisée telle quelle (lait cru). 

Comme dit au point 1.1.2, c’est en modifiant les conditions physico-chimiques du lait qu’il 

est possible d’obtenir différentes textures, saveurs et structures de fromages (Kongo et al., 

2016b; FAO, 2019). Il existe de nombreux types de fromages, qui diffèrent par les 

technologies de fabrication : des fromages frais ou affinés, à pâte pressée ou molle, à pâte 

cuite ou non, ou encore à pâte fleurie ou lavée.  

1.2.1. Procédés généraux de fabrication de fromage 

1.2.1.1. Prétraitement du lait 
Dans le cas de la production de fromage au lait cru, le lait doit être transformé dans 

les 12h qui suivent la traite. Cependant, si le lait cru est refroidi à 4 - 12 °C, il peut être 

transformé dans les 48 h suivant la traite (Bachmann et al., 2011). Le lait cru peut subir un 

traitement thermique appelé la thermisation (65 °C durant 15 secondes) afin de diminuer 

significativement la quantité de micro-organismes pathogènes, tout en conservant les 

propriétés requises pour la production d’un fromage (Johnson, 2011; Fox, Cogan, et al., 

2017). Il est important de bien veiller à respecter la chaîne du froid après la traite afin de 

diminuer le risque de prolifération des espèces bactériennes potentiellement nocives pour le 

consommateur, mais aussi pour conserver la qualité du lait (Gassi et al., 2017).  

1.2.1.2. Caillage 
La coagulation du lait est une étape cruciale pour la fabrication de fromage. Au 

cours de celle-ci, le lait passe de l’état liquide à l’état solide, par la formation d’un gel ou 
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coagulum, appelé caillé (Gassi et al., 2017). Il existe deux techniques principales de 

coagulation : la voie de l’acidification, également appelée voie lactique, et la voie 

enzymatique. Dans un procédé artisanal, l’acidification s’obtient via l’ajout de ferments, 

détaillés ultérieurement dans ce point. Un produit caractéristique obtenu par cette voie est 

le fromage frais, tel que la maquée, qui présente une acidité prononcée (généralement pH 

< 5,00). La voie enzymatique consiste en l’ajout de présure dans un lait peu acidifié. Cette 

voie est caractéristique de la plupart des fromages à pâte pressée. L’acidité observée 

parmi ce type de caillé est d’une valeur intermédiaire (5,50 < pH < 6,60) (Gassi et al., 2017). 

Généralement, les deux techniques sont combinées, de façon plus ou moins intense, dans 

toutes les technologies fromagères (Desmasures, 2014).  

- La voie lactique 

L’acidité est un facteur important dans la formation du caillé (Johnson, 2011; Fox, 

Cogan, et al., 2017). L’acidification est obtenue par l’ajout de bactéries lactiques qui 

transforment l’acide lactique en lactate (Fox & McSweeney, 2017). Selon le prétraitement 

thermique subi ou non, ainsi que selon le type de fromage, les ferments ajoutés peuvent 

varier. Les espèces de ferments les plus fréquentes sont Lactococcus lactis subsp lactis et/ou 

Lactococcus lactis subsp cremoris. Une autre alternative est l’ajout d’un échantillon de 

lactosérum conservé suite à la transformation fromagère précédente, et incubé durant une 

nuit, comme dans le cas de la production de Parmigiano Reggiano (Fox & McSweeney, 

2017). Il existe deux types de ferments lactiques : les mésophiles et les thermophiles 

(Hayaloglu, 2016; Parente et al., 2017). Les mésophiles interviennent dans le développement 

de la croûte lors de la fabrication de fromages à pâte non cuite (la température ne 

dépassant jamais 40 °C au cours du procédé), tandis que les thermophiles sont utilisés dans 

le cas des fromages à pâte cuite (température > 50 °C), par exemple les fromages italiens 

de type « Grana » ou l’Emmental (Mcsweeney et al., 2004; Fox & McSweeney, 2017; Fox, 

Cogan, et al., 2017; McSweeney et al., 2017). Les micro-organismes mésophiles ont la 

capacité de proliférer dans un intervalle de température compris entre 25°C et 40°C 

(Fröhlich-Wyder et al., 2017; Perin et al., 2019). Ils comprennent des lactococci et des 

Leuconostoc (Hayaloglu, 2016). Différents genres bactériens figurent dans cette catégorie, 

incluant Lactococcus (lactis ssp. Lactis et/ou lactis ssp. cremoris), Lactobacillus (paracasei 

et rhamnosus), Leuconostoc, et Staphylocuccus (Cotter et al., 2017; Fox, Cogan, et al., 2017; 

Perin et al., 2019). De plus, les lactococci ont la capacité de produire du glucose à partir de 

l’acide lactique, et sont considérés comme homofermentaires (Fröhlich-Wyder et al., 2017). 

Les Leuconostoc spp. métabolisent le lactose en lactate, éthanol, et surtout CO2, dont les 

bulles de gaz aboutissent à la formation d’yeux dans les fromages, par exemple de type 

Emmental (Fröhlich-Wyder et al., 2017). Les Leuconostoc spp. sont hétérofermentaires et ont 

l’avantage de résister à des valeurs de pH faibles, ce qui constitue un avantage en fin 

d’acidification (Fröhlich-Wyder et al., 2017). Parmi les ferments thermophiles figurent 

Streptococcus thermophilus et des Lactobacillus thermophiles tels que Lactobacillus 

helveticus et Lactobacillus delbrueckii ssp. lactis (Hayaloglu, 2016; Fox, Cogan, et al., 2017; 

Fröhlich-Wyder et al., 2017).  
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- La voie enzymatique 

L’appellation « présure » est consacrée à un mélange d’enzymes animales utilisé 

pour la formation du caillé (Andrén, 2011). Cependant, il existe également différents 

substituts de présure appelés « coagulants », d’origine végétale ou microbienne 

(Moschopoulou, 2011; Jaros et al., 2017). Depuis les années 1960, des coagulants 

microbiens, en réalité des protéases purifiées, sont obtenus à partir d’espèces fongiques 

comme Rhizomucor miehei, Rhizomucor pusillus ou Cryphonectria parasitica (Andrén, 2011; 

Horne et al., 2017; Jaros et al., 2017). Dans les années 1980, la technologie des ADN 

recombinants a permis la production de chymosine en clonant le gène de production de 

protéine au sein d’Escherichia coli (Andrén, 2011; Uniacke-Lowe et al., 2017). La présure est 

utilisée pour la production de fromage depuis des milliers d’années (Andrén, 2011; 

Moschopoulou, 2011). Initialement, celle-ci se compose d’un mélange de chymosine et de 

pepsine, deux enzymes sécrétées dans la caillette des jeunes ruminants (Moschopoulou, 

2011; Horne et al., 2017; Jaros et al., 2017; Uniacke-Lowe et al., 2017). Ces deux enzymes 

possèdent une activité protéolytique permettant la coagulation du lait pour la production 

de fromage (Andrén, 2011; Horne et al., 2017). En hydrolysant les κ-caséines, l’action de ces 

enzymes élimine les « cheveux » autour de la membrane du globule gras, permettant la 

réduction des répulsions stériques et électrostatiques entre les micelles (Fagan et al., 2017). 

Le substitut de présure végétale peut être extrait des fleurs de Cynara spp. (Horne et al., 

2017).  

1.2.1.3. Évacuation du sérum 
Après avoir découpé le caillé formé, une réduction de la teneur en lactose peut 

avoir lieu afin de limiter la production d’acide lactique durant l’affinage, en soutirant une 

certaine proportion de sérum, et en diluant la phase soluble du caillé avec de l’eau 

(Düsterhöft et al., 2017; Farkye et al., 2017).  

Ensuite, l’égouttage, ou déshydratation du caillé, permet la concentration des 

éléments du lait. À ce stade, le caillé se sépare du lactosérum, par le phénomène de 

synérèse (Kongo et al., 2016a). Grâce à la présence de présure, à l’acidité et à la 

température, le coagulum se contracte en éjectant le lactosérum (Guetouache et al., 2014; 

Gassi et al., 2017).  

1.2.1.4. Salage 
Le sel, en plus d’avoir un rôle de conservateur alimentaire, impacte les saveurs ainsi 

que le régime alimentaire du consommateur (Dusterhoft et al., 2017; Guinee et al., 2017). Le 

salage des fromages peut se faire de différentes manières : l’immersion de la meule de 

fromage dans de la saumure durant une période de temps, ou à sec à l’aide de sel fin ou 

de gros sel (Guinee et al., 2017; Ozturkoglu-Budak et al., 2017).  

1.2.1.5. Affinage 
Enfin, afin de développer l’aspect, la texture, la composition, les saveurs et arômes 

du fromage final vient l’étape de l’affinage (Kongo et al., 2016a; Mietton et al., 2018). La 

durée de cette étape peut varier d’un jour à plusieurs mois, voire plusieurs années, en 
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fonction du type de fromage et de l’affinage désiré (Mietton et al., 2018). D’autres facteurs 

sont à prendre en considération durant l’affinage, notamment la température et l’humidité 

de la pièce (Ozturkoglu-Budak et al., 2017).  

1.2.2. Les types de fromage 
La classification des fromages sera détaillée selon le type de caillé (lactique ou 

présure et mixte) ainsi que selon le type d’affinage.  

Il existe différents types de caillés : le caillé lactique et le caillé mixte. Le caillé 

lactique est obtenu grâce à une fermentation prolongée du lactose par des bactéries 

lactiques, ou par l’ajout d’agent acidogène dans le cas de procédés plus industriels (ex. : 

glucono-δ-lactone) (Mietton et al., 2018). Ce type de fromage contient également une 

faible quantité de présure (1-2 ml/ 100L de lait) (Mietton et al., 2018). Le caillé mixte à 

tendance présure résulte d’un procédé au cours duquel les voies lactiques et enzymatiques 

sont utilisées en parallèle. (Desmasures, 2014).  

1.2.2.1. Les caillés lactiques 
Les fromages lactiques présentent un taux d’humidité du fromage dégraissé (HFD) 

élevé (80 % - 90 %) (Mietton et al., 2018). Ceux-ci sont obtenus par acidification via des 

bactéries lactiques ajoutées à une température de 20 à 28 °C pendant 12 à 18h, pour 

obtenir un pH final de l’ordre de 4,60 (Mietton et al., 2018). La famille des fromages à pâte 

lactique est composée de cinq sous-familles (Figure 2): les pâtes lactiques fraîches (ex. : 

Petit-Suisse), les pâtes lactiques enrichies fraîches (ex. : Boursin), les pâtes lactiques à croûte 

fleurie (ex. : Neufchâtel), les pâtes lactiques enrichies à croûte fleurie (ex. : Saint-Félicien), et 

les pâtes lactiques à croûte lavée (ex. : Epoisses) (Profession Fromager, 2016). Tous ces 

produits sont obtenus par un égouttage spontané du caillé. 
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Figure 2: Les familles des fromages à partir d'un caillé lactique (Profession Fromager, 2016). 

1.2.2.2. Les caillés mixtes 
L’ajout de présure pour obtenir le caillé mixte se fait à une température de 28 à 34 °C 

sur du lait acidifié au préalable par des bactéries lactiques (Mietton et al., 2018). Parmi les 

fromages à caillé mixte et présure (Figure 3), 4 familles peuvent être distinguées : les pâtes 

molles, les pâtes pressées non cuites, les pâtes pressées mi-cuites et les pâtes pressées cuites 

(Profession Fromager, 2016). La température de cuisson est le paramètre qui distingue les 

pâtes pressées non cuites, mi-cuites, et cuites.  

a) Les pâtes molles 
Parmi les fromages à pâte molle, quatre types d’affinages sont différenciés : sans 

croûte (ex. : Feta), à croûte fleurie (ex. : Camembert), à croûte lavée (ex. : Maroilles), et les 

bleus (ex. : Roquefort ou Gorgonzola) (Profession Fromager, 2016). Dans le cas la Feta, 

l’ajout de présure se fait à 32 - 34 °C et le caillage dure 45 à 50 minutes (Hayaloglu, 2017). 

Après coagulation, le caillé est coupé et égoutté en moules, à 16 -18 °C durant 18 à 24h. 

Ensuite, le fromage est démoulé, coupé en morceaux et salé à sec. Cette étape est suivie 

d’un salage en saumure durant 1 à 2 jours. Le taux final en sel doit être environ à 3 %. 

L’affinage se déroule à 16 - 18 °C durant 10 à 15 jours. À ce stade, le pH est de 4,60. Après 

cette première maturation, l’humidité est inférieure à 56% et le pH se situe entre 4,40 – 4,60. 

La deuxième maturation se fait à 4°C durant au moins 60 jours (Hayaloglu, 2017).  

 

Pour le Camembert, un fromage à pâte molle à croûte fleurie, la coagulation se fait 

à 32 – 35 °C. L’égouttage se fait durant les premières heures à 26 °C – 28 °C et diminue 

progressivement jusqu’à 20 °C. À ce stade, le caillé a un pH de 4,60 – 4,70. Ensuite, le 

fromage est salé à sec et affiné à 8 – 15 °C, avec une humidité relative d’environ 80 - 85 %, 

durant minimum 21 jours (Ozturkoglu-Budak et al., 2017; Spinnler, 2017).  

 

Les pâtes molles à croûte lavée, telles que le Maroilles, se caractérisent par une 

croûte lisse, souple, de couleur jaune – orange (Goudédranche et al., 2017a). Les étapes de 

production sont similaires au fromage à croûte fleurie, mais l’affinage implique des lavages 

fréquents des fromages. L’affinage dure plus longtemps que pour les croûtes fleuries, et à 

une humidité élevée (> 95 %). L’apport des ferments d’affinage peut se faire de différentes 

manières : pulvérisation, trempage ou lavage (Goudédranche et al., 2017a). 

 

Les fromages bleus sont caractérisés par la présence de moisissures en leur cœur, 

généralement de l’espèce Penicillium roqueforti. Ils présentent des gradients prononcés de 

pH, de sel et d’activité d’eau entre le cœur et la surface (Desmasures, 2014). Selon 

l’intensité d’arômes souhaitée, forte ou douce, la coagulation du lait se fait respectivement 

à 28 - 30 °C ou à 35 – 40 °C, et le caillé présente un pH voisin de 6,40 – 6,50 (Ozturkoglu-

Budak et al., 2017; Mietton et al., 2018). L’affinage de ces fromages bleus se fait à faible 

température et haute humidité durant au moins trois mois (Ozturkoglu-Budak et al., 2017).  
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b) Les pâtes pressées non cuites 
Parmi les fromages à pâte pressée non cuite (T° < 40 °C tout au long du procédé), 

trois sous familles se distinguent : les souples (ex. : Reblochon), les fermes (ex. : Gouda) et les 

caillés broyés (ex. : Cheddar). 

 Le Reblochon est un fromage français pressé durant 1h à 1h30 (pression < à 20 – 30 

g/cm²)(Mietton et al., 2018). L’affinage se déroule à une humidité relative de 90 %, durant 

35 à 42 jours à 15 °C (Mounier et al., 2017).  

Le Gouda est originaire des Pays-Bas. Après chauffage jusqu’à 36 - 38 °C et 

délactosage, les caillebottes sont pressées (pression de 100 à 200 g/cm² durant 2 à 6h) 

avant moulage et salage en saumure (Mietton et al., 2018). L’affinage du Gouda se déroule 

à 12 °C -14 °C dans un local ayant une humidité relative de 90 %. La durée est de minimum 

6 semaines (Goudédranche et al., 2017b).  

La différence entre les pâtes pressées non cuites souples et fermes réside donc dans 

les paramètres de pressage. 

Pour le Cheddar, l’emprésurage se fait à 30 - 33 °C et débute à un pH de 6,60 pour 

finir à 5,30 (Goudédranche et al., 2017b; McSweeney et al., 2017; Mietton et al., 2018). Après 

l’égouttage en cuve, le caillé est transféré dans un bac de chedarrisation où il continue son 

acidification et égouttage (Mietton et al., 2018). Les blocs de caillés sont retournés et 

empilés régulièrement (Everett et al., 2017). Le caillé est alors broyé en cossettes, salé pour 

atteindre une teneur de 2,0 à 2,5 % de sel, et malaxé durant 20 minutes (Mietton et al., 

2018). Après la mise en moule, le caillé est fortement pressé (1,50 à 2 kg/cm² durant 6 à 12h) 

pour souder ces cossettes (Goudédranche et al., 2017b; Mietton et al., 2018). La durée de 

l’affinage ainsi que sa température varient selon le degré de maturité souhaité. En général, 

le local est à 4 - 8 °C (parfois la température peut être de 14°C) et le Cheddar mature 

durant 3 mois à 2 ans (McSweeney et al., 2017). 

c) Les pâtes pressées mi-cuites  
Deux sous-familles de pâtes pressées mi-cuites peuvent être différenciées : les mi-

cuites aveugles (ex. : Abondance) et les mi-cuites à ouvertures (ex. : Appenzel). L’étape de 

chauffage du caillé est effectuée à 40 – 50 °C. (Mietton et al., 2018). Le pH d’emprésurage 

est environ à 6,60 – 6,70 et celui au démoulage est d’environ 5,20. L’affinage du fromage 

Abondance dure de 6 mois à 1 an, et minimum 3 mois pour l’Appenzel (Mietton et al., 2018).  

d)  Les pâtes pressées cuites 
 Parmi les pâtes pressées cuites, il faut distinguer celles sans trous, également appelés 

« yeux », (ex. : Parmesan), ou avec « yeux » (ex. : Emmental). La formation des « yeux » 

résulte de l’activité de certaines bactéries d’affinage (ex. : Propionibacterium freudenreichii 

pour la production de l’Emmental) (Gagnaire et al., 2018). Le caillé est chauffé à une 

température égale ou supérieure à 50 °C, le pH d’emprésurage est de 6,40 – 6,45 dans le 

cas du Parmesan et de 6,55 - 6,65 dans le cas de l’Emmental (Ardö et al., 2017). La durée de 

l’affinage varie selon le fromage : dans le cas de l’Emmental, elle est de 1,5 à 3 mois ou plus 

pour permettre la formation d’yeux suite à l’activité enzymatique, tandis que pour le 
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Parmesan, elle est de minimum 12 mois jusqu’à 18 mois et plus (Cotter et al., 2017; 

McSweeney et al., 2017; Mietton et al., 2018).  

 

Figure 3: Les familles des fromages à partir d'un caillé mixte (HFD* : Taux d’humidité dans le fromage dégraissé) 

(Profession fromager, © Edition ADS, 2016). 
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1.3. Microflore du fromage 
 La flore bactérienne présente au sein des fromages peut être originaire du lait de 

départ, de l’équipement et environnement de production ou provenir de l’ajout de 

ferments lactiques en cours de fabrication (Ozturkoglu-Budak et al., 2017; Pyz-Łukasik et al., 

2018). Les points suivants décriront l’environnement bactérien présent dans le lait suivi des 

micro-organismes spécifiques du fromage. Enfin, l’approche métagénétique appliquée aux 

fromages sera également expliquée. 

1.3.1. Bactéries 
Différents micro-organismes participent à la texture et à la structure du fromage, 

incluant des bactéries non lactiques, des levures, et des moisissures (Parente et al., 2017).  

Parmi ces micro-organismes, certains sont volontairement apportés par le fromager. Il 

s’agit des ferments d’affinage. Bien que généralement ajoutés en début de fabrication, les 

micro-organismes d’affinage n’interviennent pas dans l’acidification en cours de caillage et 

d’égouttage. Leur activité débute pendant l’affinage. Ils produisent en effet des composés 

biochimiques et organoleptiques ayant un impact sur la texture, la structure et la saveur du 

produit fini (Parente et al., 2017). 

 Parmi les bactéries majeures intervenant durant l’affinage figurent Corynebacterium, 

Propionibacterium spp ou encore Brevibacterium linens (bactérie rouge caractéristique de 

la croûte de certains fromages).  

 Les bactéries du genre Corynebacterium sont Gram + et anaérobies facultatives 

(Irlinger et al., 2017). Ce genre bactérien se retrouve principalement à la surface des 

fromages (Ceugniez et al., 2017; Irlinger et al., 2017). C. casei et C. variabile sont deux 

espèces présentes en duo au sein des fromages (Desmasures et al., 2018). Elles ont la 

capacité de métaboliser le lactate. De plus, C. variabile produit différents composés, par 

exemple l’acétoine, le butanediol ou le méthanethiol, participant aux arômes de la croûte 

des fromages à croûte lavée (Irlinger et al., 2017).  

 Les bactéries propioniques, telles que Propionibacterium spp, sont des 

actinobactéries, Gram +, non mobiles et non sporulantes (Irlinger et al., 2017). Elles sont 

anaérobies ou aérotolérantes, mésophiles, mais il est possible que certaines espèces du 

genre croissent à des températures inférieures à 3 °C (Desmasures et al., 2018). Pour une 

croissance optimale de ces bactéries, le pH doit être compris 6,50 et 7,00 (Desmasures et al., 

2018). Les bactéries propioniques transforment le lactate en propionate, acétate et acide 

carbonique (Hayaloglu, 2016). Elles sont donc responsables de la formation des yeux durant 

l’affinage de certains fromages (ex : Emmental ou Gouda) (Hayaloglu, 2016; Irlinger et al., 

2017). De plus, l’espèce P. freudenreichii subsp. shermanii apporte un goût de noisette aux 

fromages (Hayaloglu, 2016; Fröhlich-Wyder et al., 2017). 

Parmi les bactéries non lactiques utilisées dans la production de fromage figure 

Brevibacterium linens, également appelée « ferment rouge » (Leclercq-Perlat et al., 2004; 

Cogan, 2011). B. linens est aérobie strict et halotolérante. Sa température optimale de 
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croissance est de 20 – 30 °C, avec un pH optimal de 6,50 – 6,80 (Mounier et al., 2017). Elle est 

associée à la couleur jaune-orange observée à la surface de certains fromages après 

affinage (Leclercq-Perlat et al., 2004; Cogan, 2011; PEF-AgroAlimentaire, 2014). En effet, 

cette bactérie est capable de produire des pigments caroténoïdes ayant un large panel 

de couleurs selon l’exposition à la lumière et les conditions de croissance (Mounier et al., 

2017). De plus, elle produit des enzymes telles que des protéinases, peptidases et lipases, et 

est impliquée dans l’apport d’arômes et de textures aux fromages (Rattray et al., 1999; 

Cogan, 2011). Elle est également capable de produire des bactériocines inhibant la 

croissance de L. monocytogenes(Cogan, 2011; Masoud et al., 2012).  

1.3.2. Levures et moisissures 
Deux types de champignons, et donc d’eucaryotes, sont également rencontrés 

dans les fromages : les levures et les moisissures. Candida, Trichosporon, Geotrichum, ou 

encore Pichia, figurent parmi les genres levuriens retrouvés dans le fromage. Concernant les 

moisissures, les genres Penicillium, Aspergillus, Mucor et Fusarium ont par exemple été 

observés (O’Sullivan et al., 2017). Leur présence a des effets bénéfiques lors de la 

production de fromage. Par exemple, en début d’affinage, les levures désacidifient la 

surface de celui-ci, ce qui favorise la croissance de bactéries Gram + propres à la surface 

du fromage (McSweeney, 2017). Les espèces Geotrichum candidum, Penicillium candidum, 

et Penicillium roqueforti font parties des principales dans les fromages à moisissures 

(Desmasures, 2014). Elles possèdent un rôle de dégradation des constituants du lait, 

permettant le développement d’arômes et de texture (Desmasures, 2014). 

G. candidum est une espèce de levure présente au sein du lait cru et, par 

conséquent, dans les fromages à base de lait cru (Boutrou et al., 2005). Elle participe au 

développement des fromages à croûte lavée, à croûte fleurie, et à pâte pressée (Boutrou 

et al., 2005, 2006; Desmasures, 2014). Dans le cas des fromages à croûte lavée, cette 

espèce influence l’arôme de ces produits ainsi que la texture de la morge (Eliskases-Lechner 

et al., 2011). Cependant, une croissance excessive de G. candidum peut provoquer une 

surface trop lisse et des arômes non désirés (Eliskases-Lechner et al., 2011; Botha et al., 2014).  

Penicillium roqueforti est utilisé dans le cas des fromages à moisissures internes, dits 

bleus ou pâtes persillées, tels que le Roquefort, le Stilton ou le Gorgonzola (Desmasures, 

2014; Hayaloglu, 2016; Khattab et al., 2019). Cette espèce produit des mélanines bleu-vertes 

dans ses spores et son mycélium, ce qui intensifie la couleur bleue du fromage (Desmasures, 

2014; Frisvad, 2014; Fox & McSweeney, 2017). Elle a la capacité de se développer dans un 

environnement faible en oxygène, en comparaison aux autres moisissures. En effet, lors de la 

production de fromages bleus, ceux-ci doivent être percés afin de permettre la diffusion de 

l’oxygène au sein du produit pour favoriser le développement de la moisissure (Hayaloglu, 

2016; Jackson et al., 2016a; Gassi et al., 2017).  

Penicillium candidum et Penicillium camemberti sont des moisissures qui se 

développent à la surface du fromage après G. candidum (Boutrou et al., 2006). Elles sont 

utilisées dans la production de fromage de type Camembert et Brie (Desmasures, 2014; 

Jackson et al., 2016b). Le développement excessif de P. camemberti peut amener au 
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fromage un goût amer prononcé indésiré (Eliskases-Lechner et al., 2011; Desmasures, 2014). 

La texture crémeuse du Camembert est apportée grâce à l’activité réactionnelle de 

P. camemberti. Dans le cas du Brie, P. candidum remplit ce rôle. Cependant, dû à des 

différences dans l’affinage, la croûte blanche formée par la moisissure au début de 

l’affinage deviendra jaune (Frisvad, 2014; Jackson et al., 2016b).  

1.4.  L’approche métagénétique 
Il est important de différencier la métagénomique et la métagénétique. En effet, ces 

deux techniques reposent sur un principe similaire mais se différencient par leur spécificité. 

Dans le cas d’une communauté bactérienne, la métagénomique étudie la communauté 

via le séquençage de l’ensemble de l’ADN bactérien extrait du milieu. La métagénétique 

est une approche plus ciblée, basée sur l’amplification spécifique d’un gène spécifique, et 

sur son séquençage (Diene et al., 2014). Une étude métagénétique représente donc une 

analyse à grande échelle de la biodiversité, au travers de l’amplification et du séquençage 

de gènes homologues (Carugati et al., 2015). 

Dans le domaine alimentaire, le gène le plus souvent étudié est celui codant pour 

l’ARN ribosomique 16s. Celui-ci a l’avantage d’être un repère puissant dans l’identification 

des espèces bactériennes et l’étude phylogénétique et taxonomique d’un milieu (Janda et 

al., 2007; Kergourlay et al., 2015). Ce gène, long de 1500 paires de bases, contient neuf 

régions variables intercalées entre des régions fortement conservées (Figure 4) (Chakravorty 

et al., 2007).

 

Figure 4: Graphique du % d'identité de séquence selon les régions variables et conservés du gène 16S rRNA (Schutz, juin-

5-2019). 

Le séquençage par la technologie MiSeq d’Illumina de l’ADN extrait et amplifié, 

utilisé dans le cadre de cette étude, est suivi d’un alignement des séquences obtenues, en 

comparaison avec une base de données de référence, permettant ainsi l’identification des 

espèces rencontrées (Lortal et al., 2018).  

Dans le domaine du fromage, différentes études métagénétiques ont été publiées 

ces dernières années. Douze fromages français différents ont été étudiés, et 76 unités 

taxonomiques opérationnelles (OTU) bactériennes ont été identifiées avec une différence 

entre la croûte et le cœur des fromages. De plus, dans le cas de la Tomme d’Orchies ou du 

Herve, 207 phylotypes ont été découverts parmi les fromages à base de lait cru ou 

pasteurisé (Delcenserie et al., 2014).  
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Les principaux phyla bactériens observés dans les fromages étudiés sont Firmicutes, 

Actinobacteria et Proteobacteria (Frétin et al., 2018). Les études ont différencié les 

communautés bactériennes de la croûte et du cœur des fromages.  

Parmi les Firmicutes, plusieurs genres sont fréquemment présents au sein des 

fromages au lait cru ou pasteurisé. Les principaux genres dans le cœur et la croûte des 

fromages sont Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus et Staphylococcus. Les trois 

premiers font partie des bactéries lactiques utilisées lors du caillage (Dugat-Bony et al., 

2016). Ces genres bactériens ont été détectés dans différents fromages repris dans le 

Tableau 2. 

Parmi les Actinobacteria, en plus d’être présent dans les fromages dans le Tableau 2, 

le genre Corynebacterium a également été repéré dans la croûte de différents fromages 

artisanaux (mous, mi-durs et durs (Quigley et al., 2012a). Ces bactéries Corynéformes 

influencent le développement des saveurs de la croûte de fromage ainsi que la couleur de 

celle-ci (Quigley et al., 2012b; Fox, Cogan, et al., 2017).  

Enfin, dans le phylum des Proteobacteria figure principalement le genre 

Psychrobacter (Tableau 2). Principalement détecté dans la croûte des fromages, il pourrait 

avoir un rôle dans l’apport des saveurs (Quigley et al., 2012b).  

Tableau 2: Genres bactériens présents dans différents fromages (C*: Cru, Pa*: Pasteurisé). 
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Firmicutes 

Lactococcus x x x x x x  

Lactobacillus    x x x  

Streptococcus  x x x   x 

Staphylococcus x    x  x 

Actinobacteria 
Corynebacterium x x      

Brevibacterium   x     

Proteobacteria Psrychrobacter x      x 
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1.5. Micro-organismes d’altération et pathogéniques 

du lait et du fromage 
 Différents micro-organismes sont à l’origine de l’altération du lait cru et de ses 

produits dérivés, et peuvent constituer un risque pour la santé du consommateur (Perin et 

al., 2019). Leur présence réduit la durée de conservation et la stabilité du produit 

(O’Callaghan et al., 2019). Certains peuvent être pathogènes pour l’homme (Perin et al., 

2019). Parmi ces micro-organismes figurent : Salmonella, Staphylococcus aureus, E. coli 

producteurs de vérocytotoxines (VTEC parmi lesquels E. coli O157:H7, et les E. coli 

producteurs de Shiga-toxines (STEC), Campylobacter, Listeria monocytogenes, Bacillus 

cereus, Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis et Coxiella burnetii (DiversiFerm, 

2014; AFSCA, 2015). Les paragraphes suivants détailleront les cinq premiers micro-

organismes. Ils figurent parmi les micro-organismes potentiellement transmissibles par 

l’ingestion de fromage (AFSCA, 2015).  

 Le Tableau 3 décrit les limites auxquelles doivent se soumettre les fromages, pour les 

micro-organismes pathogènes et les molécules suivantes : L. monocytogenes, Salmonella, 

enterotoxines staphylococciques.  

Tableau 3: Critères de sécurité des denrées alimentaires (AFSCA, 2015). 

Catégorie de 

denrées alimentaires 
Micro-organisme Limite 

Stade d’application 

du critère 

Denrées 

alimentaires prêtes à 

être consommées 

permettant le 

développement de 

L. monocytogenes, 

autres que celles 

destinées ou à des 

fins médicales 

spéciales Listeria 

monocytogenes 

100 ufc/ga 

Produits mis sur le 

marché pendant 

leur durée de 

conservation 

Absence dans 25 gb 

Avant que la denrée 

alimentaire n’ait 

quitté le contrôle 

immédiat de 

l’opérateur qui l’a 

fabriquée 

Denrées 

alimentaires prêtes à 

être consommées 

ne permettant pas le 

développement de 

L. monocytogenes, 

autres que celles 

destinées ou à des 

fins médicales 

spécialesc 

100 ufc/g 

Produit mis sur le 

marché pendant 

leur durée de 

conservation 
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Fromage, beurre et 

crème fabriqués à 

partir de lait cru ou 

de lait traité à une 

température 

inférieure à celle de 

la pasteurisationd 

Salmonella Absence dans 25 g 

Produits mis sur le 

marché pendant 

leur durée de 

conservation 

Fromage au lait cru 

ou ayant subi un 

traitement 

thermique plus 

faible que la 

pasteurisatione 

Entérotoxines 

staphylococciques 

Pas de détection 

dans 25 g 

Produits mis sur le 

marché pendant 

leur durée de 

conservation 

a Ce critère est applicable lorsque le fabricant est en mesure de démontrer, à la satisfaction de l’autorité compétente, 

que le produit respectera la limite de 100 ufc/g pendant la durée de conservation. L’exploitant peut fixer, pendant le 

procédé, des valeurs intermédiaires suffisamment basses pour garantir que la limite de 100 ufc/g ne sera pas dépassée 

au terme de la durée de conservation. 

b Ce critère est applicable aux produits avant qu’ils ne quittent le contrôle immédiat de l’exploitant du secteur 

alimentaire, lorsque celui-ci n’est pas en mesure de démontrer, à la satisfaction de l’autorité compétente, que le produit 

respectera la limite de 100 ufc/g pendant toute la durée de conservation. 

cLes produits pour lesquels pH ≤ 4,4 ou aw ≤ 0,92, les produits pour lesquels pH ≤ 5,0 et aw ≤ 0,94, les produits à durée de 

conservation inférieure à cinq jours appartiennent automatiquement à cette catégorie. D’autres catégories de produits 

peuvent aussi appartenir à cette catégorie, sous réserve d’une justification scientifique. 

d Excepté les produits pour lesquels le fabricant peut démontrer, à la satisfaction des autorités compétentes, qu’en raison 

du temps d’affinage et de la valeur aw du produit, il n’y a aucun risque de contamination par les salmonelles. 

e Lorsque des valeurs de staphylocoques à coagulase positive > 105 ufc/g sont détectées, le lot de fromages doit faire 

l’objet d’une recherche des entérotoxines staphylococciques (voir critères d’hygiène des procédés). 

1.5.1. Salmonella spp. 
Les Salmonella spp. sont des bactéries Gram - en forme de bâtonnets, anaérobies 

facultatives, appartenant à la famille des Enterobacteriaceae (Crump et al., 2017; Panthi et 

al., 2017; Holschbach et al., 2018). Au sein de deux espèces, Salmonella bongori et 

Salmonella enterica, des centaines de sérotypes différents ont été découverts. Les 

salmonelles peuvent se développer dans des environnements acides. Une croissance à pH 

3,7 a par exemple été rapportée. Cependant d’autres facteurs peuvent influencer celle-ci, 

tels que la température, l’oxygène disponible, le milieu de croissance, le taux d’inoculation 

et le sérotype (J. D’Amico et al., 2017).  

Les bactéries du genre Salmonella sont à l’origine de la salmonellose, une maladie se 

transmettant principalement par voie fécale au sein des ruminants et responsable de toxi-

infections liées à la consommation d’aliments ou d’eau contaminés. Cette contamination 

est également possible suite à un contact avec l’animal contaminé ou avec son 

environnement. Certaines souches de salmonelles causent des mammites et par 
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conséquent, les micro-organismes pathogènes peuvent se retrouver dans le lait (Crump et 

al., 2017; J. D’Amico et al., 2017; Holschbach et al., 2018; FAO, mars-19-2019).  

Les personnes contaminées par ce micro-organisme pathogène peuvent présenter 

les symptômes suivants : diarrhée, forte fièvre accompagnée de frissons et maux de tête, 

douleurs abdominales, vomissements (Santé Publique, 2018).  

1.5.2. Staphylococcus aureus 
Un autre micro-organisme pathogène rencontré dans le lait est Staphylococcus 

aureus. Cette bactérie coagulase-positive produit des toxines responsables de l’intoxication 

alimentaire staphylococcique (Sugrue et al., 2019). Par exemple, en ce qui concerne les 

produits laitiers, la toxine produite est l’entérotoxine staphylococcique C (SEC) (FAO/OMS, 

2005). Cette bactérie peut causer des mammites chez les animaux en lactation. Toutes les 

souches de S. aureus n’ont pas la capacité de produire des toxines. Différents paramètres 

physico-chimiques peuvent influencer la production de toxine, tels que le pH, la 

température et la concentration en sels (Panthi et al., 2017).  

La contamination par S. aureus provoque chez l’homme des nausées, des 

vomissements incoercibles, des douleurs abdominales, des diarrhées, des vertiges, des 

frissons, et une faiblesse généralement accompagnée d’une fièvre modérée (Santé 

Publique, 2018). 

1.5.3. Escherichia coli 
Une bactérie Gram-, anaérobie facultative et figurant dans la flore microbienne 

humaine, E. coli, est un indicateur de contamination fécale et de conditions hygiéniques 

pauvres (Sugrue et al., 2019). Tout comme pour S. aureus, toutes les souches d’E. coli ne sont 

pas pathogènes. Certaines souches d’E. coli sont capables de produire des Shiga-toxines 

(STEC), provoquant une grave maladie (OMS, mai-27-2019). Certaines souches peuvent 

résister à des températures de réfrigération. Par exemple, E. coli O157:H7 peut croître à des 

températures proches de 7 °C dans le lait et est le sérotype le plus important d’un point de 

vue santé publique (OMS, 2018a).  

Les symptômes dus à l’infection par les STEC/VTEC sont des crampes abdominales, 

des diarrhées (parfois sanglantes), de la fièvre et des vomissements (OMS, 2018a; Santé 

Publique, 2018). E. coli O157:H7 se transmet à l’homme par des aliments contaminés, tels 

que le lait cru (OMS, 2018a; Santé Publique, 2018). 

1.5.4. Campylobacter spp. 
Un autre micro-organisme pathogène peut également être présent au sein des 

produits laitiers à base de lait cru : Campylobacter (DiversiFerm, 2014). Ce genre bactérien 

est à l’origine d’une gastroentérite qui touche l’Homme mondialement. Il s’agit d’une 

bactérie Gram -, de forme spiralée ou incurvée. Il comporte une vingtaine d’espèces 

(ANSES, 2011a). L’espèce la plus répandue parmi les micro-organismes pathogènes est 

Campylobacter jejuni (Ozturkoglu-Budak et al., 2017). Cette dernière figure parmi une 

vingtaine du genre à avoir la capacité d’être thermotolérantes (T° optimale = 41,5 °C). La 
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transmission à l’Homme est indirecte, suite à une consommation d’aliments contaminés 

(ex. : volaille, viande de bœuf ou de porc peu ou mal cuites, lait cru et eau 

contaminée) (ANSES, 2011a; Santé Publique, 2018). Cette bactérie est à l’origine de la 

campylobactériose, responsable de diarrhées, de douleurs abdominales, de fièvres, de 

céphalées, et de nausées et/ou vomissements (OMS, 2018b). 

1.5.5. Listeria monocytogenes 
Le genre Listeria comporte huit espèces, dont Listeria monocytogenes, une bactérie 

pathogène pour l’Homme et les animaux, Gram +, sous forme de bâtonnets. Elle est 

responsable de la toxi-infection appelée listériose. Elle résiste à des conditions de pH entre 

4,30 et 9,40, et peut vivre jusqu’à une aw aussi faible que 0,92. De plus, cette bactérie 

psychrotrophe a la capacité de se développer à des températures basses, sous 7 °C 

(ANSES, 2011b; Chatelard-Chauvin et al., 2015; Lakicevic et al., 2017; Akrami-Mohajeri et al., 

2018; Gérard et al., 2018). À cause de sa résistance aux conditions extrêmes, ce pathogène 

peut survivre durant la conservation du produit au réfrigérateur. C’est pourquoi, malgré le 

respect de la chaîne du froid lors de la production et de la conservation d’aliments, il est 

possible de conserver des traces de L. monocytogenes. Différentes sources de 

contamination sont possibles. La contamination peut être due à l’animal ou à 

l’environnement de production. Le traitement thermique permettant l’élimination de ce 

pathogène doit se faire à une température de minimum 65°C(ANSES, 2011b).  

Les symptômes de la listériose sont la diarrhée, le vomissement, la fièvre, les maux de 

tête, les convulsions, les frissons, ou encore la gastroentérite et la myalgie. Elle peut 

également mener à la méningite et la septicémie (Akrami-Mohajeri et al., 2018).  

 

1.6. Risques microbiologiques liés à la consommation 

de fromages au lait cru 
En 2017 dans l’Union européenne, 2,2 % des toxi-infections alimentaires collectives 

signalées sont dues à la consommation de fromage (EFSA et al., 2018). Plusieurs micro-

organismes pathogènes en sont à l’origine, dont principalement : Salmonella spp, S. aureus, 

Campylobacter spp, E. coli et L. monocytogenes (DiversiFerm, 2014; Yoon et al., 2016).  

 En général, le niveau de risque d’une contamination bactérienne est élevé 

(Michelet, 2012). Plusieurs cas d’infection ont été rapportés dans la littérature.  

En 2016, dans l’Union européenne, 94.530 cas humains de salmonelloses ont été 

rapportés. Par rapport à 2014, ceci représente une augmentation de 3 %. Les foyers 

épidémiques à cause de Salmonella sont en hausses dues à S. enteritidis : un foyer sur six a 

été sujet d’une toxi-infection alimentaire en 2016 (EFSA, 2017). Mais le risque au sein des 

produits laitiers est faible (0,1 % de détection sur plus de 25.000 échantillons testés) par 

rapport à celui lié à la consommation de produits à base d’œufs et de volaille (DiversiFerm, 

2014; EFSA, 2017).  
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S. aureus est l’agent responsable de mammite le plus fréquent en comparaison avec 

L. monocytogenes, Salmonella et E. coli, qui sont plus rares (DiversiFerm, 2014). S. aureus est 

souvent détectée dans les produits à base de lait cru, mais la probabilité de production 

d’entérotoxines par les souches varie (AFSCA, 2015). En 2017, six états membres et deux 

états non-membres de l’UE ont notifiés la présence de S. aureus dans différents animaux et 

produits alimentaires (EFSA et al., 2018).  

L’infection par E. coli producteur de Shiga-toxine peut évoluer en syndrome 

hémolytique et urémique (SHU) pour jusqu’à 10 % des patients, avec une taux de mortalité 

de 3 à 5 % (O’Sullivan et al., 2017; OMS, 2018a). En 2005, 3314 personnes ont été affectées 

par cette bactérie, avec une atteinte grave chez les enfants (EFSA, 2006). Entre 1998 et 2011 

aux États Unis, 11 % des 38 cas d’infection liés à la consommation de fromages au lait cru 

ont été causé par E. coli (O’Sullivan et al., 2017).  

La campylobactériose reste la maladie d’origine alimentaire la plus fréquemment 

signalée dans l’UE depuis 2005 (EFSA, 2015). Campylobacter a été signalé présent chez 

246.307 personnes en 2016, ce qui représente une augmentation de 6,10 % par rapport à 

2015. Cependant, le taux de mortalité est faible (0,03 %) (OMS, 2012). Suite à une étude sur 

la présence de Campylobacter au sein de produits laitiers, le résultat est de 1 % des 384 

échantillons de présence (DiversiFerm, 2014). 

Certaines catégories de personnes sont plus susceptibles d’être touchées par L. 

monocytogenes, tels que les personnes âgées, les enfants, les femmes enceintes et les 

individus immunodéprimés (Orsi et al., 2011; Lopez-Valladares et al., 2018). La listériose 

provoque une infection plus sévère : 97 % des patients issus de ces populations à risque sont 

hospitalisés suite à la contamination. Cette maladie augmente continuellement : entre 2013 

et 2014, une augmentation de 13 % a été observée (EFSA, 2015). En 2016, 2536 cas ont été 

déclarés et 247 décès signalés. Les personnes âgées (> 64 ans) représentent une majorité de 

ces cas. En ce qui concerne les fromages (pâtes molles et mi-molles), 1,4 % des 3.990 

résultats ont été positifs pour le test de détection dans 25 g (DiversiFerm, 2014). En 2015, en 

Europe, la listériose a touché environ 2200 personnes dont 270 en sont mortes (Lopez-

Valladares et al., 2018). 
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2. Objectifs 
L’objectif principal du travail était d’étudier et de caractériser d’un point de vue 

écologique la communauté bactérienne présente au sein des fromages fermiers, à la sortie 

de production. Cette dernière a été étudiée par métagénétique. Pour ce faire, l’ADN 

présent au sein des fromages fermiers a été extrait, et le gène codant pour l’ARN 

ribosomique 16s a été séquencé. Cette étude à grande échelle est la première du genre en 

Belgique. Les résultats obtenus pourraient permettre d’améliorer la maîtrise des bactéries 

pathogènes dans les fromages fermiers, fournissant ainsi des pistes pour renforcer la sécurité 

alimentaire de ces produits réputés. Après identification des OTUs, les genres bactériens ont 

été classés en fonction des types de fromage ainsi que des types de lait utilisé. Enfin, 

l’environnement bactérien a été comparé entre fromages au lait cru et au lait pasteurisé.  

Au préalable, un objectif secondaire a été d’évaluer les caractéristiques physico-

chimiques de ces fromages artisanaux belges. Ces données sont essentielles, car elles 

permettront de comprendre la présence ou l’absence de certains micro-organismes au sein 

des fromages étudiés. 

Un autre objectif du travail était de comparer les microflores résultant de différentes 

technologies fromagères (fromages frais, à pâte molle, et à pâte pressée), de produits 

fabriqués à partir de différents types de lait (cru ou pasteurisé, lait de vache, de chèvre ou 

de brebis). 
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3. Matériel et méthodes 

3.1. Echantillonnage 
L’étude a porté sur 32 échantillons de fromages fermiers belges analysés en triplicat 

(trois pièces issues d’un même lot). Les échantillons de fromages fermiers étudiés ont été 

prélevés directement après leur production, c’est-à-dire après égouttage ou après 

affinage, respectivement pour les fromages frais et affinés. Ils ont donc été nommés les 

« échantillons J0 ». Ils ont tous été produits entre 2018 et 2019 et sont issus de fermes couvrant 

l’ensemble du territoire national.  

Certains étaient à base de lait pasteurisé (n = 6). D’autres étaient à base de lait 

cru (n = 26), et des laits de différentes origines animales ont aussi été utilisés (Tableau 4).  

Tableau 4: Tableau récapitulatif relatif aux fromages analysés (Origine du lait, type de lait, types de fromages). 

Variables Modalités Nombre 

Origine du lait 

Vache 20 

Chèvre 3 

Brebis 3 

Type de lait 
Cru 21 

Pasteurisé 5 

Types de fromage 

Frais 7 

Pâte pressée 12 

Pâte molle 7 

 

Pour chaque échantillon, 25 g ont été mis en suspension dans un tampon citrate (20 

% m/v de citrate de trisodium dihydraté). L’homogénéisation a été faite à l’aide de l’Ultra 

Turrax® (IKA ULTRA-TURRAX T18 digital, Allemagne) : deux fois 2 minutes à 16 000 rpm avec 

10 minutes de repos entre les deux homogénéisations. Ces suspensions ont été conservées à 

-80 °C avant leur utilisation. La matière première restante a été consacrée aux études 

physico-chimiques.  

3.2. Étude physico-chimique 
Différents paramètres physico-chimiques ont été déterminés sur les échantillons de 

fromage : le pH, l’aw, la matière sèche, la teneur en sel, et la teneur en matière grasse. 

Le pH a été mesuré via une électrode InLab Surface Pro-ISM (Mettler Toledo, 

Colombus, USA). Ce paramètre a été mesuré au cœur des fromages. 

 L’aw a été déterminée par la méthode du miroir à point de rosée (Aqualab 4TE 

Water Activity Meter, Decagon Devices Inc., Pullman WA, USA). Cette méthode donne une 

valeur avec une précision de ± 0,003. Les fromages affinés présentent un gradient d’aw de 



24 

 

la surface jusqu’au cœur. Il a été décidé de ne mesurer l’aw qu’au cœur des produits. En 

effet, après consultation d’un expert néerlandophone en physico-chimie alimentaire, il était 

plus judicieux de tenir compte uniquement du cœur des produits.  

 La matière sèche a été mesurée en suivant la méthode détaillée par l’ISO 5534. Une 

masse exactement connue du produit humide a été mise dans une capsule et placée à 

l’étuve. Les poids avant et après séchage jusqu’à poids constant ont été mesurés à l’aide 

d’une balance analytique. La teneur en matière sèche a été définie comme étant le 

rapport entre la différence de masse entre le poids humide et sec du produit et la masse du 

produit humide, exprimée en pourcentage.  

La teneur en sel a été obtenue par la détermination de la teneur en chlorures selon 

la méthode de titrage potentiométrique détaillée par l’ISO 5943. Après la mise en 

suspension d’une masse connue de fromage, la solution a été acidifiée par l’acide nitrique 

suivie du titrage potentiométrique des ions chlorure avec une solution titrée de nitrate 

d’argent. La teneur en chlorure de sodium a été calculée comme suit (exprimée en 

pourcentage en masse) : 

(𝑽𝟏 − 𝑽𝟎) ∗ 𝒄 ∗ 𝒇

𝒎
 

Avec :  

V0 : volume (ml) de la solution titrée de nitrate d’argent, utilisé pour l’essai à blanc ; 

V1 : volume (ml) de la solution titrée de nitrate d’argent, utilisé pour la détermination ; 

C : concentration réelle (n/L), de la solution titrée de nitrate d’argent ; 

F : facteur permettant d’exprimer le résultat en pourcentage (5,84 pour exprimer en % de 

NaCl). 

  La teneur en matière grasse a été déterminée par méthode gravimétrique. Cette 

dernière a consisté en un traitement avec de l’acide chlorhydrique suivi d’une extraction 

avec l’éther de pétrole et de l’éther diéthylique.  

3.3. Extraction ADN 
Pour étudier la population microbienne présente au sein d’un fromage, la première 

étape a consisté en l’extraction de l’ADN génomique contenu dans le produit laitier via le 

kit FastDNA® Spin Kit utilisant la solution de lyse TC (MP Biomedicals, Santa Ana, CA, USA). 

Une comparaison de kit d’extraction d’ADN a été réalisée avant le choix définitif. La 

comparaison a été effectuée entre le kit EasyFast™ Dairy Extraction (Progenus, Gembloux, 

Belgique) et le FastDNA® Spin Kit. La décision est basée sur la quantification et la qualité de 

l’extrait d’ADN. Afin de libérer les organites de la membrane cellulaire, le fromage dispersé 

en solution a été mis en contact avec une solution de lyse et une bille en céramique, afin 

d’intensifier la destruction de la membrane cellulaire. Après concentration des débris 

cellulaires par centrifugation (Sigma, Osterode am Harz, Allemagne), l’ADN contenu dans le 

fromage se trouvait dans le surnageant. Celui-ci a été transféré dans une colonne avec un 
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volume de Binding Matrix identique. La présence de silice dans cette solution permet sa 

liaison avec le lysat. Après une première filtration sur membrane, la silice a été lavée à l’aide 

d’une solution diluée à l’éthanol (SEWS-M). Une centrifugation (Sigma, Osterode am Harz, 

Allemagne) sans ajout de solution a permis d’éliminer le surplus d’alcool contenu dans la 

silice. Ensuite, l’ADN a été élué dans une solution aqueuse après incubation à 55 °C durant 5 

minutes. Le protocole détaillé est fourni avec le kit FastDNA® Spin Kit.  

Certains points du protocole ont dû être adaptés aux échantillons de fromage. Le 

volume ajouté dans le « Spin™ filter » a ainsi été de 600 µl et le temps de centrifugation pour 

l’élution de l’ADN a été de 1 minute 45 secondes.  

3.4. Quantification de l’ADN 
Durant l’extraction de l’ADN, différents réactifs ont été utilisés. Une quantité résiduelle 

de composés chimiques pouvait donc être présente et interférer dans les mesures de 

concentration et de qualité d’ADN. Une méthode rapide qui permet de déterminer la 

concentration et la qualité d’un extrait est la spectrophotométrie dans l’UV visible. 

L’appareil utilisé est le NanoDrop ND 1000 Spectro (ThermoFisher, Wilmongton, USA). À l’aide 

d’un petit volume (0,5 µl à 2 µl), l’appareil peut fournir des valeurs d’absorbance à 

différentes longueurs d’onde (230, 260 et 280 nm) en effectuant un balayage.  

Deux longueurs d’onde mesurent la quantité de contaminants dus à des résidus non 

éliminés au cours des étapes de purification : 230 et 280 nm. En effet, les protéines, phénols 

et carbohydrates absorbent à ces deux longueurs d’onde. Les nucléotides absorbent à 260 

nm. Cette absorption à 260 nm est due à la présence de fonction cyclique avec des 

doubles liaisons du ribose dans le cas de l’ADN (Reckhow, 2004). C’est pourquoi différents 

ratios donnent une indication de la qualité de l’extrait. A260/A280 indique ainsi la pureté de 

l’ADN ou l’ARN, tandis que le rapport A260/A230 donne une idée de la pureté des extraits. 

Ces rapports doivent être proches de 1,8 – 2,0 pour A260/A280 et de 2,0 – 2,2 pour 

A260/A230 afin d’être un extrait de qualité.  

Le blanc avant utilisation de l’appareil a été fait avec de l’eau exempte de RNAse. 

Le blanc avant la lecture des échantillons a quant à lui été fait via la solution d’élution DES 

fournie dans le kit d’extraction Fast DNA Spin (MP Biomedicals, Santa Ana, CA, USA).  
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3.5. Préparation des librairies pour le séquençage 

Illumina 
 L’étude métagénétique des échantillons de fromage se fait sur le gène codant pour 

l’ARN ribosomique 16s. Celui-ci est présent en plusieurs copies dans toutes les bactéries. Le 

protocole utilisé au cours de ce travail a ciblé les régions V1-V3. Il s’agit du protocole 

suggéré par Illumina (16S Metagenomic Sequencing Library Preparation). 

Après extraction de l’ADN des échantillons, les étapes suivantes ont eu pour objectif 

d’amplifier le gène d’intérêt et de le préparer pour être séquencé par la technologie 

Illumina (Figure 5). Une première PCR a eu lieu, nommée « Amplicon PCR ». Les amorces 

utilisées au cours de cette amplification étaient propres aux régions cibles V1-V3, et 

comprenaient les adaptateurs Illumina, respectivement représentés en brun et en jaune sur 

la Figure 5. Les séquences des amorces forward et reverse étaient respectivement 5’-

GAGAGTTTGATYMTGGCTCAG-3’ et 5’-ACCGCGGCTGCTGGCAC-3’ (Ngo et al., 2018). 

Après vérification sur gel d’agarose de la qualité des amplicons, le produit PCR a été purifié 

à l’aide de billes magnétiques, au moyen du kit AMPure XP beads kit (Beckman Coulter, 

Pasadena, CA, USA). Cette étape a permis d’éliminer des réactifs tels que les amorces, les 

dNTP’s résiduels, et la polymérase. En effet, ceux-ci auraient pu interférer lors des étapes 

suivantes d’amplification.  

Une seconde PCR, appelée PCR Index, a été réalisée sur les produits purifiés. Les 

amorces utilisées étaient particulières : elles possédaient des queues flottantes, avec une 

séquence kappa et une séquence Index, respectivement représentées en rouge et en vert 

sur la Figure 5. Il existe une quarantaine d’index différents qui permettent de créer une carte 

d’identité propre à chaque échantillon, selon les combinaisons d’index utilisées. Le rôle de 

cette PCR n’était pas d’amplifier le gène mais d’insérer l’index aux fragments obtenus après 

la première PCR. Ainsi, le nombre de cycles effectués (n = 10) était inférieur au nombre de 

cycles d’une amplification PCR traditionnelle (généralement n = 30). Une seconde 

purification, similaire à celle décrite précédemment, a été effectuée. 

 

Figure 5: Schéma explicatif de l'hybridation des amorces (fw et rv) avec les queues flottantes après la seconde PCR. Les 

couleurs ont différents rôles : Brun : Amorce des régions V1 – V3, jaune : Adaptateurs Illumina, rouge : séquence kappa, 

vert : Séquence Index. 
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 Ensuite, les amplicons ont été quantifiés au Quant-IT PicoGreen (ThermoFisher 

Sientific ; Waltham, MA, USA), une molécule intercalante à l’ADN double brin. Au plus la 

concentration en amplicon est élevée, au plus cette molécule s’intercale, et au plus la 

concentration du PicoGreen est élevée. Après la détermination de la concentration de 

l’échantillon, chaque produit PCR a été dilué pour obtenir une concentration finale de 

l’ordre de 10 ng/µl. Une dernière quantification de chaque échantillon de la librairie a été 

effectuée par une qPCR en temps réel, via le KPA SYBR® FAST qPCR Kit (KapaBiosystems ; 

Wilmington, MA, USA). Le Sybr Green, composé contenu dans ce kit, est un agent 

fluorescent permettant de connaître la concentration exacte de chaque index. Avant la 

normalisation, les échantillons ont été rassemblés (« pooling ») et séquencés sur un 

séquenceur MiSeq utilisant les réactifs V3 (Illumina ; San Diego, CA, USA). 

3.6.  Analyse Bio-informatique 
 L’interprétation des séquences a été effectuée à l’aide de MOTHUR v1.35 

(https://www.mothur.org) pour l’alignement et le regroupement avec la base de données 

SILVA Bacteria (v1.28) (https://www.arb-silva.de). L’algorithme UCHIME (https://www.drive 

5.com/uchime/) a été utilisé pour la détection des chimères. En fin d’analyse, une table 

d’OTUs a été produite pour chaque échantillon, avec le nombre de reads obtenu par OTU. 

Un read correspond à une séquence assignée à un OTU donné (O’Sullivan et al., 2017).  

 L’analyse s’est déroulée en trois étapes. Dans un premier temps, les séquences ont 

subi un pré-traitement de préparation pour les ordonner. Pour cela, il a fallu nettoyer et 

aligner les reads sur une séquence de référence. Les chimères et séquences mal alignées 

doivent ensuite être éliminées. La deuxième étape a été de catégoriser (« bining ») les 

séquences selon leur similarité en OTU. Ce regroupement s’est basé sur une matrice de 

distance. Ainsi, des séquences distantes de moins de 0,03 ont été considérées comme un 

même OTU. Enfin, la troisième étape a consisté en l’attribution du chemin taxonomique 

propre à chaque OTU.  

La biodiversité α a été étudiée avec MOTHUR v1.35, au moyen de différents indices : 

richesse, indices de Shannon, de Simpson, Chao1. La biodiversité α permet d’apprécier la 

richesse et la diversité de la population au sein d’un milieu (Ceugniez et al., 2017; Bissett et 

al., 2018). Pour la richesse de la population, le nombre d’OTUs observées et l’indice de 

Chao1 ont été les deux paramètres étudiés. En ce qui concerne la diversité de la 

population, l’indice de Shannon et l’indice Inverse de Simpson ont été déterminés. Le 

nombre d’OTUs observées au sein d’un milieu ou d’un échantillon permet de décrire la 

richesse en espèces (Spellerberg, 2008). L’indice de Chao1 estime le nombre d’espèces non 

observées à partir de celles observées une fois (Marcon, 2010). L’indice de Shannon donne 

une mesure de la biodiversité des espèces au sein du milieu ou de l’échantillon en tant que 

quantité d’information (Spellerberg, 2008). L’indice inverse de Simpson est la probabilité 

qu’un individu (pi) tiré au hasard n’appartienne pas à l’espèce i (Marcon, 2010). 

La diversité β a été étudiée via l’analyse en composantes principales, à l’aide du 

programme RStudio® et du package FactoMineR. La diversité β permet de comparer des 

communautés bactériennes selon leur composition dans un écosystème (Kuczynski et al., 

https://www.arb-silva.de/
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2011; Peterlongo, 2016). L’analyse en composantes principales (ACP) a permis de comparer 

la biodiversité entre les groupes étudiés (Ngo et al., 2018). 

 

3.7. Traitements statistiques 
  Les traitements statistiques relatifs à la diversité α ont été effectués sur PRISM 5 

(Graphpad Software; San Diego, CA, USA). Pour la diversité β, RStudio® a été le programme 

choisi.  

La normalité des échantillons a été déterminée en premier lieu par le test statistique 

de Shapiro-Wilk (p-valeur < 0,05). Celui-ci a permis de déterminer si la distribution des 

échantillons suivait une loi normale. Le résultat du test de normalité dicte le choix d’une 

méthode paramétrique ou non paramétrique pour l’étude des différences.  

L’analyse en composantes principales (ACP), une technique descriptive, permet 

d’étudier les relations qui existent entre des variables quantitatives, sans tenir compte d’une 

quelconque structure, ni des variables, ni des individus (Palm, 2009). Cette analyse a pour 

but d’identifier les groupes d’individus (échantillons de fromages) communs selon les 

variables quantitatives. Dans le cas de cette étude, chaque OTU constitue une variable, le 

nombre de reads relatif à cette OTU au sein de chaque échantillon correspondant au trait 

quantitatif.  L’ACP a été accomplie sur les résultats après avoir conservé les genres 

représentant plus de 0,01% des reads totaux. Deux genres se trouvant majoritairement 

présents, Lactococcus et Streptococcus, la même analyse a été réalisée en les masquant.  

L’étude de la diversité β a été effectuée sur la table des OTUs obtenue après le 

traitement bio-informatique. Afin de déterminer si une différence significative entre les 

populations était présente au sein des types de fromages, type de lait et selon l’origine 

animale, une analyse moléculaire de la variance (AMOVA) a été effectuée (Mothur, juillet-

22-2019a). Un second test statistique a permis d’étudier l’homogénéité au sein des 

populations, le test HOMOVA, correspondant à une analyse moléculaire sur l’homogénéité 

(Mothur, juillet-22-2019b).  
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4. Résultats et discussion 

4.1. Étude physico-chimique 
Le Tableau 5 décrit les valeurs de pH (au cœur du produit) et d’aw moyens avec les 

écarts-types pour chaque type de fromage. Au vu des écarts-types, la variabilité des pH et 

des aw semble limitée, à l’exception de la gamme de pH des fromages à pâte molle. 

Tableau 5: Les moyennes et écarts types de pH et d'aw selon le type de fromage des échantillons analysés. 

Type de fromage pH aw 

Pâte molle 5,63 ± 0,57 0,97 ± 0,01 

Pâte pressée 5,74 ± 0,19 0,96 ± 0,01 

Frais 4,44 ± 0,16 0,99 ± 0,00 

 

Les Figure 6 et Figure 7 représentent respectivement les pH et les aw selon le type de 

fromage. Les conditions d’applications du test de comparaison de moyennes ont pu être 

satisfaites : les trois distributions suivaient une loi normale (test de normalité de Ryan-Joiner) 

et l’égalité des variances était respectée (test de Levene). Il a donc été possible de 

développer un modèle linéaire généralisé (GLM) pour chacun des deux paramètres 

étudiés. L’effectif variable en fonction des différentes familles technologiques a imposé le 

choix de cette méthode plutôt que celui de l’ANOVA, qui requiert des effectifs identiques 

entre les populations à comparer. Le GLM relatif aux valeurs de pH a mis en lumière des 

différences significatives (p-valeur < 0,001). Ce test ne spécifie malheureusement pas les 

populations entre lesquelles ces différences sont observées. Pour comprendre l’origine de 

ces différences, un test de Tukey a été réalisé, effectuant les comparaisons multiples en une 

unique étape. Ainsi, ces comparaisons entre familles technologiques ont démontré que 

seules les pâtes fraîches se différenciaient des autres fromages par un pH plus faible. Suite à 

un GLM et à une structuration des moyennes par la méthode de Tukey, il a pu être conclu 

que les aw étaient significativement différentes entre les trois grandes familles 

technologiques (p-valeur < 0,001). 
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Figure 6: Boîtes à moustaches des pH selon le type de fromage à 10-90 percentiles. 
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Figure 7: Boîtes à moustaches des activités d'eau selon le type de fromage à 10-90 percentiles. 

Selon le Règlement (CE) N° 2073/2005, trois situations permettent d’affirmer que la 

bactérie pathogène L. monocytogenes ne peut se développer au sein d’un fromage : pH ≤ 

4,40, aw ≤ 0,92, ou la combinaison de pH ≤ 5 et avec aw ≤ 0,94. Parmi les échantillons de 

fromages étudiés, quatre fromages frais avaient un pH inférieur à 4,40 et un fromage à pâte 

pressée présentait un aw égale à 0,92. Ces cinq produits pourraient donc constituer un 
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milieu défavorable pour la croissance de L. monocytogenes, les produits restants pouvant 

donc constituer un risque pour le consommateur.  

De manière générale, le pH des fromages frais, à pâte molle et à pâte pressée se 

situait entre 4,80 et 5,40, au cœur du produit (Kongo et al., 2016a). Plus précisément, les 

fromages fermiers belges présentaient les caractéristiques suivantes : 4,16 ≤ pH ≤ 7,47 et 0,93 

≤ aw ≤ 0,99. Il est important de distinguer le cœur et la croûte du fromage. La croûte est 

moins acide et donc plus favorable pour la prolifération des pathogènes. Par exemple, les 

pH du Castelo Branco au cœur et à la surface sont respectivement de 5,40 et 6,00 (Gérard 

et al., 2018). Le pH des fromages frais peut descendre jusqu’à 4,50 dans le Katiki, ou même 

atteindre une acidité aussi intense qu’un pH de 3,80 dans le Galotyri (Gobbetti et al., 2018). 

Leurs activités d’eau sont élevées également (Gérard et al., 2018). Les fromages à pâte 

pressée ont en général un pH situé entre 4,90 et 8,00 et une activité d’eau entre 0,91 et 

0,97(Gérard et al., 2018). Le Gouda, un fromage à pâte pressée, peut avoir un pH allant de 

5,26 à 6,37 et une activité d’eau de 0,88 à 0,97 (sous la croûte et au cœur du fromage) 

(Choi et al., 2016; Salazar et al., 2018). Les pH des fromages suisses, du Reblochon et du 

Cheddar se situent dans la même gamme que le Gouda (Almena-Aliste, Montserrat 

Mietton, 2014; Kongo et al., 2016a). 

Les autres données physico-chimiques telles que la concentration en ADN (ng/µl), les 

teneurs en matière grasse, matière sèche sel et eau, exprimées en %, sont détaillées dans 

l'Annexe1.

4.2. Environnement bactérien 
Après extraction de l’ADN des échantillons de fromages, les ratios de pureté ont été 

déterminés par NanoDrop. Les ratios d’absorbance attendus doivent se trouver dans 

l’intervalle 1,80-2,20. Les résultats obtenus ont systématiquement présenté des valeurs 

inférieures. Cependant, ceci n’a pas interféré dans le séquençage, et l’ADN extrait a donc 

systématiquement pu être amplifié et séquencé.  

Après traitement bio-informatique, plus de 256 genres bactériens ont été identifiés au 

sein des échantillons de fromages. Dans un premier temps, les communautés bactériennes 

seront détaillées comme suit : dans l’ensemble des fromages, selon le type de fromage 

(frais, mou, ou pressé), selon le type de lait (lait cru ou pasteurisé) et enfin selon l’origine du 

lait (vache, chèvre, ou brebis). Afin de faciliter la présentation des résultats obtenus, seuls les 

genres représentant plus de 0,10 % des reads totaux seront détaillés. Cette phase 

descriptive sera suivie par l’étude de la diversité α des échantillons, expliquée par les indices 

de Chao1, Shannon, Inverse de Simpson, et par le nombre d’OTUs présents. Enfin, une étude 

sur la diversité β, décrite à l’aide d’une ACP, sera proposée. Le but de cette analyse a été 

d’étudier la diversité au sein des échantillons. Cependant, une étape de pré-traitement a 

été nécessaire afin de réduire le nombre de variables et donc de faciliter l’interprétation. 

Ainsi, seuls les genres représentant plus de 0,01 % des reads ont été retenus. Le Tableau 6 

reprend le nombre de genres représentant plus 0,10 % et 0,01 % des reads totaux présents 

dans les échantillons, selon le type de fromages, le type de lait et l’origine animale du lait.  
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Tableau 6: Nombre de genres présents à 0,1 % et 0,01 % dans les échantillons selon le type de fromage, le type de lait et 

l’origine animale du lait, avec ou sans masquage des genres Lactococcus et Streptococcus. 

> 0,1% > 0,01% 

Sans 

masquage 

Avec 

masquage 

Sans 

masquage 

Avec 

masquage 

Frais 5 72 45 140 

Mou 17 40 45 134 

Pressé 10 29 28 109 

Lait cru 11 44 54 145 

Lait 

pasteurisé 
4 51 10 51 

Vache 11 41 50 143 

Chèvre 3 34 36 81 

Brebis 5 59 12 34 

 

Deux genres bactériens dominaient la communauté bactérienne des échantillons : 

Lactococcus et Streptococcus. Ces bactéries lactiques, à cause de leur abondance 

relative (AR) élevée, ont rendu complexe l’interprétation de la présence d’autres genres 

bactériens. C’est pourquoi, pour chaque analyse selon le type de fromage, le type de lait 

et l’origine du lait, une comparaison sans et avec masquage de ces deux genres a été 

réalisée. 

4.2.1. Présentation générale 

4.2.1.1. Phyla rencontrés 
 Six phyla bactériens ont été rencontrés au sein de l’ensemble des échantillons de 

fromage : Actinobacteria, Bacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria et 

Synergistetes. Sans masquage de Lactococcus et Streptococcus, une dominance de 

Firmicutes (94,54 %) est observée (Figure 8). Ceci est dû à l’appartenance de ces deux 

genres à ce phylum. Ensuite viennent les Actinobacteria, représentant 3,96 % des reads, 

suite à la présence de Bifidobacterium et Brevibacterium. Enfin, le troisième phylum le plus 

rencontré est Bacteroidetes, lié au genre Bacteroides.  

Lorsque Lactococcus et Streptococcus ne sont pas pris en compte, les AR des autres 

genres bactériens présents dans les autres phyla sont bien entendu augmentées. Ici, 

Firmicutes (20,91 %) devient le second phylum le plus rencontré. Actinobacteria représente 

alors 64,67 % des reads. Ceci est expliqué par les genres Brevibacterium (27,57 %), 

Bifidobacterium (21,09 %), Brachybacterium (8,97 %), Microbacterium (5,35 %), et 
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Corynebacterium (1,02 %). Bacteroidetes (6,23 %) est le troisième phylum en AR, ce qui 

s’explique principalement par le genre Bacteroides (5,19%). Les Proteobacteria représentent 

5,04 % des reads, avec notamment la présence des genres Halomonas (1,90 %), 

Psycrhobacter (0,93 %), Pseudomonas (0,74 %), Ralstonia (0,39%), Parasutterella (0,23 %), 

Hafnia-Obesumbacterium (0,17 %) et Photobacterium (0,10 %) et d’Enterobacteriaceae de 

genre non identifié (0,59 %). Enfin, deux autres phyla à moins de 1 % d’AR sont également 

présents : Synergistetes et des bactéries non identifiées. 

La présence de Firmicutes en majorité n’est pas une surprise. En effet, les bactéries 

lactiques primaires tels que Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, Leuconostoc et 

Streptococcus appartiennent à ce phylum (O’Sullivan et al., 2017; Falardeau et al., 2019). 

Proteobacteria, Actinobacteria et Bacteroides figurent aussi parmi les phyla présents dans 

les fromages (O’Sullivan et al., 2017; Falardeau et al., 2019). Synergistetes est le dernier 

phylum détecté suite à la présence du genre Pyramidobacter. Cependant, le lien de ce 

genre avec le lait et ses produits dérivés n’est pas encore expliqué dans la littérature.  

  



34 

 

 

Figure 8: Phyla bactériens présents au sein des échantillons de fromages à plus de 0,10 % en AR sans et avec masquage 

de Lactococcus et Streptococcus. 

4.2.1.2. Genres bactériens rencontrés 
Au sein des échantillons de fromages, 11 genres différents sont observés (Tableau 7). 

Parmi ceux-ci figurent principalement Lactococcus (75,17 %) et Streptococcus (18,55 %) 

suivi par Brevibacterium (1,73 %) et Bifidobacterium (1,32 %) (Figure 9). Les autres genres 

bactériens sont présents à moins de 1 % d’AR. Brachybacterium a une AR de 0,56 %, 

Leuconostoc est présent à 0,39 %, Microbacterium à 0,34 %, Staphylococcus et Bacteroides 

à 0,33 % (Figure 9). Les 39 genres suivants sont présents à moins de 0,10 % tels que 

Lactobacillus (0,03 %), Corynebacterium (0,06 %) et Psychrobacter (0,06 %) (Figure 9). Les 

pourcentages d’AR pour chaque genre cité sont repris dans le Tableau 7. 
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Tableau 7: AR (%) des genres bactériens au sein des échantillons sans et avec masquage de Lactococcus et 

Streptococcus. 

Genre Sans Masquage (%) Avec Masquage (%) 

Lactococcus 75,17 - 

Streptococcus 18,55 - 

Brevibacterium 1,73 27,57 

Bifidobacterium 1,32 21,09 

Brachybacterium 0,56 8,97 

Leuconostoc 0,39 6,19 

Microbacterium 0,34 5,35 

Staphylococcus 0,33 5,28 

Bacteroides 0,33 5,19 

Halomonas 0,12 1,90 

Vagococcus 0,10 1,59 

Lachnospiraceae_ge < 0,10 1,22 

Faecalibacterium < 0,10 1,20 

Megasphaera < 0,10 1,05 

Corynebacterium_1 < 0,10 1,02 

Psychrobacter < 0,10 0,93 

Pseudomonas < 0,10 0,74 

Lactobacillus < 0,10 0,52 

Autres 1,06 10,19 

Nombre de Genres 

bactériens 
11 44 

 

En masquant les deux genres dominants, Lactococcus et Streptococcus, d’autres 

genres bactériens peuvent être plus aisément observés au sein des échantillons. Au total 44 

genres sont ainsi détectés (Tableau 7). Les AR de Brevibacterium et Bifidobacterium sont 

respectivement de 27,57 % et 21,09 % (Figure 9). Ensuite figurent Brachybacterium (8,97 %), 

Leuconostoc (6,19 %), Microbacterium (5,35 %), Staphylococcus (5,28 %), Bacteroides (5,19 

%), Halomonas (1,90 %), Vagococcus (1,59 %), un genre de la famille des Lachnospiracaeae 
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(1,22 %), Faecalibacterium (1,20%), Megasphaera (1,05%) et Corynebacterium (1,02%) 

(Figure 9). Psychrobacter, Pseudomonas et Lactobacillus sont également présents, mais à 

des AR inférieures à 1,00 % (Figure 9). Ces valeurs s’élèvent respectivement 0,93 %, 0,74 % et 

0,52 %.  

Parmi les échantillons de fromages, certains pathogènes ont été détectés : 

Escherichia-Shigella (< 0,01 %), un genre non identifié de l’ordre des Campylobacterales (< 

0,01 %) et Staphylococcus (0,28 %). Les genres Listeria et Salmonella n’ont pas été identifiés 

au sein des fromages analysés.  

Escherichia-Shigella et le genre non identifié de l’ordre des Campylobacterales sont 

chacun présent au sein d’un échantillon de fromage parmi les 78 analysés, avec 1 read sur 

10.000. Il serait intéressant d’analyser à nouveau les échantillons et de confirmer leur 

présence par microbiologie classique, au moyen de milieux de culture adaptés.  

L’occurrence des Staphylococcus semble plus importante. Cependant, les espèces 

détectées ne sont pas clairement identifiées. Il est alors difficile d’assigner l’OTU à une 

souche de Staphylococcus aureus, l’espèce pathogène. Parmi les échantillons, 11 fromages 

contiennent des Staphylococcus : 4 fromages à pâte pressée et 7 fromages à pâte molle. Il 

serait intéressant d’effectuer des tests microbiologiques afin d’identifier plus précisément s’il 

s’agit de Staphylococcus producteurs d’entérotoxines et, le cas échéant, de déterminer le 

niveau de contamination, et donc l’adéquation avec les critères microbiologiques fixés par 

le Règlement (CE) N° 2073/2005.  

Deux autres pathogènes pour l’homme ont été cités au point 1.5 : L monocytogenes 

et Salmonella. Ceux-ci sont absents des échantillons analysés.  
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Figure 9: Comparaison des AR des genres bactériens (> 0,1 %) au sein de tous les fromages étudiés sans et avec 

masquage de Lactococcus et Streptococcus. 
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4.2.2. Interprétation 
 L’utilisation de ferments lactiques est fréquente dans la production de fromage, à 

quelques exceptions près. C’est le cas dans les fromages étudiés dans ce document. Dans 

ces ferments lactiques figurent les genres bactériens Lactotoccus, Lactobacillus, 

Streptococcus, Leuconostoc et Brevibacterium.  

Lactotoccus, Lactobacillus, Streptococcus et Leuconostoc sont des bactéries Gram 

+ et catalase positives (Montel et al., 2014b). Elles ont la capacité de transformer le lactose 

en lactate (O’Sullivan et al., 2017; Parente et al., 2017). Par conséquent, le pH se voit 

diminuer par glycolyse, un paramètre important pour la coagulation du lait (Ozturkoglu-

Budak et al., 2017). Durant ces réactions de lyse, différents composés produits, tels que des 

peptides ou amines, apportent une saveur, une texture, une odeur et une structure unique 

au fromage (Yoon et al., 2016; Ozturkoglu-Budak et al., 2017). 

 Dans le genre Brevibacterium, bactérie Gram +, l’espèce B. linens appelé ferment 

rouge, joue un rôle dans la pigmentation de la surface de certains fromages à croûte lavée 

(ex. : Herve, Comté, Livarot, Reblochon,…) (Cogan, 2011; Delcenserie et al., 2014; Montel et 

al., 2014b). En effet, B. linens produit des colonies de couleurs jaune pâle à orange foncées 

(Cogan, 2011). Les espèces appartenant à ce genre bactérien ont la capacité de produire 

des composés volatils soufrés, avec un impact aromatique intense (Desmasures et al., 2018).  

 Le genre Bifidobacterium appartient à la famille de Bifidobacteriaceae (Montel et 

al., 2014b). Il est un indicateur de contamination fécale d’origine animale (Yoon et al., 

2016). En effet, il a été démontré que ce genre bactérien est associé au tractus gastro-

intestinal des mammifères (Frétin et al., 2018). Bifidobacterium proviendrait donc du lait cru 

utilisé pour la production de fromage. L’espèce B. pseudolongum est principalement 

présente dans les fèces animales et absente des fèces humaines (Delcenserie et al., 2011). 

Cependant, la présence de Bifidobacterium peut être bénéfique pour le consommateur. En 

effet, ce genre fait partie des bactéries ayant des propriétés probiotiques, au même titre 

que les Lactobacillus (Hayaloglu, 2016; O’Callaghan et al., 2019). Cela signifie qu’ils 

« peuvent exercer des effets bénéfiques sur la santé après ingestion vivants et en quantité 

adéquate » (Ayerbe et al., 2018). Une autre hypothèse concernant la présence de 

Bifidobacteriaceae sous forme de trace dans les produits laitiers est leur pulvérisation en tant 

que probiotique au sein de l’étable, afin d’empêcher la croissance de micro-organismes 

pathogènes (ex. : Listeria ou Salmonella) (Ceugniez et al., 2017). Cette dernière hypothèse 

est toutefois complexe à confirmer.  

Brachybacterium appartient à la famille Dermabaceraceae (Desmasures et al., 

2018). Ce genre bactérien est souvent présent à la surface des fromages pressés, à pâtes 

molles, ou en particulier au lait de chèvre (Quigley et al., 2012a; Desmasures et al., 2018). Les 

espèces de ce genre font partie des bactéries d’affinage pour la production de fromage 

(Frétin et al., 2018).  

Le genre Microbacterium appartient à la famille Microbacteriaceae (Mounier et al., 

2017; Desmasures et al., 2018). Les espèces au sein du genre sont des bactéries Gram + non 

sporulées (Mounier et al., 2017). Certaines espèces de ce genre jouent des rôles particuliers 
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au sein des fromages. Par exemple, M. foliorum produit des amines biogéniques au sein des 

fromages à pâte molle (Spinnler, 2017). La présence de M. gubbeenense a déjà été 

rapportée à plusieurs reprises à la surface de différents fromages (ex. : Livarot, Raclette et 

Tilsit) (Mounier et al., 2017; Desmasures et al., 2018).  

Le genre Bacteroides de la famille Bacteroïdaceae peut être un signe de 

contamination fécale du lait de vache (Falardeau et al., 2019). Bacteroides est 

caractéristique de la paille de ferme (Falardeau et al., 2019). 

Vagococcus et Facklamia appartiennent aux bactéries lactiques alcalinophile et 

halotolérante (HALAB) dont le rôle dans le fromage reste vague (Mounier et al., 2017; 

Desmasures et al., 2018). Les HALAB sont des bactéries Gram +, catalase – , qui produisent 

du lactate et d’autres acides organiques comme produits finaux de la fermentation du 

lactose (Desmasures et al., 2018).  

Le genre Lachnospiracae_ge est un genre non identifié de la famille des 

Lachnospiracae (Frétin et al., 2018). Selon une étude, cette famille est rencontrée sur les pis 

de vache, et peut par conséquent se retrouver dans le lait (Frétin et al., 2018). Ces bactéries 

ne possèdent à l’heure actuelle aucun rôle connu au sein des fromages.  

Les espèces appartenant au genre Faecalibacterium sont des bactéries anaérobies 

strictes et figurent parmi la population bactérienne mineure du lait cru (O’Sullivan et al., 

2017; Gobbetti et al., 2018). Les espèces de ce genre ont la capacité de produire des 

composés, incluant le butyrate, le D-lactate, le formate ou l’acétate, durant l’affinage et 

ont donc un impact sur les saveurs (Quigley et al., 2012b). 

Le genre Megasphaera est connu pour être présent dans la flore intestinale des 

ruminants et a déjà été détecté au sein de fromage au lait cru de brebis (Salazar et al., 

2018). L’espèce M. elsdenii est une bactérie utilisant le lactate chez les ruminants et dont 

l’AR est élevée durant la diminution du niveau de la matière grasse en cours de lactation 

(Weimer et al., 2015). En administrant cette espèce au bétail en tant que probiotique, le 

rendement en lait peut se trouver amélioré et le risque de maladie métabolique diminué 

(Ye et al., 2018).  

Dans la famille Corynebacteriaceae figure le genre Corynebacterium (Desmasures 

et al., 2018). Ce sont des bactéries Gram + et catalase + (Cogan, 2011). Ce genre est 

présent à la surface des fromages de différents types (ex. : affinés aux moisissures ou à 

croûtes lavées) (Gelsomino et al., 2005; Mounier et al., 2017; Ozturkoglu-Budak et al., 2017). 

La plupart du temps, deux espèces de ce genre sont détectées dans les fromages : C. casei 

et C. variabile (Mounier et al., 2017; Desmasures et al., 2018).  

Des espèces du genre Psychrobacter, telles que P. celer et P. cibarius, sont 

fréquemment détectées dans le lait et le fromage (Desmasures et al., 2018). Elles jouent un 

rôle dans l’affinage du fromage car elles produisent des composés aromatiques impactant 

les caractéristiques sensorielles du produit (Desmasures et al., 2018). Elles se développent et 

survivent à des température faible (10-12°C), à un pH quasi neutre (6 - 8) et à un taux de sel 

élevé (Desmasures et al., 2018).  
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Le genre Hafnia-Obesumbacterium fait partie de la famille des Enterobacteriaceae 

(Desmasures et al., 2018). Les genres de cette famille sont des bactéries Gram -, anaérobies 

facultatives et catalase positive (Mounier et al., 2017; Desmasures et al., 2018). Leur 

présence au sein des fromages n’est pas étonnante. En effet, Hafnia fait partie des genres 

bactériens marins qu’on retrouve dans la saumure et le sel utilisés pour le salage des 

fromages (Mounier et al., 2017).  

Pyramidobacter, du phylum Synergites, est un genre bactérien Gram -, anaérobique, 

et en forme de pyramide (Downes et al., 2009). Ces micro-organismes sont 

asaccharolytique et produisent principalement de l’acide acétique et minoritairement de 

l’acide isovalérique, ainsi que les acides propioniques, isobutyriques, succiniques et 

phénylacétiques (Downes et al., 2009). Ce genre bactérien est présent dans la muqueuse 

du colon et du tube digestif des ruminants (Deng et al., 2017). De plus, les Pyramidobacter 

impactent la production de thiamine, un co-enzyme dans la décarboxylation oxydative, où 

nécessite ce composé pour leur croissance (Pan et al., 2017; DSM, août-1-2019).  

La présence des genres bactériens cités précédemment n’est pas une surprise. En 

effet, certains ont des rôles importants dans la production du fromage tel que les bactéries 

lactiques ou encore Brevibacterium intervenant dans la couleur de la croûte des fromages 

(Cogan, 2011; O’Sullivan et al., 2017; Parente et al., 2017). Parmi les genres précités, certains 

n’ont pas de rôle majeur pour la fabrication de fromage, mais trouvent simplement leur 

origine dans le lait cru. Le rôle des bactéries de la famille des Lachnospiraceae dans la 

production de fromage est encore vague.  

D’autres genres absents dans nos échantillons ont été identifiés par des études 

reprises dans la littérature. Par exemple, Leucobacter est présent dans la Tomme d’Orchies 

ainsi que dans 12 fromages français (Dugat-Bony et al., 2016; Ceugniez et al., 2017). Ce 

genre bactérien Gram + et aérobique appartient à la famille des Microbacteriaceae 

(Larpin-Laborde et al., 2011). Il a été démontré que la croissance de ce genre bactérien 

serait liée à la présence de G. candidum (Mounier et al., 2008; Larpin-Laborde et al., 2011). 

Des genres bactériens non identifiés de la famille des Bacillaceae sont présents dans le 

Gouda (Salazar et al., 2018). Ces derniers sont Gram + et hétérotrophe (Salazar et al., 2018). 

Cette famille est présente dans le lait cru, ce qui explique sa présence dans le fromage 

(Salazar et al., 2018). Idiomarina est présent dans le Brie (Falardeau et al., 2019). C’est un 

genre bactérien Gram -, aérobique et halophilique appartenant à la famille 

Idiomarinaceae (Taborda et al., 2009). Il est présent dans le sel marin utilisé dans la saumure 

pour le salage du fromage de Brie (Falardeau et al., 2019). Un autre genre absent dans les 

échantillons est Psychroflexus, des bactéries Gram -, aérobies strictes, de la famille 

Flavobacteriaceae (Seiler et al., 2012). Il a été détecté dans les fromages à Raclette ainsi 

que dans d’autres fromages français (Seiler et al., 2012; Delcenserie et al., 2014; Dugat-Bony 

et al., 2016). Il aurait un rôle dans la coloration de la morge de ces fromages (Seiler et al., 

2012; Delcenserie et al., 2014; Dugat-Bony et al., 2016). Arthrobacter figure aussi parmi les 

genres bactériens absents des échantillons étudiés. Il comprend des bactéries Gram + et 

aérobies de la famille Micrococcaceae (Irlinger et al., 2005). Elles seraient présentes dans les 

https://doi.org/10.1601/nm.6033
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fromages à croûtes fleuries tels que le Brie et le Camembert ou encore au sein de fromages 

de chèvre (Corsetti et al., 2001; Quigley et al., 2012b). 

4.2.3. Selon le type de fromage 
 Parmi les échantillons de fromages analysés, sept lots en triplicats sont des fromages 

frais, sept lots en triplicats sont des fromages à pâte molle et douze lots en triplicat sont des 

fromages à pâte pressée.  

Tableau 8: Nombres de genres bactériens selon le type de fromages avec ou sans masquage de Lactococcus et 

Streptococcus. 

Types de Fromages Sans masquage Avec masquage 

Frais 5 72 

Pâtes molles 17 40 

Pâtes pressées 10 29 

 

 Sans masquage des genres prédominants Streptococcus et Lactococcus, 17, 10, et 5 

genres bactériens ont été observés au sein des pâtes molles, pressées, et fraîches, 

respectivement (Tableau 8). La dominance des genres Lactococcus et Streptococcus est 

visible sur le graphique de la Figure 10. Pour les fromages à pâte molle, Lactococcus est 

détecté avec des AR de 65,12 % et Streptococcus 20,20 %. Dans les fromages à pâte 

pressée, ils sont observés à 64,95 % et 29,40 %, respectivement. De façon relative, ils sont 

encore davantage présents au sein des fromages frais, représentant respectivement 

présents à 94,92 % et 3,55 % des reads. 
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Figure 10: AR des genres bactériens (%) selon le type de fromage. 
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Tableau 9: AR (%) des genres bactériens selon les types de fromages. 

Genre Pâtes molles (%) Pâtes pressées (%) Frais (%) 

Lactococcus 65,12 64,95 94,92 

Streptococcus 20,20 29,40 3,55 

Brevibacterium 6,31 < 0,10 < 0,10 

Brachybacterium 2,05 < 0,10 < 0,10 

Microbacterium 1,24 0,63 < 0,10 

Staphylococcus 1,11 0,65 < 0,10 

Bacteroides 1,06 < 0,10 0,13 

Leuconostoc 0,26 0,42 0,43 

Bifidobacterium 0,13 2,57 < 0,10 

Faecalibacterium 0,13 < 0,10 0,11 

Corynebacterium < 0,10 0,12 < 0,10 

Autres 2,39 1,13 0,85 

 

Au sein des fromages à pâte molle, en plus des genres Lactococcus et 

Streptococcus, seuls les genres Brevibacterium, Brachybacterium, Microbacterium, 

Staphylococcus et Bacteroides représentent plus de 1 % des reads. Leurs AR sont 

respectivement de 6,31 %, 2,05 %, 1,24 %, 1,11 % et 1,06 % (Tableau 9). L’AR du genre 

Leuconostoc est de 0,26 % (Tableau 9). D’autres genres ayant un rôle dans le fromage sont 

présents à moins de 0,1 % : Lactobacillus (0,05 %), Psychrobacter (0,02 %) et 

Corynebacterium (0,08 %).  

Parmi les fromages à pâte pressée, seuls trois genres représentent plus de 1,00 % des 

reads. À côté des deux genres lactiques dominants, Bifidobacterium est le troisième genre le 

plus présent, avec une abondance relative de 2,57 %. Ensuite, entre 0,10 et 1,00 % d’AR se 

trouvent les genres Staphylococcus (0,65 %), Microbacterium (0,63 %), Leuconostoc (0,42 %), 

Corynebacterium (0,12 %), Psychrobacter (0,10 %). Deux autres genres ayant un rôle dans le 

fromage sont présents à moins de 0,10 % : Brevibacterium (0,07 %) et Lactobacillus (0,04 %) 

(Tableau 9). 

 Au sein des fromages frais, seuls Streptococcus et Lactococcus représentent plus de 

1,00 % des reads. Les autres genres sont présents à moins de 0,50 %. Les AR de Leuconostoc, 

Bacteroides et Faecalibacterium sont supérieures à 0,10 %, respectivement égales à 0,43 %, 

0,13 %, et 0,11 % (Tableau 9). Certains genres bactériens jouant un rôle dans le fromage sont 
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présents à moins de 0,1 %. Par exemple, Lactobacillus et Psychrobacter sont respectivement 

présents à 0,02 % et 0,01 %. 

  En ne tenant pas compte de Lactococcus et Streptococcus, les abondances 

relatives des genres cités précédemment sont bien entendu plus élevées, mais cela permet 

aussi de révéler d’autres micro-organismes (Figure 11). En effet, le nombre de genres 

bactériens observable suite au masquage est bien plus important (Tableau 8).  

Le nombre de genres est alors de 72 au sein des fromages frais. Leuconostoc prend 

le dessus avec une AR de 28,22 %. Il est suivi par Bacteroides (8,44 %), Faecalibacterium 

(7,34 %), un genre de la famille des Lachnospiraceae (5,97 %), un genre appartenant aux 

Enterobacteriaceae (4,56 %), Megasphaera (4,31 %) et Prevotella (3,09 %) (Tableau 10). 

Lactobacillus, Psychrobacter et Corynebacterium ont une abondance relative de 1,03 %, 

0,78 %, et 0,09 %, respectivement (Tableau 10).  

 Ensuite, pour les fromages à pâte molle, 40 genres bactériens sont identifiés. Les 

genres Brevibacterium, Brachybacterium, Microbacterium, Staphylococcus et Bacteroides 

sont majoritaires, avec une AR respective s’élevant à 42,21 %, 13,72 %, 8,29 %, 7,40 % et 7,10 

% (Tableau 10). S’ensuivent les genres avec une AR inférieure à 5,00 %, tels que Leuconostoc 

(1,76 %), Corynebacterium (0,56 %), Lactobacillus (0,36 %) et Psychrobacter (0,15 %) 

(Tableau 10).  

 Enfin, en ce qui concerne les fromages à pâte pressée, la communauté bactérienne 

compte 49 genres. Celle-ci est dominée par Bifidobacterium (45,54 %), Staphylococcus 

(11,57 %), Microbacterium (11,17 %) et Leuconostoc (7,37 %) (Tableau 10). Ensuite, les genres 

à moins de 5,00 % d’abondance relative sont Halomonas (4,22 %), Vagococcus (3,53 %), 

Corynebacterium (2,14 %), Psychrobacter (1,86 %), Brevibacterium (1,30 %) et Lactobacillus 

(0,63 %) (Tableau 10).  

 En comparant les genres bactériens en fonction du type de fromage, les 

abondances relatives diffèrent (Figure 11). En effet, Lactococcus est plus abondant au sein 

des fromages frais (94,92 %) par rapport aux fromages à pâte molle (65,12 %) et à pâte 

pressée (64,95 %). Cette tendance a également été observée lors d’une étude sur 62 

fromages irlandais (Quigley et al., 2012a). Pour ce qui est de Streptococcus, les AR s’élèvent, 

pour les fromages frais, à pâtes molles et à pâtes pressées, à 3,55 %, 20,20 % et 29,40 %, 

respectivement. Les AR de ces deux genres sont donc plus élevées dans les fromages frais 

en comparaison aux deux autres familles technologiques. Cela peut être expliqué par le 

caillé lactique obtenu grâce à l’emploi de ferments lactiques mésophiles (Lactococcus spp. 

ou Leuconostoc spp.) ou thermophiles (S. thermophilus), exerçant une activité 

d’acidification durant une période prolongée (de l’ordre de 24h), et se multipliant donc 

simultanément (Hayaloglu, 2016; Mietton et al., 2018). De plus, ces produits n’étant pas 

affinés, ils sont beaucoup moins susceptibles d’être colonisés ou contaminés par des 

bactéries de l’environnement. Au contraire, les fromages à pâte molle ou à pâte pressée 

requièrent la présence ou l’ajout de ferments d’affinage, tels que B. linens qui impacte la 

couleur de la surface du fromage, ou les bactéries propioniques aidant à la formation des 
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yeux suite à la production de CO2 dans les fromages à pâte pressée de type Emmental 

(Cogan, 2011; Düsterhöft et al., 2017).  

 En masquant Lactococcus et Streptococcus, la présence de Leuconostoc est plus 

prononcée. Tout comme pour Lactococcus et Streptococcus, ce genre est plus présent 

dans les fromages frais (28,22 %) que dans les pâtes molles (1,76 %) et pressées (7,37 %) 

(Tableau 10). Leuconostoc appartient également aux bactéries mésophiles impliquées dans 

la formation du gel lactique pour les fromages frais (Ayerbe et al., 2018).  

 Brevibacterium est le genre bactérien présentant la plus haute abondance relative 

lors du masquage de Lactoccocus et Streptococcus au sein des fromages à pâte molle 

(42,21 %). Sa présence est beaucoup plus faible dans les fromages frais (< 0,10 %) et les 

fromages à pâte pressée (1,30 %). Ceci peut s’expliquer par l’utilisation de l’espèce B. linens, 

le ferment rouge, dans les fromages à croûte lavée (Desmasures et al., 2018).  

 Tous les fromages étudiés ont été produits avec l’ajout de ferments. Il est donc 

évident de retrouver les genres Lactococcus, Streptococcus, et Lactobacillus. Ils sont en 

effet présents dans la plupart des ferments disponibles dans le commerce. Cependant, il est 

surprenant d’obtenir des AR aussi faibles pour le genre Lactobacillus. En cas de masquage 

des deux genres dominants, dans les fromages frais, à pâte molle et pâte pressée, il ne 

représente que 1,03 %, 0,36 % et 0,63 % d’AR, respectivement. Une étude sur la Tomme 

d’Orchies a également observé une diminution de Lactobacillus durant l’affinage 

(Ceugniez et al., 2017). Différentes hypothèses pourraient expliquer cette tendance. La 

présence de la population dominante de Lactococcus pourrait avoir favorisé la croissance 

d’une autre population bactérienne ou la production de bactériocines dirigées contre les 

Lactobacillus (Ceugniez et al., 2017).  

Les genres suivants figurent fréquemment dans la morge de surface des fromages : 

Brachybacterium, Brevibacterium, Corynebacterium et Microbacterium (Cogan, 2011). Plus 

précisément, Brachybacterium (famille Dermabaceraceae) figure dans les croûtes des 

fromages pâtes molles et pressées (Desmasures et al., 2018). Leur présence dans les 

fromages analysés est donc logique.  

Comme dit précédemment, le genre Microbacterium produit des amines 

biogéniques au sein des fromages à pâte molle et est présent sur la croûte des fromages à 

pâte molle, tels que le Herve (Delcenserie et al., 2014; Spinnler, 2017). Il n’est pas étonnant 

de le retrouver parmi les fromages à pâte molle (8,29 %) et à pâte pressée (11,17 %) avec 

des AR assez importantes. 

 Enterobacteriaceae_ge est un genre non identifié appartenant à la famille des 

Enterobacteriaceae. Son AR correspond à 4,56 % au sein des fromages frais, mais est 

inférieure à 1,00 % au sein des autres types. Les coliformes appartiennent à cette famille. Il 

s’agit de bactéries Gram -, mésophiles, avec la capacité de fermenter le lactose (Perin et 

al., 2019). De plus, elles sont capables de cataboliser le citrate, les lipides, et les protéines, en 

composés aromatiques bénéfiques pour l’arôme et le goût du fromage (Montel et al., 

2014b). Sa présence peut également être due à une contamination du matériel et de 
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l’environnement de production (Pyz-Łukasik et al., 2018). Parmi les Enterobacteriaceae 

figurent également les salmonelles, associées à des maladies pathogènes pour l’Homme 

(Brisabois et al., 2016). L’identification non précise du genre peut être due à un manque 

d’information au sein de la base de données SILVA qui a été utilisée pour l’identification 

taxonomique des échantillons. Une autre hypothèse pourrait être la présence d’un bug 

informatique lors de l’alignement des séquences à l’aide de MOTHUR, ayant pu causer ce 

manque de précision lors de l’identification.  

 Halomonas est un genre bactérien de la famille des Halomonadaceae (Desmasures 

et al., 2018). Son AR est de 2,85 % dans les fromages à pâte molle et de 4,22 % dans les 

fromages à pâte pressée. Certaines espèces tels que H. venusta, H. alkaliphila et H. variabilis 

ont été détectées dans le lait et sur la croûte de plusieurs fromages (Gelsomino et al., 2005; 

Quigley et al., 2012a; Desmasures et al., 2018). Ce genre bactérien est considéré comme 

une protéobactérie halotolérante marine, car détectée dans le sel d’origine marine. 

(Mounier et al., 2017). Ce sel est bien entendu utilisé lors du salage des fromages, tant à la 

volée qu’en saumure. 

 Le genre Prevotella appartient à la famille des Prevotellaceae (Montel et al., 2014a). 

Ce genre bactérien est connu comme faisant partie de la population minoritaire du lait cru 

(O’Sullivan et al., 2017). De plus, il est associé à l’environnement microbien de la surface des 

fromages affinés (Quigley et al., 2012a; Montel et al., 2014b; Mounier et al., 2017). Les 

espèces du genre Prevotella sont Gram –, anaérobiques, et commensales des bovins et 

ovins (Quigley et al., 2012b). Certaines espèces de ce genre pourraient être responsables 

de maladies parodontales chez l’humain (Quigley et al., 2012b). Il serait intéressant 

d’effectuer des analyses microbiologiques afin de déterminer jusqu’à quel niveau la 

présence de Prevotella spp. dans les denrées alimentaires peut être tolérée. L’AR de 

Prevotella est plus élevée au sein des fromages frais (3,09 %) que dans les pâtes molles (0,43 

%) et pressées (0,14 %). Ceci pourrait s’expliquer par le type de lait utilisé. Parmi les 7 

fromages frais et les 7 pâtes molles étudiées, 6 et 6 ont été fabriquées à partir de lait cru, 

contre 9 sur 12 pour les pâtes pressées. D’un point de vue ratio, l’influence de l’utilisation de 

lait cru sur les espèces microbiennes rencontrées est plus importante pour les fromages frais 

et les pâtes molles.  
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Figure 11: AR (%) des genres bactériens au sein des fromages selon l'origine animale du lait avec masquage de 

Lactococcus et Streptococcus.  
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Tableau 10: AR (%) des genres bactériens selon le type de fromage avec masquage de Lactococcus et Streptococcus. 

Genres Frais (%) Pâtes Molles (%) Pâtes Pressées (%) 

Leuconostoc 28,22 1,76 7,37 

Bifidobacterium 1,13 0,87 45,54 

Microbacterium < 0,10 8,29 11,17 

Vagococcus < 0,10 2,47 3,53 

Brevibacterium < 0,10 42,21 1,30 

Halomonas < 0,10 2,85 4,22 

Bacteroides 8,44 7,10 0,22 

Faecalibacterium 7,34 0,88 0,35 

Lachnospiraceae_ge < 0,10 1,20 1,10 

Enterobacteriaceae_ge 4,56 0,38 0,11 

Megasphaera 4,31 1,16 < 0,10 

Prevotella_9 3,09 0,43 0,14 

Corynebacterium < 0,10 0,56 2,14 

Lactobacillus 1,03 0,36 0,63 

Psychrobacter 0,78 0,15 1,86 

Autres 41,10 29,33 20,32 

 

4.2.4. Selon le type de lait 
Les fromages étudiés ont été produits à partir de deux types de lait : le lait cru et le 

lait pasteurisé. Pour le lait cru, 11 genres bactériens sont présents. Pour le lait pasteurisé, ce 

nombre ne s’élève qu’à 10. Le Tableau 11 suivant reprend les nombres de genres présents 

selon le type de lait. 

Tableau 11: Nombre de genres bactériens dans les fromages selon le type de lait sans ou avec masquage de 

Lactococcus et Streptococcus. 

Type de lait Sans masquage Masquage 

Lait cru 11 43 

Lait pasteurisé 4 51 
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 Dans les deux cas, Lactococcus et Streptococcus sont majoritaires (Figure 12). Dans 

le lait cru, leur AR est respectivement de 71,72 % et 20,61 %. Concernant le lait pasteurisé, 

cette dernière s’élève à 89,67 % et 9,85 %, respectivement. En ce qui concerne le lait cru, 

deux genres sont présents à plus de 1,00 % : Brevibacterium (2,14%) et Bifidobacterium 

(1,59%). À des AR inférieures se trouvent Leuconostoc (0,44 %), Microbacterium (0,42 %), 

Staphylococcus (0,41 %), Corynebacterium (0,08 %), Psychrobacter (0,07 %) et Lactobacillus 

(0,04 %). Pour le lait pasteurisé, les genres présents sont Bifidobacterium (0,19 %) et 

Leuconostoc (0,17 %). Au sein du lait pasteurisé, on ne retrouve donc presque que les 

ferments ajoutés, puisque les micro-organismes caractéristiques du lait cru ont été éliminés 

au cours du traitement thermique (Salazar et al., 2018).  

 Lactococcus est davantage présent, en AR, au sein du lait pasteurisé (89,67 %) par 

rapport au le lait cru (71,72 %). Le lait cru comportant davantage de genres bactériens, il est 

normal que l’AR de Lactococcus y soit moins élevée. 

 

Figure 12: AR des genres bactériens (%) selon le type de lait. 
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au lait pasteurisé (Tableau 11). Brevibacterium (27,96 %) et Bifidobacterium (20,81 %) sont les 

deux genres dominants au sein du lait cru (Figure 13). Ensuite viennent Brachybacterium 

(9,10 %), Leuconostoc (5,75 %), Microbacterium (5,43 %), Staphylococcus (5,35 %) et 

Bacteroides (5,26 %). Concernant Corynebacterium, Psychrobacter et Lactobacillus, ceux-ci 

sont présents à moins de 5,00 %. Les valeurs sont respectivement de 1,03 %, 0,93 % et 0,52 %. 

Pour le lait pasteurisé, Bifidobacterium (40,11 %) et Leuconostoc (35,65 %) sont les genres 

dominants. Un genre non identifié de la famille des Streptococcaceae est présent à 3,20 %, 

Pseudomonas à 2,51 %, un genre non identifié des Enterobacteriaceae à 1,81 %, 

Marinilactobacillus et Pseudoalteromonas à 1,39 %. Brevibacterium est présent à 1,11 %, 

Lactobacillus à 0,84 % et Psychrobacter à 0,56 %. Toutefois, toutes ces espèces ne se 

retrouvent qu’à l’état de trace suite au traitement thermique. 

 La population bactérienne du lait cru est donc plus diverse et hétérogène que la 

population bactérienne du lait pasteurisé (O’Sullivan et al., 2017). Ceci pourrait justifier le 

nombre de genres bactérien différents présents dans les fromages sans masquage de 

Lactococcus et Streptococcus (Tableau 11). Par contre, avec masquage, le nombre de 

genres dans les fromages au lait cru diminue (on passe de 53 à 43 genres) et celui du lait 

pasteurisé augmente (10 à 51). La présence d’autres genres bactériens que ceux ajoutés 

en tant que ferments au sein des fromages au lait pasteurisé peut s’expliquer par deux 

hypothèses : une colonisation en post-pasteurisation par des bactéries présentes dans 

l’environnement de production, de saumurage ou d’affinage, ou l’utilisation d’un barème 

de pasteurisation inadapté (Montel et al., 2014b). 

 Brevibacterium est plus important dans les fromages à base de lait cru (27,96 %) que 

de lait pasteurisé (1,11 %). Ceci peut s’expliquer par le fait que l’ensemble des fromages à 

pâte molle lavée étudié au cours de ce travail ont été produits à base de lait pasteurisé. Or 

le genre Brevibacterium est typique de ce type de produit.  

 Leuconostoc est un des genres dominants dans les deux types de lait utilisé. Ceci 

peut être expliqué par son utilisation en tant que ferment quel que soit le type de lait.  

 Pseudoalteromonas est un genre bactérien de la famille des 

Pseudoalteromonadaceae (Falardeau et al., 2019). Il est détecté à plus de 0,10 % au sein 

des fromages au lait pasteurisé (1,39 %). Sa présence peut être expliquée par le traitement 

subit par la surface des fromages lors de l’affinage (ex. : salage du fromage) (Delcenserie et 

al., 2014). Il constitue, avec Halomonas (à 1,24 % dans les fromages au lait cru) et 

Marinilactibacillus (à 0,68 % dans les fromages au lait cru et 1,39 % dans les fromages au lait 

pasteurisé), trois genres de bactéries marines apportés par les saumures (Mounier et al., 

2017). L’absence d’Halomonas au sein des fromages au lait pasteurisé a été relevée dans 

au moins une autre étude (Quigley et al., 2012b; O’Sullivan et al., 2017).  
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Figure 13: AR (%) des genres bactériens dans les fromages selon le type de lait, avec masquage de Lactococcus et 

Streptococcus. 
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4.2.5. Selon l’origine du lait 
 Trois origines animales du lait ont été utilisées pour la production des fromages 

étudiés : vache, brebis et chèvre. Le nombre de fromages pour chacun de ces animaux est 

respectivement de 20, 3 et 3.  

 En considérant des AR supérieures à 0,10 %, 11 genres bactériens ont été détectés 

au sein des fromages au lait de vache. Ces nombres s’élevaient à 3 et 5 pour les produits au 

lait de brebis et de chèvre, respectivement. Ces chiffres sont repris dans le Tableau 12 avec 

en comparaison les nombres avec masquage de Lactococcus et Streptococcus. 

Tableau 12: Nombre de genres bactérien présent dans les fromages selon l'originale animale du lait sans et avec 

masquage de Lactococcus et Streptococcus. 

Origine animale Sans masquage Avec masquage 

Vache 11 41 

Brebis 3 59 

Chèvre 5 34 

 

 Comme pour les types de fromages et les types de lait, Lactococcus et 

Streptococcus sont majoritaires (Figure 15). Lactococcus est présent à 69,30 % dans les 

fromages à base de lait de vache, 92,35 % dans les fromages à base de lait de brebis et 

97,12 % dans les fromages à base de lait de chèvre. En ce qui concerne Streptococcus, les 

AR s’élèvent respectivement à 22,96 %, 6,69 % et 1,02 %.  

 En ce qui concerne les fromages à base de lait de vache, Brevibacterium et 

Bifidobacterium sont à plus de 1,00 %. Leurs AR respectives sont de 2,25 % et 1,72 %. Les 

autres genres détectés présentent une AR inférieure à 1,00 % : Brachybacterium (0,73 %), 

Microbacterium (0,44 %), Staphylococcus (0,43 %), Bacteroides (0,40 %), Leuconostoc (0,26 

%), Halomonas (0,15 %) et Vagococcus (0,13 %). 

Le troisième genre identifié au sein des fromages au lait de brebis est Leuconostoc, à 

0,84 % d’AR. Celui-ci est également présent dans les fromages au lait de chèvre à 0,78 %. Un 

genre non identifié de la famille des Enterobacteriaceae et le genre Bacteroides 

représentent moins de 0,20 %. Leurs AR sont respectivement de 0,15 % et 0,14 %. 

La Figure 14 décrit la répartition des genres bactériens, exprimée en AR (%), au sein 

des différents fromages selon l’origine animale. 
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Figure 14: AR des genres bactériens (%) dans les fromages selon l'origine du lait. 
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 Dans le cas du lait de brebis, Leuconostoc est majoritaire avec une AR de 41,91 %. Il 

est suivi par un genre non identifié de la famille des Enterobacteriaceae (8,30 %), les 

Bacteroides (7,46 %), les Megasphaera (4,72 %), un genre bactérien de la famille des 

Lachnospiraceae (4,42%), les Hafnia-Obesumbacterium (3,46 %), les Marinilactibacillus (2,63 

%), les Dalister (2,03 %), les Pseudoalteromonas (1,73 %), les Faecalibacterium (1,61 %), les 

Lactobacillus (1,49 %), les Roseburia (1,13 %) et les Pyramidobacter (1,07 %). Les AR des 

autres genres bactériens sont inférieures à 1,00 %.  

 Dans le cas de la chèvre, seuls quatre genres ont une AR supérieure à 1,00 %. 

Leuconostoc prend le dessus à 86,97 %, suivi de bactéries de la famille des 

Streptococcaceae (2,65 %) et les Lactobacillus (1,61 %). 

 Le nombre de genres bactériens présents selon l’origine animale semble plus 

important dans les fromages à base de lait de vache que pour les autres animaux. Cette 

observation a également été relevée dans une étude sur des fromages irlandais (Quigley et 

al., 2012b). Les différences observées doivent toutefois être tempérées par le fait que le 

nombre de fromages au lait de brebis ou au lait de chèvre était limité durant cette étude (3 

échantillons pour chacun de ces laits). Une hypothèse pouvant toutefois expliquer cette 

différence serait la différence de composition en protéines et acides gras entre les laits des 

différentes espèces animales (Fox & McSweeney, 2017; McSweeney et al., 2017).  

Tableau 13: Nombre de fromages selon le type de fromage et origine animale du lait utilisé. 

 Vache Chèvre Brebis 

Frais 4 2 1 

Pâte pressée 10 0 2 

Pâte molle 6 1 0 
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Figure 15: AR (%) des genres bactériens au sein des fromages selon l'origine animale du lait avec masquage de 

Lactococcus et Streptococcus. 
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4.3. Diversité α 
 Suite aux tests de Shapiro-Wilk et D’Agostino & Pearson, il a été conclu que les 

données ne suivaient pas des distributions normales (p-valeur < 0,05). C’est pourquoi des 

tests non paramétriques ont systématiquement été utilisés pour étudier les différences entre 

populations bactériennes. En l’occurrence, le test de Kruskal-Wallis corrigé pour un test 

multiple (Test de Dunn) a été choisi.  

 Les graphes permettant d’étudier la diversité α sont proposés sous forme de boîtes à 

moustache, et reprennent la valeur médiane et les déciles de 10-90 %. Les points sur le 

graphique représentent les échantillons en dehors de cet intervalle 10-90 %.  

4.3.1. Étude de la richesse 
 L’étude de la richesse des populations au sein des types de fromages est décrite par 

le nombre d’OTUs observée (Figure 16) et l’indice de Chao1 (Figure 17). Les valeurs de ces 

deux paramètres sont reprises dans les Tableau 14 et Tableau 15, respectivement. 

Tableau 14: Nombres d'OTUs moyens, avec écarts types, médianes, et quartiles (25 % et 75 %). 

Nombre d’OTUs 

Type de fromage Moyenne Écart type 25% quartile Médiane 75% quartile 

Frais 54 107 11 15 18 

Molle 73 154 19 33 24 

Pressée 38 33 40 73 57 

Lait Cru 58 109 11 15 18 

Lait pasteurisé 25 14 19 33 24 

Vache 56 109 40 73 57 

Chèvre 50 78 11 15 18 

Brebis 25 15 19 33 246 
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Tableau 15: Indices de Chao1 moyens, avec écarts types, médianes, et quartiles (25 % et 75 %). 

Indice de Chao1 

Type de fromage Moyenne Écart type 25% quartile Médiane 75% quartile 

Frais 125 285 17 32 78 

Molle 167 369 27 88 148 

Pressée 81 92 29 54 109 

Lait Cru 132 274 25 64 124 

Lait pasteurisé 51 35 22 39 82 

Vache 126 274 24 65 122 

Chèvre 120 182 26 45 128 

Brebis 45 27 22 39 71 

 

 En observant les graphes des Figure 16 et Figure 17, il semble ne pas y avoir d’écart 

entre les différentes boîtes à moustaches pour chaque catégorie. Cette hypothèse est 

confirmée par le test statistique de Kruskal-Wallis combiné avec le Test de Dunn. En effet, 

pour chaque comparaison entre les types de fromage, les types de lait et entre origine 

animale, les p-valeur sont systématiquement supérieures à 0,05. Il n’y a donc pas de 

différence significative de richesse pour les paramètres étudiés.  

Nombre d'OTUs observés selon le type de fromages, le type de lait et
l'origine animale du lait.
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Figure 16: Nombre d'OTUs observé selon le type de fromages, le type de lait et l'origine animale du lait. 
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Indice de  Chao1 selon le type de fromages, le type de lait et
l'origine animale du lait.
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Figure 17: Indice de Chao1 selon le type de fromages, le type de lait et l'origine animale du lait. 

  Durant la détermination des OTUs lors de l’analyse bio-informatique, un nombre 

important d’OTUs non classées a été identifié. Par exemple, dans les fromages frais, à pâtes 

molles, à base de lait cru, au lait de vache et lait de chèvre, les écarts types sont 

respectivement de : 107, 154, 109, 109 et 78 nombres d’OTUs (Tableau 14). Comme expliqué 

précédemment, il est possible que la base de données utilisée (SILVA Bacteria v1.28 

https://www.arb-silva.de) ne soit pas suffisamment complète et précise pour identifier 

l’ensemble des OTUs présentes au sein des échantillons, ou que des erreurs de séquençage 

se soient produites. La contamination de certains fromages peut également provoquer une 

augmentation de certaines populations. Tout ceci a bien entendu une répercussion sur 

l’indice de Chao1, qui correspond au nombre d’espèces non observées à partir de celles 

observées au moins une fois (Marcon, 2010).  

https://www.arb-silva.de/


59 

 

4.3.2. Étude de la diversité 
 L’étude de diversité a été définie par deux indices : l’indice de Shannon (Figure 18) 

et l’indice Inverse de Simpson (Figure 19). Les valeurs moyennes et les écarts types sont repris 

dans le Tableau 16 et le Tableau 17, respectivement.  

Tableau 16: Indices de Simpson Inverse moyens, avec écarts types, médianes, et quartiles (25% et 75%). 

Simspon inverse 

Type de 

fromage 
Moyenne Écart type 25% quartile Médiane 75% quartile 

Frais 1,70 0,56 1,191 1,701 2,165 

Molle 2,37 1,48 1,461 1,922 2,409 

Pressée 1,61 0,32 1,337 1,660 1,840 

Lait cru 1,88 0,98 1,330 1,701 2,015 

Lait 

pasteurisé 
1,67 0,43 

1,329 1,676 2,088 

Vache 1,91 0,99 1,365 1,705 2,024 

Chèvre 1,35 0,30 1,086 1,260 1,647 

Brebis 1,84 0,41 1,461 1,943 2,151 

 

Tableau 17: Indices de Shannon moyens, avec écarts types, médianes, et quartiles (25% et 75%). 

Indice de Shannon 

Type de fromage Moyenne Écart type 25% quartile Médiane 75% quartile 

Frais 0,69 0,45 0,31 0,63 0,99 

Molle 1,04 0,72 0,53 0,75 1,47 

Pressée 0,73 0,28 0,52 0,77 0,96 

Lait cru 0,83 0,52 0,52 0,75 0,99 

Lait pasteurisé 0,69 0,33 0,44 0,76 0,95 

Vache 0,85 0,52 0,52 0,77 0,99 

Chèvre 0,49 0,35 0,22 0,38 0,67 

Brebis 0,81 0,31 0,54 0,90 1,08 
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 Les graphiques reprenant les boîtes à moustaches relatives à l’étude de richesse 

semblent à nouveau montrer que les valeurs moyennes sont relativement proches les unes 

des autres (Figure 18, Figure 19). 

Selon les types de fromages, la diversité est légèrement supérieure au sein des 

fromages à pâte molle. Ceci peut s’expliquer par le nombre de genres bactériens présents 

(17 genres bactériens sans masquage), qui est plus élevé que dans les autres types de 

fromages. La diversité selon le type de lait est relativement similaire. En ce qui concerne 

l’origine animale du lait, les fromages au lait de chèvre semblent moins diversifiés que ceux 

au lait de vache ou au lait de brebis. Ceci peut sembler étonnant au vu du nombre de 

genres bactériens présents dans les fromages produits à partir de chaque type de lait : 5 

genres pour le lait de chèvre, 11 genres pour la vache et 3 genres pour le lait de brebis. 

Cependant, les indices de Shannon et inverse de Simpson sont basés sur une table d’OTUs 

et non de genres bactériens. De plus, il ne faut pas écarter le fait que certains OTUs non 

classés sont comptabilisés comme des OTUs à part entière.  

Malgré les différences observées sur les graphes (Figure 18 et Figure 19), aucune 

différence significative n’est détectée, quel que soit le paramètre étudié (p-valeur > 0,05).  

Indice de Shannon selon le type de fromage, le type de lait et
l'origine animale du lait.
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Figure 18: Indice de Shannon selon le type de fromage, le type de lait et l'origine animale du lait. 
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Indice inverse de Simpson selon les types de fromages, le type
de lait et l'origine animale du lait.

Fr
ais

M
olle

Pr
ess

ée

La
it 
C
ru

La
it 
Pa

st
eur

is
é

V
ache

C
hè

vr
e

Br
ebis

0

2

4

6

In
d

ic
e

 I
n

v
e

rs
e

 d
e

 S
im

p
so

n

 

Figure 19: Indice Inverse de Simpson selon le type de fromages, le type de lait et l'origine animale du lait. 

 

 En conclusion, aucune différence significative ne peut être déterminée en ce qui 

concerne la diversité des populations bactériennes au sein des types de fromages, types de 

lait et selon l’origine animale du lait.  
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4.4. Diversité β 

4.4.1. Analyse en composantes principales 
La diversité β correspond à l’étude de la variation des espèces entre communautés 

(Li et al., 2019). Celle-ci a été étudiée à l’aide de l’ACP. Dans un premier temps, il a été 

nécessaire de déterminer le nombre de composantes à retenir pour expliquer au mieux les 

différentes tendances entre échantillons. Le choix est déterminé graphiquement (Figure 20). 

En théorie, le nombre de composantes retenues est le nombre de rangs avant le coude de 

la droite orange sur la Figure 20 (Palm, 2009). Dans ce cas-ci, pour l’étude sans masquage 

des genres Lactococcus et Streptococcus, le nombre de composantes principales à retenir 

aurait donc dû être de 1. Cependant, la décision a été de conserver 3 composantes afin 

d’avoir plus d’indications. Avec masquage, le nombre de composantes à conserver 

s’élevait à 4.  

 

 

Figure 20: Graphiques des valeurs propres sans masquage (gauche) et avec masquage (droite). 

 

Chaque axe permet d’expliquer une certaine part de la variance totale, exprimée 

en pourcentage (%). Les parts d’informations pour chaque axe sont reprises dans le Tableau 

18. Au total, 98,80 % (sans masquage) et 99,20 % (avec masquage) de la variance sont 

expliqués par les axes conservés.  

Tableau 18: Part d'information exprimé en pourcentage apporté par les axes retenus sans masquage et avec masquage. 

Axe Sans masquage (%) Avec masquage (%) 

Axe 1 83,90 47,70 

Axe 2 10,40 45 

Axe 3 4,50 3,90 

Axe 4 - 2,60 

Total 98,80 99,20 
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La position d’un individu, donc d’un fromage, au sein de l’espace multidimensionnel 

créé par les composantes principales peut être expliquée par les variables représentées par 

la Figure 21. Par exemple, la présence d’un individu le premier cadran du plan formé par les 

dimensions 1 et 2 peut est corrélée à la présence de Lactococcus (A). Dans le second 

cadran sont retrouvés les fromages présentant notamment les bactéries du genre 

Streptococcus (B). Enfin, dans le troisième cadran, la présence est liée aux genres 

Brevibacterium, Bifidobacterium et Brachybacterium (C, D et E, respectivement).  

 

Figure 21: Graphe des variables (genres bactérien) selon les différentes composantes retenues sans masquage. La 

variable A représente Lactococcus, B est Streptococcus, C : Brevibacterium, D : Bifidobacterium et E : Brachybacterium. 

 La position des individus sans masquage de Lactococcus et Streptococcus dans les 

dimensions 1 et 2 est montrée dans la Figure 22. Les individus représentés en orange sont les 

échantillons de fromages frais (F), tandis que les fromages à pâte molle (M) et à pâte 

pressée (P) sont repris en vert et en bleu, respectivement. Deux groupes d’individus se 

distinguent. Ainsi, sur la gauche de la Figure 22, un premier groupe de quatre échantillons 

de fromages à pâte molle et de neuf échantillons de fromages à pâte pressée est visible. Le 

second groupe, à droite, comprend un mélange de fromages frais (18 individus), de pâtes 

molles (13 individus) et de pâtes pressées (22 individus). Ces deux groupes ont tendance à 

être corrélés avec la présence de Lactococcus ou Streptococcus. Une autre observation à 

mettre en avant : tous les échantillons de fromages frais sont regroupés. Ceci peut 

s’expliquer par un processus d’affinage absent par rapport aux deux autres types de 

fromage, et donc par une microflore résidente extrêmement homogène. Afin de confirmer 

cette théorie, une ACP avec masquage sera proposée par la suite. 
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 Certains individus s’écartent de ces deux groupes : 4 échantillons de fromages à 

pâte molle et 2 individus de fromages à pâte pressée (Figure 22). L’individu n°22 est un 

fromage à pâte molle qui comporte à la fois des Bifidobacterium et des Streptococcus, ce 

qui explique sa position plus centrale. Les individus 47 et 48 (fromages à pâte molle) sont 

positionnés en corrélation avec la tendance de Bifidobacterium. Ceci s’explique par un 

nombre de reads plus élevé dans ce genre bactérien. L’individu 49 (fromage à pâte 

pressée) est en corrélation avec le genre Brevibacterium. Les échantillons 47 et 48 

appartiennent au même lot de fromage. Donc la troisième répétition (le n°46) devrait figurer 

avec eux. Mais, lors du séquençage, la majorité des reads (plus de 80 %) a été attribuée à 

Lactococcus. Pour l’échantillon 49, celui-ci est la seule répétition du lot de fromage à figurer 

en corrélation avec Brevibacterium. C’est un fromage à pâte pressée. Brevibacterium est 

un genre associé à la croûte des fromages. Lors des prises d’échantillons, il n’est pas 

impossible que la proportion de croûte et de cœur prélevée soit systématiquement la 

même pour tous les réplicats, ce qui pourrait expliquer certaines variations au niveau des AR 

des micro-organismes identifiés. Cette explication peut également être valable lorsque les 

trois répétitions d’un même lot s’écartent dans l’espace.  

 

Figure 22: Position des individus sans masquage dans les dimensions 1 et 2. Les individus en orange représentent les 

fromages frais, les pâtes molles sont représentées en vert et les pâtes pressées en bleu. 
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En masquant Lactococcus et Streptococcus, le graphe des variables est modifié. La 

Figure 23 suivante présente les dimensions (1,2), (1,3) et (1,4). Ces graphes résument la 

répartition des variables. Il n’est pas nécessaire de présenter les autres plans factoriels car ils 

n’apportent pas d’informations supplémentaires. 

 

 

Figure 23: Graphe des variables avec masquage selon les dimensions 1, 2, 3 et 4. Les variables suivantes représentent un 

genre bactérien : C : Brevibacterium, D : Bifidobacterium, E : Brachybacterium, F : Leuconostoc, G : Microbacterium, H : 

Staphylococcus et I : Bacteroides. 

En observant les figures des individus (Figure 24, Figure 25 et Figure 26), il est difficile 

de former des groupes d’individus communs ou de distinguer des groupes d’individus 

différents selon le type de fromage. Cependant, quelques individus s’écartent de la 

tendance générale. 

  Dans la Figure 24, trois individus sortent du lot : 19 (fromage à pâte pressée), 43 

(fromage à pâte molle) et 57 (fromage à pâte pressée). Les individus 43 et 57 se trouvent 

régulièrement dans le même cadran du graphe. Ceux-ci suivent la tendance expliquée par 

le genre Bifidobacterium (variable D). Ce genre bactérien est associé à un probiotique 

utilisé dans les élevages pour diminuer le risque de maladies pathogènes (Ceugniez et al., 

2017).  
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Figure 24: Graphe des individus avec masquage dans les dimensions 1 et 2. Les individus en orange représentent les 

fromages frais, les pâtes molles sont représentées en vert et les pâtes pressées en bleu. 

Sur la Figure 25, les trois répétitions d’un lot de fromage à pâte pressée se trouvent en 

dehors du nuage d’individus concentrés : 22 à 24. Cela s’explique par la présence de la 

présence de Staphylococcus et Corynebacterium au sein de ces échantillons.  

 

Figure 25: Graphe des individus avec masquage dans les dimensions 1 et 3. Les individus en orange représentent les 

fromages frais, les pâtes molles sont représentées en vert et les pâtes pressées en bleu. 
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L’échantillon 11 (fromage à pâte molle) sur la Figure 25 et la Figure 26 est en 

corrélation avec les genres Microbacterium et Staphylococcus (variables G et H) dans le 

plan formé par les dimensions 1 et 3 (Figure 23). C’est la seule répétition du lot ayant une 

présence de ces deux genres de façon plus abondante (environ 20,00 % d’AR). En effet, ces 

deux genres sont également présents dans les autres répétitions, mais à moins de 3,00 % 

d’AR. Il serait intéressant de préciser ces résultats avec des analyses complémentaires. En 

effet, la variable I est principalement expliquée par la quatrième dimension, qui ne 

représente que de 2,9 % de la variabilité. Ensuite, l’individu 60 sur la Figure 26 est une 

répétition d’un lot d’un fromage à pâte molle au lait cru. Selon la Figure 23, l’individu est en 

corrélation avec la variable I (Bacteroides). Ce genre bactérien figure parmi la population 

minoritaire des fromages au lait cru et peut être retrouvé en surface des fromages affinés. 

Cependant, ce genre bactérien est aussi associé à des contaminations fécales du lait. Afin 

de confirmer une des hypothèses émises, il serait intéressant d’analyser le fromage en 

distinguant la surface et le cœur, ainsi que le lait cru utilisé pour sa production, ce qui 

permettrait de détecter une éventuelle contamination fécale. 

 

Figure 26: Graphe des individus avec masquage dans les dimensions 1 et 4. Les individus en orange représentent les 

fromages frais, les pâtes molles sont représentées en vert et les pâtes pressées en bleu. 

Sur la Figure 26, les individus 61 et 74, deux fromages frais, se distinguent des autres 

produits du même type. Ceci peut être expliqué par un nombre de reads plus important 

attribué au genre Leuconostoc pour l’échantillon 61 et au genre Bacteroides pour l’individu 

75.  

Il est difficile d’établir des tendances claires et précises à cause de la dominance de 

Lactococcus et Streptococcus. De plus, des contaminations fécales seraient présentes, 
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notamment identifiables par la présence des genres Bifidobacterium et Bacteroides. Il serait 

intéressant d’établir une seconde analyse bio-informatique en masquant les bactéries 

lactiques pour avoir une meilleure idée sur la diversité microbienne au sein des échantillons. 

4.4.2. Analyse sur les OTUs 
 Les analyses suivantes sont effectuées sur la table des OTUs obtenue après analyse 

bio-informatique. Dans un premier temps, au sein des différents types de fromages, de lait et 

selon l’animal, une analyse moléculaire de la variance (AMOVA) ainsi qu’une étude 

d’homogénéité des populations (HOMOVA) ont été appliquées. L’AMOVA permet de 

déterminer s’il existe une différence significative génétique entre deux populations. 

L’HOMOVA détermine s’il existe entre deux populations une différence d’homogénéité 

génétique.  

 Il n’existe pas de différence significative entre les populations parmi les échantillons 

de fromages à pâtes molles et à pâtes pressées (p-valeur = 0,176). Cependant, entre les 

autres types de fromages, donc entre frais et pâtes molles (p-valeur = 0,022) et entre frais et 

pâtes pressées (p-valeur = 0,011), des différences significatives ont été mises en évidence. 

Ces conclusions sont intéressantes. En mettant en parallèle avec le nombre de genres 

obtenus pour chaque type, le nombre de genres est similaire dans les fromages frais et 

fromages à pâte molle. Ce test confirme la présence d’une différence entre ces deux types 

de fromage. 

 En ce qui concerne l’homogénéité des populations génétiques, une différence 

significative est soulignée entre les fromages frais et à pâte pressée (p-valeur < 0,001) ainsi 

qu’entre les fromages frais et les pâtes molles (p-valeur = 0,025).  

Selon le type de lait utilisé (cru ou pasteurisé), il existe une différence entre les 

populations (p-valeur = 0,014 pour le test AMOVA), mais également d’un point de vue 

homogénéité génétique pour les deux types de lait (p-valeur = 0,011). Ces conclusions sont 

logiques en observant le nombre de genres au sein des fromages au lait cru (54) et lait 

pasteurisé (10).  

Selon l’origine animale du lait, une différence sur la variance moléculaire n’existe pas 

entre les fromages à base de lait de vache et de lait de chèvre. Il existe cependant une 

différence significative entre les fromages au lait de chèvre et brebis (p-valeur = 0,036) et 

entre les fromages à base de lait de vache et de brebis (p-valeur = 0,018). D’un point de 

vue homogénéité des populations génétiques, les conclusions sont similaires. Ici le nombre 

de genres bactérien n’explique pas l’absence de différence entre les fromages au lait de 

vache et lait de chèvre. Ceci pourrait par exemple être lié aux OTUs non identifiés et, par 

conséquent, non attribués précisément. 
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5. Conclusion 
L’objectif principal du travail était, dans un premier temps, d’étudier la communauté 

bactérienne au sein des fromages fermiers à la sortie de production. Cette dernière a été 

étudiée par métagénétique.  

Après analyse, 256 genres appartenant à 6 phyla (Actinobacteria, Bacteria, 

Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria et Synergistetes.) ont pu être identifiés. Afin de 

faciliter la présentation, seuls les genres représentant plus de 0,1 % des reads ont été retenus 

et discutés. Au sein des 26 fromages à base de lait cru ou pasteurisé d’origine animale 

différente (vache, brebis et chèvre), 11 genres bactériens ont été conservés. En masquant 

Lactococcus et Streptococcus, les genres dominants dans tous les échantillons, le nombre 

de genres représentant plus de 0,1 % des reads grimpe à 44. En considérant les fromages 

frais, à pâte molle, et à pâte pressée, le nombre de genres sans masquage est 

respectivement de 5, 17 et 10. Avec masquage, les nombres augmentent à 72, 40 et 29 

genres bactériens présentant une AR supérieure à 0,10 %. Selon le type de lait, cru ou 

pasteurisé, sans masquage le nombre de genres sont respectivement de 11 et 4, et de 43 et 

51 avec masquage des deux genres dominants. En ce qui concerne l’origine animale du 

lait, vache, brebis et chèvre, sans masquage le nombre de genres bactériens s’élève à 11, 3 

et 5, respectivement. Lorsque Lactococcus et Streptococcus sont masqués, les genres sont 

de 41, 59 et 34.  

Les principaux genres présents au sein des échantillons proviennent des ferments 

lactiques ajoutés pour la production de fromage tels que : Lactotoccus, Lactobacillus, 

Streptococcus, Leuconostoc et Brevibacterium. À l’exception du dernier genre, il s’agit de 

bactéries lactiques transformant le lactose en lactate, provoquant une diminution de pH 

durant l’étape de caillage. B. linens, appelé ferment rouge, est un ferment d’affinage 

impliqué dans la coloration de la croûte du fromage.  

La présence de certains genres bactériens est évidente selon les types de fromages, 

par exemple Brachybacterium ou Microbacterium, rencontrés dans les fromages à pâte 

molle. À la surface des fromages figurent Corynebacterium, Prevotella ou Brachybacterium. 

Ces micro-organismes ont un rôle dans l’affinage du fromage. La présence de certains 

genres est directement liée à l’utilisation de certains produits lors de l’élevage des animaux 

ou lors de la production du fromage. Par exemple, Bifidobacterium et Megaspharea sont 

considérés comme des probiotiques en élevage. Le premier est utilisé pour éviter des 

maladies pathogènes dans l’élevage, et le second pour augmenter le rendement en lait. 

Pseudoalteromonas, Hafnia, Halomonas et Marinilactibacillus sont des genres bactériens 

présents dans le sel marin utilisé dans les saumures pour le salage du fromage. 

Faecalibacterium et Psychrobacter apportent des composés sensoriels impactant les 

propriétés organoleptiques du produit. La présence de certains genres peut être également 

liée au type de lait. Faecalibacterium et Bifidobacterium sont naturellement présents dans 

le lait cru. Megasphaera est présent dans les fromages à base de lait de brebis. Des genres 

bactériens associés à des contaminations fécales sont également présents au sein des 
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échantillons : Bifidobacterium et Bacteroides. La présence de contamination due au 

matériel ou l’environnement de production est également possible à cause d’un genre non 

identifié de la famille Enterobacteriaceae. Des micro-organismes potentiellement 

pathogènes sont également présents : Staphylococcus, Campylobacter et Escherichia. 

Cependant, les deux derniers sont présents à des AR inférieures à 0,01% dans un seul 

échantillon de fromage.  

La biodiversité α a été déterminée au moyen de différents indices : richesse, indices 

de Shannon, de Simpson, Chao1. Aucune différence significative n’a pu être détectée en 

comparant la richesse et la diversité des échantillons, selon le type de fromage, le type de 

lait, ou l’origine du lait.  

La diversité β est étudiée via l’analyse à composante principale. Cette étude n’a 

pas permis de distinguer les types de fromages en fonction de leur communauté 

microbienne, mais a tout de même pu mettre en avant des tendances selon les genres 

pour certains fromages. Les variables explicatives qui avaient le plus de poids étaient les 

genres bactériens suivants : Lactococcus, Streptococcus, Brevibacterium, Bifidobacterium, 

Brachybacterium, Leuconostoc, Microbacterium, Staphylococcus et Bacteroides.  

L’analyse sur les variances moléculaire (AMOVA) a mis en avant une différence 

significative entre les fromages frais et les pâtes molles, ainsi qu’entre les fromages frais et 

pâtes pressées. De plus, des différences significatives entre le type de lait utilisé et entre les 

fromages au lait de chèvre et de brebis ont été relevées.  

En ce qui concerne l’homogénéité des populations génétiques, une différence 

significative est soulignée entre les fromages frais et à pâte pressée, ainsi qu’entre les 

fromages frais et à pâte molle. Une différence d’homogénéité est également détectée 

selon le type de lait, et entre les fromages au lait de chèvre et brebis.  

Attention toutefois que le fait de ne pas avoir une assignation précise pour certains 

OTUs (genres ou espèce non identifiés) peut biaiser certaines de ces conclusions.  

Un objectif secondaire a été d’évaluer les caractéristiques physico-chimiques de ces 

fromages fermiers belges. Les fromages frais, à pâte molle et à pâte pressée ont 

respectivement pour pH les valeurs moyennes suivantes : 4,44 ± 0,16, 5,63 ± 0,57 et 5,74 ± 

0,19. Leurs activités d’eau moyennes sont respectivement 0,99 ± 0,00, 0,97 ± 0,01 et 0,96 ± 

0,01. Ces valeurs sont du même ordre que les données citées dans la littérature.  

Ces premiers résultats seront par la suite mis en corrélation avec l’étude physico-

chimique sur les échantillons et la croissance de Listeria monocytogenes détectés dans ces 

mêmes types de fromage à la date limite de consommation (DLC).  

Pour prolonger la présente étude, il serait intéressant d’augmenter le nombre 

d’échantillons par type de fromage, type de lait et selon l’origine animale, et surtout 

d’équilibrer les proportions afin de rendre plus homogène l’étude. Il serait également 

judicieux d’effectuer des tests microbiologiques sur milieu de culture en parallèle afin de 

confirmer ou d’infirmer la présence des pathogènes ou des contaminants fécaux. En cas de 
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présence, il conviendrait d’effectuer les dénombrements requis pour évaluer le respect des 

critères microbiologiques relatifs aux fromages. D’autre part, une autre idée pourrait être de 

réitérer la constitution des librairies Illumina en utilisant une technique permettant de ne pas 

amplifier l’ADN des principales bactéries lactiques. Ceci pourrait permettre d’avoir une 

vision plus approfondie des sous-dominantes et minoritaire. Etendre l’étude aux 

champignons et aux levures permettrait une meilleure compréhension de l’environnement 

microbien des fromages. Le cœur et la croûte du fromage constituent deux environnements 

physico-chimiques différents, ayant chacun un impact sur la flore rencontrée. Il serait 

également judicieux de distinguer ces deux parties dans une prochaine étude. Afin d’élargir 

les connaissances sur les facteurs influençant la croissance des micro-organismes 

pathogènes, il serait intéressant d’étudier l’évolution de la flore au cours de la conservation 

des fromages. Ainsi, ces résultats permettraient de renforcer encore la sécurité sanitaire des 

aliments.  
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Annexe  

Annexe 1 : Paramètres physico-chimiques (Concentration d'ADN, pH, aw, MG, MS, 

Sel, Eau) des échantillons de fromages analysés. 
 

Lot 
Type de 

fromage 
Animal Lait 

Concentration ADN 

(ng/µl) 
pH aw 

MG 

(%) 

MS 

(%) 

Sel 

(%) 

Eau 

(%) 

    Moyenne 
Ecart 

type 
Moyenne 

Ecart 

type 
Moyenne 

Ecart 

type 
    

2018/10082 Frais Vache Cru 22,55 1,37 4,36 0,01 0,99 0,01 12,96 27,50 0,16 72,50 

2018/10179 Frais Vache Cru 25,33 7,74 4,47 0,00 0,99 0,01 0,34 16,96 0,16 83,04 

2018/10661 Frais Vache Cru 41,08 5,14 4,40 0,01 1,00 0,00 0,31 16,74 0,21 83,26 

2018/12355 Frais Chèvre Cru 27,80 4,94 4,35 0,03 1,00 0,00 14,87 30,56 0,29 69,44 

2018/12692 Frais Chèvre Cru 30,93 6,28 4,33 0,01 0,99 0,00 17,96 34,62 0,26 65,38 

2018/14990 Frais Vache Cru 89,85 55,29 4,43 0,00 0,99 0,00 0,33 13,62 N.A. 86,38 

2018/09418 Frais Brebis Pasteurisé 39,86 13,70 4,74 0,28 0,98 0,01 30,58 62,74 2,06 37,26 

2018/13504 Mou Vache Pasteurisé 78,01 37,28 6,75 0,21 0,99 0,01 26,53 49,34 1,30 50,66 

2018/13972 Mou Vache Cru 37,01 10,00 5,60 0,03 0,99 0,00 25,81 50,76 1,44 49,24 

2018/15386 Mou Vache Cru 26,44 1,16 5,26 0,02 0,96 0,00 27,74 54,21 2,83 45,79 

2018/16561 Mou Vache Cru 48,33 9,06 5,78 0,12 0,97 0,00 26,89 56,31 1,70 43,69 

2018/17109 Mou Vache Cru 41,09 17,48 5,72 0,13 0,98 0,00 19,19 43,54 1,77 65,46 

2018/08869 Mou Vache Cru 24,85 7,08 5,45 0,12 0,96 0,00 24,06 49,72 2,77 50,28 

2018/09734 Mou Chèvre Cru 73,44 84,24 4,83 0,25 0,98 0,01 26,26 49,40 0,92 50,60 
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2018/10754 Pressée Brebis Pasteurisé 77,93 80,80 5,86 0,04 0,92 0,00 21,93 41,22 1,15 58,78 

2018/10777 Pressée Brebis Cru 41,59 33,47 5,39 0,04 0,95 0,00 30,15 60,77 1,53 39,23 

2018/12085 Pressée Vache Pasteurisé 21,69 0,44 5,85 0,02 0,96 0,01 34,03 63,54 1,39 36,46 

2018/12172 Pressée Vache Cru 39,92 17,94 5,66 0,06 0,95 0,00 36,09 69,07 1,72 30,93 

2018/12848 Pressée Vache Cru 54,76 17,64 5,92 0,04 0,96 0,00 33,11 61,95 0,89 38,05 

2018/14761 Pressée Vache Cru 30,76 13,35 5,57 0,09 0,97 0,01 28,86 58,59 1,89 41,41 

2018/14815 Pressée Vache Cru 25,83 4,61 5,63 0,05 0,97 0,00 27,92 54,21 1,41 45,79 

2018/15546 Pressée Vache Cru 44,23 25,43 5,81 0,09 0,96 0,01 32,34 61,08 1,60 38,92 

2018/15928 Pressée Vache Pasteurisé 13,09 2,31 5,98 0,14 0,97 0,00 30,80 56,59 1,95 43,41 

2019/00628 Pressée Vache Cru 43,39 5,27 5,66 0,09 0,95 0,00 26,77 53,07 2,89 46,94 

2019/00822 Pressée Vache Cru 30,22 11,61 5,97 0,02 0,97 0,00 31,77 57,59 1,82 42,41 

 


