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Résumé 
 

Les fromages au lait cru présentent un écosystème microbien complexe où chaque 

acteur interagit avec ses voisins et avec le milieu. Parmi ces interactions, l’une d’elles est 

particulièrement intéressante, l’antagonisme, autrement dit la capacité d’un individu à inhiber 

la croissance d’un autre. Ces interactions antagonistes sont particulièrement étudiées dans les 

écosystèmes bactériens fromagers et ont conduit à l’identification de bactéries lactiques 

productrices de bactériocines. Parmi elles, certaines souches ont révélée des propriétés 

probiotiques et présentent ainsi un fort potentiel dans la lutte contre les résistances aux 

antibiotiques. D’un autre côté, l’écosystème fongique des fromages est encore peu étudié. Ce 

dernier est cependant prometteur, car les compétitions microbiennes au sein du microbiote 

fromager permettent l’émergence de levures productrices de mycocines et/ou possédant des 

propriétés probiotiques. Ces levures, et leurs produits, pourraient être utilisées comme 

concervateurs alimentaire, alternatives aux antibiotiques ou encore comme agents de 

bioprotection en agronomie. Dans ce cadre, les présents travaux ont porté sur l’étude d’un 

fromage du terroir des Hauts-de-France, la Tomme d’Orchies. Ils ont permis la mise en 

évidence de deux levures antagonistes non-Saccharomyces, présentant un potentiel 

probiotique. L’écosystème microbien de la Tomme d’Orchies sera décrit. Puis, la recherche et 

la caractérisation de levures antagonistes seront effectuées au sein de son écosystème 

fongique. Deux souches de Kluyveromyces (K. marxianus S-2-05 et K. lactis S-3-05) seront mises 

en évidence. Ces dernières présentant un pouvoir antagoniste large, contre des bactéries à 

Gram-positif et négatif et contre une levure pathogène. De plus, un haut potentiel d’utilisation 

comme agents probiotiques a été observé, complété par une activité anti-oxydante d’intérêt 

médical, observé chez K. marxianus S-2-05. 

 

Mots-clés : Fromage - Écosystèmes – Levures – Antagonisme – Probiotiques  
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Abstract 
 

Raw milk cheeses show a complex microbial ecosystem, where each actor interacting 

with its neighbor and with its environment. Among these interactions, one is particularly 

interesting, the antagonism, in other words the capacity of an individual to inhibit the growth 

of another. Antagonistic interactions are massively studied in bacterial cheese ecosystems and 

lead to the identification of bacteriocin-producing lactic acid bacteria. Among these strains, 

some revealed probiotics properties and a high potential in the fight against antibiotics 

resistances. Additionally, cheese fungal ecosystems were poorly studied. However, this 

ecosystem is promising as microbial competitions in cheese microbiota allow the emergence of 

mycocin-producing yeasts and/or showing probiotic properties. In this frame, our work focused 

on a local French cheese, the “Tomme d’Orchies”. Two non-Saccharomyces antagonistic yeasts, 

with a probiotic potential, were identified in this cheese. Microbial ecosystems of the “Tomme 

d’Orchies” will be described before presenting the research and the characterization of 

antagonistic yeast in the fungal ecosystem. Two strains of Kluyveromyces (K. marxianus S-2-05 

and K. lactis S-3-05) will be highlighted, with broad antagonistic properties, against Gram 

positive and negative bacteria, but also against pathogenic yeast. A high potential to be used as 

probiotic agents could be observed, in addition to anti-oxidative properties for K. marxianus S-

2-05, with medical relevance. 

 

Keywords: Cheese – Ecosystems – Yeasts – Antagonism - Probiotics 
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Revue bibliographique 
 

L’utilisation massive des antibiotiques, dans des secteurs comme l’agriculture et la médecine 

humaine et vétérinaire, a engendré le développement de phénomènes de résistances, rendant les 

antibiotiques peu efficaces, voire inefficaces. Il est indispensable, comme rappelé par l’Assemblée 

Générale des Nations Unies le 21 septembre 2016, de mettre en place des politiques de recherche 

permettant de juguler la résistance aux antibiotiques. La recherche d’alternatives aux antibiotiques et 

la potentialisation des antibiotiques actuels constituent des axes de recherche majeurs à travers le 

monde. Les options alternatives envisagées pourraient prendre la forme de nouvelles molécules, 

comme les peptides antimicrobiens, ou encore des microorganismes avec un potentiel inhibiteur sur 

les souches récalcitrantes aux antibiotiques. L’idéal est d’aboutir à des concepts limitant le 

développement de la résistance bactérienne.  Dans ce spectre de solutions, le potentiel des levures 

antagonistes productrices de substances antimicrobiennes, est faiblement étudié. Le sujet de cette 

thèse porte sur le criblage de levures antagonistes, à partir d’un fromage artisanal, avec pour 

perspective leurs utilisations partielle en remplacement des antibiotiques. 

 

Dans de ce manuscrit, nous présenterons l’état de l’art des différentes thématiques 

abordées. Ainsi, une définition des écosystèmes fromagers sera donnée, puis elle sera suivie par 

une description des microbiotes. Cette description permettra de mettre en relief, le potentiel 

antagoniste de certaines souches. Puis, nous détaillerons les différents mécanismes d’action 

antagonistes connus. Enfin nous aborderons les microorganismes antagonistes des fromages, avec 

une description particulière des levures. Suite à cet inventaire, nous aborderons le concept et 

l’importance des probiotiques, avec un point sur leurs mécanismes d’action et leurs intérêts pour 

la santé humaine et animale. Nous conclurons avec des détails sur les levures appartenant au 

genre Kluyveromyces, afin d’introduire et découvrir ces levures non-Saccharomyces étudiés dans le 

cadre de cette thèse.  
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1. ÉCOSYSTÈMES FROMAGERS 

Les écosystèmes fromagers sont définis comme l’ensemble des organismes vivants 

présents dans cette matrice. Toutefois, il faut tenir compte des différentes interactions, de ces 

derniers, avec le fromage, mais aussi de leur dynamique d’évolution. Notre étude porte 

spécifiquement sur le contenu microbien (bactérien et fongique) de la Tomme d’Orchies, qui 

est un fromage artisanal de la région des Hauts-de-France. Pour bien comprendre le 

développement de ces microorganismes, une présentation générale de la matrice fromagère 

est donnée ci-dessous. 

 

1.1. Introduction sur le fromage 

1.1.1. Historique 

Le fromage est issu de la transformation du lait, qui est une source riche en nutriments. 

Cette richesse a conduit l’humain, il y a 8 000 à 10 000 ans, à l’utiliser pour son alimentation 

(Fox, 2011a; Beresford et al., 2001). Depuis, le lait et les produits laitiers sont devenus un 

composant majeur de l’alimentation humaine, particulièrement en Europe, en Amérique du 

Nord et du Sud, en Australie et en Nouvelle-Zélande (Fox et al., 2011). Le lait cru a été 

probablement consommé avant ses produits dérivés. Ce produit est, toutefois, sensible aux 

altérations et des méthodes permettant sa conservation ont donc été développées. Il s’agit 

notamment de le conserver sous forme de beurre, de lait fermenté et de fromage (Fox, 2011a; 

Fox et al., 2011). La conversion du lait en fromage offre plusieurs avantages, comme la stabilité 

au stockage, la facilité de transport et la diversification de l’alimentation (Fox, 2011b). 

 

Le fromage a été introduit en Europe lors de l’expansion de l’Empire romain. Il a été 

répandu par les grandes migrations de populations suivant la chute de cet Empire, mais 

également par les Croisades et les pèlerins du Moyen-Âge (Hill et Kethireddipalli, 2013; Fox, 

2011b). C’est d’ailleurs durant la période féodale que se sont développées de nombreuses 

variétés de fromages, spécifiques à certaines zones géographiques (Fox, 2011b). De nos jours, 

le processus de fabrication du fromage est globalement similaire à celui utilisé aux origines de 

sa fabrication (Powell et al., 2011). 
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1.1.2. Production 

Le terme fromage est un nom générique pour un groupe de produits laitiers, caillés et 

fermentés, produits partout dans le monde. Les fromages possèdent une grande diversité 

d’arômes, de textures et de goûts (Fox, 2011b). L’Organisation des Nations Unies pour 

l’Alimentation et l’Agriculture (ONUAA/FAO) et l’Organisation Mondiale de la Santé 

(OMS/WHO) en ont donné la définition suivante : « Le Fromage est un solide, frais ou maturé, 

ou un produit semi-solide obtenu par coagulation du lait, du lait écrémé, du lait partiellement 

écrémé, de crème, de crème de lactosérum, de babeurre, ou toutes combinaisons de ces 

produits, par l’action de présure ou de tout agent coagulant adapté, et par un égouttage partiel 

du lactosérum résultant de cette coagulation. » (Traduit à partir de Walstra et al., 2006). 

 

Cette définition permet de définir un fromage, ainsi que les grandes étapes du processus de 

transformation du lait en fromage (Figure 1). 

 

 
(Traduit et modifié de Fox, 2011b) 

Figure 1. Résumé des différentes étapes de fabrication d’un fromage 
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Avant la production d’un fromage, il est important de sélectionner le lait, son origine 

animale et sa zone géographique. Le lait peut être traité par pasteurisation ou thermisation 

(Hill et Kethireddipalli, 2013; Fox, 2011b). Si le lait n’est pas traité thermiquement, la 

fabrication aboutira à un fromage au lait cru.  

 

La production du fromage débute par une coagulation à l’aide de présure et/ou d’acide 

lactique, associée éventuellement à une étape de chauffage (Hill et Kethireddipalli, 2013; Fox, 

2011b; Powell et al., 2011). Cette coagulation amène à l’agrégation de la caséine (Figure 2), et 

à la formation d’un gel, ou coagulum, emprisonnant le lactosérum (Hill et Kethireddipalli, 2013; 

Fox, 2011b; Walstra et al., 2006b). La présure est une substance présente dans l’estomac des 

jeunes mammifères et est principalement composée de chymosine (Fox, 2011b). L’acide 

lactique peut être incorporé directement, ou être généré par la culture initiale ajoutée en 

début de production. La culture initiale est principalement composée de bactéries lactiques 

(BAL). Celles-ci produisent de l’acide lactique à partir du lactose du lait, c’est la fermentation 

lactique. 

 

 
(Traduit et reproduit de Lucey, 2011) 

Figure 2. Représentation de la coagulation de la caséine du lait par la présure  
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Dans le monde, environ 70 % des fromages sont coagulés par utilisation de présure, alors que 

le reste (30 %) est coagulé par l’acide produit par les bactéries lactiques (Fox, 2011a). 

 

Pour former le caillé, le coagulum est découpé en morceaux, qui seront ensuite 

mélangés afin d’extraire le lactosérum. Ce dernier est éliminé par égouttage. Parfois, le 

coagulum est chauffé pour réduire l’humidité davantage. Le caillé est mis en forme, puis des 

opérations, comme le salage ou le pressage, peuvent être effectuées. Celles-ci dépendent de la 

variété souhaitée (Hill et Kethireddipalli, 2013; Fox, 2011b; Walstra et al., 2006b). Si le 

processus de fabrication se termine à cette étape, on obtient un fromage frais. Les fromages 

frais sont généralement obtenus par coagulation acide (Fox, 2011b; Beresford et al., 2001). En 

revanche, les fromages coagulés à la présure subissent d’autres opérations, notamment 

l’affinage (Beresford et al., 2001). Cet affinage est précédé par d’autres opérations comme le 

salage, voire le pressage. Le produit élaboré est placé en chambre d’affinage pour une durée 

variable (Fox, 2011b; Walstra et al., 2006b) pouvant aller de 3 semaines (Mozzarella), à 2 ans 

(Parmesan) (Beresford et al., 2001). Une étape de frottage pourra être effectuée durant 

l’affinage, à l’aide d’une saumure pouvant contenir des composés spécifiques, et/ou une 

microflore , la culture secondaire, spécifique à la variété de fromage produit (Hill et 

Kethireddipalli, 2013; Fox, 2011b). L’affinage est une étape cruciale pour le développeront des 

arômes et de la typicité du fromage.  

 

1.1.3. Diversités et variétés 

Actuellement, entre 1 000 et 1 400 variétés de fromages sont décrites à travers le 

monde, dont environ 400 en France. L’une des variétés les plus populaires est la mozzarella, de 

par son utilisation dans les pizzas (Cniel, 2015; Hill et Kethireddipalli, 2013; Fox, 2011b). Les 

différentes variétés de fromages sont classées selon le processus de fabrication et selon leurs 

diversités microbiennes (Fox, 2011b). 
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La première étape de classification prend en compte l’origine animale du lait, et la 

présence ou non d’un traitement du lait, préalable à la fabrication du fromage. La seconde 

étape porte sur la notion de fabrication traditionnelle (Montel et al., 2014). Selon Montel et al. 

(2014), la fabrication traditionnelle est définie comme suivant : « Fromages produits sur le site 

même de la ferme dont le lait est issu, ou dans des laiteries de petite taille, utilisant du lait cru, 

thermisé ou pasteurisé et inoculé avec diverses combinaisons de cultures initiales, permettant 

la croissance et l’expression d’un affinage par le microbiote ». 

 

La troisième étape de classification concerne la présence d’une étape d’affinage, ou non, et 

les opérations qui y sont associées. Enfin, le dernier critère diffère selon la classification utilisée. 

 

Selon l’ONUAA/FAO, la classification finale des fromages est basée sur leurs propriétés 

physicochimiques, notamment la teneur en eau du fromage dégraissé et la teneur en matière 

grasse de l’extrait sec. En face de cela, la classification européenne (Tableau 2), utilisée de 

manière plus courante, se base sur la totalité du processus technologique de production 

(Alim’Agri, 2012; FAO/WHO, 2011). Selon cette dernière classification, les fromages fondus 

sont issus de mélanges avec d’autres produits laitiers, comme le beurre et la crème, puis 

associés à des épices et à d’autres condiments. 

Tableau 2. Les différentes variétés de fromages selon la classification européenne et française 
Variété de fromage Exemple(s) de produit(s) 

Frais Fromage blanc, Mozzarella… 

Pâte molle fleurie Camembert, Brie… 

Pâte molle lavée Reblochon, Munster… 

Pâte persillée Roquefort, Gorgonzola … 

Pâte pressée non cuite Saint-Paulin, Tomme… 

Pâte pressée cuite Comté, Gruyère… 

Fondu Cancoillotte, Vache qui rit…. 

(Réalisé à l’aide de Alim’Agri, 2012) 

 

Les différents processus technologiques ont une influence importante dans les qualités 

organoleptiques du fromage produit. Cependant, le microbiote associé à ces fromages, 

particulièrement aux fromages affinés, a une influence tout aussi importante. 
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1.2. Microbiotes fromagers 

La première culture pure, issue d’un fromage, a été obtenue par Lister en 1873. Cette 

découverte confirma l’implication des bactéries dans l’affinage du fromage et ouvrit la voie à 

l’étude des microflores issues des fromages (Powell et al., 2011). Par la suite, diverses études ont 

confirmées l’importance de ces microorganismes, principalement des BAL, dans la fabrication du 

fromage (Montel et al., 2014; Powell et al., 2011). La prévalence et le potentiel 

biotechnologique des BAL ont conduit les recherches à s’orienter principalement vers ces 

microorganismes (Montel et al., 2014; Powell et al., 2011). Cependant, la microflore présente 

dans les fromages est complexe et contient d’autres microorganismes (Montel et al., 2014; 

Lavoie et al., 2012; Broome et al., 2011). 

 

Le microbiote a un impact lors de la fabrication même du fromage, par acidification du 

lait, mais son action intervient particulièrement dans la phase d’affinage. Cette action s’observe 

par une modification des propriétés physicochimiques conférant les propriétés organoleptiques 

du fromage. Ces modifications physicochimiques amènent le microbiote à évoluer au cours du 

temps. (Lavoie et al., 2012; Powell et al., 2011; Arteau et al., 2010; Brennan et al., 2002). 

 

1.2.1. Microflores naturelles et ensemencées 

Le microbiote peut être divisé selon ses origines et sa localisation dans le fromage. Les 

différentes origines conduisent à trois catégories, la culture initiale, ou primaire, la culture 

auxiliaire et la microflore secondaire (Broome et al., 2011). La localisation dans le fromage 

conduit à 2 catégories, la microflore de surface et la microflore de cœur.  
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1.2.1.1. Culture initiale 

La culture primaire est généralement ajoutée, par le producteur, dans le lait avant la 

fabrication du fromage. Pour les fromages au lait cru, cette flore est également issue de la flore 

naturelle du lait (Cogan, 2011a; Vacheyrou et al., 2011; Beresford et al., 2001). La culture 

initiale est principalement composée de BAL et est indispensable à la production du fromage 

(Powell et al., 2011; Gardini et al., 2006; Beresford et al., 2001). Cette culture initiale contient 

généralement les genres Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc ou Enterococcus (Cogan, 

2011a; Beresford et al., 2001). 

 

Les bactéries initiales produisent suffisamment d’acide lactique pour diminuer le pH du 

lait en dessous de 5,3, en 6 heures et à une température de 30-37 °C (Beresford et al., 2001). 

De plus, lors de l’affinage, elles produisent un large panel d’enzymes et de composés 

métaboliques (Hill et Kethireddipalli, 2013; Broome et al., 2011; Bockelmann et al., 2005; 

Brennan et al., 2002).  

 

1.2.1.2. Culture auxiliaire 

La culture auxiliaire est optionnelle. En cas d’utilisation, elle est ajoutée en même temps 

que la culture primaire ou à un autre moment lors du processus de fabrication du fromage (Hill et 

Kethireddipalli, 2013; Rattray et Eppert, 2011). L’action de cette microflore sur l’acidification est 

négligeable, cependant elle contribue aux propriétés organoleptiques du fromage par production 

de composés aromatiques ou par la formation de poches de gaz. Les microorganismes de cette 

culture sont choisis par le producteur pour leurs effets sur les caractéristiques organoleptiques du 

fromage (Hill et Kethireddipalli, 2013; Powell et al., 2011). La composition des cultures auxiliaires 

est très variable. Elles sont généralement constituées de BAL autres que celles de la culture initiale 

(NSBAL), d’autres bactéries comme des entérocoques ou des microcoques, et parfois des 

moisissures et/ou des levures. On y retrouve Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc ou 

Enterococcus, mais également des moisissures comme Penicillium camemberti. De nombreuses 

préparations pour frotter les fromages à pâte molle lavée contiennent Geotrichum candidum 

(également connu comme Galactomyces geotrichum), Debaryomyces hansenii ou encore 

Kluyveromyces lactis (Broome et al., 2011; Rattray et Eppert, 2011). 
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1.2.1.3. Microflore secondaire 

La microflore secondaire est non inoculée, c’est-à-dire qu’elle n’a pas été ajoutée par le 

producteur. Cette flore est composée de BAL non issues des cultures initiale et secondaire, 

d’autres bactéries et/ou de levures et moisissures non issues des cultures initiales ou 

secondaires, ou NSYM (Lavoie et al., 2012; Cogan, 2011a; Beresford et al., 2001). Lors de 

l’affinage, le rôle de la microflore secondaire est reconnu, mais sa composition complexe 

empêche de définir clairement le rôle de chaque acteur microbien (Lavoie et al., 2012; Gardini 

et al., 2006). Il est intéressant de noter que plusieurs fromages d’une même variété peuvent 

montrer une microflore secondaire totalement différente. Cette diversité est dépendante de la 

localisation géographique du site de fabrication et de la saisonnalité (Lavoie et al., 2012). La 

microflore secondaire peut être constituée de lactobacilles mésophiles et de pédiocoques, de 

NSBAL, de bactéries propioniques (PAB) comme Propionibacterium, voire d’autres 

microorganismes comme les microcoques, les coryneformes ou les levures, avec une 

prédominance de Debaryomyces et Kluyveromyces (Cogan, 2011a; Beresford et al., 2001; 

Wyder et Puhan, 1999).  

 

La microflore secondaire peut avoir plusieurs origines. En effet, elle peut provenir de 

l’environnement, c’est-à-dire des ustensiles ou de la saumure utilisés lors de la fabrication du 

fromage. Elle peut également provenir de la zone de fabrication ou encore de la chambre 

d’affinage, notamment lorsque les ustensiles ou les étagères utilisées pour l’affinage sont en 

bois (Montel et al., 2014; Gardini et al., 2006; Addis et al., 2001). Une autre origine fréquente 

de la microflore naturelle est le lait, surtout lorsqu’il est utilisé cru. Il est généralement admis 

que le lait sortant du pis de l’animal est stérile, cependant il peut être contaminé par 

l’équipement de traite, par l’animal lui-même, voire par la zone de traite (Montel et al., 2014; 

Lavoie et al., 2012; Vacheyrou et al., 2011). Le personnel humain, participant à la production 

du fromage est lui-même vecteur de contamination (Lavoie et al., 2012). Cette microflore est 

donc très dépendante de la localisation, du processus de fabrication et des pratiques 

d’hygiènes et de stockages mises en place sur le site de production.  
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1.2.1.4. Microflore de surface et du cœur 

La microflore du cœur du fromage est généralement constituée de BAL, car elles se 

développent plus facilement dans les conditions spécifiques de ce milieu, c’est-à-dire un milieu 

anaérobie possédant un pH bas et disposant de très peu de sucres fermentescibles, hors lactose 

(Montel et al., 2014; Cogan, 2011a). 

 

La microflore de surface est très variée, car c’est un milieu en contact de 

l’environnement. En plus des BAL et des NSBAL, on y retrouve des levures, des moisissures et 

d’autres microorganismes aérobies. C’est dans cette microflore que l’on retrouve les souches 

issues de l’environnement d’affinage (Montel et al., 2014; Wolfe et al., 2014; Mounier et al., 

2005; Wyder et Puhan, 1999). Dans les fromages à pâte molle fleurie ou lavée, ce sont les 

moisissures et les levures qui sont prédominantes à la surface. C’est la microflore de surface qui 

est responsable, en grande partie, de la spécificité organoleptique des fromages (Cogan, 2011a; 

Wyder et Puhan, 1999).  

 

1.2.2. Diversité des microbiotes 

Les Tableau 3 et Tableau 4 présentent les bactéries et fungi retrouvés dans les fromages 

au lait de vache, leurs fréquences et la partie du fromage où ils ont été isolés. Le Tableau 3 

contient un biais concernant la microflore bactérienne, car plusieurs des publications 

cherchent à définir la microflore de surface et non la microflore du cœur du fromage. Les BAL 

et NSBAL, généralement plus nombreuses dans le cœur du fromage, sont ici très largement 

sous représentées. Ce tableau est donc plus représentatif des microflores de surfaces. 

Un autre biais existe pour la microflore fongique. En effet, la publication de Lavoie et al. 

(2012) ne prend pas en compte P. camemberti, G. candidum, K. lactis et D. hansenii qui sont 

fréquemment utilisés comme cultures auxiliaires, pour l’affinage. Il est donc impossible de 

connaitre leurs réelles prévalences dans cette étude. 
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Tableau 3. Genres, espèces, fréquence et zone d’isolement des bactéries retrouvées dans les fromages au lait de vache 
Genre espèce Fréquence Zone d'isolement Genre espèce Fréquence Zone d'isolement 
Corynebacterium  Total : 178   Psychrobacter spp. 16 Totalité 

casei 91 Totalité Rhodococcus fascians 15 ND 
ammoniagenes 36 ND Vibrio  Total : 15  
variabile 31 Surface penaeicida 5 Surface 
spp. 20 Surface spp. 10 Surface 

Glutamicibacter 
(Anciennement Arthrobacter) 

 Total : 49 
 

Arcobacter marinus 11 Surface 
arilaitensis 34 Surface Lactococcus lactis 11 Totalité 
nicotianae 14 Surface Leuconostoc pseudomesenteroides 11 Totalité 
mysorens 1 Surface Marinilactibacillus psychrotolerans 11 Totalité 

Brevibacterium  Total : 44 
 

Microbacterium  Total : 11  
linens 38 Surface imperiale 5 ND 
oxydans 1 ND gubbeenense 4 Surface 
spp. 5 ND spp. 2 ND 

Halomonas  Total : 36 
 

Pseudoalteromonas spp. Total : 11 Surface 
venusta 30 Surface Streptococcus salivarius Total : 11 Totalité 
spp. 6 Surface Enterococcus   Total : 9  

Staphylococcus  Total : 31 
 

casseliflavus 5 Surface 
equorum 14 Totalité spp. 4 Surface 
saprophyticus 8 Surface Lactobacillus plantarum Total : 5 Surface 
epidermidis 1 Surface Marinobacter spp. Total : 5 Surface 
spp. 8 Surface Psychroflexus 

Pseudomonas 
spp. Total : 5 Surface 

Bacillus spp. Total : 30 Surface spp. Total : 4 Surface 
Arthrobacter  Total : 28 

 
Cellulomicrobium cellulans Total : 3 ND 

citreus 1 ND Micrococcus  Total : 2  
spp. 27 ND luteus 1 Surface 

Vagococcus  Total : 22  spp. 1 Surface 
salmoninarum 11 Surface Agrococcus spp. Total : 1 Surface 
fluvialis 11 Totalité 

ND : Non Disponible 

(Tableau réalisé à l’aide d’une synthèse de NCBI Taxonomy, 2016a; Delcenserie et al., 2014; Bockelmann et al., 2005; Mounier et al., 2005; Rademaker et al., 2005; Bockelmann et Hoppe-Seyler, 2001; Valdes-

Stauber et al., 1997) 
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Tableau 4. Genres, espèces, fréquence et zone d’isolement des fungi retrouvés dans les fromages au lait de vache 
Genre espèce Fréquence Zone d'isolement Genre espèce Fréquence Zone d'isolement 
Debaryomyces  Total : 1089  Trichosporon  Total : 101  

hansenii 1088 Totalité cutaneum 90 Totalité 
fabryi 1 ND ovoides 4 Cœur 

Kluyveromyces  Total : 573  asahii 4 Totalité 
marxianus 533 Totalité jirovecii 2 Cœur 
lactis 40 Totalité aquatile 1 Surface 

Candida  Total : 554  Torulaspora delbrueckii Total : 63 Totalité 
intermedia 226 Totalité Naganishia  Total : 76  
catenulata 169 Totalité albida 75 ND 
zeylanoides 53 Totalité diffluens 1 Cœur 
tropicalis 50 Totalité Saccharomyces cerevisiae Total : 37 Totalité 
parapsilosis 19 Totalité Clavispora lusitaniae Total : 18 Totalité 
pararugosa 10 Totalité Wickerhamomyces  Total : 26  
versatilis 8 Totalité anomalus 25 ND 
rugosa 5 Totalité subpelliculosus 1 ND 
inconspicua 4 Surface Rhodotorula  Total : 24  
sake 4 Surface mucilaginosa 23 Totalité 
pseudoglaebosa 1 ND glutinis 1 Surface 
saitona 1 ND Kazachstania  Total : 11  
galacta 1 ND exigua 7 ND 
humilis 1 ND unispora 2 ND 
magnoliae 1 ND servazzii 2 Surface 
spp. 1  Cladosporium  Total : 8  

Pichia  Total : 464  cladosporioides 7 Totalité 
membranifaciens 430 Surface spp. 1 Surface 
kudriavzevii 26 Totalité Mucor  Total : 8  
fermentans 7 Totalité racemosus 7 Totalité 
norvegensis 1 Surface circinelloides 1 Cœur 

Yarrowia lipolytica Total : 356 Totalité Zygosaccharomyces  Total : 6  
Geotrichum  Total : 313  rouxii 3 Surface 

candidum 307 Surface mellis 1 Cœur 
klebahnii 1 ND spp. 2 Totalité 
spp. 5 Totalité Kodamaea ohmeri Total : 4 ND 

    Lichteimia corymbifera Total : 4 Cœur 
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Tableau 4 (suite). Genres, espèces, fréquence et zone d’isolement des fungi retrouvés dans les 

fromages au lait de vache 

Genre espèce Fréquence Zone d'isolement 
Aspergillus 

 
Total : 3 

 
fumigatus 1 Cœur 
niveoglaucus 1 Cœur 
spp. 1 Cœur 

Lachancea  Total : 3  
kluyveri 2 Surface 
thermotolerans 1 Surface 

Apiotrichum domesticum Total : 2 Totalité 
Coniochaeta hoffmannii Total : 2 Cœur 
Fusarium domesticum Total : 2 Surface 
Peyronellaea gomerata Total : 2 Totalité 
Priceomyces haplophilus Total : 2 Surface 
Aureobasidium pullulans Total : 1 Cœur 
Bipolaris sorokiniana Total : 1 Cœur 
Cutaneotrichosporon curvatus Total : 1 Surface 
Cyberlindnera jadinii Total : 1 Cœur 
Cystobasidium minutum Total : 1 Surface 
Papiliotrema laurentii Total : 1 Cœur 
Saturnispora silvae Total : 1 ND 
Zygotorulaspora florentina Total : 1 Cœur 
ND : Non Disponible 

(Tableau réalisé à l’aide d’une synthèse de NCBI Taxonomy, 2016a; Gkatzionis et al., 2014; Lavoie et al., 2012; Borelli et al., 2006; 

Mounier et al., 2005; Viljoen et al., 2003; Bockelmann et Hoppe-Seyler, 2001; Wojtatowicz et al., 2001; Tempel et Jakobsen, 1998; 

Valdes-Stauber et al., 1997; Roostita et Fleet, 1996; Kaminarides et Anifantakis, 1989) 

 

La microflore bactérienne de surface se caractérise par une forte présence de 

Corynebacterium, Glutamibacter (également connu comme Arthrobacter) et Brevibacterium. 

La présence de Staphylococcus en grande fréquence n’est pas étonnante, car c’est un genre 

ubiquitaire qui est présent dans l’environnement, mais aussi chez l’humain comme germe 

commensal. 

 

La microflore fongique est constituée en grande majorité de Debaryomyces, 

notamment D. hansenii, suivie de K. marxianus et d’une grande diversité de Candida. On 

remarque également une forte abondance de Pichia, Yarrowia lipolytica et G. candidum.  

 

Auparavant, les levures étaient décrites comme étant responsables d’altération dans le 

fromage. De nos jours, les levures sont considérées comme des microorganismes significatifs 

dans la maturation des fromages car elles jouent un rôle dans la qualité microbienne et les 

qualités organoleptiques de ces derniers (Fleet, 1990, 2011; Jakobsen et Narvhus, 1996). 
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1.2.3. Dynamique des microflores 

Au cours du processus de fabrication et au cours de l’affinage, les microflores des 

fromages évoluent. Cette dynamique des microflores est bien connue (Figure 3). Lors de la 

formation du caillé, on observe une diminution du pH par transformation du lactose en acide 

lactique par les BAL, jusqu’à un pH compris entre 4,8 et 4,2 (Hill et Kethireddipalli, 2013). On 

observe également une protéolyse par action de la présure. Lors de cette phase, seuls les BAL 

montrent une forte croissance, du fait de leur aptitude à consommer directement le lactose 

(Hill et Kethireddipalli, 2013; Irlinger et Mounier, 2009). 

 

L’acidification du milieu, l’élimination du lactosérum, l’ajout du sel et le passage en 

chambre d’affinage limitent la croissance de toutes souches autres que celles acido-tolérantes, 

halotolérantes, psychrotolérantes et tolérantes aux faibles teneurs en eau. De ce fait, au début 

de l’affinage, on observe essentiellement une croissance des levures, particulièrement celles 

qui sont adaptées à ce type de milieu (Cogan, 2011a; Gardini et al., 2006; Lopandic et al., 2006; 

Beresford et al., 2001). Les levures agissent en synergie avec les BAL et métabolisent le lactate, 

entrainant une hausse du pH. Cette alcalinisation sera amplifiée par le métabolisme 

protéolytique de ces mêmes levures, produisant des NH3 par désamination, amenant ainsi le 

pH du fromage à une valeur proche de la neutralité, c’est-à-dire entre 5,0 et 7,5. Ce processus 

est défini comme la désacidification (Cogan, 2011a; Arteau et al., 2010; Lopandic et al., 2006; 

Wyder et Puhan, 1999; Roostita et Fleet, 1996). Après croissance, le nombre de levures semble 

rester constant, voire diminue légèrement au cours de l’affinage (Beresford et al., 2001). De 

plus, les levures produisent divers facteurs de croissance comme la riboflavine (vitamine B2), la 

biotine (vitamine B7) et d’autre vitamines et composés (Viljoen et Greyling, 1995).  

 

L’augmentation du pH et la présence de facteurs de croissances induit une nouvelle 

étape dans le développement des microflores. Cette dernière a lieu au cours et en fin 

d’affinage, et est caractérisée par la croissance de microorganismes exigeants et sensibles au 

pH bas, comme Arthrobacter, Brevibacterium, Corynebacterium ou Micrococcus (Imran et al., 

2010; Viljoen et al., 2003; Corsetti et al., 2001; Wyder et Puhan, 1999). 
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Tous ces microorganismes contribuent aux propriétés organoleptiques du fromage par 

production de métabolites secondaires aromatiques (Viljoen et al., 2003; Pereira-Dias et al., 

2000; Jakobsen et Narvhus, 1996; Viljoen et Greyling, 1995). 

 

 

Figure 3. Représentation graphique de l’évolution des microflores du fromage selon le pH et l’étape 
de production. 

 

Les dynamiques des microflores de la surface et du cœur du fromage présentent 

quelques différences. Le cœur du fromage est anaérobie et favorise le développement et la 

prédominance des BAL, des NSBAL et d’autres microorganismes anaérobies, comme 

Propionibacterium (Viljoen et al., 2003). La microflore de surface permet principalement la 

croissance des bactéries aérobies, des levures et des moisissures. Le contact direct de la 

surface avec le milieu extérieur l’expose aux microorganismes de l’environnement et conduit à 

une microflore plus diversifiée. Selon Viljoen et al. (2003), ces compétitions entre les différents 

microorganismes peuvent avoir un impact sur l’évolution de la microflore de surface. 
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Dans certaines variétés de fromage, l’évolution des microflores est influencée par 

l’action du producteur. C’est le cas des fromages persillés, où le développement des 

moisissures est attribué à l’aération du cœur du fromage par le producteur. De même, la 

microflore de surface spécifique des fromages à pâte molle fleurie et lavée est due au frottage 

de la surface à l’aide d’une saumure. Ce frottage amène de nouveaux microorganismes et 

influence la dynamique du microbiote déjà présent. Les fromages à pâte molle fleurie sont 

riches en moisissures, alors que les fromages à pâte lavés sont riches en microorganismes 

pigmentés, comme Brevibacterium linens (Büchl et Seiler, 2011; Mounier et al., 2005; Valdes-

Stauber et al., 1997). 

 

Les microorganismes présentés ci-dessus sont bénéfiques et participent à la production 

des fromages. Cependant d’autres espèces sont défavorables pour les qualités organoleptiques du 

fromage, voire délétères pour le consommateur. La croissance de ces microorganismes 

indésirables peut être limitée par le microbiote déjà présent dans le fromage (Imran et al., 2010). 

 

1.3. Microorganismes indésirables 

D’une manière générale, le fromage est un produit de consommation sûr. Entre 1970 et 

1997, seul 30 cas d’empoisonnements ont été déclarés, et ce malgré une consommation 

d’environ 235 millions de tonnes de fromage en Europe de l’Ouest, au Canada et aux USA. Bien 

que les fromages au lait cru soient souvent mis en cause, ils ne représentent qu’un tiers des cas 

d’empoisonnement alimentaire ayant les fromages comme origine. Les deux autres tiers sont 

due aux fromages au lait pasteurisé ou thermisé (Callon et al., 2014; Cogan, 2011b). Même, s’il 

demeure un produit sûr d’un point de vue hygiénique, il doit rester sous surveillance 

permanente, car les conséquences liées à la consommation des fromages contaminés sont 

souvent dramatiques (Montel et al., 2014).  

 

Des altérations organoleptiques du produit sont également possibles, sans pour autant 

entrainer de pathologies. Les microorganismes responsables de cette altération peuvent 

entrainer une grande perte économique et ils doivent donc être logiquement surveillés (Panelli 

et al., 2013; Fleet, 1990).  
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1.3.1. Agents pathogènes 

La plupart des agents pathogènes présents dans les fromages sont des bactéries. Les 

levures décrites comme étant pathogènes pour l’humain, telles Candida albicans et 

C. neoformans n’ont pas été retrouvées dans la nourriture. De ce fait, les risques liés à ces 

levures sont faibles, voire inexistants (Cooper, 2011; Fleet, 1990). Les moisissures peuvent 

avoir un impact sur les matrices alimentaires. En effet, certaines moisissures peuvent produire 

des métabolites secondaires, appelés mycotoxines, avec des conséquences graves sur la santé 

humaine et aussi sur la santé animale. Les conditions nécessaires à la production de 

mycotoxines ne sont pas réunies dans les matrices fromagères (Panelli et al., 2013). 

 

1.3.1.1. Listeria monocytogenes 

Listeria monocytogenes est responsable de la listériose, une grave infection pour les 

femmes enceintes, les personnes immunodéprimées et les personnes âgées. Le taux de mortalité 

associé à cette pathologie est de 30 %. Chez la femme enceinte, cette infection peut conduire à des 

avortements (InVS, 2015a; Hill et Kethireddipalli, 2013; Cogan, 2011b). En France, la prévalence de 

la listériose, associée à tout type d’aliment, est d’environ 300 cas par an (InVS, 2015a). 

 

Selon l’Autorité Européenne de Sécurité des Aliments (EFSA), les contaminations dues à 

L. monocytogenes sont plus fréquentes, à proportion égale, pour les fromages pasteurisés, que 

pour les fromages au lait cru (InVS, 2015a; Callon et al., 2014; Imran et al., 2010). 

 

L’origine des contaminations par L. monocytogenes est généralement liée à un manque 

de respect des normes d’hygiène-sécurité ou d’une pasteurisation non maitrisée et donc 

inefficace. En effet, cette bactérie possède un taux de résistance thermique élevé, de 72° 

durant 16 secondes, proche des conditions de pasteurisation. Dans le cas d’une survie à la 

pasteurisation ou d’une contamination post-pasteurisation, cette bactérie est capable de 

croître à de basses températures - 2 à 4 °C, à un pH bas 5, et à une concentration en NaCl 

supérieure à 10 %. (Montel et al., 2014; Hill et Kethireddipalli, 2013; Imran et al., 2010). 

La dose infectieuse pour ce microorganisme reste à définir, mais elle est considérée comme 

basse, quelques centaines de cellules pouvant induire la pathologie (Cogan, 2011b). 
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1.3.1.2. Autres agents pathogènes 

En sus de L. monocytogenes, plusieurs autres espèces bactériennes sont impliquées 

dans les intoxications alimentaires liées à la consommation de fromages. On pourra citer 

Salmonella spp. et Escherichia coli, particulièrement le sérotype O157 :H7. Ces contaminants 

du lait seraient originaires des matières fécales animales. Cependant des recherches récentes 

ont montré que les matières fécales constituent une source de contamination mineure, et la 

source principale reste à identifier (Hill et Kethireddipalli, 2013; Cogan, 2011b). 

 

L’incrimination de Salmonella, dans les cas d’intoxications alimentaires par les 

fromages, est devenue un événement rare. Toutefois, l’espèce la plus fréquemment impliquée 

dans les toxi-infections est Salmonella enterica, quel que soit son serovar (Montel et al., 2014; 

Hill et Kethireddipalli, 2013; Cogan, 2011b; InVS, 2006a). La préoccupation majeure n’est pas la 

salmonellose elle-même, mais l’émergence de Salmonella multirésistantes aux antibiotiques 

(Cogan, 2011b). L’origine des contaminations par Salmonella reste indéterminée. La dose 

infectieuse de Salmonella est relativement faible. Ainsi, pour Salmonella enterica subsp. 

enterica serovar Heidelberg, 100 à 500 cellules suffisent pour causer une intoxication (Hill et 

Kethireddipalli, 2013; Cogan, 2011b). 

 

Par ailleurs, des études récentes ont montré que les contaminations à E. coli seraient 

dues à des failles lors de la pasteurisation ou des contaminations post-pasteurisation. Le 

sérovar O157 :H7 reste le plus préoccupant, du fait de la production toxines, très actives, 

appelées shigatoxines (Montel et al., 2014; Hill et Kethireddipalli, 2013; Cogan, 2011b). Celles-

ci sont potentiellement dangereuses pour les enfants. En effet, elles provoquent d’importantes 

diarrhées, potentiellement sanglantes, ou des syndromes urémiques pouvant être fatals. La 

dose infectieuse dans les aliments est très basse, avec seulement 10 cellules (InVS, 2015b; 

Cogan, 2011b). 
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D’autres microorganismes peuvent être inquiétants, mais leurs capacités de survie dans 

le fromage sont limitées. Le problème reste toutefois la production de toxines, et dans une 

moindre mesure, la production d’amines biogènes. Ces toxines conduisent à des toxi-infections 

alimentaires collectives (TIAC) de faible gravité, entrainant des diarrhées aigües. Les 

microorganismes impliqués sont Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, ou d’autres 

entérobactéries, nécessitant une dose infectieuse très élevée avant de pouvoir induire une 

intoxication (Hill et Kethireddipalli, 2013; Cogan, 2011b; InVS, 2006b).  

 

1.3.2. Agents d’altérations 

Contrairement aux agents pathogènes, les agents d’altération sont principalement des 

fungi, particulièrement des levures (Gardini et al., 2006). Ces dernières ont été longtemps 

considérées comme des microorganismes indésirables dans les matrices fromagères (Tempel 

et Jakobsen, 1998; Jakobsen et Narvhus, 1996; Viljoen et Greyling, 1995). Chez les moisissures, 

quelques espèces sont clairement décrites comme indésirables, il s’agit de 

Cladosporium cladosporoides, Penicillium commune ou encore Mucor rasmosus (Lavoie et al., 

2012). 

 

De manière générale, une concentration très élevée de levures conduit à l’altération du 

fromage. Ce constat est valable pour toutes les espèces de levures, même celles normalement 

impliquées dans le processus d’affinage du fromage, à l’instar de D. hansenii ou K. marxianus 

(Fleet, 2011; Borelli et al., 2006; Fadda et al., 2004; Viljoen et al., 2003). 

 

Un fromage est considéré comme altéré lorsque l’on observe une décoloration, un 

brunissement, une production de gaz, une modification de la texture ou une modification de 

ses saveurs (Borelli et al., 2006; Gardini et al., 2006; Pereira-Dias et al., 2000; Viljoen et 

Greyling, 1995). Une forte croissance de levures peut induire des modifications 

physicochimiques, comme une hausse du pH ou la production de composés métaboliques 

secondaires, permettant alors la croissance d’espèces pathogènes déjà présentes, pouvant 

atteindre la dose infectieuse (El-Sharoud et al., 2009). Il existe cependant des moyens pour éviter 

le développement de ces agents pathogènes et d’altération.  
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1.3.3. Moyens de protection contre les microorganismes indésirables 

Des moyens simples d’élimination des contaminations existent, comme la 

pasteurisation du lait et le respect des règles d’hygiène et sécurité.  

 

Le microbiote du fromage lui-même est un moyen de contrôle efficace. En effet, il a été 

établi que les contaminations sont moins courantes dans les fromages au lait cru, à proportion 

égale, par rapport aux fromages au lait pasteurisé, du fait d’un microbiote plus équilibré (Wolfe 

et al., 2014; Irlinger et Mounier, 2009; Viljoen et al., 2003). La diversité du microbiote est 

généralement influencée par l’ajout d’une culture initiale en grande concentration, permettant 

de saturer le microbiote fromager et de contrôler son évolution dans le temps. L’ajout de cette 

culture initiale a un impact plus grand sur les fromages au lait pasteurisé, dans lequel les 

microorganismes naturels sont supposés être absents (Wolfe et al., 2014; Irlinger et Mounier, 

2009; Viljoen et al., 2003). Il faut également considérer les interactions des microorganismes 

dans cet écosystème. En effet, on pourra observer l’inhibition d’espèces comme 

L. monocytogenes ou Clostridium tyrobutyricum par certaines BAL bactériocinogènes (Callon et 

al., 2014; Irlinger et Mounier, 2009; Tornadijo et al., 1998). 
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2. ORIGINE ET PRODUCTION DE LA TOMME D’ORCHIES 

Comme précédemment indiqué, plus de 1 000 variétés de fromages sont produites 

dans le monde, dont plus de 400 variétés en France. Dans le cadre de ces travaux, nous nous 

sommes donc intéressés aux fromages de la région des Hauts-de-France, et dans un premier 

temps, à la Tomme d’Orchies. Une liste non-exhaustive des fromages produits dans la région 

est disponible dans le Tableau 5.  

Tableau 5. Présentation de plusieurs fromages, et de leur type, produit dans le Nord-Pas-de-Calais 
Nom Variété Nom Variété 

Bastitin Pâte pressée non cuite Gourguechon Pâte molle fleurie 

Belval Pâte pressée non cuite Le petit César Pâte pressée non cuite 

Bergues Pâte pressée non cuite Maloine Pâte pressée non cuite 

Boule de Lille  Pâte pressée non cuite Maroilles Pâte molle lavée 

Boulet de Cassel Pâte pressée non cuite Mignon Pâte molle lavée 

Boulette d’Avesnes Pâte molle lavée Mont-des-Cats Pâte pressée non cuite 

Boulette de Cambrai Frais Pas de L’ayau Pâte molle lavée 

Butte des Dunes Pâte molle lavée Pavé du Nord Pâte pressée cuite 

Ch’ti crémeux Pâte molle fleurie Sablé de Wissant Pâte pressée non cuite 

Cœur d’Arras Pâte molle lavée Saint-Winoc Pâte molle lavée 

Cœur de Wirwignes Pâte molle fleurie Sire de Créquy Pâte pressée cuite 

Crayeux de Roncq Pâte molle lavée Sorbais Pâte molle lavée 

Dauphin Pâte molle lavée Tome de Cambrai Pâte pressée non cuite 

Flamay Pâte pressée cuite Tomme d’Opale Pâte pressée non cuite 

Fleuron d’Artois Pâte molle fleurie Tomme d’Orchies Pâte pressée non cuite 

Flocon de Lait Frais Vieux Boulogne Pâte molle lavée 

Géant des Flandres Pâte pressée non cuite Vieux Bouve Pâte molle lavée 

(Réalisé à l’aide de Bienvenue à la Ferme, 2016; Produits laitiers, 2016; Saveur en Or, 2016) 
 

Nous pouvons remarquer une abondance des fromages pressés, à pâte non cuite, (13 

fromages) et des fromages à pâte molle lavée (12 fromages). Il faut noter que ces derniers font 

partie de la famille du maroilles, l’emblématique fromage du Nord. Parmi tous ces fromages 

artisanaux, la Tomme d’Orchies présente un intérêt particulier, notamment par son processus 

de fabrication impliquant l’utilisation de rocou, de bière brune non filtrée et de chicorée. 
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La Tomme d’Orchies est un fromage fabriqué à Nomain, une agglomération située à 

environ 25 km de Lille (Figure 4), le chef-lieu de la région. C’est un fromage à pâte pressée non 

cuite, au lait de vache cru. Le lait provient de vache de race Flamande croisée avec des Brunes 

des Alpes, élevées sur le site de production. La ferme qui produit ce fromage n’utilise aucun 

organisme génétiquement modifié (OGM). La recette de la Tomme d’Orchies est basée sur 

celle du Saint-Paulin (Figure 5). 

 

 

Figure 4. Localisation de la commune de Nomain par rapport aux départements Nord et Pas-de-Calais. 

 

Les cultures initiales utilisées proviennent des laboratoires Standa (Caen, France) et sont 

constituées d’une souche de levure, D. hansenii et de plusieurs souches bactériennes, Lactococcus 

lactis, Streptococcus thermophilus, Lb. helveticus, Lb. lactis et Propionibacterium freudenreichii. 

 

La chambre d’affinage contient majoritairement des Tommes d’Orchies, cependant on 

retrouve également des camemberts au lait de vache et des Tommes au lait de chèvre. Le 

Rocou utilisé dans la saumure de frottage au cours de l’affinage confère, en partie, la couleur 

orange caractéristique de la Tomme d’Orchies (Figure 6).  
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Figure 5. Résumé des différentes étapes de fabrication de la Tomme d'Orchies 

 

 

Figure 6. Aspect final de la Tomme d’Orchies 
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3. APPROCHE MÉTAGÉNOMIQUE ET MICROBIOTES FROMAGERS 

Le principe des techniques d’études des microflores (bactérienne ou fongique) est 

similaire pour tous les écosystèmes. Initialement, le terme métagénomique désigne l’étude 

d’échantillons d’ADN environnementaux (air, sol, ou eau) dans le but d’accéder aux génomes 

des microorganismes cultivables et viables, mais également à ceux viables mais non-cultivables 

(VBNC). Cette approche avait pour objectif d’identifier et de caractériser les fonctions 

biochimiques les plus importantes, et permettre le séquençage des génomes complets de ces 

microorganismes (Taberlet et al., 2012; Handelsman et al., 1998). 

 

De nos jours, le terme métagénomique désigne l’ensemble des techniques permettant 

l’identification des communautés microbiennes présentes dans un échantillon, par séquençage 

direct de leurs ADN. L’identification des fonctions biochimiques de ces microorganismes est 

désormais nommée « métatranscriptomique » et cible les ARN transcrits, miroir de leurs activités 

métaboliques (Coughlan et al., 2015; Culligan et al., 2014; Lessard, 2014). Cette technologie ne 

nécessite pas de microorganismes de référence et permet donc d’identifier de novo toutes espèces 

présentes dans l’échantillon. Elle nécessite cependant le choix d’une technologie spécifique, 

associé à un choix d’amorces précises, sous peine de ne pas obtenir toute la microflore (Dugat-

Bony et al., 2015; Delcenserie et al., 2014; Wolfe et al., 2014).  

 

Dans le cas de l’étude d’un fromage, on sépare généralement la croûte du cœur du 

fromage (Figure 7), voire la partie blanche de la partie bleue dans le cas d’un fromage persillé 

(Delcenserie et al., 2014; Gkatzionis et al., 2014; Rademaker et al., 2005; Kaminarides et 

Anifantakis, 1989). Dans le cadre de notre projet, nous traiterons des microflores présentes sur 

la surface et dans le cœur du formage. 

 

 

Figure 7. Schéma de coupe pour l’analyse séparée de la croûte et du cœur d’un fromage 
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3.1. Technologies NGS 

Actuellement, quatre technologies de séquençages de nouvelle génération (NGS) sont 

disponibles. Ces dernières sont basées sur des techniques différentes, résumées dans le Tableau 

6 (Lindahl et al., 2013; Bik et al., 2012; O’Flaherty et Klaenhammer, 2011). Le séquençage conduit 

à l’obtention de fragments de tailles différentes, nommées « reads ». Plus un « read » est court, 

moins il donne d’informations taxonomiques. D’un autre côté, plus le nombre de séquences 

générées est grand, plus la technologie est sensible pour détecter les organismes minoritaires 

(Nilsson et al., 2009). De fait, le choix de la technologie à utiliser est directement lié aux 

paramètres voulus par le manipulateur (Lindahl et al., 2013; Nilsson et al., 2009). Chez les 

levures, une longueur de séquençage supérieure à 250 bp permet une réelle identification des 

des espèces (Bazzicalupo et al., 2013; Lindahl et al., 2013; Xu et al., 2012; Nilsson et al., 2009). 

Tableau 6. Résumé des technologies NGS actuellement disponibles 

Technologie Méthodologie 
Longueur 

des reads 

Nombre de 

séquences générées 

454 Pyroséquençage (Fluorescence) ~400-500 bp ~1,2 million 

Illumina Chimie terminale réversible ~35-150 bp ~1,6 billion 

SOLiD Ligation chimique ~35-75 bp ~4 billions 

Ion Torrent Pyroséquençage (Mesure du courant électrique) ~200 bp ~70 millions 

 

Afin de traiter un grand nombre de cibles, ces technologies utilisent des marqueurs 

génétiques, ou amorces universelles, que l’on nomme codes-barres ADN (Bazzicalupo et al., 

2013; Begerow et al., 2010; Hebert et al., 2003). Ces codes-barres ciblent 1 à 3 gènes 

permettant d’obtenir des informations sur le groupe taxonomique des ADN analysés. Aucun 

marqueur génétique parfait n’ayant été créé, un choix doit être fait afin de déterminer les 

amorces les plus aptes à l’analyse des microflores visées. L’utilisation de ces codes-barres ADN 

pour l’identification des microorganismes présents dans un échantillon complexe, est nommée 

« métabarcoding » (Staats et al., 2016).  
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Un code-barre ADN doit, dans l’idéal, posséder les caractéristiques suivantes (Lindahl et al., 

2013) :  

- Compatibilité avec tous les taxons du règne étudié 

- Longueur appropriée pour l’amplification et le séquençage, dépendament de la 

technologie NGS utilisée 

- Haute inter-spécificité, pour différencier les espèces 

- Basse intra-spécificité, pour ne pas différencier des souches d’une même espèce 

- Amplification d’ordre similaire quelque soit la quantité d’ADN de chaque espèce 

présente dans l’échantillon 

 

Cependant, aucun marqueur génétique parfait n’existe et un choix devra être fait parmi 

plusieurs possibilités. Il est dorénavant communément acquis que le code-barres bactérien 

cible l’ADNr 16 S, situé dans la petite sous-unité ribosomique (O’Flaherty et Klaenhammer, 

2011; Bockelmann et al., 2005; Mounier et al., 2005). D’autre part, le code-barres pour les 

eucaryotes, dont font partie les Fungi, cible la région ITS1-5,8 S-ITS2 (Lavoie et al., 2012; 

Schoch et al., 2012). 

 

La région ITS1-5,8 S-ITS2 (Figure 8) est trop longue pour être séquencée à l’aide des NGS, 

cependant le sequençage de la région ITS1 ou ITS2 seule est possible (Jumpponen et al., 2010; 

Nilsson et al., 2009). Ainsi, la région ITS2 est préférable car elle permet une meilleure 

identification de l’espèce, grâce à sa proximité avec la grande sous-unité ribosomique, à sa haute 

variabilité et à la présence d’un plus grand nombre de ressources la concernant dans les bases de 

données. De plus, la région ITS2 est de taille plus réduite que la région ITS1, point appréciable 

pour les NGS et notamment pour la technologie Illumina (Bazzicalupo et al., 2013; Lindahl et al., 

2013; Nilsson et al., 2009), c’est cette dernière qui sera utilisée dans le cadre de notre projet. 

 

 
(Adapté de Ihrmark et al., 2012; Toju et al., 2012) 

Figure 8. Représentation schématique de la région ITS1-5,8 S-ITS2 chez les fungi 
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3.2. Technologie Illumina 

Avant l’utilisation d’un séquenceur Illumina, l’amplification des échantillons d’ADN est 

requise. Cette amplification se fait à l’aide d’une PCR utilisant les amorces préalablement choisies 

par l’utilisateur, additionnées d’adaptateurs, ou queues flottantes, spécifiques à la technologie 

Illumina (Figure 9). Les amplicons seront fixés à une puce à ADN par l’adaptateur Illumina. La puce 

à ADN sera alors soumise à un flux de liquide afin de permettre les étapes suivantes. 

 

Une amplification en phase solide est effectuée suite à la fixation (Figure 10), 

permettant la création de plusieurs centaines de copies identiques aux ADN de l’échantillon. Il 

peut alors y avoir jusqu’à 1 000 copies dans une zone de 1 µm ou moins, autour de la molécule 

d’ADN initial. Cette méthodologie spécifique permet l’analyse simultanée d’environ 10 millions 

de molécules d’ADN par cm². 

 

Une fois la fixation et l’amplification terminées, la phase de séquençage proprement 

dite peut avoir lieu. Un nouveau cycle d’amplification est amorcé, à chaque cycle 

d’amplification un seul type de nucléotide – A, T, G ou C, additionné d’un radical fluorescent, 

est incorporé. Une fois le nucléotide incorporé, un laser excite le composé fluorescent et une 

image de très haute résolution de la puce est prise afin de déterminer quels sont les 

échantillons ayant incorporé le nucléotide. Le radical fluorescent est clivé par voie 

enzymatique puis un autre type de nucléotide fluorescent est incorporé. Une nouvelle image 

de la puce est prise, et l’on peut alors déterminer quels sont les échantillons ayant incorporé le 

nouveau nucléotide. Ainsi, cycle par cycle, nucléotide par nucléotide, image par image, la 

séquence des échantillons analysés pourra être déterminée. 

 

Les adaptateurs spécifiques à cette technologie étant multiples, plusieurs échantillons 

d’ADN, d’origines différentes peuvent être analysés en même temps, les différentes séquences 

des adaptateurs, permettront de différencier les échantillons entre eux. De même, un 

échantillon d’ADN total, comprenant plusieurs séquences différentes, peut être analysé une 

seule fois. Chaque molécule se fixant sur une zone précise de la puce, et étant amplifiée 

spécifiquement avant le séquençage. Il est théoriquement possible de déterminer les 

séquences de tous les ADN présents dans un l’échantillon. 
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(Réalisé à l’aide de Diaz-Sanchez et al., 2013) 

Figure 9. Étape préliminaire du séquençage Illumina 
Les différents échantillons sont préalablement traités séparément, à l’aide d’une amorce universelle pour les organismes recherchés. Cette amorce est elle-même additionnée d’une queue flottante spécifique 

de la technologie Illumina. Une fois la 1ère PCR effectuée, permettant l’amplification des ADNs présents, une 2ème PCR d’indexation est effectuée. Pour chaque échantillon, une amorce unique sera utilisée afin 

d’obtenir les ADNs d’intérêt, additionnés d’un fragment spécifique à la technologie Illumina. Les différents échantillons seront mélangés dans une même solution après ces deux PCR. 
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(Réalisé à l’aide de Diaz-Sanchez et al., 2013) 

Figure 10. Schématisation du séquençage Illumina 
Les ADNs à analyser sont fixés à la puce à ADN par hybridation aux adaptateurs Illumina présents sur la puce. Des cycles 

d’amplification permettent d’augmenter le nombre de fragments d’ADN cibles présents par spot. Cette étape améliore la sensibilité 

du séquençage. L’ajout de dNTPs comportant un groupement fluorescent suit l’amplification. Après chaque ajout de dNTP, type 

par type, un rinçage, une photographie de la fluorescence pour analyse de la séquence, et une lyse du groupement fluorescent 

sont effectués. Le processus se répète jusqu’à la fin du séquençage. Les séquences des différents ADN présents dans les 

échantillons pourront alors être déterminées. Les différents ADN seront différenciés grâce à leur séquence, et les échantillons 

grâce aux adaptateurs spécifiques Illumina. 
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3.3. Traitement bio-informatique des données 

Quels que soient les règnes microbiens étudiés, la génération d’un grand nombre de 

données nécessite l’utilisation d'algorithmes et de processus permettant leur traitement. On 

pense notamment aux processus permettant l’analyse des données de séquençage qui 

nécessitent de nombreuses étapes de traitement. Le déroulement général de ce processus est 

visible dans la Figure 11 (Bik et al., 2012; O’Flaherty et Klaenhammer, 2011). 

 

 
(adaptée de Bik et al., 2012) 

Figure 11. Processus de traitement bio-informatique des données issues d’analyses métagénomiques  
 

Toutes ces analyses peuvent être effectuées automatiquement grâce à des « pipelines » 

préprogrammés disponibles sur internet (Xu et al., 2012; Tedersoo et al., 2010). 

 

La quantification est possible en rapportant le nombre de séquences par unité taxonomique 

opérationnelle (OTU), sur le nombre total de séquences présentes dans les OTUs. Plusieurs copies 

du gène séquencé pouvant se trouver dans une même cellule et l’amplification n’étant jamais 

parfaite, la quantification sera relative et non absolue. Par conséquent, les pourcentages obtenus 

ne pourront être mis en relation avec la biomasse qu’avec précaution (Lindahl et al., 2013). 
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4. MICROORGANISMES ANTAGONISTES 

D’un point de vue étymologique, le terme antagonisme définit une opposition entre 

deux éléments distincts. Transposé dans un contexte biologique, l’antagonisme est défini 

comme une opposition entre deux organismes, organes ou substances, l’un des opposants 

pouvant induire l’inhibition de l’autre. L’élément montrant le pouvoir inhibiteur est alors défini 

comme étant l’élément antagoniste (Larousse, 2016). 

Dans la nature, les microorganismes d’un même écosystème coexistent et présentent 

des interactions (Bianchini, 2015), qui peuvent avoir un impact sur la composition et l’évolution 

de l’écosystème ou sur leurs hôtes (Willett et al., 2015; Korres et al., 2011). Les 

microorganismes antagonistes ont la capacité d’inhiber, un ou plusieurs autres 

microorganismes qui ne sont pas nécessairement phylogénétiquement proches (Willett et al., 

2015). Cette inhibition peut être biostatique et entrainer l’arrêt ou la diminution de la vitesse 

de croissance du microorganisme adverse ou être biocide, c’est-à-dire, éliminant l’organisme 

adverse. La compréhension des activités antagonistes est très importante pour permettre le 

contrôle des souches indésirables (d’altération ou pathogènes) au sein d’un écosystème 

microbien (Winkelströter et al., 2015; Korres et al., 2011; Cocolin et al., 2009). 

 

4.1. Mécanismes antagonistes 

Il existe plusieurs mécanismes d’antagonisme impliquant la production de molécules 

dotées d’activités antimicrobiennes, la compétition nutritionnelle, et l’exclusion compétitive 

(Figure 12). Les mécanismes d’antagonismes ont été largement étudiés chez les bactéries 

(Cavera et al., 2015; Willett et al., 2015; Hatoum et al., 2013) alors que les études concernant 

l’antagonisme des levures restent limitées (Morse et al., 2015; Hatoum et al., 2012). 
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(Basé sur Cavera et al., 2015; Willett et al., 2015; Hatoum et al., 2013) 

Figure 12. Schéma des différents mécanismes d’antagonisme 
a : Compétition nutritionnelle et spatiale. b : Inhibition par modification des paramètres physicochimiques du milieu. c : Dégradation 

enzymatique des parois cellulaires. d : Inhibition contact dépendante, ou CDI. e : Production de métabolites secondaires à activité 

antagoniste. 
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4.1.1. Compétition nutritionnelle et spatiale 

Dans ce mécanisme, l’organisme antagoniste consomme les nutriments du milieu 

(Figure 12a). La consommation d’un (ou plusieurs) nutriment(s) pourra être plus rapide que 

chez les autres acteurs de la microflore, conférant un avantage. Le microorganisme 

antagoniste pourra également consommer un nutriment non utilisable par les autres acteurs 

de l’écosystème (Bianchini, 2015; Hatoum et al., 2012, 2013). Cette consommation permet une 

croissance plus rapide du microorganisme antagoniste, voire une réduction de la croissance 

des autres microorganismes, par limitation des nutriments disponibles. De plus, une croissance 

rapide permet à l’organisme antagoniste de mieux occuper, physiquement, la niche écologique 

(Figure 13), empêchant ainsi la colonisation de l’espace par un autre microorganisme (El-

Tarabily et Sivasithamparam, 2006).  

 

 

Figure 13. Représentation du mécanisme d’antagonisme par compétition pour les nutriments et 
l’espace. 

Lors de la phase de colonisation, le microorganisme antagoniste en forme d’ovale rouge pourra consommer un nutriment donné 

plus rapidement, illustré en carré orange, que les autres microorganismes décrits en formes ovales de couleurs vertes et bleues. Il 

sera éventuellement capable de consommer un nutriment non consommé par les autres microorganismes (étoiles violettes). Il 

pourra ainsi présenter une croissance plus rapide que les autres organismes (ovales verts), voire les expulser du milieu (ovales 

bleus). La consommation continue des nutriments lui permettra de coloniser le milieu de façon plus efficace et plus étendue, tout 

en limitant la disponibilité des nutriments pour les autres microorganismes. Cette colonisation pourra ainsi prévenir la colonisation 

par des microorganismes extérieurs déclinés en forme ovale et de couleur orange. 

Il est nécessaire de noter que tous les microorganismes sont capables de dégrader des 

composés et nutriments non utilisables par d’autres, avec des vitesses d’assimilation variables. 
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4.1.2. Modifications physicochimiques 

Ce mécanisme est relié à la production de métabolites secondaires, généralement des 

acides organiques ou de l’éthanol (Figure 12b). Selon les composés produits, les organismes 

acido-sensibles ou sensibles à l’éthanol seront inhibés (Figure 14). La souche responsable de cet 

antagonisme est elle-même tolérante aux changements qu’elle induit (Hatoum et al., 2012, 2013). 

 

 

Figure 14. Représentation schématique du mécanisme d’antagonisme par modification 
physicochimique du milieu via la production de métabolites secondaires. 

Lors de la phase de colonisation, les microorganismes consommeront des nutriments en forme carrée et de couleur orange. Les 

microorganismes antagonistes en forme ovale et de couleur rouge produiront, lors de la consommation des nutriments, des acides 

organiques et/ou de l’éthanol (gouttes bleues). Ces métabolites viendront modifier les propriétés physicochimiques du milieu, soit 

le pH, via les acides organiques, ou la concentration en éthanol. Les modifications pourront induire la lyse de certains 

microorganismes (ovales bleus), ou pourront ralentir ou arrêter la croissance d’autres organismes (ovales verts). 

La production de ces métabolites est directement reliée au métabolisme fermentatif 

des microorganismes producteurs (Goldberg et Rokem, 2009). 

 

D’une manière générale, les deux mécanismes d’antagonisme cités ci-dessus (points 

4.1.1 et 4.1.2), ont un champ d’action peu spécifique. Ils peuvent théoriquement agir sur tous 

microorganismes, dès que la consommation des nutriments ou que la concentration en 

métabolites secondaires nécessaire est atteinte. Les autres mécanismes d’actions présentées 

ci-dessous présentent un champ d’action plus spécifique.  
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4.1.3. Composés enzymatiques 

La production d’enzymes agissant directement sur d’autres microorganismes est 

également décrite comme un mécanisme d’antagonisme (Figure 12c). Ce type d’antagonisme 

est plus fréquemment dirigé contre les microorganismes fongiques. À titre d’exemples, nous 

pouvons citer la production de chitinase ou de β-1-3-glucanase, induisant la lyse de la paroi 

cellulaire et in fine la mort de la cellule cible (El-Tarabily et Sivasithamparam, 2006; İzgü et al., 

2006). 

 

4.1.4. Inhibition par contact 

Au cours de la dernière décennie, un autre type d’antagonisme a été décrit chez 

Escherichia coli. Cet antagonisme est nommé inhibition contact dépendant, ou CDI (Willett et 

al., 2015; Aoki et al., 2010). La compréhension de ce mécanisme d’inhibition reste à établir 

(Aoki et al., 2010), même si certaines études lui ont attribué un rôle significatif dans les 

communautés microbiennes (Ruhe et al., 2013). Les cellules dotées d’une activité CDI peuvent 

inhiber les cellules sensibles voisines, de la même espèce, par contact direct associé au 

transfert d’éléments toxiques (Figure 12d). Les cellules montrant un pouvoir CDI sont elles-

mêmes immunisées contre leur propre pouvoir CDI (Morse et al., 2015; Willett et al., 2015; 

Ruhe et al., 2013). 

 

4.1.5. Métabolites antagonistes 

4.1.5.1. Généralités 

Les métabolites antagonistes sont généralement solubles et diffusibles, permettant une 

interaction avec les cellules sensibles à distance de la cellule productrice. Il existe également 

des composés antagonistes volatils identifiés comme des naphtalènes, des terpénoïdes ou 

divers esters (Faith et al., 2015). Plusieurs types de métabolites antagonistes sont connus : 

- Les bactériocines et les mycocines 

- Les protéines non-ribosomales et les polycétides 

- Les sophorolipides 

- Les acides et les enzymes à activités spécifiques 
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Les métabolites antagonistes de nature peptidiques sont nommés peptides 

antimicrobiens, ou AMP. Les AMPs sont produits par une large variété de cellules vivantes, 

voire toutes les cellules vivantes incluant bactéries, cellules eucaryotes mammifères, insectes, 

invertébrés, et cellules végétales (Reddy et al., 2004). Pour cela, des bases de données sont 

consacrées aux AMPs. Ainsi, à la fin de l’année 2016, la base de données ADP (Antimicrobial 

Peptide Database) comptabilisait plus de 2 742 AMPs avec des activités antagonistes et 

d’autres fonctions biologiques incluant des activités antimicrobiennes, antiparasitaires, anti-

oxydantes, anti-biofilm, etc. Par ailleurs, la base de données CAMP (Collection of Anti-

Microbial Peptides) comptabilisait, à la même période de l’année, 1 386 peptides à activité 

antimicrobiennes uniquement (Waghu et al., 2016; Wang et al., 2016). 

 

Tous ces métabolites antagonistes présentent des mécanismes d’actions différents 

(Figure 15 et Figure 17) aboutissant à la mort cellulaire (Hatoum et al., 2013; Belguesmia et al., 

2011; Naghmouchi et al., 2011b).  
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(Synthétisé à l’aide de Cavera et al., 2015; Hatoum et al., 2012; Donadio et Sosio, 2009) 

Figure 15. Représentation schématique des mécanismes d’action des composés antagonistes agissant sur la membrane plasmique ou la paroi bactérienne. 
Les mécanismes d’action présentés ici ont généralement un effet inhibiteur immédiat, par lyse de la cellule cible. a : Les composés antagonistes peuvent interagir directement avec la bicouche lipidique, ou avec 

un récepteur membranaire. L’interaction conduit, soit à la formation de pores membranaires, soit à la dislocation de cette dernière par polarisation ou désorganisation des phospholipides de la membrane. Dans 

les deux cas, ces perturbations conduisent à la fuite d’ions et/ou d’éléments intracellulaires. b : Les composés antagonistes peuvent inactiver les enzymes responsables de la synthèse du peptidoglycane, 

notamment la transglycosylase permettant la liaison β1-4 entre le N-acétyl glucosamine (NAG) et l’acide N-acétyl muramique (NAM) ou la transpeptidase permettant la liaison interpeptidique entre les chaines 

tétrapeptiques. 
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4.1.5.1. Bactériocines et mycocines 

Les bactériocines sont des peptides antimicrobiens, ou AMP, synthétisés par voie 

ribosomique. A l’instar des antibiotiques, les bactériocines peuvent être bactéricides ou 

bactériostatiques (Riley, 2009). Les bactériocines peuvent avoir des activités dirigées contre 

des souches phylogénétiquement proches de la souche productrice (spectre étroit) ou contre 

des souches taxonomiquement éloignées de la souche bactériocinogène (spectre large), 

comme la nisine A (Figure 16) (Ahmad et al., 2016; Cavera et al., 2015; Perin et al., 2015; Riley, 

2009). Il faut noter que la nisine est la bactériocine la plus connue et la seule autorisée comme 

additif alimentaire sous le code E234. Il existe plusieurs variants de la nisine : variants A, Z, Q 

produits par des souches de Lactococcus lactis, et un variant U produit par Streptococcus uberis 

(Naghmouchi et al., 2011a). 

 

 

(Issue de Williams et Delves-Broughton, 2003) 

Figure 16. Représentation de la composition en acides aminés de la nisine A.  
Abréviation utilisée pour les acides aminés non usuels. ABA : Acide aminobutyrique ; DHA : Dehydroalanine ; DHB : 

Dehydrobutyrine ; ALA-S-ALA : Lanthionine ; ABA-S-ALA : β-methyllanthionine. 

 

Les bactériocines sont produites par les bactéries à Gram-positif et à Gram-négatif 

(Ahmad et al., 2016; Drider et Rebuffat, 2011; Riley, 2009). Actuellement, les informations 

générées sur les bactériocines sont contenues dans la base de données BACTIBASE (Hammami 

et al., 2007). 
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 Bactériocines produites par les bactéries à Gram-négatif 4.1.5.1.1.

Les bactériocines représentatives des bactéries à Gram-négatif sont les colicines et les 

microcines, produites par les entérobactéries. Ces bactériocines, dont les colicines, sont des 

protéines inhibant les souches cibles par différents mécanismes incluant selon  Riley (2009) :  

- La dislocation ou formation de pores dans la membrane cytoplasmique (Figure 15a). 

- Le blocage de la synthèse du peptidoglycane ou de la membrane externe (Figure 15b). 

- La dégradation ou blocage des enzymes de synthèse de l’ADN (Figure 17a). 

- Le blocage de la synthèse protéique par action sur l’ARN ou sur les ribosomes (Figure 17b). 

- Le blocage de la synthèse macromoléculaire via un arrêt de la respiration. 

 

Ce modèle de bactériocines peut agir par translocation du milieu extracellulaire vers le 

milieu intracellulaire. En effet, cette translocation peut s’effectuer via la fixation à des 

récepteurs de surface spécifiques, comme les récepteurs Toll ou TonB qui reconnaissent les 

colicines (Riley, 2009). 

 

La production des bactériocines par les bactéries à Gram-négatif est particulière. Dans 

des conditions de stress, seulement une faible proportion de cellules productrices est capable 

de synthétiser ces molécules. Les cellules devront alors s’autolyser afin de libérer leurs toxines 

et inhiber les cellules voisines sensibles. Les autres cellules capables de produire ces 

bactériocines, mais non lysées, sont elles-mêmes résistances aux toxines libérées (Riley, 2009). 

D’un point de vue structurel, les bactériocines produites par les bactéries à Gram-négatif sont 

similaires entre-elles et sont proches des colicines. Ce sont des protéines comprenant trois 

domaines fonctionnels distincts, l’une pour la reconnaissance du récepteur, un autre pour la 

translocation de la protéine et le dernier dédié à l’activité toxique (Riley, 2009). 



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE Antagonisme 

 

 

44 

 
(Synthétisé à l’aide de Cavera et al., 2015; Hatoum et al., 2012) 

Figure 17. Représentation schématique des mécanismes d’actions des composés antagonistes agissant sur l’ADN et sur la synthèse protéique 
Les mécanismes d’action ci-dessus ont un effet rapide, mais non immédiat, par disparition progressive de composés indispensables à la survie et/ou à la duplication des cellules cibles. a : Les composés 

antagonistes peuvent interagir sur l’expression génétique par divers processus. La dégradation de l’ADN empêche la transcription des gènes. Le blocage des enzymes de réplication de l’ADN, par action sur les 

ADN polymérases ou sur l’hélicase, induit le blocage de la division cellulaire, mais également la transcription de certains gènes. b : La dégradation de l’ARN inhibe également l’expression de gènes, cependant 

cette inhibition intervient plus fortement sur la synthèse protéique. La synthèse protéique peut également être inhibée par un composé antagoniste lorsque ce dernier bloque la traduction des ARNm en 

protéines, effectuée par les ribosomes. 
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 Bactériocines produites par les bactéries à Gram-positif 4.1.5.1.2.

Les bactériocines produites par les bactéries à Gram-positif sont classées en 3 groupes, 

selon certains paramètres physico-chimiques comme le poids moléculaire, la thermostabilité et 

la présence ou non de modifications post-traductionnelles (Figure 18). Une quatrième classe 

est parfois proposée dans certaines classifications, celle-ci comprend des bactériocines 

complexes contenant des lipides et des glucides (Ahmad et al., 2016; Cavera et al., 2015; 

Balciunas et al., 2013; Drider et Prévost, 2009). 

 

 
(Adapté de Ahmad et al., 2016; Balciunas et al., 2013; Drider et Prévost, 2009) 

Figure 18. Classification des bactériocines  
Les indications bleues sont des exemples de bactériocines présentes dans les classes indiquées dans la case au-dessus 
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Les bactériocines produites par les bactéries à Gram-positif sont plus variées et 

abondantes que celles produites par les bactéries à Gram-négatif. Les bactériocines issues de 

bactéries à Gram-positif ressemblent aux AMP produits par les cellules eucaryotes, qui 

possèdent une structure cationique. Elles agissent essentiellement par perméabilisation 

membranaire suivant une interaction électrostatique, libérant les éléments vitaux de la cellule 

et entrainant la lyse de celle-ci, sauf pour la classe III qui présente des modes d’action plus 

variés (Riley, 2009). 

 

La sécrétion des bactériocines issues de bactéries à Gram-positif n’implique pas la lyse 

de la cellule productrice. En effet, ces dernières sont synthétisées puis sécrétées via des 

mécanismes de transports spécifiques. La production de ces bactériocines est associée à la 

transition entre la phase exponentielle de croissance et la phase stationnaire. Cette production 

n’est pas dépendante du cycle cellulaire, mais plutôt de la densité cellulaire (Riley, 2009). 

 

 Mycocines 4.1.5.1.3.

De manière hative, les mycocines pourraient être assimilées aux bactériocines. Elles 

sont reconnues comme communes chez la levure, spécialement dans les populations à haute 

densité (Golubev et al., 2002). Ces mycocines, appelées toxines K ou encore « Killer Toxin », 

sont des protéines ou glycoprotéines sécrétées, composées de deux ou trois sous-unités 

(Hatoum et al., 2013; Arzumanian et al., 2009; Guyard et al., 2002a; Golubev, 1998). Leurs 

poids moléculaires sont compris entre 10 et 20 kDa. Certaines mycocines glycoprotéiques 

peuvent avoir un poids moléculaire beaucoup plus élevé, comme celles de Kluyveromyces lactis 

et Pichia anomala, dont le poids moléculaire est supérieur à 100 kDa (Guyard et al., 2002b; 

Golubev, 1998). Ces mycocines présentent une instabilité aux variations thermiques et de pH, 

ce qui les éloigne des bactériocines (Lowes et al., 2000). 

 

Le mode d’action des mycocines s’observe par une augmentation de la perméabilité 

aux protons chez les cellules sensibles et par la formation de canaux ioniques perméables dans 

la membrane cytoplasmique (Figure 15a). La formation de ce type pore induit une modification 

du potentiel électrochimique des cellules, conduisant à leur lyse (Golubev, 1998).  
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Le spectre d’activité des mycocines est restreint aux souches phylogénétiquement 

proches de la souche productrice (Hatoum et al., 2013; Lowes et al., 2000), rappelant le 

spectre de certaines bactériocines produites par les bactéries à Gram-positif. Toutefois des 

études ont montrées que certaines mycocines peuvent être actives contre d’autres fungi 

(Starmer et Lachance, 2011; Guyard et al., 2002a), voire même être antibactériennes. 

Toutefois, pour être considérée comme une mycocine, la molécule doit impérativement 

présenter une activité antifongique (Perin et al., 2015; Hatoum et al., 2013).  

 

La bibliométrie montre que les mycocines sont moins étudiées que les bactériocines 

(Bajaj et al., 2013). Une recherche simple sur la base de données NCBI en utilisant le mot-clef 

« mycocin » conduit à 26 publications à partir de 1997 (NCBI, 2016a), alors que la combinaison 

des mots clefs « (Yeast AND (mycocin OR "Killer toxin")) NOT NK » conduit à 257 publications. 

En revanche, l’utilisation de « bacteriocin » comme mot-clef dans cette base de données se 

traduit par au moins 8507 publications, à partir de 1945 (NCBI, 2016b). Au cours des années, 

l’intérêt porté aux bactériocines, tant sur le plan fondamental que sur les applications agro-

alimentaires et médicales, a augmenté de manière très significative (Figure 19), alors que le 

nombre d’études afférentes aux mycocines est restée stable (Figure 20). 

 

 

Figure 19. Nombre de publications sur NCBI concernant les bactériocines au cours du temps 
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Figure 20. Nombre de publications sur NCBI concernant les mycocines au cours du temps 

 

4.1.5.2. NRP et polycétides 

Certains composés antagonistes sont synthétisés par voie non ribosomique, les peptides 

non-ribosomiques (NRP) et les polycétides (PK) sont constitués d’unités cétides (Figure 21).  

 
(Extrait Ridley et Khosla, 2009) 

Figure 21. Représentation semi-développée d’une unité cétide 

 

C’est dans cette famille que l’on retrouve la majorité des antibiotiques utilisés actuellement en 

thérapeutique. Les NRP sont de nature peptidique et possèdent parfois des modifications 

post-traductionnelles, comme des glycosylations. On retrouve dans ce répertoire, la 

vancomycine ou la daptomycine. Les PK sont constitués de condensation de précurseurs 

d’acyle-thioester, à l’instar de l’érythromycine (Figure 22), de la tétracycline ou encore de la 

lovastatine (Gulick, 2016; Donadio et Sosio, 2009; Ridley et Khosla, 2009). 
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(Repris de Gulick, 2016; Ridley et Khosla, 2009) 

Figure 22. Représentation moléculaire de la vancomycine et de l’érythromycine 

 

Les mécanismes d’actions sont similaires à ceux précédemment décrits. On observe des 

inhibitions de la synthèse du peptidoglycane chez les NRP comme la vancomycine ou la 

teixobactine (Ling et al., 2015; Donadio et Sosio, 2009). On retrouve également la formation de 

pores (Figure 15a), pour des NRP comme la daptomycine ou des PK comme l’amphotéricine B 

(Pogliano et al., 2012; Ridley et Khosla, 2009). Enfin, une partie des PK présentent un effet 

inhibiteur des ribosomes bactériens (Figure 17b), comme l’érythromycine ou la tétracycline 

(Ridley et Khosla, 2009). 

 

Ces molécules antagonistes ont un champ d’action large et sont actives contre les 

bactéries à Gram-positif, comme la vancomycine, et sur les bactéries à Gram-négatif, comme la 

tétracycline ou encore contre les fungi comme l’amphotéricine B. Actuellement, plus de 1 184 

NRP sont recensés dans la base de données Norine, consacrée à ces molécules (Flissi et al., 

2016). 
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4.1.5.3. Sophorolipides, enzymes et acides 

Il existe des glycolipides présentant une activité antagoniste, peu étudiés, nommés 

sophorolipides (Solaiman et al., 2015; Hatoum et al., 2013). Ces peptides antimicrobiens sont 

de masse moléculaire inférieure à 1 kDa, mais dotés d’un large spectre d’activité et d’une 

thermostabilité (Hatoum et al., 2013; Arzumanian et al., 2009). Les sophorolipides possèdent 

des propriétés surfactante, et seraient produits par certaines espèces de levures, comme 

Candida bombicola. Leurs activités antagonistes sont dirigées contre d’autres espèces de fungi, 

contre des algues unicellulaires et contre des bactéries à Gram-positif (Van Bogaert et al., 

2007). Ces composés agissent par perméabilisation membranaire (Figure 15a), à l’instar de 

nombreux autres composés inhibiteurs (Joshi-Navare et Prabhune, 2013). 

 

De plus, d’autres composés plus classiques présentant des activités antagonistes 

comme certains acides organiques ont été étudiés. C’est le cas de l’acide δ-3-phenyllactique ou 

de l’acide δ-3-indollactique, produits par Galactomyces geotrichum et actifs sur 

L.  monocytogenes (Hatoum et al., 2013). 

 

Ces métabolites antagonistes se distinguent par un spectre d’activité plus restreint, 

mais plus efficace que les inhibitions par compétition nutritionnelle ou modification 

physicochimique du milieu présenté précédemment (Cavera et al., 2015; Winkelströter et al., 

2015; Hatoum et al., 2013). Le principal mécanisme d’action de ces composés antagonistes 

semble être la lyse par modification de la membrane plasmique ou de la paroi. 

 

L’activité d’un microorganisme antagoniste peut être issue de la combinaison de 

plusieurs mécanismes d’antagonismes (Bianchini, 2015). 
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4.2. Applications biotechnologiques 

Les microorganismes antagonistes sont déjà utilisés comme agents de protection et de 

contrôle contre des souches pathogènes, notamment dans les domaines agronomiques, pour 

éliminer les moisissures indésirables des fruits et des céréales (Jung et al., 2014; Starmer et 

Lachance, 2011). Toutefois, de plus en plus d’études proposent les microorganismes 

antagonistes comme moyens de lutte contre les microorganismes pathogènes ou pour le 

traitement des bactéries multi-résistantes, et ce dans des domaines de la santé animale et 

vétérinaire (Cavera et al., 2015; Belguesmia et al., 2011), offrant ainsi des possibilités 

d’application en santé animale (Naghmouchi et al., 2011b). 

 

4.2.1. Souches antagonistes non-utilisables 

Les organismes antagonistes ayant un effet inhibiteur par compétition nutritionnelle et 

spatiale, ainsi que par modifications physicochimiques du milieu (Figure 12a et Figure 12b) sont 

difficilement utilisables dans les biotechnologies agroalimentaires et médicales. En effet, ils 

induisent des modifications du milieu, pouvant alors conduire à une altération du support 

plutôt qu’a un effet bénéfique. Par ailleurs, les enzymes nécessitent un milieu spécifique et des 

conditions bien définies pour être actives. 

 

L’antagonisme par CDI pourrait être adapté à une utilisation biotechnologique, de par 

son rôle significatif sur les communautés microbiennes (Morse et al., 2015; Ruhe et al., 2013). 

Cette utilisation n’est cependant par encore d’actualité, car son mécanisme d’action reste à 

élucider, ce qui entrainerait une utilisation empirique (Morse et al., 2015; Willett et al., 2015).  

 

4.2.2. Utilisation de métabolites antagonistes 

L’utilisation biotechnologique des microorganismes antagonistes est essentiellement axée 

sur l’utilisation de microorganismes producteurs de peptides antimicrobiens. Comme 

précédemment indiqué, la nisine une bactériocine de classe I, est largement utilisée comme additif 

alimentaire pour la conservation des aliments. En plus de cette application alimentaire, il a été 

proposé d’utiliser la nisine pour le traitement de certaines infections (Naghmouchi et al., 2013)  
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4.3. Levures antagonistes 

4.3.1. Introduction aux levures 

Le terme « levure » provient de mots ayant pour signification « lever », « élever », ou 

« mousse ». Cette origine étymologique fait référence directement au processus de fermentation 

observé dans la bière et le pain (Hatoum et al., 2012; Kurtzman et al., 2011). Les levures sont 

des organismes eucaryotes unicellulaires (Figure 23a), faisant partie du règne des fungi, plus 

communément appelé champignons. Le livre de Kurtzman édité en 2011 recense, au moins, 

320 genres et 3 426 espèces de levures. Toutefois, on estime que ce nombre ne représente que 

1 % des espèces existantes dans la nature (Prescott, 2013; Kutty et Philip, 2008). Ces 

microorganismes montrent une reproduction soit asexuée, soit sexuée, par bourgeonnement 

et division transversale ou par formation de fructifications contenant des spores. Cette double 

possibilité de reproduction induit quelques particularités dans leur nomenclature (Toju et al., 

2012; Kurtzman et al., 2011; Walstra et al., 2005). 

 

4.3.1.1. Génétique et nomenclature 

Il existe des cellules haploïdes, ne contenant qu’une seule copie de chaque chromosome. 

Elles sont alors de type « a » ou « α ». Il existe des cellules diploïdes, de type « a/α », qui 

contiennent deux copies de chaque chromosome. Ainsi, deux modes de reproduction sont 

définis. La reproduction asexuée, par bourgeonnement et fissions transversales conduisant à la 

production d’une cellule fille identique à la cellule mère (Figure 23a). Cette reproduction est 

possible pour tous les types de cellules, « a », « α » et « a/α ». La reproduction sexuée est 

possible par conjugaison de deux cellules haploïdes de type « a » et « α », pour former une 

cellule diploïde « a/α » (Figure 23d). Les cellules diploïdes sont capables de reproduction par 

formation de fructifications. Ces fructifications peuvent être des basides ou des asques  

contenant une ou plusieurs spores haploïde(s) (Figure 23e), de type « a » ou « α » (Kurtzman et 

al., 2011; Madhani, 2007). Les levures sont représentées, pour la majorité, par des 

ascomycètes, formant des asques contenant des ascospores. Un moindre nombre de levures 

sont des basidiomycète, formant des basides contenant des basidiospores (Prescott, 2013; 

Kutty et Philip, 2008).  
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Les levures se reproduisant de manière asexuée sont dites sous forme anamorphe. Les 

levures anamorphes sont visibles dans des milieux riches en nutriments. Les levures montrant 

une reproduction sexuée sont dites sous forme téléomorphe. Cette forme, de même que les 

fructifications, sont généralement visibles lorsque le milieu devient pauvre en nutriments. Il 

faut noter que certaines espèces de levures sont capables de former des pseudo-hyphes 

(Figure 23c), c’est-à-dire des ramifications constituées de plusieurs cellules accolées, 

permettant un étalement des cellules afin de trouver de nouveaux nutriments. Ces 

pseudo-hyphes peuvent également se conjuguer et être le support de fructifications (Prescott, 

2013; Madhani, 2007).  

 

Du fait de ces deux reproductions, les fungi sont les seuls organismes vivants qui ont 

deux noms valides. Chaque levure a donc un nom, basé sur la forme anamorphe, et un nom 

basé sur la forme téléomorphe, lorsque cette dernière est connue. Il est communément acquis 

que le nom usuel des fungi correspond au nom téléomorphe, s’il existe (Tableau 7). Si ce 

dernier nom n’est pas défini, on utilise le nom anamorphe de la levure désignée (Kurtzman et 

al., 2011; Barnett et al., 2007). 

 

4.3.1.2. Biotechnologies des levures 

Les levures ont une influence bénéfique ou délétère dans de nombreux domaines de la 

technologie (Figure 24), notamment en agriculture, pharmacologie, production 

agroalimentaire et biotechnologies environnementales (Toju et al., 2012; Begerow et al., 

2010). Toutefois, il existe des levures qui sont pathogènes pour l’humain, les animaux et les 

plantes, comme C. albicans responsable de candidose chez l’humain. C. albicans est une 

souche commensale naturelle du tractus intestinal et contribuant dans des circonstances 

normales à la digestion et à la protection de la microflore gastro-intestinale (Gulati et Nobile, 

2016).  
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(Réalisé à l’aide de Kurtzman, 2011; Madhani, 2007; Gadanho et Sampaio, 2002) 

Figure 23. Représentation schématique d’une levure et des types de reproduction 
a : Représentation d’une cellule de levure et de ses organites ; b : Reproduction asexuée par bourgeonnement et fission 

transversale ; c : reproduction par formation de pseudo-hyphes ; d : conjugaison permettant la formation de cellules diploïdes ; e : 

reproduction par formation de fructifications, de types basides ou asques.  
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Tableau 7. Exemples de nomenclatures possibles chez les levures 
Forme Téléomorphe 

Nomenclature usuelle 

Forme Anamorphe 

Nomenclature spécifique 

Synonymes 

Nomenclature non valide 

Debaryomyces hansenii Candida famata 

Saccharomyces hansenii 

Pichia hansenii 

Debaryozyma hansenii 

Debaryomyces tyrocola 

etc… 

Non existant Candida albicans 

Oidium albicans 

Saccharomyces albicans 

Procandida albicans 

Actonia tropicalis 

etc… 

Non existant Kazachstania viticola Non existant 

(adapté de Kurtzman, 2011) 

 

Dans le secteur agroalimentaire, les levures sont impliquées dans de nombreux 

processus de fermentation, comme le brassage, la panification, la vinification ou encore la 

production de produits laitiers. Elles contribuent aux qualités organoleptiques des aliments, et 

empêchent parfois la colonisation par des organismes indésirables (Prescott, 2013; El-Sharoud 

et al., 2009; Senses-Ergul et al., 2006; Viljoen et al., 2003; Jakobsen et Narvhus, 1996). Les 

levures sont également impliquées dans l’altération des aliments cités ci-dessus, souvent suite 

à une faille dans le processus de fermentation ou par une contamination post-production (El-

Sharoud et al., 2009; Senses-Ergul et al., 2006; Viljoen et al., 2003; Jakobsen et Narvhus, 1996).  

 

L’utilisation des levures en alimentation animale et aquacole est également possible, à 

cause de leur richesse en protéines, lipides et vitamines. Elles seront alors produites via la 

biotransformation de matériaux bruts en biomasse de levures, à qualité nutritionnelle 

hautement significative (Silva et al., 2011; Kutty et Philip, 2008). 
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Pour des applications biotechnologiques, les levures peuvent produire de nombreux 

composés de façon économique grâce à leurs temps de génération courts et l’utilisation de 

milieux de culture peu coûteux. Ces composés peuvent être des anti-oxydants, des vitamines, 

des lipides, des enzymes et d’autres métabolites extracellulaires. De par leurs qualités 

d’eucaryotes, il est possible d’effectuer des transformations génétiques pour obtenir des 

composés difficiles à produire par les bactéries, comme certains antibiotiques, des 

cyclosporines ou des immunodépresseurs (Prescott, 2013; Silva et al., 2011; Kutty et Philip, 

2008). 

 

 
(Traduit de Johnson et Echavarri-Erasun, 2011) 

Figure 24. Différents domaines biotechnologiques utilisant les levures. 
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4.3.2. Levures antagonistes 

La première référence à des levures antagonistes date de 1909 par Hayduck et Fernbach. 

Cette première référence a mis en avant des toxines volatiles thermolabiles ayant une activité 

sur la croissance d’E. coli et de staphylocoques. Malgré cette découverte, l’activité 

antimicrobienne des levures n’a jamais fait l’objet de recherches intensives. On considère que la 

compétition spatiale et nutritionnelle est le mécanisme d’antagonisme essentiel des levures 

(Figure 12a et Figure 13), suivie de la production d’éthanol et d’acides organiques (Figure 12b et 

Figure 14). La production d’enzymes et d’autres composés antimicrobiens est très peu prise en 

compte dans l’étude des mécanismes antagonistes chez la levure (Núñez et al., 2015; Hatoum et 

al., 2012, 2013; Spadaro et al., 2002). 

 

4.3.2.1. Phénomènes «tueur » et mycocines 

Les levures aptes à produire des mycocines sont dites mycocinogènes. On les nomme 

alors levures « tueuses » (Golubev et Nakase, 1997). La première levure « tueuse » isolée est 

une souche de Saccharomyces cerevisiae issue de brassins de bières (Keszthelyi et al., 2008; 

Santos et al., 2004; Golubev, 1998). De nos jours, les levures mycocinogènes sont reconnues 

comme communes et particulièrement présentes dans les communautés microbiennes à 

densité très élevée (Starmer et Lachance, 2011; Golubev et al., 2002). 

 

Les mycocines peuvent être codées par de l’ADN chromosomique, mais également par des 

éléments extra-chromosomiques. Ces origines exogènes peuvent être de l’ARN double brin issu de 

particules virales ou de plasmides (Starmer et Lachance, 2011; Keszthelyi et al., 2008; İzgü et al., 

2006).  

 

La production de mycocines est souche-dépendante et non espèce-dépendante. Ainsi, 

deux souches d’une même espèce peuvent produire deux mycocines différentes (Keszthelyi et 

al., 2008). La production de mycocines a souvent lieu juste après la colonisation de nouveaux 

milieux, afin d’obtenir un avantage dans la compétition nutritionnelle. Cette production est 

dépendante de la composition du milieu de culture, et des conditions de croissance (Starmer et 
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Lachance, 2011). La production des mycocines semble être facilitée par l’acidité du milieu 

(Arzumanian et al., 2009; Golubev, 1998). 

Actuellement de nombreuses souches mycocinogènes ont été décrites, notamment 

chez les levures du genre Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Kluyveromyces, Pichia, 

Torulopsis, Saccharomyces et Williopsis (İzgü et al., 2006; Buzzini et al., 2004; Lowes et al., 

2000). 

 

4.3.2.2. Autres capacités antagonistes 

D’autres types de composés protéiques antagonistes, autres que les mycocines, ont été 

trouvés chez S. cerevisiae. Ils seraient actifs sur les bactéries malolactiques, mais leur structure 

n’a pas été élucidée. D’autres composés peptidiques, d’une masse moléculaire 10 kDa ont été 

retrouvés chez la même espèce, avec une activité contre plusieurs genres de levures (Branco et 

al., 2014). 

 

Certaines souches de levures sont capables de produire des enzymes dégradant les 

parois d’autres fungi (Figure 12c), on pourra citer Williopsis saturnus, également nommé 

Pichia anomala, produisant des β-1-3-glucanases (İzgü et al., 2006). Des composés volatils 

antifongiques peuvent être produits par certaines levures comme C. valida et Rhodotorula 

glutinis (Schisler et al., 2011). 

 

Enfin, des activités antagonistes par modifications physicochimiques du milieu sont 

également possibles (Figure 12b). On peut noter la production d’acides organiques comme 

l’acide pulcherrimique de Metschnikowiia pulcherrima, permettant l’agrégation et le piégeage du 

fer, le rendant limitant pour les autres organismes (Golubev, 1998).  

 

Tous ces composés antagonistes d’origines fongiques ou bactériennes peuvent trouver 

des applications biotechnologiques.  



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE Antagonisme 

 

 

59 

4.3.3. Biotechnologies et levures antagonistes 

Les levures antagonistes sont utilisées comme agents de biocontrôle pour lutter contre 

ou pour contrôler des levures alimentaires indésirables, mais également d’autres fungi (Santos 

et al., 2004). Ainsi, des souches antagonistes de K. lactis ou S. cerevisiae peuvent être utilisées 

pour lutter contre les altérations fongiques des céréales stockées dans les ensilages (Lowes et 

al., 2000; Kitamoto et al., 1993). 

 

D’autres souches sont utilisées contre les altérations alimentaires des produits finis, ou 

sont simplement incorporées dans les cultures initiales (Goretti et al., 2009; İzgü et al., 2006; 

Santos et al., 2004). C’est le cas de la levure Debaryomyces hansenii, qui est capable d’inhiber 

les moisissures pathogènes dans les produits laitiers, les fruits et la viande séchée (Núñez et al., 

2015). En dépit de ces résultats probants, l’utilisation de ces souches dans le domaine 

alimentaire nécessite qu’elles aient les statuts « Generaly Recognize As Safe » (GRAS), et 

« Qualified Presumed Safe » (QPS). Ces deux statuts sont attribués en Europe, et USA, 

respectivement. Il est préférable que la souche utilisée n’ait pas d’impact sur les propriétés 

organoleptiques du produit (Núñez et al., 2015). 

 

Les levures antagonistes sont également proposées pour un usage en médecine 

vétérinaire et médecine humaine pour le traitement des plaies superficielles (Buzzini et al., 

2004). C’est le cas de Pi. anomala qui est active contre d’autres souches de Pi. anomala, mais 

également contre des souches de C. albicans, Pi. carnii et S. cerevisiae (İzgü et al., 2006; Buzzini 

et al., 2004; Guyard et al., 2002a). 

 

Plus récemment, les propriétés immunostimulantes de certaines levures ont été 

rapportées dans la littérature. Elles sont attribuées aux sucres complexes et aux acides 

nucléiques. Avec l’accumulation de données sur la biologie des levures, sur leurs effets 

bénéfiques et en sus des activités antagonistes, les levures, particulièrement les levures non-

Saccharomyces, sont maintenant vues comme des probiotiques potentiels. La seule levure 

bénéficiant du statut probiotique reste S. cerevisiae var boulardii (Gulati et Nobile, 2016; 

Hatoum et al., 2012; Kutty et Philip, 2008). 
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5. MICROORGANISMES PROBIOTIQUES 

Les premières notions sur les organismes probiotiques datent du début du 20e siècle, 

lorsque Elie Metchinikoff, prix Nobel de physiologie 1908, déclara que la consommation de 

bactéries vivantes, issues du yaourt, améliore la fonction intestinale (Alexandre et al., 2014; 

Tanriover et al., 2012). Le terme probiotique est utilisé pour la première fois en 1965 par Lilly 

et Stillwell, pour décrire des substances sécrétées par un microorganisme, stimulant la 

croissance d’un autre microorganisme. Ce terme vient du Grec « Pro bios » qui signifie pour la 

vie (Bios). Le terme probiotique est ensuite repris par les organisations internationales 

(FAO/WHO, 2002) pour aboutir à la définition suivante : « Les probiotiques sont des 

microorganismes vivants qui, lorsqu’ils ingérées en quantité suffisante, apporte des effets 

bénéfiques, à la santé de l’hôte ». Ainsi, les souches prétendantes au grade probiotique 

doivent satisfaire aux recommandations de l’OMS et montrer une activité biologique. Le 

marché des ingrédients probiotiques a atteint 19,6 milliards d’euros en 2013, soit 4,3 % de plus 

qu’en 2008, où il avait atteint 15,9 milliards d’euros (Soccol et al., 2010). 

 

De nombreuses souches microbiennes, incluant des bactéries lactiques et à un degré 

moins important des levures sont considérées comme des probiotiques potentiels.  

 

5.1. Probiotiques connus 

La plupart des souches de probiotiques reconnues sont d’origines bactériennes. 

Comme indiqué, ce sont essentiellement des BAL, incluant Lactobacillus, Bifidobacterium et 

Streptococcus. D’autres bactéries appartenant aux genres Bacillus et Pediococcus ont été 

proposées pour des applications probiotiques (Chelliah et al., 2016; Binetti et al., 2013; Soccol 

et al., 2010). Les applications probiotiques afférentes aux levures non-Saccharomyces méritent 

plus d’attention et d’investigation. Dans le cadre de ce travail, nous avons apporté des 

évidences sur le potentiel probiotique des souches du genre Kluyveromyces, en l’occurrence 

K. marxianus et K. lactis. Nos études sont consolidées par les travaux de Fadda et al. (2017) 

Soccol et al. (2010) et Kumura et al. (2004) sur le potentiel de K. marxianus pour être considéré 

comme une levure probiotique. Pour information, le Tableau 8, contient la liste non exhaustive 

des souches probiotiques ou commercialisées comme telles, actuellement.  
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Tableau 8. Liste des probiotiques utilisés chez l’homme et l’animal 
Genre espèces Utilisation 

Bacillus 

coagulans Thérapeutique humaine (Arthrite rhumatoïde) 

subtilis 
Alimentation humaine (Additif alimentaire) 

Alimentation animale (Crevettes) 

licheniformis Alimentation animale (Crevettes) 

spp. 
Alimentation animale (Mollusques, Aquaculture générale, 

Volailles) 

Bifidobacterium 

animalis spp. animalis 

Alimentation humaine (Produits laitiers) animalis spp. lactis 

bifidum 

longum Alimentation humaine (Produits laitiers) 

Alimentation animale (Volailles) plantarum 

spp. Alimentation animale (Volailles) 

Clostridium spp. Alimentation animale (Poissons) 

Enterococcus 

faecalis Alimentation animale (Canins) 

faecium 
Thérapeutique humaine (Contre le cholestérol) 

Alimentation animale (Porcs, Canins, Félins) 

spp. Alimentation animale (Volailles) 

Lactobacillus 

acidophilus Alimentation humaine (Produits laitiers) 

casei 
Alimentation humaine (Produits laitiers) 

Alimentation animale (Porcs) 

fortis 

Alimentation humaine (Produits laitiers) johnsonii 

lactis spp. lactis 

reuteri 
Alimentation humaine (Produits laitiers) 

Alimentation animale (Porcs) 

rhamnosus Alimentation humaine (Produits laitiers) 

sporogenes 
Alimentation animale (Volailles) 

spp. 

Lactococcus lactis spp. lactis 
Alimentation humaine (Produits laitiers) 

Alimentation animale (Porcs) 

Levures ND Alimentation animale (Mollusques) 

Pediococcus acidilactici Alimentation animale (Porcs, Volailles.) 

Saccharomyces 

cerevisiae 
Alimentation animale (Aquaculture générale, 

Mammifères allaitants, Buffle, Chameau) 

boulardii 
Thérapeutique humaine (Diarrhées) 

Alimentation animale (Poissons) 

Streptococcus thermophilus Thérapeutique humaine (Contre le cholestérol) 

 spp. Alimentation animale (Volailles) 

ND : Non Disponible - (Tableau retravaillé et traduit de Serce et al., 2013; Johnson et Echavarri-Erasun, 2011; Soccol et al., 2010) 
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En addition à ces souches commerciales, la recherche de nouvelles souches 

probiotiques, à partir de différents écosystèmes, se poursuit dans différents laboratoires, 

comme l’indique le nombre impressionnant de publications dédiées à la recherche de ces 

nouvelles souches. 

 

5.2. Caractéristiques probiotiques 

La notion de quantité adéquate, indiquée dans la définition des probiotiques, est un 

élément critique pour l’utilisation des probiotiques. En effet, les microorganismes ingérés 

doivent apporter une plus-value et se développer malgré la microflore intestinale. Cette 

microflore est un mélange complexe de microorganismes, comportant plus de 500 espèces 

différentes (Lee, 2014; Gill, 2003). Selon Arslan et al. (2015) et Foligné et al., (2016), la quantité 

nécessaire pour observer un effet avec des souches probiotiques est de l’ordre de 106 à 108 

UFC (unités formant colonies) par gramme ingéré. 

 

Les probiotiques ingérés doivent résister à l‘environnement intestinal et 

particulièrement au processus de digestion gastro-intestinale. Cette résistance dépend de 

plusieurs facteurs comme la résistance aux acides gastriques et aux sécrétions gastriques 

(Fadda et al., 2017; Binetti et al., 2013; Xie et al., 2012; Soccol et al., 2010). Une fois le passage 

de la digestion gastro-intestinale assurée, les probiotiques doivent être en mesure d’adhérer 

aux cellules intestinales afin de s’y installer. Généralement, cette fonction est déterminée en 

amont par des analyses in vitro, en mesurant le taux d’adhésion des microorganismes 

candidats aux cellules humaines Caco-2, issues d’adénocarcinome du côlon (Fadda et al., 2017; 

Xie et al., 2012; Soccol et al., 2010). Les tests d’adhésion peuvent être établis sur d’autres 

lignées cellulaires comme HT29, T84 voire des cellules sécrétrices de mucus HT29MX 

(Messaoudi et al., 2013; van der Aa Kühle et al., 2005). Les capacités d’adhésion aux cellules 

intestinales semblent être reliées au profil d’hydrophobicité des cellules, mais également aux 

capacités d’auto-agrégation de ces dernières (Fadda et al., 2017; Binetti et al., 2013). 
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Les souches candidates doivent aussi être évaluées pour leur innocuité (absence de 

gènes de résistance aux antibiotiques, absence d’activité hémolytique,… (Fadda et al., 2017; 

Xie et al., 2012; Soccol et al., 2010). Les capacités antagonistes de ces souches constituent un 

critère de majeur pour la sélection d’une souche probiotique (Fadda et al., 2017). En effet, cet 

antagonisme peut empêcher la colonisation par des microorganismes pathogènes. Toujours en 

relation avec l’antagonisme, les capacités de co-agrégation avec des souches pathogènes 

constituent des indices sur les capacités d’élimination et séquestration des souches 

pathogènes (Xie et al., 2012; Soccol et al., 2010). 

 

En conclusion, la sélection des souches probiotiques doit s’établir sur la base de critères 

clairs et de fonction(s) biologique(s) bien déterminée(s). Les critères en question sont les suivants 

: 

- Résistance à la digestion gastro-intestinale 

- Capacité à coloniser la muqueuse intestinale 

- Absence de pathogénicité pour l’hôte 

- Activité(s) contre les pathogènes intestinaux 

 

Selon Soccol et al. (2010), les probiotiques utilisés aujourd’hui ne sont cependant pas 

sélectionnés sur la totalité de ces critères. 
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5.3. Probiotiques et santé de l’hôte 

Les effets bénéfiques des probiotiques pour l’humain sont divers, ils peuvent cependant 

être divisés en trois catégories (Likotrafiti et Rhoades, 2016; Soccol et al., 2010; Gilliland, 2003) : 

- Effet sur les microorganismes pathogènes ou commensaux de l’intestin. Les 

probiotiques présentant ces propriétés sont utilisés dans le traitement préventif et 

thérapeutique des infections, ou alors pour restaurer l’équilibre du microbiote 

intestinal. Ils sont généralement consommés après une antibiothérapie, ou tout 

simplement consommés pour conserver et maintenir l’équilibre de ce microbiote. 

- Modulation des défenses de l’hôte, comme son immunité innée et son immunité acquise. 

Ces probiotiques sont utilisés pour le traitement préventif et thérapeutique des maladies 

infectieuses, des inflammations intestinales ou encore l’élimination des cellules 

néoplasiques chez l’hôte. 

- Activité sur les composés microbiens et les composés issus de l’hôte. Ces probiotiques 

sont capables d’inactiver des toxines microbiennes et d’induire une détoxication de 

l’hôte et des composés alimentaires présents dans l’intestin. 

Ces trois catégories d’effets peuvent conduire à des effets bénéfiques divers. On pourra 

ainsi observer la modulation et l’amélioration du système immunitaire (Alexandre et al., 2014; 

Kumura et al., 2004; Gill, 2003; Gilliland, 2003). Ces effets pourront se traduire par des effets 

anti-inflammatoires (Foligné et al., 2016; Tanriover et al., 2012). Les probiotiques montrant ces 

effets pourront être utilisés pour traiter la constipation et les diarrhées ou encore les maladies 

inflammatoires de l’intestin (Soccol et al., 2010). 

 

Certains probiotiques semblent montrer des effets plus généraux et non limités au 

système digestif (Alexandre et al., 2014). Pourront être cités les effets anticancéreux et 

antimutagènes (Soccol et al., 2010; Gill, 2003; Gilliland, 2003) et les capacités à diminuer les 

allergies alimentaires (Soccol et al., 2010), voire à diminuer l’intolérance au lactose (Gill, 2003; 

Gilliland, 2003). 
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D’autres études suggérèrent que la consommation de probiotiques pourrait avoir des 

effets bénéfiques sur le système cardiovasculaire par effet anti-cholestérolémie ou sur le contrôle 

de la pression sanguine (Costanza et al., 2015; Soccol et al., 2010; Kumura et al., 2004; Gilliland, 

2003). Enfin selon certaines études, l’utilisation de probiotiques pour moduler le microbiote 

intestinal pourrait avoir un impact sur l’obésité (Rastall et Gibson, 2015; Soccol et al., 2010). 

 

Afin de tirer avantage de ces bénéfices, il est recommandé d’utiliser un mélange de 

probiotiques pour apporter des complémentarités et des effets synergiques entre les souches. 

En effet, ces mélanges semblent donner des résultats plus probants que l’utilisation d‘une 

seule souche (Likotrafiti et Rhoades, 2016; Tanriover et al., 2012).  

 

Les mécanismes d’actions des probiotiques sont généralement peu connus (Johnson et 

Echavarri-Erasun, 2011; Soccol et al., 2010; Gill, 2003). 

 

5.4. Mécanismes d’action  

Les mécanismes d’action des probiotiques peuvent être séparés en deux catégories : ceux 

agissant directement sur l’hôte et ceux agissant sur le microbiote intestinal de l’hôte. Ainsi, 

l’action des probiotiques peut s’observer sur : la barrière constituée par l’épithélium intestinal, 

l’inhibition de l’adhésion des microorganismes pathogènes, la production de substances 

antimicrobiennes ou la modulation du système immunitaire (Giacchi et al., 2016; Gilliland, 2003). 

 

5.4.1. Action sur l’hôte 

Les effets directs sur l’hôte sont peu nombreux et peu définis. Il semble que l’un des mécanismes 

d’action anti-diarrhéique serait du à une digestion partielle du lactose par des lactases issues des 

probiotiques, notamment dans le cas des diarrhées dues à l’intolérance au lactose. De plus, les 

probiotiques pourraient stimuler l’activité des lactases intestinales (Giacchi et al., 2016; Gilliland, 

2003). S. boulardii a un effet direct sur la muqueuse intestinale, par action sur son contenu 

enzymatique et sa capacité à capter des nutriments pour l’hôte (Giacchi et al., 2016). La 

trophicité pourrait être améliorée grâce à l’action des enzymes microbiennes, comme les 
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amylases, rendant les composés moins complexes et plus accessibles aux cellules intestinales 

(Gilliland, 2003).  

5.4.2. Action sur le microbiote et le métabolisme de l’hôte 

Les mécanismes d’actions indirectes sur l’hôte sont beaucoup plus variés. Ces 

mécanismes peuvent être divisés en plusieurs sous-parties : 

- Activité antagoniste sur les pathogènes et leurs toxines 

- Modulation de l’immunité 

- Autres actions sur le métabolisme de l’hôte 

 

5.4.2.1. Activité antagoniste sur les pathogènes et leurs toxines 

On peut remarquer des inhibitions par production de métabolites antagonistes, comme 

les acides organiques, les bactériocines, etc. Ces composés devront cependant être actifs dans 

les conditions intestinales, et leurs activités réelles dans le cadre des applications probiotiques, 

restent à discuter (Giacchi et al., 2016; Alexandre et al., 2014; Gilliland, 2003). L’inhibition par 

le mécanisme de captation des nutriments reste également à discuter, excepté pour le 

chélation et privation de certains micronutriments, comme le fer (Likotrafiti et Rhoades, 2016). 

Paradoxalement, l’inhibition par compétition spatiale semble être plus importante (Gilliland, 

2003). 

 

Dans le cas d’activité antagoniste, les souches probiotiques colonisent la paroi 

intestinale, et empêchent ainsi l’adhésion des microorganismes pathogènes sur la muqueuse 

intestinale. Il faut remarquer que des virus responsables de diarrhée, comme le rotavirus, 

pourraient être inhibés par ce mécanisme. En effet, certains probiotiques peuvent agir sur les 

récepteurs des cellules épithéliales, par modification de la glycosylation, et empêcher ainsi la 

reconnaissance et la fixation du virus (Soccol et al., 2010; Saxelin et al., 2005; Gilliland, 2003). 

 

Enfin, les probiotiques peuvent également avoir un effet indirect sur les pathogènes, 

par inactivation des toxines voire par modification des récepteurs de ces toxines sur les cellules 

intestinales. On pourra citer l’utilisation de certaines BAL probiotiques ayant une activité 
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contre les mycotoxines et plus spécifiquement les aflatoxines (Giacchi et al., 2016; Likotrafiti et 

Rhoades, 2016; Mohd Redzwan et al., 2016).  

 

Tous ces exemples dénotent comment les probiotiques peuvent augmenter la capacité 

de l’effet barrière de la paroi intestinale (Candela et al., 2005). Dans tous les cas de figure, la 

fixation des probiotiques à la muqueuse intestinale est une étape majeure, qui pourra avoir 

une influence sur la modulation de l’immunité de l’hôte (Xie et al., 2012). 

 

5.4.2.2. Modulation de l’immunité 

La modulation de l’immunité par les probiotiques peut avoir plusieurs aspects, le plus 

simple est la stimulation de la sécrétion de substances antimicrobiennes par les cellules 

intestinales, comme les β-défensines-2 (Likotrafiti et Rhoades, 2016; Alexandre et al., 2014; 

Messaoudi et al., 2013; Gilliland, 2003). 

 

Les probiotiques peuvent améliorer la fonction de barrière de la paroi intestinale, tous en 

participant à la modulation de l’immunité, par resserrement ou restauration des jonctions 

serrées entre les entérocytes (Figure 25), qui peuvent être dégradés par les pathogènes, les 

aliments ou les composés pharmaceutiques (Giacchi et al., 2016; Messaoudi et al., 2013; 

Saxelin et al., 2005). Cet effet s’observe par une stimulation de l’expression des gènes codant 

pour les protéines des jonctions, comme la cadhérine E ou la caténine dans les cellules T84, un 

modèle de la barrière intestinale. La stimulation peut également s’effectuer sur la protéine 

kinase C, intervenant dans la constitution de ces mêmes jonctions (Giacchi et al., 2016). 
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Enfin, cette fonction de barrière peut également être augmentée par la stimulation de 

production de mucines (Figure 25), des glycoprotéines produites pas les cellules caliciformes 

de la paroi intestinale, composant une grande partie du mucus intestinal. Ce mucus intervient 

dans la protection contre les pathogènes en limitant leurs adhésions aux cellules intestinales. Il 

intervient également dans l’immunité, car il contient des Immunoglobulines A – ou IgA 

(Messaoudi et al., 2013; Johansson et al., 2011). 

 

L’impact le plus important dans la modulation de l’immunité par les microorganismes 

probiotiques se situe dans l’interaction avec les cellules immunitaires. On observe notamment 

des interactions avec les cellules M des plaques de Peyer ou avec les cellules dendritiques 

présentes au niveau de l’épithélium intestinal (Figure 25). L’interaction avec ces cellules peut 

être due à plusieurs composés présents sur la surface des probiotiques, notamment les 

lipopolysaccharides, ou LPS (Giacchi et al., 2016; Saxelin et al., 2005). Une fois l’interaction 

effectuée, divers mécanismes de sécrétions et d’endocytose sont alors observables.  

 

L’activité phagocytaire des macrophages sera augmentée, tous comme le nombre de cellules 

immunocompétentes ou le nombre de plasmocytes producteurs d’IgA (Figure 25), induisant 

donc une hausse de concentration en IgA spécifique dans la muqueuse intestinale (Giacchi et 

al., 2016; Likotrafiti et Rhoades, 2016; Messaoudi et al., 2013). 

 

La stimulation de récepteurs types Toll (TLR), comme les TLR 2 et 5, conduit à la 

production de cytokines, des composés de signalisation cellulaire ayant un rôle majeur dans les 

systèmes immunitaires et inflammatoires. On observe une augmentation de la sécrétion 

d’interleukines (IL), notamment les IL-6, 8,10 et 12, du facteur de nécrose tumorale α (TNFα), 

l’interféron γ (INFγ), ou le facteur de croissance transformant β, ou TGFβ (Giacchi et al., 2016; 

Likotrafiti et Rhoades, 2016; Messaoudi et al., 2012, 2013). 
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(Réalisé à l’aide de Giacchi et al., 2016; Messaoudi et al., 2013; Espinosa et Chillet, 2010) 

Figure 25. Représentation des sites d’actions probiotiques dans la modulation de l’immunité sur 
l’épithélium intestinal 

La représentation de l’épithélium intestinal prend en compte les entérocytes permettant l’absorption des nutriments, les cellules 

caliciformes, responsables de la production du mucus intestinal et les plaques de Peyer, principal support de l’immunité intestinale. 

Les flèches roses représentent les partis de l’épithélium montrant une réaction à l’action de microorganismes probiotiques (ovale 

vert. De gauche à droite ; Resserrement des jonctions serrées, améliorant l’intégrité de l’épithélium intestinal. Stimulation de la 

production de mucus par les cellules caliciforme. Hausse de la concentration en IgA, produit par les plasmocytes, issue des 

lymphocytes. Stimulation des cellules immunitaires et de la production de cytokines par contact des microorganismes probiotiques 

avec les récepteurs types Toll présents sur les cellules dendritiques. Stimulation des cellules immunitaires et de la production de 

cytokines par contact des antigènes issus des probiotiques avec les récepteurs types Toll présents sur les cellules dendritiques. 

 

Le TNFα, l’INFγ, le TGFβ, l’IL-6, l’IL-8 et l’IL-12 sont des cytokines pro-inflammatoires, 

capables de stimuler les défenses immunitaires, par recrutement des acteurs de l’immunité 

afin rendre la réponse inflammatoire plus efficace dans l’élimination des pathogènes. L’IL10 et 

le TGFβ sont des anti-inflammatoires, c’est-à-dire qu’ils vont aider à diminuer l’inflammation 

des tissus (Giacchi et al., 2016; Miller et Hill, 2016; Espinosa et Chillet, 2010; Walter, 2006). 
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Chaque probiotique aura cependant son propre profil d’activité sur le système 

immunitaire, qui sera alors lui-même modulé par l’état physiologique du probiotique et de 

l’hôte (Giacchi et al., 2016; Likotrafiti et Rhoades, 2016). 

 

D’autres activités indirectement liées (activité anticancéreuse) ou non liées (activité 

anti-hypertensive) au système immunitaire peuvent être observées suite à l’action des 

probiotiques (Soccol et al., 2010). 

 

5.4.2.3. Autres actions sur le métabolisme de l’hôte 

Certains probiotiques, comme Lactobacillus acidophilus ou Bifidobacterium longum, 

semblent avoir une activité hypocholestérolémique sur le sérum sanguin, associée à une 

assimilation du cholestérol et des composés précurseurs du cholestérol, présents dans 

l’intestin lors de la digestion par le probiotique. D’autres études suggèrent l’interférence entre 

les probiotiques et la circulation des acides biliaires entéro-hépatiques, facteurs importants 

dans la réduction du cholestérol sérique (Gilliland, 2003).  

 

L’effet hypotenseur est dû à la transformation des protéines du lait en peptides 

bioactifs possédant une activité hypotensive, probablement due à l’inhibition d’endothéline-1 

ou d’enzyme de conversion de l’angiotensine (ACE), voire à l’augmentation de l’activité de la 

bradykinine (Costanza et al., 2015; Soccol et al., 2010). 

 

D’autres probiotiques sont connus pour être capables de diminuer l’expression de gène 

de virulence de certains pathogène. Le mécanisme réel est méconnu, mais pourrait reposer sur 

la production de composés pénétrant dans le pathogène et bloquant l’expression du gène en 

question (Likotrafiti et Rhoades, 2016). 

 

L’effet anticancéreux, quant à lieu, serait dû à la combinaison de plusieurs mécanismes 

d’action en lien avec la modulation de l’immunité, comme l’induction de composé pro- et 

anti-inflammatoire, la synthèse de composés inhibant la carcinogenèse ou encore la 

métabolisation de composés mutagènes (Soccol et al., 2010). 
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D’autres effets probables des probiotiques ont été observés, mais le mécanisme 

d’action et la reproductibilité de ces effets ne sont pas certains. On peut citer notamment les 

effets sur les allergies, les problèmes atopiques, les états mentaux et la mémoire ou encore les 

pathologies respiratoires, l’ostéoporose et les maladies urogénitales (Lee, 2014; Soccol et al., 

2010; Saxelin et al., 2005; Reid et al., 2003). 

 

D’un point de vue vétérinaire et industriel, les probiotiques ont montré leurs efficacités 

comme facteurs de croissance, contribuant à la prise de poids des animaux destinés à la 

consommation humaine. Cet effet serait lié aux enzymes microbiennes, lysant les constituants 

du bol alimentaire et permettant ainsi une meilleure assimilation des nutriments, et donc une 

meilleure prise de poids. Les probiotiques sont utilisés dans de nombreux élevages, de la vache 

au homard, afin d’améliorer la santé des animaux (Likotrafiti et Rhoades, 2016; Messaoudi et 

al., 2012; Gilliland, 2003). 

 

Il est important de prendre en compte les effets « indésirables » des probiotiques qui 

demeurent, toutefois, rares. Ces effets non-désirés comprennent des bactériémies et des 

endocardites, principalement chez des immunodéprimés, des diabétiques et des patients ayant 

subi une chirurgie récente. On pourra également observer le transfert d’un gène de résistance aux 

antibiotiques du probiotique vers une bactérie commensale de l’hôte (Alexandre et al., 2014). 

 

5.5. Utilisations des probiotiques 

L’utilisation des probiotiques repose sur l’ingestion de ces microorganismes en quantités 

suffisantes. Cette ingestion peut s’effectuer de deux manières et avec deux buts différents. 

 

Le premier mode d’administration concerne l’ingestion des probiotiques directement. 

Chez l’humain, le mode d’administration habituel correspond à une prise de probiotiques 

lyophilisés, encapsulés dans des gélules pharmaceutiques, à des fins préventives. Chez 

l’animal, la prise de probiotiques lyophilisés est directement ajoutée dans les aliments. 

L’utilisation préventive permet de limiter le transport et la colonisation de pathogènes et donc 

de prévenir les maladies entériques. Dans l’alimentation animale, les probiotiques permettent 

de réduire le nombre de pathogènes se développant dans la matrice alimentaire (Likotrafiti et 
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Rhoades, 2016; Arslan et al., 2015; van der Aa Kühle et al., 2005). Les probiotiques peuvent 

être utilisés en association avec des antibiotiques pour prévenir et/ou réduire les diarrhées 

résultantes d’un traitement antibiotique (Tanriover et al., 2012). 

 

L’encapsulation des probiotiques permet de limiter les dommages dus au passage dans le 

système digestif. De plus, en pharmaceutique, cela permet de faciliter le stockage de probiotiques, 

qui peut être difficile car ce sont des organismes vivants (Martín et al., 2015; Gilliland, 2003). Dans 

cette optique, les levures offrent des avantages certains de par leurs aptitudes à résister à la chaleur 

et leurs insensibilités aux antibiotiques classiques (Chelliah et al., 2016; Tanriover et al., 2012).  

 

La deuxième utilisation des probiotiques est thérapeutique, mais demeure moins 

courante que l’utilisation préventive. Les utilisations thérapeutiques correspondent aux 

traitements visant à réduire ou stopper divers troubles gastro-intestinaux, comme les coliques 

ou diarrhées associées à un rotavirus (Likotrafiti et Rhoades, 2016; van der Aa Kühle et al., 

2005). L’utilisation des probiotiques à des fins thérapeutiques, comme alternatives aux 

antibiotiques, fait actuellement l’objet de débat et d’études plus approfondies (Likotrafiti et 

Rhoades, 2016). Les probiotiques sont aussi étudiés pour leurs propriétés anti-inflammatoires, 

pour le traitement des pathologies cardiaques ou des inflammations chroniques de l’intestin, 

comme la maladie de Crohn (Foligné et al., 2016; Costanza et al., 2015) 

 

Le second mode d’administration correspond à l’ingestion des probiotiques en association 

avec l’alimentation. Cela consiste en l’ingestion d’aliments, frais ou fermentés, contenant des 

microorganismes potentiellement probiotiques, donnant lieu au concept des aliments 

fonctionnels (Likotrafiti et Rhoades, 2016; Zanirati et al., 2015; Soccol et al., 2010). Un aliment 

fonctionnel, ou aliment-médicament, est issu d’un concept très ancien, puisque Hippocrate 

annonçait déjà « Que ta nourriture soit ton médicament et que ton médicament soit ta 

nourriture » (Soccol et al., 2010). De nos jours, le concept d’aliment-médicament est utilisé 

avec les végétaux crus fermentés et avec certains yaourts commerciaux, mais tend à se 

développer de manière plus importante (Binetti et al., 2013; van der Aa Kühle et al., 2005). 

L’utilisation de probiotiques dans l’alimentation pourrait conduire systématiquement à des 

aliments fonctionnels, mais il faudra vérifier que les qualités organoleptiques de l’aliment ne 

soient pas modifiées par les probiotiques (Likotrafiti et Rhoades, 2016; Soccol et al., 2010). 
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Les aliments fermentés, principalement les produits laitiers, semblent être les mieux 

adaptés pour être des aliments fonctionnels. En effet, ils sont conservés à basse température, 

assurant une meilleure conservation des probiotiques (Soccol et al., 2010). Ce double rôle peut 

être exploité, comme dans le cas des yaourts pour utiliser les probiotiques, Lactobacillus 

acidophilus comme culture initiale (Gilliland, 2003). Il convient de signaler que le choix des 

matrices alimentaires est un élément clef, car certaines ne sont pas appropriées pour la 

croissance des probiotiques (Soccol et al., 2010). 

 

Les probiotiques offrent de nombreuses possibilités d’utilisations, toutefois la 

recherche et l’étude de nouvelles souches restent utiles. Comme indiqué précédemment, 

l’orientation de ces recherches vers des levures est une stratégie importante à mener dans les 

années à venir car ces microorganismes sont pertinents à plusieurs égards. Les matrices 

hébergeant les levures sont essentiellement des matrices fromagères et les souches isolées 

peuvent, facilement, acquérir le grade GRAS et QPS. 

 

5.6. Bioprotection des aliments 

Les produits fermentés, comme les fromages, ont un microbiote complexe, susceptibles 

de contenir des microorganismes antagonistes aptes à offrir des applications notamment de 

conservation des aliments fermentés en empêchant le développement des germes pathogènes 

ou d’altération (Núñez et al., 2015; Akabanda et al., 2013; Abriouel et al., 2011; Ouoba et al., 

2010). Ce concept de conservation des aliments peut s’étendre à d’autres matrices 

alimentaires, comme les fruits, les légumes et les produits céréaliers. L’avantage de cette 

technologie est d’allonger la date limite de conservation des aliments protégés tout en 

conservant leurs propriétés organoleptiques (H-Kittikun et al., 2015; Hatoum et al., 2012, 2013; 

Todorov et al., 2010). 

 

Comme indiqué à plusieurs reprises dans ce document, la disparité entre les molécules 

antagonistes produites par les bactéries et celles qui sont produites par les levures, reste 

abyssale. Dans le cadre du concept de la bioconservation, ce sont les bactériocines qui sont le 

plus fortement mises en relief (Cavera et al., 2015; Perin et al., 2015; Hatoum et al., 2013; 

Messaoudi et al., 2013; Belguesmia et al., 2011). 
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6. KLUYVEROMYCES 

Parmi les levures, le genre Kluyveromyces est de plus étudié. Le genre Kluyveromyces a 

été décrit en 1956 par Van der Walt, et a été nommé en l’honneur du microbiologiste 

Hollandais Albert Jan Kluyver (1888-1956) (Johnson et Echavarri-Erasun, 2011; Fonseca et al., 

2008). D’un point de vue cytologique, les cellules sont en formes ovoïdes, elliptiques, 

cylindriques ou allongées. Les levures du genre Kluyveromyces peuvent former des 

pseudohyphes (Lachance, 2011). Par ailleurs, d’un point de vue taxonomique, Kluyveromyces 

appartient au phylum des Ascomycota. Leurs asques sont évanescents et contiendront 4 

ascospores lisses sphériques, elliptiques, cylindriques ou réniformes. Une fois libéréees, les 

spores auront tendance à s’agglutiner avant de germer (Belloch et al., 2011; Lachance, 2011; 

Barnett et al., 2007). La reproduction asexuée s’effectue par bourgeonnement multiple à partir 

de la base étroite de la cellule (Lachance, 2011; Barnett et al., 2007). 

 

6.1. Espèces du genre Kluyveromyces 

Ce genre comporte 6 espèces. L’espèce type est Kluyveromyces marxianus, et les autres 

espèces sont K. aestuarri, K. dobzhanskii, K. lactis, K. nonfermentans et K. wickerhamii 

(Lachance, 2011; Fonseca et al., 2008). Il est intéressant de noter que l’espèce type initiale, 

K. thermotholerans, ne fait aujourd’hui plus partie du genre Kluyveromyces, et elle a été 

reclassée dans le genre Vanderwaltzyma (Spohner et al., 2016; Lane et Morrissey, 2010; 

Fonseca et al., 2008). 

 

Les détails donnés ci-dessous pour les espèces K. lactis et K. marxianus on était obtenus sur la 

base de revues bibliographiques et articles scientifiques (Spohner et al., 2016; Zhou et al., 

2013; Johnson et Echavarri-Erasun, 2011; Lachance, 2011; Lane et Morrissey, 2010; Fonseca et 

al., 2008; Nonklang et al., 2008; Barnett et al., 2007). Il faut noter que ces deux espèces ont 

déjà obtenu les grades GRAS et QPS, dans l’Union européenne et USA, respectivement. 
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6.1.1. K. lactis 

Dans le genre Kluyveromyces, l’espèce la plus connue et étudiée reste K. lactis. Cette espèce 

possède deux formes. La forme utilisée par l’homme, K. lactis var lactis, et la forme sauvage 

K. lactis var drosophilarum. La forme anamorphe de cette espèce se nomme 

Candida sphaerica. Les cellules de K. lactis sont de forme elliptique et sont isolées, ou associées 

en paires ou en chainettes (Figure 26). 

 

 
(Issue de Barnett et al., 2007) 

Figure 26. Photographie de Kluyveromyces lactis au microscope à contraste interférentiel 

 

Sur milieu gélosé, les thalles sont brillants, de couleur crème, voire rose, en cas de 

pigmentation par la pulcherrimine. En bouillon liquide, sans agitation, un anneau est visible à la 

surface de la culture et un léger biofilm peut se former. Le temps de doublement optimal de 

cette espèce est de 139 minutes. Sur le plan génétique, le GC% est de 39,9 à 40,8 %, avec un 

génome réparti en 5 à 6 chromosomes. 

 

K. lactis est capable de fermenter le glucose et le galactose. Seule la variété K. lactis est 

capable de fermenter le lactose. Les souches aptes à fermenter le lactose, c’est-à-dire K. lactis 

var lactis, sont exclusivement isolées de produits laitiers. 
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6.1.2. K. marxianus 

L’espèce K. marxianus a été décrite pour la première fois en 1988 par Hansen. Le nom 

anamorphe de cette espèce est C. kefyr. Sur le plan cytologique, les cellules sont rondes, 

elliptiques ou cylindriques. Elles sont isolées, en paires ou en chainettes (Figure 27). 

 

 
(Issue de Barnett et al., 2007) 

Figure 27. Photographie de Kluyveromyces marxianus au microscope à contraste interférentiel 

 

Sur milieu gélosé, les thalles sont brillants, de couleur crème à marron. En bouillon liquide, 

sans agitation, un anneau est visible à la surface de la culture et un léger biofilm peut se 

former. Le temps de doublement optimal de cette espèce est de 70 minutes, voire de 50 

minutes pour certains variants. 

 

K. marxianus fermente le glucose, le galactose, le sucrose, le raffinose et l’inuline, mais 

ne fermente pas le tréhalose et le maltose. C’est la seule espèce du genre Kluyveromyces 

capable d’assimiler l’inuline. Par ailleurs, le GC% est de 40,8 à 41,5 %, selon les souches, avec 

un génome réparti en 5 à 7 chromosomes. Cette espèce est généralement retrouvée dans les 

aliments et les boissons, avec une prédominance dans les produits laitiers. Elle est également 

présente dans des tissus végétaux en décomposition et chez les insectes. 

 

K. marxianus se distingue par son potentiel de production d’enzymes et d’autres 

composés d’intérêts. Cette levure peut se développer sur une plus grande diversité de 

substrats et résiste à de fortes concentrations en éthanol, et aux sels. Par ailleurs, cette levure 

est aussi en mesure de croitre à températures élevée, jusqu’à 52 °C pour certaines souches. 
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6.2. Impacts biotechnologiques 

Les levures sont des organismes pouvant jouer un rôle majeur dans le domaine de la 

biotechnologie. En plus des aspects fermentaires, les levures sont dotées d’enzymes 

permettant des applications industrielles, pharmaceutiques et alimentaires. Elles sont connues, 

par exemple pour produire des enzymes appelées β-glucosidases qui peuvent être utilisées 

dans l’hydrolyse des composés aromatiques (amélioration et clarification des vins), ou encore 

dans la synthèse de détergents biologiques non ioniques par réaction de tranglycosylation 

(Johnson et Echavarri-Erasun, 2011). 

 

Les espèces appartenant au genre Kluyveromyces produisent une β-galactosidase et 

parfois une lactase, leurs permettant de dégrader le lactose, expliquant leur rôle dans 

l’industrie laitière. Elles peuvent aussi tirer profit de cette fonction pour valoriser un déchet de 

l’industrie fromagère, le lactosérum, comme substrat de croissance à faible coût (Spohner et 

al., 2016; Johnson et Echavarri-Erasun, 2011). 

 

K. marxianus et K. lactis sont particulièrement intéressantes pour les biotechnologies. 

Elles sont d’ailleurs utilisées depuis environ deux décennies dans les biotechnologies 

alimentaires et animales (Spohner et al., 2016). 

 

6.2.1. Potentiel biotechnologique de K. lactis 

K. lactis (var lactis) est utilisée dans l’industrie laitière pour sa capacité à fermenter le 

lactose (Spohner et al., 2016; Johnson et Echavarri-Erasun, 2011; Snoek et Steensma, 2006). 

Elle peut être utilisée pour produire la β-galactosidase native, afin de produire des produits 

laitiers exempts de lactose, destinés à la population intolérante au lactose – c’est-à-dire les 2/3 

de la population mondiale (Spohner et al., 2016; Johnson et Echavarri-Erasun, 2011; Snoek et 

Steensma, 2006). Cette enzyme peut également être utilisée pour produire des prébiotiques, 

de type galactose-oligosaccharide, ou GOS (Spohner et al., 2016; Johnson et Echavarri-Erasun, 

2011; Snoek et Steensma, 2006).  
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Cette espèce a été utilisée, dans les années 60, comme complément alimentaire, sous 

forme de protéine d’origine unicellulaire, ou SCP (Spohner et al., 2016; Johnson et Echavarri-

Erasun, 2011).  

 

K. lactis est considérée comme la « boîte à outils » pour différentes recherches 

scientifiques, et est idéale pour la production de protéines recombinantes. Durant ces 25 

dernières années, près de 100 protéines recombinantes ont été produites avec succès par 

K. lactis. Les protéines issues de K. lactis sont d’ailleurs autorisées par la Food and Drug 

Administration, aux USA, pour une utilisation en agroalimentaire (Spohner et al., 2016; Ercan et 

Demirci, 2014, 2015; Johnson et Echavarri-Erasun, 2011). 

 

6.2.2. Potentiel biotechnologique de K. marxianus 

Le potentiel biotechnologique de K. marxianus n’a été étudié que récemment, mais il 

semble être plus prometteur que celui de K. lactis (Fonseca et al., 2008). 

 

K. marxianus est utilisée pour produire la β-galactosidase et la lactase. D’ailleurs, la 

β-galactosidase produite par K. marxianus est utilisée à grande échelle en Chine. Cette espèce 

produit également de l’inulinase (Lane et Morrissey, 2010; Singh et al., 2007). L’inulase permet 

la dégradation de l’inuline en fructose, un sucre qui possède un pouvoir sucrant plus élevé que 

celui du saccharose et pose moins de problèmes de type caries, athérosclérose, diabète et 

d’obésité (Johnson et Echavarri-Erasun, 2011; Lane et Morrissey, 2010; Singh et al., 2007). De 

plus, le fructose améliore l’absorption du fer, par formation de complexes de chélation fer-

fructose (Johnson et Echavarri-Erasun, 2011; Lane et Morrissey, 2010; Singh et al., 2007). 

 

Cette espèce produit d’autres métabolites, naturels ou recombinants comme les 

composés aromatiques, les esters de fruits, les acides carboxyliques, les cétones, les furannes 

et les alcools aromatiques divers. Parmi les acides carboxyliques produits, on retrouve l’acide 

hexanoïque qui a des applications industrielles très variées, notamment en parfumerie, 

médecine, agroalimentaire (additifs alimentaires), en industrie chimique (lubrifiants, 

caoutchouc ou les colorants) (Cheon et al., 2014; Yadav et al., 2014; Øverland et al., 2013; 

Belloch et al., 2011; Fonseca et al., 2008). 



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE Kluyveromyces 

 

 

80 

K. marxianus est utilisée comme SCP dans l’alimentation humaine et animale (Cheon et 

al., 2014; Yadav et al., 2014; Øverland et al., 2013; Belloch et al., 2011; Fonseca et al., 2008). 

L’utilisation de composés produits par K. marxianus, dans le domaine médical, porte 

actuellement sur les produits ayant des propriétés anti-cholestérolémique, ou les peptides 

inhibiteurs de l’enzyme de conversion de l’angiotensine I (ACE) permettant le traitement de 

pathologies cardiaques (Li et al., 2015; Belloch et al., 2011; Fonseca et al., 2008).  

 

De plus en plus de composés d’intérêt sont susceptibles d’être produits en utilisant un 

K. marxianus génétiquement modifiée. Ces modifications génétiques peuvent être réalisées 

par les approches récentes de la technologie CRISPR/Cas9. Des études ont montré, l’existence 

de promoteurs forts chez K. marxianus facilement utilisables lors de l’insertion de gènes 

(Spohner et al., 2016; Heo et al., 2013; Lane et Morrissey, 2010). 

 

6.3. Potentiel antagoniste 

La littérature afférente à l’antagonisme des levures reste peu élaborée, quel que soit le 

mécanisme d’inhibition. Des études ont fait mention d’une production de mycocine chez 

K. wickerhamii. D’autres études font référence à une activité de type toxine « tueuse » chez 

K. lactis ou K. marxianus. Ces toxines agissent sur divers genres de levure. Elles présentent des 

caractéristiques chimiques proches de celles des mycocines, c’est-à-dire des protéines de faible 

poids moléculaire (Mehlomakulu et al., 2014; Golubev, 2013; Hernández et al., 2008; Kitamoto et 

al., 1993). Une activité anti-Penicillium est observée chez K. marxianus, en association avec du 

bicarbonate du sodium, selon un mécanisme attribué à une compétition spatiale et nutritionnelle 

(Geng et al., 2011). Par ailleurs, une activité antibactérienne retrouvée chez des souches de K. lactis 

et de K. marxianus isolées de fromages, a été mise en évidence très récemment. Cette activité cible 

notamment Staphylococcus, Escherichia coli et Salmonella sp., mais les composés responsables de 

cette inhibition restent à être caractérisés (Fadda et al., 2017). 
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Le genre Kluyveromyces contient des souches produisant des toxines K, bien que ces 

dernières soient peu étudiées. La présence d’activité antibactérienne attribuée à ces levures 

est une perspective prometteuse. En effet des besoins en substances antimicrobiennes sont 

utiles dans le domaine médical pour faire face au tarissement du pipeline des antibiotiques 

classiques, ou encore dans le domaine alimentaire pour une meilleure conservation des 

aliments.  
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7. OBJECTIFS DE LA THÈSE 

Ce projet de thèse est basé sur la possible présence de levures antagonistes dans un milieu 

riche mais compétitif, comme celui observé dans les fromages artisanaux. C’est la compétition 

entre les acteurs du microbiote qui devrait permettre l’émergence de ces levures d’intérêts 

 

Ainsi, les présents travaux portent sur la recherche et la caractérisation de levures antagonistes, 

à potentiel probiotique, à partir des produits du terroir de la région des Hauts-de-France. Outre 

la valorisation des produits du terroir, à plusieurs échelles (régionale, nationale et 

internationale), le projet avait les objectifs scientifiques suivant : 

 

- L’étude et le décryptage des écosystèmes microbiens issus de fromages artisanaux. Dans le 

cadre de ce projet exploratoire, nous avons utilisé la « Tomme d’Orchies » qui est un fromage 

dont les caractéristiques sont proches de celles du Saint-Paulin, mais qui a la particularité 

d’être frotté avec de la bière, un produit alimentaire emblématique de la région. Le contenu 

et l’évolution des communautés microbiennes (microflores fongiques et lactiques) ont été 

réalisées par des approches métagénomiques, basée sur la technologie Illumina. 

- Le criblage des levures antagonistes. Comme indiqué à plusieurs reprises, dans la revue 

bibliographique, la recherche de levures antagonistes, contrairement aux bactéries 

antagonistes, reste au stade du balbutiement. Ainsi, la découverte de molécules 

antagonistes produites par les levures est un enjeu scientifique majeur pour une meilleure 

compréhension des mécanismes de défense de ces eucaryotes unicellulaires. Dans le cas 

d’activité à spectre large, nous pourrions envisager des applications industrielles orientées 

vers le remplacement voire la potentialisation des antibiotiques classiques. 

- L’utilisation des levures antagonistes comme souches probiotiques. La recherche est 

particulièrement dirigée vers les levures dites non-Saccharomyces. Il y a peu d’études 

mettant en valeur le potentiel d’application de ces levures, contrairement aux levures 

du genre Saccharomyces (S. cerevisiae, S. boulardii). Comme indiqué précédemment, 

les levures offrent de nombreux avantages par rapport aux bactéries probiotiques. 

Nous mettrons donc en relief les aptitudes probiotiques des levures dans des systèmes 

in vitro (résistance aux conditions gastro-intestinales, innocuité des souches…) 
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Résultats 
 

Les différents résultats seront rapidement résumés dans une première partie. Les 

publications en elles-mêmes seront précédées d’une présentation ayant pour but de faire 

ressortir les résultats et les hypothèses principales. Les résultats non publiés seront précédés 

d’une description des méthodologies utilisées, des résultats proprement dits et d’une 

discussion les commentant. 

 

La première partie des résultats concernera l’étude des écosystèmes fongiques et bactériens 

de la Tomme d’ Orchies. On retrouvera une présentation rapide des fromages de la région 

Nord-Pas-de-Calais et plus précisément de la Tomme d’Orchies. Suivra une présentation de la 

technique et de la technologie métagénomique utilisée pour analyser ces microflores. Une 

étude culture-dépendante de la microflore fongique permettra de comparer les deux 

technologies et d’obtenir des isolats pour la recherche d’un pouvoir antagoniste provenant de 

l’écosystème fongique de la Tomme d’Orchies. Deux souches antagonistes seront mises en 

avant K. marxianus S-2-05 et K. lactis S-3-05. Ces souches seront étudiées vis-à-vis de leurs 

potentiels probiotiques, mais également sur les capacités anti-oxydantes de K. marxianus. 

Enfin, les recherches sur la nature et sur la localisation de la capacité antagoniste, provenant 

de ces levures, seront présentées. 
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1. RÉSUMÉ DES TRAVAUX ET DES RÉSULTATS OBTENUS 

Dans le cadre de l’étude de la Tomme d’Orchies et de la recherche de levures 

antagonistes à potentiel probiotique, diverses expérimentations ont été menées. Un schéma 

résume le plan d’expérimentation en Figure 28. 
 

 

Figure 28. Représentation du plan d’expérimentation suivi au cours des travaux de recherches 
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2. CONTENU BACTÉRIEN ET ÉVOLUTION AU COURS DE L’AFFINAGE DE LA TOMME D’ORCHIES 

L’écosystème bactérien de la Tomme d’Orchies et son évolution durant l’affinage a été 

décrit en différenciant le cœur et la surface du fromage (Publication 1). Le cœur du fromage 

présente une faible diversité, avec 15 unités taxonomiques opérationnelles, chacun contenant 

au moins 0,02 % des séquences totales obtenues. Le cœur de la Tomme d’Orchies est composé 

essentiellement des souches initiales, il s’agit notamment de Lactococcus lactis jusqu’au 3ème 

jour d’affinage, suivi d’une prévalence de Streptococcus thermophilus (Figure 29a). 

L’écosystème bactérien de la surface du fromage contient 34 OTUs, chacun représentant au 

moins 0,02 % des séquences totales. Les souches issues de la culture initiale (L. lactis, 

Lactobacillus helveticus et Streptococcus thermophilus) sont dominantes lors des 3 premiers 

jours d’affinage. S’en suit une prévalence des bactéries du genre Psychrobacter et diverses 

Micrococcales, jusqu’au 21ème jour d’affinage. Une co-dominance, avec Corynebacterium 

variabile, est observée tout au long de l’affinage. La diversité bactérienne de la surface de ce 

fromage reste globalement élevée, avec plus de 20 % de la microflore totale constituée d’OTUs 

représentant, unitairement, moins de 0,2 % des séquences totales (Figure 29b). Parmi les OTUs 

représentant plus de 0,02 % des séquences totales, 17 OTUs semblent être communes au 

cours de l’affinage, pour la partie cœur et la partie surface du fromage. 

 

 

Figure 29. Analyse métagénomique du microbiote bactérien de la Tomme d’Orchies selon la durée 
d’affinage.  

a : Microbiote du cœur du fromage ; b : Microbiote de la surface du fromage 



RÉSULTATS Résumé 

 

 

89 

3. CONTENU FONGIQUE ET ÉVOLUTION AU COURS DE L’AFFINAGE DE LA TOMME D’ORCHIES 

L’écosystème fongique est composé de levures et de moisissures, mais la diversité reste 

moins importante comparativement à la flore bactérienne (Publication 2). Les analyses 

métagénomiques nous ont permis de mettre en évidence au moins 22 OTUs, contenant plus de 

0,02 % des séquences totales dans le cœur du fromage (Figure 30a). En revanche, la surface du 

fromage présente 28 OTUs (Figure 30b). Lors de l’affinage et indépendamment de la 

localisation dans le fromage (cœur, surface), les fungi dominants sont Yarrowia lipolytica et 

Galactomyces geotrichum. L’espèce Debaryomyces hansenii est minoritaire malgré son 

utilisation dans la culture initiale. Parmi les OTUs citées ci-dessus, 19 OTUs sont communes au 

cœur et à la surface du fromage. 

 

 

Figure 30. Analyse métagénomique du microbiote fongique de la Tomme d’Orchies selon la durée 
d’affinage. 

a : Microbiote du cœur du fromage ; b : Microbiote de la surface du fromage 
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4. ISOLEMENT DES LEVURES PAR DES APPROCHES CULTURE-DÉPENDANTES ET CRIBLAGE DES ACTIVITÉS 

ANTAGONISTES 

Cette approche nous a permis d’obtenir des levures à partir de la surface et du cœur de 

la « Tomme d’Orchies » (Publication 3). Ainsi, un total de 185 isolats a été obtenu, dont 76 à 

partir de la surface et 109 à partir du cœur du fromage. Pour les besoins de cette étude, nous 

avons utilisé 80 levures, en prenant en compte, les différentes morphologies des colonies. Ces 

levures (80 isolats) ont été analysées par des approches de biologie moléculaire afin de créer 

des groupes. Pour cela, nous avons utilisé la technique de REP-PCR (Repetitive Element 

Palindromic –PCR) qui utilise de l’amorce GTG5, universelle des règnes du vivant. Cette 

approche a été utilisée avec succès pour générer des groupes de levures, mais aussi de 

bactéries lactiques (Ouoba et al., 2010, 2012). Les résultats de notre analyse par REP-PCR ont 

permis d’obtenir 6 groupes avec des profils moléculaires distincts (Figure 31). Dans ces 6 

groupes, nous avons choisi de manière aléatoire 30 isolats pour la suite du projet. Ainsi, ces 30 

isolats ont été identifiés par des méthodes biochimiques (Galerie ID 32C de Biomérieux) et 

moléculaires (Séquençage de l’ADNr 26 S et de l’ADNr ITS1-5,8 S-ITS2). En résumé, nous avons 

identifié les espèces suivantes : Y. lipolytica, Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces 

marxianus, K. lactis, Clavispora lusitaniae et Saturnispora sp. Le criblage de l’activité 

antagoniste, notamment la production de molécules actives susceptibles d’être secrétées dans 

le milieu de culture de ces levures, a été effectué sur les 30 isolats, en utilisant comme souches 

cibles Kocuria rhizophila CIP 53.45 (également connu comme Microccocus luteus) et Candida 

albicans ATCC 10231, un pathogène humain. Ce criblage a permis de mettre en évidence les 

capacités de K. marxianus S-2-05 et K. lactis S-3-05, à inhiber la croissance des souches cibles, 

Kocuria rhizophila CIP 53.45 (Figure 32a) et Candida albicans ATCC 10231 (Figure 32b), mais 

aussi d’autres microorganismes comme Bacillus subtilis, B. thuringiensis, Listeria 

monocytogenes, Salmonella Enteritidis, S. Paratyphi B et S. Typhimurium. Cette inhibition 

semble s’effectuer à travers un contact cellulaire, uniquement visible en milieu gélosé. 

L’utilisation de plusieurs méthodes de criblage de l’activité antagoniste, mais aussi l’utilisation 

d’un surnageant frais, ou concentré, n’a pas permis d’observer d’inhibition (Autres résultats). 

Le mécanisme exact d’inhibition reste donc à déterminer. 
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Figure 31. Regroupements phylogénétiques des isolats de levures issues de la Tomme d’Orchies à 
l’aide de la technique de REP-PCR 
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Figure 32. Zone d’inhibition observée autour des deux souches de Kluyveromyces antagonistes 
a : Activité face à K. rhizophila CIP 53.45 ; b : Activité face à C. albicans ATCC 10231 

 

5. ÉVALUATION DE L’EFFET PROBIOTIQUE DE K. MARXIANUS S-2-05 ET K. LACTIS S-3-05. 

Les souches antagonistes, K. marxianus S-2-05 et K. lactis S-3-05, ont été étudiées pour 

d’autres effets bénéfiques (Publication 4), comme leurs propriétés anti-oxydantes (Publication 

5). Ainsi, nous avons commencé par la caractérisation de ces souches. Pour leur innocuité, des 

tests d’activité hémolytique et de résistance aux fongicides, ont été réalisés. Il en résulte une 

absence d’activité hémolytique et une sensibilité à tous les antifongiques testés. Ces souches 

ne forment pas de biofilm sur les surfaces en polystyrène. De plus, les souches ont donné des 

résultats remarquables en ce qui concerne leurs résistances aux conditions du tractus 

gastro-intestinal. Elles adhérent moyennement aux cellules intestinales Caco-2 et se 

distinguent par une absence de cytotoxicité sur la même lignée cellulaire. Par ailleurs, leurs 

propriétés de surface montrent un caractère hydrophile et basique, compatibles avec le mucus 

intestinal, sur lequel se situe la majorité du microbiote intestinal. Ces souches sont par ailleurs 

dotées d’une activité anti-Salmonella Typhimurium ATCC 14028, avec une activité de sous-

expression du gène de virulence sopD. Il convient de noter que la souche K. marxianus S-2-05 a 

montré une remarquable activité anti-oxydante (Publication 5). 

 

En résumé, nos travaux sur l’exploration de l’écosystème de la « Tomme d’Orchies », un 

fromage artisanal de la région des Hauts-de-France, ont permis de caractériser l’évolution du 

contenu bactérien et fongique au cours de son affinage. L’isolement des levures a été réalisé 

par une approche culture dépendante qui a permis , in fine, la caractérisation de deux levures 

non-Saccharomyces antagonistes à potentiel probiotique, en l’occurrence, K. marxianus S-2-05 

et K. lactis S-3-05. 
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Publication 1 
Étude de la flore bactérienne de la Tomme d’Orchies par approche 

métagénomique et son évolution lors de l’affinage 
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Résumé de la publication 

Cet écosystème a été étudié par approche métagénomique, à l’aide de la technologie 

NGS Illumina MiSeq. Les amorces utilisées sont universelles chez les procaryotes, c’est-à-dire 

ayant pour cible l’ADNr 16 S, soit 490 bp environ. L’analyse est effectuée, d’une manière 

indépendante, sur la surface et sur le cœur du fromage. De plus, l’évolution de la microflore 

est évaluée lors de l’affinage en faisant des prélèvements à 0, 1, 3, 14 et 21 jours. Une étude 

bio-informatique est nécessaire pour assembler, grouper et identifier les séquences. Les 

différentes OTUs seront groupées suivant une distance taxonomique de 0,03 puis seront 

identifiées à l’aide de la base de données SILVA (Quast et al., 2013). Les résultats sont étudiés 

selon la proportion de séquences de chaque OTU, leurs identifications et leurs évolutions au 

cours de l’affinage. Une attention particulière est donnée aux OTUs correspondant aux espèces 

utilisées en tant que culture initiale. Enfin, la diversité, l’originalité, l’origine et le rôle possible 

des espèces identifiées ont été discutés. 

 

Dans le cœur du fromage, l’étude a mis en évidence la dominance des espèces utilisées 

dans la culture initiale, comme Lactococcus lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris et 

Streptococcus thermophilus. Lb. helveticus et Propionibacteirum freudenreichii subsp. 

shermanii. Une inversion des proportions de Lactococcus sp. et Streptococcus sp. est visible à 

partir du 3ème jour d’affinage. À la surface du fromage, toutes les espèces initiales sont 

présentes dans des proportions intermédiaires. La microflore secondaire, notamment les 

NSLAB, proviennent principalement du lait. On retrouve dans le cœur de fromage Lactobacillus 

sp., Leuconostoc sp., Streptococcus sp., Corynebacterium sp. et Brevibacterium sp. Ces genres 

pourraient provenir de l’environnement d’affinage et/ou des manipulations liées au processus 

de fabrication du fromage. Les espèces citées ci-dessus sont fréquentes dans les fromages 

pressés non-cuit, au lait cru de vache. D’autres espèces présentent sur la surface du fromage 

sont plus proches des fromages à pâte lavée que des fromages à pâte pressée non-cuite. C’est 

le cas notamment des bactéries du genre Psychrobacter sp. et Corynbacterium sp. La surface 

de la Tomme d’Orchies montre une diversité bactérienne beaucoup plus forte que celle du 

cœur du fromage, avec respectivement 34 OTUs et 19 OTUs identifiées. 
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En conclusion, la microflore bactérienne de la Tomme d’Orchies, un fromage à pâte 

pressé non-cuite, est classique, mais n’est pas exclusivement spécifique à la variété utilisée. 

Globalement, il montre de fortes similarités avec les écosystèmes bactériens des fromages à 

pâte lavée. L’évolution de la microflore bactérienne, ainsi que les espèces présentes, ne 

constituent qu’une part de la microflore totale de la Tomme d’Orchies. L’étude de la microflore 

fongique est nécessaire pour déterminer la dynamique de microflore globale, et tenter de 

comprendre les interactions entre ces deux microflores. 

  



RÉSULTATS Publication 1 

 

 

97 

 

 



RÉSULTATS Publication 1 

 

 

98 



RÉSULTATS Publication 1 

 

 

99 

 

 



RÉSULTATS Publication 1 

 

 

100 

 



RÉSULTATS Publication 1 

 

 

101 



RÉSULTATS Publication 1 

 

 

102 

 



RÉSULTATS Publication 1 

 

 

103 



RÉSULTATS Publication 1 

 

 

104 



RÉSULTATS Publication 1 

 

 

105 



RÉSULTATS Publication 1 

 

 

106 



RÉSULTATS Publication 1 

 

 

107 



RÉSULTATS Publication 1 

 

 

108 



RÉSULTATS Publication 1 

 

 

109 



RÉSULTATS Publication 1 

 

 

110 



RÉSULTATS Publication 1 

 

 

111 



RÉSULTATS Publication 1 

 

 

112 



RÉSULTATS Publication 1 

 

 

113 

 

  



RÉSULTATS Publication 1 

 

 

114 

 



RÉSULTATS  

 

 

115 

Publication 2 
Étude de la flore fongique de la Tomme d’Orchies par approche 

métagénomique et son évolution lors de l’affinage 
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Résumé de la publication 

L’influence des champignons sur les propriétés organoleptiques des fromages est 

connue, cependant l’identification de la microflore fongique reste moins étudiée. Dans ce 

travail et comme énoncé dans les objectifs de la thèse, nous avons utilisé la technologie 

Illumina pour établir la flore fongique de la Tomme d’Orchies. La technologie NGS type Illumina 

MiSeq permet de séquencer des fragments de petites tailles, les domaines ITS1-ITS2 de l’ADNr 

5,8 S ne sont donc pas utilisables sur l’ensemble de la séquence. Afin de pallier à ce problème, 

seul l’ITS2 est utilisé pour l’analyse métagénomique de la flore fongique de la Tomme 

d’Orchies. L’ITS2 est plus variable que l’ITS1 et permet d’obtenir plus d’informations sur les 

espèces, c’est pour cette raison qu’il a été sélectionné. Pour cela, les amorces ITS3_KYO2 et 

ITS4 ont été utilisées. Elles ont été créées pour les analyses métagénomiques des champignons 

environnementaux, mais sont compatibles avec l’analyse des produits alimentaires d’origine 

animale. Comme pour l’écosystème bactérien, les analyses ont été effectuées sur la surface et 

le cœur du fromage, et sur différents temps d’affinage, à l’instar des analyses faites pour la 

flore bactérienne. Le traitement bio-informatique des données a été conçu afin de constituer 

des OTUs contenant des séquences ayant une distance taxonomique de 0,03 maximum. Ces 

OTUs ont été identifiées à l’aide de la base de données UNITE (Kõljalg et al., 2013). Les 

résultats sont étudiés de manière similaire à la microflore bactérienne. 

 

L’analyse de la microflore fongique a permis de mettre en évidence de nombreuses 

espèces de levures et quelques moisissures. La diversité est élevée dans les deux parties du 

fromage, avec 22 OTUs identifiées dans le cœur du fromage et 28 OTUs identifiées à sa surface. 

Les espèces retrouvées dans la Tomme d’Orchies ne sont pas des espèces rares, cependant les 

proportions retrouvées dans nos analyses ont montré un caractère particulier à ce fromage. À 

notre connaissance c’est la première étude qui met en relief l’espèce Malassezia restricta dans 

un fromage. Par ailleurs, l’espèce majoritaire du fromage est Y. lipolytica, alors qu’elle a été 

décrite comme sous-dominante, voire minoritaire dans d’autres fromages. K. marxianus est 

plus abondante que K. lactis dans la Tomme d’Orchies, alors que K. lactis est habituellement en 

plus fortes proportions. L’espèce D. hansenii est très minoritaire dans le fromage, malgré son 

utilisation comme culture initiale, son rôle, voire son utilisation dans la fabrication de ce 

fromage reste énigmatique. La levure S. cerevisiae est peu fréquente dans les fromages, 
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cependant sa présence dans la Tomme d’Orchies peut s’expliquer par le frottage du fromage 

avec un mélange contenant de la bière brune non filtrée. Les autres espèces rencontrées sont 

des espèces fréquemment retrouvées dans les fromages au lait de vache cru, sauf 

Kazacshtania unispora qui est normalement retrouvée dans le lait de jument fermenté.  

 

En conclusion, la composition de l’écosystème fongique de la Tomme d’Orchies est 

classique, cependant les proportions et les dynamiques d’évolution, durant l’affinage, de 

certaines espèces sont particulières. Nous avons aussi mis en évidence la présence de levures 

non usuelles, comme K. unispora et M. restricta. 
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Publication 3 
Criblage de levures antagonistes à partir de la Tomme d’Orchies et 

essai de caractérisation des molécules antagonistes 
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Résumé de la publication 

Comme indiqué précédemment, la recherche de levures antagonistes a été réalisée par 

une approche culture-dépendante. L’isolement a été réalisé sur les deux parties (cœur et 

surface) du fromage. Le travail a été réalisé sur un produit affiné de 21 jours. Ainsi, nous avons 

isolé 185 levures. Celles-ci ont été regroupées par la technique de REP-PCR, en six groupes 

distincts. Parmi elles, 30 levures ont été identifiées par trois méthodes incluant une 

identification biochimique à l’aide de galeries ID 32C (Biomérieux, France), une identification 

moléculaire par séquençage de l’ADNr 26 S et une identification moléculaire par séquençage 

des domaines ITS1-ITS2 de l’ADNr 5.8 S. Six espèces différentes ont été retrouvées, à savoir 

Yarrowia lipolytica, Debaryomyces hansenii, K. lactis, K.  marxianus, Clavispora lusitaniae et 

Saturnispora mendoncae. 

 

La recherche de souches susceptibles de produire des molécules antagonistes a été 

effectuée sur ces 30 levures. Deux souches, K. marxianus S-2-05 et K. lactis S-3-05, ont montré 

des capacités d’inhibition contre Kocuria rhizophila CIP 53.45 et C. albicans ATCC 10231, mais 

également contre un certain nombre de bactéries à Gram négatif et à Gram positif laissant 

augurer des perspectives d’application intéressantes. Cependant, il convient de signaler que 

l’antagonisme n’était visible que sur milieu gélosé. Des essais d’identification du composé ou 

composés responsable(s) de cette inhibition ont été également menés, mais les résultats 

restent sans succès. 
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Autres résultats 
Recherche de la nature et de l’origine de l’antagoniste de K. marxianus 

S-2-05 et S-3-05 
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1. RECHERCHE PAR SPECTROMÉTRIE DE MASSE 

Comme indiqué à plusieurs reprises dans ce document, l’effet antagoniste est visible 

uniquement en milieu gélosé. Nous avons établi plusieurs stratégies pour essayer de retrouver 

le, ou les, composé(s) en question. Ainsi, nous avons tenté une extraction et purification 

directement de la zone d’inhibition de la gélose, puis nous avons procédé à une analyse par 

spectrométrie de masse. Les paramètres utilisés dans cette analyse par spectrométrie de 

masse sont ceux pour la recherche de molécules protéique.  

 

1.1. Méthodologie 

Une première étape suivant l’extraction est effectuée par analyse MALDI-TOF, ou Matrix 

Assisted Laser Desorption Ionization – Time of Flight. Ainsi, des fragments de 1 mm ont été 

prélevés dans les zones d’inhibition, puis macérés dans 2 mL de solution hydrophobe (33 % 

acétonitrile / 33 % butan-1-ol / 30 % H2O) ou de solution hydrophile (70 % Isopropanol / 30 % 

Butan-1-ol) durant 24 à 48 h. Les extraits sont centrifugés, séchés au speed-vac et dilués dans 

20 µL de solvant (70 % acétronitrile / 30 % H2O / 0.1 % Acide trifluoroacétique), pour obtenir 

une solution 100 fois plus concentrée. Comme l’extraction est réalisée à partir du milieu 

gélosé, les échantillons risquent de contenir beaucoup de sels (hypersalés), ce qui réduit la 

sensibilité de l’analyse par spectrométrie de masse. De fait, avant dépôt sur plaque MALDI, 

certains échantillons sont donc passés en ZipTip C18 (MerckMillipore, Darmstadt, Allemagne) 

afin de les dessaler et de les concentrer. Les extraits sont ensuite testés, en même temps que 

plusieurs témoins, comprenant les souches K. rhizophila CIP 53.45, C. albicans ATCC 10231, 

K. marxianus S-2-05 et K. lactis S-3-05, K. marxianus MUCL 29917 (une souche de référence 

non antagoniste) et le milieu Mueller-Hinton.  

 

L’analyse en spectrométrie de masse est réalisée à l’aide d’un MALDI-TOF Autoflex de 

Bruker Daltonics (Bremen, Allemagne), paramétré en mode réflectron positif, avec 6 000 tirs en 

moyenne par spectre. Le calibrant utilisé est le mélange PepMix (Bruker Daltonics, Allemagne) 

et la matrice utilisée est l’acide α-cyano-4 hydroxycinnamique (HCCA) à 10 mg.mL-1, repris dans 

un mélange 50 % acétonitrile / 50 % H2O / 0,1 % Acide trifluoroacétique. 
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1.2. Résultats 

Les échantillons non traités au Ziptip sont trop salés pour permettre une analyse 

MALDI-TOF correcte. Le bruit de fond est trop élevé pour analyser d’une manière fiable les 

spectres générés. En revanche, les échantillons traités au ZipTip permettent des analyses de 

spectres fiables (Figure 33). Les spectres correspondant aux zones d’inhibition sont strictement 

superposables au spectre témoin, utilisant le milieu de culture Mueller-Hinton. Les témoins 

levures ou souches cibles seules présentent des pics spécifiques aux souches. 

 

 

Figure 33. Spectres de masse d’une zone d’inhibition superposée sur le spectre du contrôle milieu 
Le spectre de masse de l’extrait correspondant à la zone d’inhibition entre K. marxianus S-2-05 et K. rhizophila CIP 53.45 (en bleu) 

et superposé au spectre de masse du contrôle milieu Mueller-Hinton (en noir). Les deux échantillons ont été préalablement 

dessalés. Aucune différence n’est décelable entre les deux spectres. 
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1.3. Discussion 

L’analyse des spectres obtenus dans ces conditions expérimentales, n’a pas permis 

d’identifier un composé susceptible de nous mettre sur des pistes d’investigation. En effet, les 

spectres générés, à partir des échantillons, prélevés dans la zone d’inhibition, ont été retrouvés 

dans le milieu de culture utilisé, comme témoin. L’absence de spectre additionnel dans nos 

échantillons pourrait s’expliquer par : 

- Une gamme de masse (m/z) testée incorrecte / non adaptée. 

- Un composé non-analysable par la technique MALDI. 

- Une méthode d’extraction n’ayant pas permis d’extraire le/les composé(s).  

- Un composé produit instable, perdant son activité dans le temps. 

 

Par ailleurs, le composé ne semble pas être présent dans la gélose, ni dans le 

surnageant de culture, même après extraction et concentration. Il est possible qu’il soit 

présent uniquement dans l’enveloppe cellulaire de la levure, ou tout simplement dans le 

compartiment intracellulaire. 
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2. RECHERCHE DE LA LOCALISATION CELLULAIRE DU COMPOSÉ ANTAGONISTE 

2.1. Méthodologie 

Après lyse des cellules, un échantillon est prélevé afin de tester son activité inhibitrice 

contre K. rhizophila CIP 53.45. Les levures antagonistes sont cultivées 15 à 17 h dans du milieu 

YEG à 25°C, durée optimale pour observer un effet antagoniste. Elles sont ensuite centrifugées 

(3 000 g, 8 minutes, 4°C). Le culot cellulaire est rincé deux fois avec de l’eau ultrapure, ensuite 

resuspendu dans de l’eau ultrapure permettant une concentration 3 fois plus élevée que la 

suspension initiale. La suspension subit alors trois cycles de passage de -80°C, 5 à 10 minutes, à 

95°C, 1 minute afin de lyser les cellules de levures. Le lysat est centrifugé (20 000 g, 15 minutes, 

4°C). Le surnageant correspondant au contenu cytoplasmique, est utilisé directement pour les 

tests. Le culot, correspondant aux débris cellulaires est suspendu dans un tampon Tris/HCl pH 

7,0. Une technique de lyse par ultrasons est également testée. Les cellules sont centrifugées et 

rincées dans de l’eau distillée, puis elles sont remises en suspension pour permettre une grande 

densité. La suspension subit 10 cycles d’ultrasons à 60 Hertz, durant 1 minute dans la glace, avec 

une pause d’une 1 minute toujours dans la glace. Le lysat obtenu est traité de façon à obtenir 

une fraction avec le contenu intracellulaire et une fraction avec les débris cellulaires. 

Afin de tester les cellules entières (mais non viables), celles-ci ont été inactivées comme suit. 

Un volume de culture est centrifugé, le culot obtenu est suspendu dans deux volumes de 

chloroforme pur pendant 15 minutes, à température ambiante. Les cellules inactivées sont 

centrifugées et suspendues dans un volume d’eau physiologique. Pour tester l’antagonisme, 

5 µl de chaque lysat sont déposés sur une boîte de Pétri contenant les souches cibles 

K. rhizophila CIP 53.45 et C. albicans ATCC 10231.  

 

Par ailleurs, les lysats obtenus par chocs thermiques sont analysés par électrophorèse 

sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE 10 %), en utilisant comme témoin le milieu de culture 

ayant servi à la croissance de la levure (milieu YEG). Le Tableau 9 indique, à titre informatif, les 

compositions des différentes solutions utilisées dans cette analyse. 
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Tableau 9. Composition des différentes solutions utilisées pour la migration sur un gel SDS-PAGE 

Composition 
Tampon de 

charge 

Gel de 

concentration 

Gel de 

séparation 

Tampon de 

migration 

Tampon Tris/HCl pH 6.8 62,5 mM 125 mM - - 

Tampon Tris/HCl pH 8.8 - - 375 mM - 

SDS 20 g.L-1 1 g.L-1 2 g.L-1
 0,4 g.L-1 

Glycérol 8,25 % - - - 

β-mercaptoéthanol 0,5 mM - - - 

Bleu de bromophénol 0,1 g.L-1 - - - 

Acrylamide / Bisacrylmide 

37,5 :1 
- 3,5 % 10 % - 

APS - 0,1 % 0,1 % - 

TEMED - 0,1 % 0,1 % - 

Tris - - - 3 g.L-1 

Glycine - - - 14,25 g.L-1 

SDS : Sodium DodécylSulfate – APS : PerSulfate d’Ammonium – TEMED : Tétraméthyléthylénediamine. 

L’acrylamide/Bisacrylamide provient de chez Biorad (Hercules, USA) 
 

Avant chaque dépôt, les échantillons sont chauffés pendant 5 minutes à 95°C, dans le tampon 

de charge. La migration du gel de SDS-PAGE est réalisée à 100 V. Après migration, les gels sont 

colorés au bleu de Coomassie (0,3 % bleu de Coomassie R250, 20 % éthanol, 10 % acide 

acétique) pendant 1 h 30 à 3 h, puis ils sont mis dans des bains successifs de décoloration (25 % 

éthanol, 8 % acide acétique), pour éliminer la coloration non spécifique aux protéines. 

 

2.2. Résultats 

Seules les fractions correspondant aux levures inactivées ont montré une activité 

antagoniste contre les deux cibles testées. 

L’analyse des différentes fractions de lyse par choc thermique ne permet pas de déceler de 

composé protéique particulier dans les différentes fractions. Les fractions ne contenant pas de 

cellules ne montrent aucune bande protéique. Toutes les fractions contenant des levures 

entières et/ou lysées présentent les mêmes bandes que les cellules entières initiales (Figure 

34a et b). On peut ainsi dénombrer 5 bandes de 300, 510, 740, 960 et 1550 Da environ, et une 

double bande de 1 100 Da environ. Les cellules entières concentrées sont en trop grand 

nombre pour donner une bande analysable et apparaissent sous forme de smear. 
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Figure 34. Gels SDS-PAGE des différentes fractions issues du lysat des Kluyveromyces antagonistes par 
cycle de congélation/décongélation. 

A chaque étape de la lyse des levures antagonistes, des échantillons ont été prélevés afin d’identifier, par analyse SDS-PAGE, 

l’apparition ou la disparition de composés protéique d’intérêt. Les abréviations de fraction sont les suivantes : Cult. Init. : Culture 

initiale, avant lyse ; Surnag. Init. : Surnageant de la culture initiale ; Culot Pré-Ly. : Culot cellulaire de la culture initiale avant lyse ; 

Surnag. Lysat : Surnageant du lysatfinal ; Culot Conc. : Culot cellulaire de la culture initiale concentrée ; Rin. : Rinçage contenant 

les cellules de levures ; Lyse Etp. : Suspension après étape de congélation/décongélation. 

 

2.3. Discussion 

La méthode de lyse par congélation/décongélation n’utilise pas de composés chimiques et se 

base uniquement sur la formation de cristaux de glace pour fracturer les cellules de levures. 

Cette technique est peu dénaturante pour les composés présents dans et sur les cellules. Elle 

ne semble pas être suffisante pour lyser toutes les levures présentes dans un échantillon, car 

leurs parois sont très résistantes. La lyse mécanique par ultrasons semble, par contre, 

suffisante pour lyser la totalité des levures, mais elle ne permet pas de localiser le composé 

antagoniste. Celui-ci ne semble donc pas provenir du contenu intracellulaire ou des débris 

cellulaires de levures obtenues après lyse. L’utilisation de levures complètement « inactivées » 

indique que le composé antagoniste n’est pas présent sur la paroi et n’aurait pas été dégradé 

par les techniques de lyse utilisées. Ce composé pourrait être excrété et/ou produit de manière 

active par la cellule antagoniste, à des concentrations trop faibles pour être détectable dans le 

milieu liquide.  
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Publication 4 
Étude de l’activité anti-Salmonella et du potentiel probiotique de 

K. marxianus S-2-05 et de K. lactis S-3-05 

 

  



RÉSULTATS  

 

 

174 

 

 



RÉSULTATS Publications 4 

 

 

175 

 

Résumé de la publication 

K. marxianus S-2-05 et K. lactis S-3-05 ont montré un pouvoir antagoniste contre un 

panel de microorganismes incluant des pathogènes alimentaires redoutables comme Listeria 

monocytogenes et Salmonella. L’effet des Kluyveromyces contre Salmonella enterica serovar 

Enteritidis, S. Paratyphi B et S. Typhimurium a été étudié par la technique de qPCR en ciblant 

l’expression de plusieurs gènes de virulence, comme hil, sopD et ssrB2. Seul le niveau 

d’expression du gène sopD a montré des fluctuations. Ainsi, K. marxianus S-2-05 semble 

induire une sous-expression de ce gène de virulence. Les souches de Kluyveromyces isolées de 

la Tomme d’Orchies présentent un pouvoir antagoniste intéressant, pouvant augmenter leur 

plus-value dans le cadre d’une application probiotique.  

Ainsi les principales caractéristiques permettant d’établir le profil probiotique des souches ont 

été réalisées pour chacune des souches antagonistes. En effet, les souches ont été étudiées 

pour leurs propriétés de surface, capacités d’adhésion à une surface abiotique (le polystyrène), 

leurs capacités de résistance aux conditions d’un tractus intestinal artificiel et leurs interactions 

avec les cellules d’adénocarcinome intestinal Caco-2. 

 

Il résulte de cette étude que les propriétés de surface, des deux souches de 

Kluyveromyces, sont hydrophiles et fortement basiques. Par ailleurs, la faible hydrophobicité 

est corrélée à une faible capacité à former des biofilms sur support abiotique (polystyrène) qui 

a des propriétés hydrophobes. Une bonne résistance au tractus intestinal in vitro a été 

observée, avec une perte d’environ 0.4 log de cellules. L’adhésion aux cellules Caco-2 est 

similaire, à celle de la souche probiotique Saccharomyces boulardii.  

Dans l’hypothèse d’une colonisation du tractus intestinal, les souches de Kluyveromyces 

n’induisent pas, après 24 heures de contact, d’effets délétères et cytotoxiques. Les capacités 

d’adhésion aux solvants laissent à penser à une compatibilité théorique avec les mucines, qui 

est le principal constituant du mucus intestinal. Cette dernière notion est importante, car la 

majorité du microbiote intestinal adhéré est localisé dans ce mucus, une forte compatibilité 

avec ce dernier permettrait la colonisation du tractus intestinal, ce qui pourrait constituer un 

élément d’importance chez les probiotiques.  
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Publication 5 
Étude de de l’activité anti-oxydante et de l’interaction entre 

K. marxianus S-2-05 et Bacteroides thetaiotaomicron 
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Résumé de la publication 

Bacteroides thetaiotaomicron est une bactérie connue pour présenter des effets anti-

inflammatoires en conditions proches du milieu intestinal, anaérobie. L’étude suivante a pour 

but de définir si des interactions entre B. thetaiotaomicron avec K. marxianus S-2-05 

pourraient augmenter les propriétés anti-oxydantes. L’étude de l’interaction sera précédée 

d’une étude des capacités de K. marxianus à survivre et à croître en milieu anaérobie, 

nécessaire à B. thetaiotaomicron. La souche de K. marxianus S-2-05 est apte à survivre en 

milieu anaérobie et la co-culture avec B. thetaiotaomicron ne lui est pas délétère. L’extraction 

en milieu détergent des protéines présentes dans les cultures de B. thetaiotaomicron seul, de 

K. marxianus seul et de leur co-culture a permis d’obtenir des concentrations en protéines 

similaires. L’étude du potentiel anti-oxydant est effectuée avec ces extraits protéiques, sur des 

agents réactifs de l’oxygène (ROS), les anions superoxides et le peroxyde d’hydrogène, dosés à 

l’aide de peroxydase. La co-culture de Bacteroides et de Kluyveromyces permet d’observer une 

amélioration de l’activité anti-oxydante, en particulier face au peroxyde d’hydrogène. De 

manière très intéressante, l’extrait issu de la culture de K. marxianus S-2-05 seul à un effet 

anti-oxydant très puissant, avec une inhibition de 50 % des ROS testées dès 25 µL d’extrait par 

millilitre. Cette forte activité pourrait être expliquée par la présence d’une superoxyde 

dismutase, déjà identifiée chez K. marxianus, ou de protéines contenant des groupements 

thiols. La souche de référence K. marxianus MUCL 29917 montre également un pouvoir anti-

oxydant, moindre que celui visible chez K. marxianus issu de la Tomme d’Orchies. 

 

Ces différents résultats permettent de voir l’espèce K. marxianus comme un bon 

candidat pour moduler ou stopper les cascades oxydo-inflammatoires, notamment pour une 

utilisation dans les maladies chroniques inflammatoires de l’intestin. La souche de 

K. marxianus serait donc un bon candidat probiotique, supplémenté d’une propriété anti-

oxydante, intéressante pour des applications préventives, voire thérapeutiques. 
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Conclusions générales 
 

L’analyse comparée de tous les résultats précédents permet de définir des conclusions 

et hypothèses globales sur les levures antagonistes à potentiels probiotiques, mais également 

une comparaison entre les méthodologies utilisées. Ainsi, une conclusion sur la différence 

entre l’approche culture-dépendante et l’approche métagénomique sera exprimée, 

additionnée des conclusions sur la composition des écosystèmes fongiques et bactériens. S’en 

suivra une conclusion sur les capacités antagonistes des levures de la Tomme d’Orchies et une 

conclusion sur le potentiel probiotique de ces souches. 
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1. ÉTUDES DES ÉCOSYSTÈMES PAR UNE APPROCHE MÉTAGÉNOMIQUE ET UNE APPROCHE CULTURE-DÉPENDANTE 

1.1. Comparaison de méthodes et résultats obtenus 

Deux approches peuvent être utilisées pour étudier les écosystèmes microbiens. 

L’approche culture-dépendante, qui est traditionnelle, Pasteurienne, et l’approche 

métagénomique, utilisant une technologie moderne. Notre expérience nous amène à dire que 

ce sont deux méthodes complémentaires. Ce constat est prouvé à travers l’analyse du 

microbiote de la Tomme d’Orchies. Certes, l’approche métagénomique permet une étude 

rapide et précise de la composition du microbiote, avec des réplicas permettant une étude 

statistique. Cette technique est basée sur l’utilisation des ADN totaux de l’échantillon. Ainsi, si 

une espèce est inconnue, ou non répertoriée dans les bases de données appropriées, cela 

constituera une forme de biais. L’espèce concernée sera alors incluse dans les séquences non-

identifiées. La technologie Illumina ne permet pas l’utilisation de tous les gènes d’identification 

habituellement utilisés, elle peut donc aboutir à une perte d’information. Pour illustrer ceci, 

nous pouvons citer le cas de l’espèce Saturnispora mendoncae qui n’a pas été identifiée par 

approche métagénomique, car elle n’est pas répertoriée dans les bases de données des gènes 

ITS1-5,8 S-ITS2. En revanche, cette espèce a été identifiée, en grande proportion, en utilisant 

l’approche traditionnelle, basée sur le séquençage de l’ADNr 26 S. Il faut noter que cet ADNr 

est incompatible, de part sa longueur, avec la technologie Illumina utilisé dans cette étude.  

 

La méthode culture-dépendante est fastidieuse, chronophage, mais aboutit à du 

matériel biologique, donc à des isolats qui pourront être exploités pour leurs identifications. 

Cette approche offre aussi d’autres avantages, comme la recherche d’isolats antagonistes, la 

caractérisation de cet antagonisme, à l’instar de ce qui a été fait dans le cadre de ce travail sur 

la Tomme d’Orchies. 
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1.2. Composition et évolution du microbiote de la Tomme d’Orchies  

La Tomme d’Orchies est un fromage au lait cru de vache, à pâte pressée non cuite. Il 

présente un écosystème bactérien normal avec des BAL et NSBAL. Notre analyse a montré que 

le microbiote de la Tomme d’Orchies présente de fortes similarités avec les écosystèmes, du 

moins bactérien, des fromages à pâtes lavées, comme en témoigne la présence de 

Brevibacterium ou de Psychrobacter. Cette particularité peut s’expliquer par le frottage du 

fromage avec une saumure contenant de la bière et du rocou durant l’affinage. La composition 

du microbiote de la Tomme d’Orchies ne correspond pas totalement aux microbiotes retrouvés 

classiquement dans les fromages à pâte pressée non-cuite.  

 

En revanche, le contenu fongique de la Tomme d’Orchies reste classique par la 

présence de Kluyveromyces, Yarrowia ou Galactomyces. Cependant, une espèce peu 

fréquente, Clavispora lusitaniae, a été retrouvée dans la Tomme d’Orchies. On peut aussi citer 

Kazachstania unispora ou Malassezia restricta. Cette dernière est, selon nos connaissances, 

décrite pour la première fois dans un produit fromager produit à partir de lait de vache. 

 

Un autre point original de cette étude est la proportion de ces levures dans la Tomme 

d’Orchies. Nous avons observé, contrairement aux autres études et donc autres fromages, une 

proportion importante de Yarrowia et une faible proportion de Galactomyces. Par ailleurs, 

Debaryomyces hansenii est présente à de faibles taux, malgré son utilisation comme culture 

initiale. Contrairement aux ratios retrouvés usuellement, K. marxianus est plus abondant que 

K. lactis. Enfin Saturnispora mendoncae a été retrouvée en forte proportion dans l’analyse 

culture-dépendante. 

 

En conclusion, la Tomme d’Orchies présente un microbiote classique des fromages, 

avec des spécificités d’espèces et des proportions atypiques. Ces points particuliers pourraient 

être des marqueurs de la typicité de la Tomme d’Orchies. 
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2. PROPRIÉTÉS ANTAGONISTES  

Deux souches isolées donc de la Tomme d’Orchies, en l’occurrence K. marxianus S-2-05 

et K. lactis S-3-05, présentent des propriétés antagonistes contre des bactéries à Gram-positif 

(Kocuria rhizophila, Bacillus sp., Listeria monocytogenes), des bactéries à Gram-négatif 

(Salmonella sp.) et contre Candida albicans. Cet antagonisme n’est mis en évidence qu’en co-

culture simultanée, en milieu gélosé, avec un optimum d’inhibition obtenu avec une pré-

culture de 15 à 18 h.  

 

Le ou les composé(s) responsable(s) de cet antagonisme ont fait l’objet de nombreuses 

analyses, mais reste(nt) à ce jour non-identifié(s). 

 

3. POTENTIEL PROBIOTIQUE 

En plus de leurs propriétés antagonistes, K. marxianus S-2-05 et K. lactis S-3-05 

présentent un fort potentiel probiotique. En effet, les tests in vitro ont montré une résistance 

au tractus gastro-intestinal et une aptitude à adhérer à l’épithélium intestinal sans présenter 

de cytotoxicité. De plus, la souche de K. marxianus S-2-05 présente un pouvoir anti-oxydant 

puissant, dans des conditions intestinales in vitro. 

 

Les deux souches de Kluyveromyces antagonistes sont donc de très bons candidats pour 

être utilisées comme levures probiotiques non-Saccharomyces. En attendant la validation de 

ces études par des expériences in vivo, nous pouvons affirmer l’importance de ces deux 

souches, K. marxianus S-2-05 et K. lactis S-3-05, comme souches probiotiques pour diverses 

applications. En santé humaine, elles pourraient trouver un écho favorable comme anti-

oxydants. En santé animale, elles pourraient servir en remplacement des antibiotiques utilisés 

comme moyen de prévention et comme facteurs de croissances. 
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Perspectives 
 

 

Les travaux présentés précédemment ont permis une première analyse d’un produit de 

notre région. C’est un projet exploratoire visant à développer certains outils au sein de notre 

laboratoire, mais aussi à établir des compétences et un rayonnement dans le domaine de 

l’écologie microbienne. Ce projet exploratoire donc a abouti à des informations pertinentes 

d’un point de vue scientifique, et ouvre des perspectives d’applications industrielles certaines. 
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Outre la Tomme d’Orchies, d’autres fromages ou produits fermentés de notre région, 

voire de Belgique, seront considérés dans les prochains projets. 

 

Les questions auxquelles, nous comptons répondre dans un futur proche sont les suivantes : 

 

- Quelle est la nature exacte des molécules antagonistes ? Comment les identifier et 

comment les mettre en évidence ?  

 

- L’activité antagoniste, ainsi mise en évidence, est-elle spécifique aux deux souches de 

K. marxianus S-2-05 et K. lactis S-3-05 ou communes avec d’autres souches de ces 

espèces ? 

 

- Y-a-t-il une autre exploitation de cet antagonisme ? Comme par exemple une activité 

antivirale ? 

 

- Le potentiel probiotique observé in vitro est-il observable in vivo ? 

 

L’étude et la caractérisation des écosystèmes fromagers appellent à se pérenniser et à 

s’intensifier. Ainsi, tout en continuant à décrypter et à étudier d’autres microbiotes issus des 

produits fromagers de notre région, il sera intéressant d’étudier ceux issus des produits 

fromagers d’autres régions du monde, comme la Belgique et le Canada. Outre les aspects 

microbiotes, d’autres enjeux sont visés comme la typicité de ces produits et la contribution des 

flores. Nous y introduirons aussi des études métatranscriptomiques pour mieux comprendre 

cette typicité. Ces études prendront part dans une perspective d’internationalisation de notre 

activité, visant à caractériser et à comparer les écosystèmes des fromages européens et 

canadiens.  
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Les réponses que nous souhaitons apporter à court terme, aux questions posées sont les 

suivantes : 

 

- Identification des composés antagonistes chez K. marxianus S-2-05 et K. lactis S-3-05 ? 

Comme indiqué, les approches biochimiques n’ont pas abouti. Une approche de 

génomique comparative est prévue afin d’essayer de répondre à cette question. À cet égard, 

les génomes des deux souches sont déjà séquencés. Les molécules susceptibles d’être à 

l’origine de cet antagonisme seront produites et surexprimées dans des systèmes 

hétérologues. 

 

- L’activité antagoniste est-elle spécifique de K. marxianus S-2-05 et K. lactis S-3-05 ? 

D’autres recherches seront entreprises dans ce sens afin d’isoler de nouvelles souches 

du genre Kluyveromyces. Les souches seront testées pour leur antagonisme dans les mêmes 

conditions expérimentales, que celles utilisées dans le cadre de ce projet. 

 

- K. marxianus S-2-05 et K. lactis S-3-05 sont-elles dotées d’une activité antivirale ? 

C’est une activité intéressante car la recherche sur les levures à activité antivirale sont 

rares. Dans l’hypothèse d’une telle activité, un champ d’investigation nouveau s’offrira pour 

nous, afin de comprendre comment des levures peuvent être actives contre des virus 

enveloppés et des virus non enveloppés. 

 

- Le potentiel probiotique de K. marxianus S-2-05 et de K. lactis S-3-05 peut-il être 

confirmé in vivo ? 

Les souches de Kluyveromyces antagonistes ont montré les caractéristiques essentielles 

pour être considérées comme des probiotiques potentiels. Cependant, pour pouvoir les définir 

comme de réels probiotiques, des études complémentaires in vivo sont nécessaires. Si les tests 

sont concluants, ces souches de Kluyveromyces pourront être considérées comme de vrais 

probiotiques. Une application dans la santé animale ou humaine pourra ainsi être envisagée. 
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