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Résumé 

Les aliments sont naturellement contaminés par une flore microbienne diverse provenant des matières 
premières et des différentes étapes de leur préparation. De plus, les produits fermentés sont 
ensemencés par des ferments participant au processus de fermentation. Ils constituent donc des 
écosystèmes alimentaires où les différentes espèces en présence vont entrer en compétition et se 
développer à différents niveaux jusqu’à la fin de la conservation. Préserver les aliments consiste à en 
garantir la bonne qualité, notamment microbiologique, et donc à maîtriser ces écosystèmes. Une 
pratique ancestrale et longtemps empirique comme la fermentation est un exemple de préservation de 
l’aliment (viande, lait, végétaux) résultant des activités des bactéries, levures ou moisissures, qui 
assurent la qualité sanitaire et organoleptique de ces produits. Les écosystèmes des aliments sont de 
plus en plus étudiés, grâce notamment à la métagénomique, et de nouvelles pistes apparaissent pour 
assurer la conservation des aliments, qu’ils soient fermentés ou non, grâce à des espèces 
microbiennes. Il s’agit de la biopréservation par laquelle l’ajout de cultures protectrices va permettre de 
lutter contre un développement excessif de flores indésirables et ainsi contribuer à améliorer les 
qualités sanitaires et organoleptiques des aliments. 

Mots-clés : Cultures protectrices, écosystèmes alimentaires, produits fermentés, métagénomique, 
Centre de Ressources Biologiques (CRB) 

 

Abstract : Microbial ecosystems and food preservation 

Food stuffs are naturally contaminated by a diverse microbial flora issued from food components and 
from the various processing steps. In addition, fermented foods are also inoculated with starters 
participating to the fermentation process. Therefore, foods constitute ecosystems hosting various 
species which will have to compete and will develop to various extents until the end of the storage 
period. Preserving food means to guaranty its quality, especially microbial safety, and consequently to 
master these ecosystems. An ancestral and mostly empirical long term use such as fermentation 
exemplifies food (meat, milk, vegetables) preservation, resulting from bacterial, yeasts and moulds 
activities which ensure sensorial and microbiological quality of fermented foods. Food microbial 
ecosystems are now more and more investigated, notably because of metagenomics development, and 
new fields are opening, aiming at preservation of both fermented and non-fermented products by the 
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use of microorganisms. The so-called biopreservation, through inoculation of protective cultures, will 
allow fighting an excessive development of unwanted flora and thus will contribute to improve both 
sensorial and microbial qualities of food. 

Keywords: Protective cultures, food ecosystems, fermented food, metagenomics, Biological 
Ressources Center (BRC) 

 

1. Introduction 

 

1.1. Ecosystèmes alimentaires et biopréservation  

Les aliments sont des denrées extrêmement périssables. En effet, ils sont porteurs de nombreuses 
espèces bactériennes, de levures ou de moisissures qui en se développant au cours de la conservation 
et du stockage peuvent les altérer. De plus la présence de certaines espèces, pathogènes pour 
l’Homme, peut être responsable de toxi-infections alimentaires collectives (TIAC). Il existe cependant 
une microflore naturellement présente sur les aliments, qui peut entrer en compétition avec ces flores 
indésirables et ainsi contribuer à garantir la qualité sanitaire et sensorielle. C’est ainsi que les 30 
dernières années ont conduit à l’émergence du concept de la technologie de barrière (Leistner, 2000 
pour revue) qui consiste à appliquer un ensemble de procédés, contribuant chacun à inhiber le 
développement des flores indésirables. L’importance de la flore résidente dans cet effet barrière a été 
pointé et a conduit à la proposition du terme Anglais de « biopreservation » défini par Stiles en 1996 en 
ces termes : « Biopreservation refers to extended storage life and enhanced safety of foodsusing the 
natural microflora and (or) their antibacterial products ». La sélection de souches efficaces parmi la flore 
résidente, pour les rajouter aux aliments est ainsi envisagée. Les termes de flores ou de cultures 
protectrices ou bioprotectrices et de bioprotection en ont découlé. 

 

1.2. La fermentation, une biopréservation ancestrale ? 

La fermentation, naturelle et empirique, de nombreux substrats (viande, poisson, lait, jus de fruits, 
choux, etc.) pour les transformer en aliments élaborés et stables (saucissons et poissons fermentés, 
fromages, vin, bière, choucroute, etc.) est ainsi attestée depuis des millénaires. Mais ce n’est qu’au 
cours des 19e et 20e siècles que le rôle des flores microbiennes dans le processus de fermentation a 
été décrit. Outre l’incidence sur les qualités organoleptiques que l’intervention de ces flores procure aux 
produits fermentés, les conséquences de la fermentation sur la qualité sanitaire des produits est 
maintenant bien comprise. C’est ainsi que des pratiques ancestrales de réensemencement à partir de 
produits fermentés pour en produire de nouveaux ont d’abord été utilisées puis ont évolué vers la 
sélection et l’ensemencement par des souches sélectionnées : il s’agit des ferments qui ne sont 
devenus d’usage courant qu’au cours de la fin du 20e siècle. Cette pratique, initialement utilisée pour les 
produits laitiers fermentés s’est ensuite étendue aux autres aliments fermentés. Les ferments 
ensemencés contribuent à assurer la qualité sensorielle des produits et aussi la qualité microbiologique 
par un ensemble de mécanismes incluant la production d’acides organiques et d’autres molécules 
antibactériennes, ou encore la compétition pour les substrats nutritifs. La fermentation peut alors être 
considérée comme une forme de biopréservation. Cependant, l’élargissement de l’utilisation de flores 
protectrices à des produits non fermentés est également envisagé, de nombreuses études ayant 
montré un effet avéré de l’ajout de certaines souches sur la réduction de flores pathogènes ou 
d’altération. Pour un tel usage dans les produits non fermentés, l’effet recherché des flores protectrices 

est d’assurer la qualité microbiologique de l’aliment, sans en modifier les qualités sensorielles. Doit-on 
alors les considérer comme des ferments, des ingrédients, des additifs ?  
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Pour l’instant, la question n’est pas tranchée.  

 

1.3. Les écosystèmes alimentaires des produits fermentés et non fermentés 

Le répertoire microbiologique des aliments a longtemps été étudié grâce à des méthodes de culture sur 
milieux bactériologiques. Des méthodes moléculaires et non culturales se sont récemment 
développées, qui permettent de réviser nos connaissances et d’approfondir la définition des 
écosystèmes alimentaires. Ces approches de métagénomique par séquençage à haut débit et 
directement à partir de l’ADN bactérien extrait de matrices alimentaires ont initialement été utilisées sur 
des produits fermentés, comprenant une flore microbienne élevée mais de diversité relativement pauvre 
(Humblot et Guyot, 2009 ; Sakamoto et al., 2011 ; Kiyohara et al., 2012 ; Park et al., 2012 ; Roh et al., 
2012 ; van Hijum et al., in press). Les études d’aliments non fermentés, présentant une plus grande 
diversité d’espèces, n’en sont qu’à leur tout début (Nieminen et al., 2012 ; ECOBIOPRO, 2011). Les 
premières analyses visaient principalement à établir un catalogue des espèces présentes grâce au 
séquençage de l’ADN ribosomique 16S (ADNr), et des études plus récentes visent à déterminer 
l’ensemble des génomes présents afin de lister les fonctions bactériennes potentiellement présentes. 
L’étape suivante sera la caractérisation des fonctions réellement exprimées (séquençage des ADNc à 
partir des ARN totaux, ou métatranscriptomique).  

La connaissance de la composition des écosystèmes des aliments est donc maintenant de plus en plus 
accessible et l’étude globale des interactions des microbes qui y résident est rendue possible. 
Comprendre la fermentation mais aussi les mécanismes mis en jeu lors de la biopréservation devrait 
donc être une future étape pour les microbiologistes de l’alimentation. 

 

1.4. Les prérequis pour une biopréservation efficace 

Pour pouvoir mettre en œuvre des flores protectrices efficaces et à des fins bien déterminées, un 
ensemble de connaissances et d’outils sont nécessaires. Ceci inclut : i) une description la plus 
exhaustive possible de l’écosystème alimentaire et des espèces indésirables à cibler ; ii) un réservoir de 
souches, très diverses, bien caractérisées et pouvant être criblées pour différentes utilisations, dont la 
bioprotection ; iii) une bonne connaissance des interactions microbiennes au sein de l’écosystème et 
des mécanismes mis en œuvre par les flores protectrices. Ces différents aspects, abordés dans 
différents laboratoires de l’INRA seront développés ci-dessous.  

 

2. Métagénomique des aliments 

 

2.1. Métagénomique : quelques définitions et aperçu des méthodes 

Les microbiologistes utilisaient classiquement le microscope et les boîtes de Pétri pour étudier les 
microorganismes. Il arrive parfois que des milieux où ceux-ci peuvent être détectés en abondance ne 
permettent pas d’obtenir des colonies en nombre attendu, révélant ainsi une « grande anomalie de 
comptage », qui reflète en fait la non-cultivabilité de certaines espèces microbiennes (Staley et 
Konopka, 1985). Pour mieux étudier la composition de ces flores non cultivables, il est apparu que 
l’étude de leur ADN, après extraction directe, permettait d’accéder à un certain niveau d’information, sur 
les espèces concernées, ou sur certaines fonctions qu’elles pouvaient exercer. Différentes techniques 
ont été mises au point et ont évolué en fonction des avancées technologiques, comme le clonage de 
molécules directement après extraction d’ADN ou l’amplification de marqueurs taxonomiques. Puis, 
avec l’apparition de techniques de séquençage à haut ou très haut débit, le séquençage direct des 
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molécules a permis un développement rapide de ces techniques dites de métagénomique (Temperton 
et Giovani, 2012).  

De fait, les débuts de la métagénomique ressemblaient largement à l’application des techniques de 
biologie moléculaire pour étudier à relativement faible échelle des molécules à valeur taxonomique, 
comme les copies d’ADNr, ou des fonctions dûment criblées après clonage dans Escherichia coli. Leur 
développement a été largement motivé par la non-cultivabilité de larges parties des populations 
microbiennes de certains environnements comme la mer, le sol, les bioréacteurs en remédiation ou les 
écosystèmes digestifs. Ces techniques peuvent aussi être appliquées à d’autres écosystèmes où la 
cultivabilité n’est pas un obstacle majeur aux études, mais où, les techniques de microbiologie 
deviennent trop laborieuses pour étudier des populations minoritaires, en particulier si aucun milieu ne 
permet de les distinguer des populations majoritaires. Ce cas est classique dans la plupart des 
écosystèmes, dont les écosystèmes fermentaires alimentaires traditionnels ou naturels, où coexistent à 
différentes proportions des populations proches taxonomiquement et à différents niveaux.  

 

2.2. Métagénomique monogénique (pyroséquençage d’ADNr) exemples et 
données  

Dans les écosystèmes fermentaires, la plupart des études métagénomiques ont été réalisées pour 
mesurer la biodiversité et définir les différentes espèces présentes. Les techniques les plus utilisées 
sont basées sur l’étude des variations présentes dans les séquences des ADNr. Au-delà de la 
caractérisation de la composition taxonomique par l’étude des ADNr, des études focalisées sur des 
fonctions peuvent permettre de mettre en lumière des aspects fonctionnels au travers des études 
métagénomiques (Suenaga, 2012). 

Le principe de l’utilisation de séquences « à valeur taxonomique » est simple. Les séquences d’ADNr 
sont supposées descendre d’une copie ancestrale commune ayant accumulé des mutations lors de la 
différentiation des espèces, et en les comparant, il est possible de les en groupes selon leur 
ressemblance. Les distances obtenues sont supposées refléter la taxonomie des espèces dont elles 
proviennent (Janda et Abbott, 2007). Elles donnent des résultats satisfaisants pour de nombreuses 
études et ont généré la base des connaissances actuelles sur de nombreux écosystèmes (Petrosino et 
al., 2009). Des chaînes d’analyse informatique appropriées sont disponibles (Caporaso et al., 2010).  

Si ce principe est encore communément utilisé, la méthode d’obtention des séquences a été 
récemment révolutionnée par quelques innovations technologiques. Globalement, la chaîne d’analyse 
débute par une amplification avec des oligonucléotides plus ou moins « universels » ciblant la séquence 
d’intérêt, ce qui permet de focaliser les efforts de séquençage sur une fraction utile des ADN. Les 
premières analyses ont été réalisées sur quelques dizaines de molécules, clonées avant séquençage ; 
elles le sont maintenant sur des centaines de milliers de séquences d’un même échantillon, permettant 
ainsi de réaliser des analyses couvrant des populations minoritaires. Enfin, la dernière révolution est 
venue de la possibilité de séquencer en parallèle des centaines d’échantillons grâce à un système de 
code-barres, réduisant ainsi le coût des échantillons et ouvrant les portes à des analyses 
métagénomiques comparatives à grande échelle (Hamady et al., 2008).Ces méthodes ont été 
appliquées à divers écosystèmes alimentaires tels que le lait et ses dérivés (Masoud et al., 2012 ; 
Quigley et al., 2012), les végétaux (Humblot et Guyot, 2009 ; Jung et al., 2011 ; Illeghems et al., 2012), 
et les produits de la mer (Rohet al., 2009).  

Dans l’ensemble, ces analyses ont permis de confirmer la présence de nombreux microorganismes 
dans ces produits, voire d’en découvrir de nouveaux. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Janda%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17626177
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Abbott%20SL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17626177
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Illeghems%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22666442
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2.3. Métagénomique (séquençage entier d’écosystèmes) exemples et 
données 

L’augmentation de la capacité des séquenceurs de nouvelle technologie a stimulé le développement 
d’études basées sur l’analyse de l’ensemble des séquences d’ADN extraites des écosystèmes, sans 
amplification de marqueur particulier. En principe, dans ces études, les analyses donnent accès aux 
gènes, et donc aux fonctions portées par l’écosystème. Actuellement, deux types de données peuvent 
être fournies par les séquenceurs très haut débit : des séquences de taille moyenne (~400 à 700 pb) et 
à haut débit (un million), et des séquences courtes (50 à 150 pb) à très haut débit (1-6 milliard). Dans 
les deux cas, l’analyse directe de tels jeux de séquences a posé un réel défi. Différentes cha înes 
d’analyse commencent maintenant à être disponibles, qui diffèrent selon que les séquences sont de 
type moyenne ou courte. 

Les analyses des séquences moyennes peuvent être réalisées par des méthodes classiques 
(traduction en protéines, puis recherches d’homologies) pour assigner ces séquences à des groupes de 
gènes similaires, ce qui peut donner accès à des fonctions potentielles. Des chaînes d’analyse 
bioinformatique sont disponibles pour ces études (Meyer et al., 2008; Arumugam et al., 2010) et il est 
possible de visualiser les voies métaboliques à partir des gènes annotés (Yamada et al., 2009). Pour 
les séquences courtes, le traitement se fait par cartographie sur des séquences de référence, en 
général déjà annotées. Le nombre de lectures touchant les différents gènes donne un comptage relatif 
des molécules présentes dans l’échantillon. Le talon d’Achille de cette technique est la nécessité d’avoir 
à disposition une base de données de référence, en général très incomplète pour les écosystèmes 
complexes. Pour des écosystèmes plus simples comme les aliments fermentés, constitués de quelques 
centaines d’espèces au maximum, la constitution de catalogues de référence devient à la portée de 
projets de recherche de taille raisonnable. Il est aussi possible de constituer des références en 
assemblant directement les lectures. Dans ce cas, les gènes correspondant aux espèces suffisamment 
abondantes et dont la couverture est suffisamment redondante peuvent être assemblés, et constituer la 
base d’un catalogue de gènes de référence (Qin et al., 2010). L’assemblage peut aussi être appliqué en 
transcriptomique où c’est l’ADNc constitué à partir des ARN qui est séquencé (Grabherr et al., 2011). 
Enfin, il est parfois possible, avec un nombre suffisant d’échantillons, de proposer un groupement de 
ces gènes en génomes (Qin et al.,2010, Nielsenn et al., en préparation).  

Cette technologie a été appliquée à une quarantaine de fromages traditionnels dans le cadre du 
programme ANR Food-Microbiome. Les cartographies ont d’abord été réalisées avec les génomes 
disponibles dans les bases de données publiques, puis les séquences génomiques de 15 levures et 
champignons filamenteux etde 150 bactéries fromagères ont été déterminées pour compléter la base 
de données de référence (Ameida et al., en préparation), augmentant ainsi le taux de cartographie de la 
plupart des échantillons (Pons et al., en préparation). Dans ces conditions et avec des traitements 
bioinformatiques appropriés, il est possible de détecter les espèces présentes avec une dynamique de 
104-105, les gènes des espèces présentes à au moins 1/1000de la population totale, et de caractériser 
le polymorphisme nucléotidique des espèces présentes à plus de 5% de la population (Abraham et al., 
en préparation). Ainsi, cette étude a montré la prévalence de bactéries halophiles et psychrotrophes 
dans de nombreux fromages, et la prolifération de flores non lactiques au niveau des surfaces des 
fromages. Enfin, des caractéristiques particulières (protéases, lipases, éléments mobiles…) de souches 
fromagères peuvent être tracées par la détection de gènes qui leur sont spécifiques. Bien qu’encore 
préliminaire, il est attendu que ce type de résultat permette de reconstituer les potentialités 
métaboliques d’écosystèmes alimentaires, et par la suite de mieux comprendre leur développement, 
leur capacité de résilience et leurs interactions. Enfin, ces méthodes peuvent aussi s’appliquer aux ARN 
extraits des écosystèmes (Gilbert et Hughes, 2011). Quelques études ont été ainsi réalisées sur des 
fermentations végétales (Nam et al., 2009 ; Weckxet al., 2011) ou sont en cours sur des écosystèmes 
fromagers reconstitués (Bonnarme, projet ANR ExEco, 2010-2013), mettant ainsi en évidence les 
communautés les plus actives, ou leurs interactions avec les bactériophages. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gilbert%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21431772
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hughes%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21431772
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3. Conservation de la biodiversité microbienne des aliments : rôle des Centres 
de Ressources Biologiques (CRB) 

 

3.1. Le CIRM, un CRB de l'INRA dédié à la préservation et à l'exploration de la 
biodiversité microbienne  

La biodiversité se décline selon trois niveaux : la diversité des espèces, la diversité des gènes au sein 
de chaque espèce, la répartition et l'organisation des écosystèmes. Concernant les microorganismes et 
plus particulièrement les bactéries, on estime que seulement 1% du nombre d'espèces est connu à ce 
jour (moins de 10% pour les levures et champignons). Ainsi, en 1980, seules 2500 espèces 
bactériennes étaient identifiées contre 7300 aujourd'hui pour un nombre total potentiel de plus de 400 
000 espèces (Giri et al., 1992, www.unep-wcmc.org). La biodiversité représente un intérêt écologique et 
technologique indéniable et possède de ce fait une valeur économique intrinsèque. En effet, le 
développement de nouveaux produits ainsi que l'apparition de nouveaux marchés par les 
biotechnologies ou via les industries agroalimentaires génèrent des secteurs d'activités et de profits. 
Cela nécessite de ce fait une gestion appropriée des ressources. Afin de préserver cette biodiversité, 
de favoriser son utilisation à des fins de développement durable ainsi que pour un partage équitable 
des profits générés par les ressources biologiques, une Convention pour la Biodiversité a été ratifiée 
par 168 pays, dont la France, à Rio en 1992 (www.cbd.int). L'objectif pour chaque état membre étant de 
développer des stratégies nationales pour la conservation et la valorisation de la diversité biologique. Le 
concept de Centre de Ressources Biologiques (CRB) a été défini pour la première fois en 1999 lors du 
protocole de Tokyo comme étant « le support des sciences de la vie et des biotechnologies ». 
L'Organisation du Commerce et du Développement Economique (OCDE, www.oecd.org) a fourni une 
liste de prescriptions relatives au bon fonctionnement des CRB. Ce sont des centres de ressources 
spécialisés qui acquièrent, valident, étudient et distribuent les ressources. Ils doivent avoir un standard 
de qualité élevé, être détenteurs d'une expertise par rapport au type de ressources hébergées et mener 
une activité de recherche intrinsèque sur ces ressources. 

C'est dans ce contexte qu'en 2004 l'INRA a décidé de créer un CRB dédié à la préservation et à 
l'exploration de la biodiversité microbienne appelé Centre International de Ressources Microbiennes 
(CIRM). L'objectif était de mieux organiser et valoriser le patrimoine génétique inestimable représenté 
par l'ensemble des collections INRA en l'ouvrant aux communautés scientifiques et industrielles ainsi 
qu'aux filières concernées. Le CIRM est un groupement d'intérêt scientifique constitué à ce jour de cinq 
CRB microbiens thématiques fonctionnant en réseau. Il regroupe ainsi des collections de champignons 
filamenteux (CIRM-CF, INRA Marseille), de bactéries associées aux plantes (CIRM-CFBP, INRA 
Angers), pathogènes de la chaîne alimentaire (CIRM-BP, INRA Tours), ou d'intérêt alimentaire (CIRM-
BIA, INRA Rennes), et de levures d'intérêt technologique (CIRM-Levures, INRA Grignon). Convaincu 
qu'une recherche de haut niveau ne peut se faire que sur un matériel biologique de grande qualité, avec 
une traçabilité irréprochable et l'assurance de disposer des données minimales associées aux souches, 
l'ensemble des cinq CIRM est certifié selon la norme ISO 9001:2008.  

Concernant les microorganismes d'intérêt alimentaire, les objectifs du CIRM sont concrètement :  

i) de préserver à long terme et d'explorer en haut débit la biodiversité des microorganismes d'intérêt 
alimentaire pour être à même de fournir, aujourd'hui et demain, des souches optimales au regard de la 
qualité et de la sécurité des aliments ;  

ii) de contribuer à la compréhension des mécanismes à l'origine de la biodiversité ;  

iii) d'enrichir l'offre des souches disponibles ;  

iv) d'offrir un lieu et des modalités de conservation de collections bactériennes, publiques ou privées. 
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3.2. De l'intérêt de préserver les microorganismes d'intérêt alimentaire au sein 
de structures dédiées 

Les microorganismes d'intérêt alimentaire sont clés pour la fabrication des aliments fermentés et 
biopréservés. Par la nature, la quantité et la complémentarité de leurs enzymes, ils ont un impact 
majeur sur la qualité des produits finis et confèrent aux produits fermentés une grande part de leur 
typicité et de leurs caractéristiques. Ils constituent donc un patrimoine et sont une source d'innovation 
potentielle dont il faut préserver la biodiversité. En effet, si l'on se réfère aux produits laitiers fermentés, 
l'évolution des pratiques a fortement contribué à faire diminuer les niveaux microbiens des laits (Bouton 
et al.,2005 ; Mallet et al., 2012). 

Les microorganismes jouent des rôles très divers : acidification, influence sur la texture, la couleur, les 
qualités organoleptiques, propriétés thermo-fonctionnelles, propriétés d'inhibition des flores pathogènes 
et d'altération, propriétés nutritionnelles,…. Ainsi leur utilisation en tant que levain fonctionnel, permet 
de cibler des propriétés d'intérêt (Ravyts et al., 2012). Certaines bactéries lactiques sont capables de 
produire des composés antifongiques (Brosnan et al., 2012), limitant ainsi le recours aux additifs 
alimentaires. Dans certains produits laitiers fermentés l'addition de bactéries non levain (NSLAB) 
augmente le niveau d'acides aminés, de peptides, et d'acides gras libres augmentant les qualités 
organoleptiques accélérant l'affinage (Cagno et al., 2012). Certaines bactéries lactiques jouent un rôle 
clé dans la réduction de substances toxiques ou antinutritives dans des produits végétaux fermentés 
tels que le manioc ou le soja jaune (Westby et al., 1997 ; Kostinec et al., 2007). Ces différentes 
propriétés conduisent à un élargissement des applications potentielles des microorganismes voire à 
une « flexibilité » accrue de la composition des levains.  

L'ensemble de ces propriétés est extrêmement souche-dépendant. Pour exemple, Chaillou et al. (2009) 
ont caractérisé la diversité intra-spécifique de l'espèce Lactobacillus sakei, naturellement présente dans 
les produits de la mer et carnés. Ils ont montré la capacité de ces microorganismes à s'adapter aux 
procédés technologiques qui induit de la variabilité clonale au sein de cette espèce. Dans le cas de 
Propionibacterium freudenreichii, utilisé dans la fabrication de l'Emmental, on peut observer une grande 
variation dans la capacité des souches à survivre à un stress acide et biliaire, susceptible d’être 
rencontré après ingestion, ou à métaboliser l'aspartate (Lan et al., 2007 ; Turgay et al., 2011). 

Les CRB, offrent dans ce contexte, un cadre de préservation et de valorisation adapté, tant pour les 
partenaires académiques qu'industriels, qui peuvent y trouver des souches aux propriétés connues et 
originales. Par leurs activités de préservation et de collecte ciblée, ils sont en mesure d'offrir, pour une 
espèce donnée, une large diversité de souches en termes d'origine géographique, de biotope et 
d'année d'isolement. Ce dernier point pose le problème du choix des souches à collecter et à conserver, 
afin d'être sûr de couvrir une diversité représentative de l'espèce, mais aussi la difficulté à prédire 
aujourd'hui les souches dont nous aurons besoin demain. Ces choix doivent faire l'objet de réflexions 
concertées avec les utilisateurs. Les CRB doivent également assurer un accès légitime aux ressources 
dans un cadre juridique défini et consensuel. Ainsi, afin de respecter la Convention de la Biodiversité, 
pour les souches provenant d'un pays étranger, seules celles isolées avant 1993 sont dites libres de 
droit et peuvent potentiellement faire l'objet de valorisation. De même toute diffusion de souche doit 
faire l'objet d'un « Material Transfert Agreement » (MTA) qui permet de définir la propriété des souches 
et est garant du bon usage qui en est fait. En cas de valorisation, il garantit un retour équitable vers le 
propriétaire de la souche. Dans la mesure où les CRB ont une politique de diffusion large et ouverte, 
pour une mise à disposition de la biodiversité au service des partenaires académiques et industriels, il 
est primordial de respecter ce cadre légal compte tenu du fort potentiel d'innovations biotechnologiques 
associé à ces microorganismes d'intérêt alimentaire, en particulier à des fins de biopréservation. 
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4. Fermentation et biopréservation des produits laitiers 

 

4.1. Fermentation et salubrité des produits laitiers 

Les produits laitiers laits fermentés, yaourts, beurres, crèmes et autres desserts lactés, fromages frais 
ou affinés, sont très divers mais partagent le même ingrédient de base : le lait, matière première vivante 
instable, issue essentiellement de vache, de brebis ou de chèvre. Ils découlent d’une multitude de 
traitements technologiques du lait (traitement thermique comme la pasteurisation ou traitement à ultra 
haute température ou physique comme la microfiltration) et de procédés fermentaires plus ou moins 
complexes. Ils peuvent être consommés sans autre préparation. La diversité et la complexité des 
fermentations sont inhérentes i) à la diversité des caractéristiques biochimiques des laits en lien avec la 
race animale, l’alimentation, à la diversité des traitements du lait (cru, thermisé et pasteurisé) ; ii) à la 
diversité des populations microbiennes responsables de la fermentation (de l’ensemencement exogène 
mono souche ou levain, à une fermentation par des populations microbiennes endogènes très 
diverses) ; iii) à la diversité des paramètres technologiques de fabrication et d’affinage. Par essence, les 
produits laitiers fermentés satisfaisant le plaisir gustatif des consommateurs et répondant aux exigences 
sanitaires réglementaires du « paquet hygiène » (n°852/2004, 2073/2005) sont des produits 
biopréservés. La France, 2e producteur de lait en Europe, produit annuellement 2,2 millions de yaourts, 
650 000 de tonnes de fromages frais et 1,1million de tonnes de fromages affinés dont 180 000 tonnes 
de fromage au lait cru (données du Cniel). Malgré cette production importante, les produits laitiers sont 
un des aliments les plus sûrs. Les fromages ne représentent que 3,4% de l’ensemble des TIAC (EFSA, 
2011, 2012).  

 

Le tableau 1 recense les TIAC en Europe en 2009 dues à Salmonella, E. coli producteurs de 
shigatoxines (STEC), Listeria ou Staphylococcus. Ces statistiques concordent avec la faible 
contamination des produits laitiers par ces bactéries pathogènes. 

 

Pathogènes  Produits laitiers Nombre de cas1 Fréquence de 
non-conformité2 

Salmonella  Tous types 19 <0,1% 

STEC Tous types 18 Pas de norme(0 
à 4,9% positif) 

Listeria monocytogenes  Fromages vache pâte molle lait 
pasteurisé 
Fromage vache pâte molle lait cru 
Fromage vache pâte dure lait 
pasteurisé  
Fromage vache pâte dure lait cru  

2* 0-5.2%  
0-1.1%  
0, 4-1 9%  
0,2-4% 

Toxines produites par 
Staphylococcus 

Fromages au lait cru, lait, autres 
produits laitiers 

88 cas (21% fromages au 
lait cru, 3,4% produits 
laitiers, 2,3% lait) 

Peu de données 

 

Tableau 1 : Recensement des TIAC et exemples de non-conformité pour les produits laitiers. 

1Données EFSA 2011, 2 données EFSA (période 2004-2009),* épidémie consommation fromages « quargel » (Fretzet al., 
2010). 

La sécurité des produits laitiers doit s’analyser d’une part au regard des démarches de type HACCP 
mises en œuvre pour assurer l’absence de contaminants pathogènes dès la production de lait et à 
toutes les étapes des procédés technologiques et d’autre part par la stratégie de biopréservation 
adoptée. Si le microbiote contribue indéniablement à la qualité des produits, il est impossible d’éviter 
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complètement la contamination par des flores indésirables (équipement des caves d’affinage, des 
hommes) ainsi, malgré les efforts, les contaminations accidentelles sont toujours possibles. La maîtrise 
des flores d’altération est raisonnée au sein de chaque variété de produits laitiers et par rapport à son 
référentiel microbien et en termes de niveaux, en particulier dans les fromages de composition 
microbienne complexe. Si la présence des levures et moisissures est toujours indésirable dans les 
fromages frais, elle devient souvent indispensable dans les fromages. 

 

4.2. Biopréservation des produits laitiers fermentés 

4.2.1. Biopréservation des fromages de composition microbienne complexe 

Des données scientifiques arguent pour un rôle autoprotecteur de certaines communautés 
microbiennes complexes des fromages ou de matériaux traditionnels (cuve en bois en fabrication ou 
planches d’affinage) vis-à-vis du développement de L. monocytogenes tout au long de l’affinage des 
fromages. En effet, plusieurs communautés microbiennes multi espèces aux activités anti-Listéria ont 
été identifiées à la surface de fromages à croûte lavée (Eppert et al., 1997 ; Maoz et al., 2003 ; Bleicher 
et al., 2010a ; Imran et al., 2010 ; Roth et al., 2010), à la surface ou à cœur de fromages Saint-Nectaire 
(Retureau et al., 2010 ; Millet et al., 2006 ; Saubusse et al., 2007), sur des cuves en bois (Didienne et 
al., 2012) et des planches d’affinage (Mariani et al., 2011). De toutes ces études, il ressort que ces 
communautés microbiennes inhibitrices diffèrent totalement en termes de composition en espèces, de 
niveau de diversité, de structure. Ainsi, une communauté microbienne de surface de fromages à croûte 
lavée inhibitrice est uniquement composée de bactéries à Gram positif non lactiques (Corynebacterium, 
Brevibacterium ...) (Maoz et al., 2003). Par contre des bactéries lactiques aussi isolées de milieux 
marins (Vagococcus, Facklamia, Alkalibacterium, Marinilactibacillus) peuvent être impliquées dans 
l'inhibition à la surface de fromages à croûte lavée (Bleicher et al., 2010a, b; Roth et al., 2010, 2011). 
L'ajout ou l'omission d'espèces microbiennes dans une communauté inhibitrice peut augmenter ou 
diminuer l'inhibition observée mais les communautés microbiennes inhibitrices reconstituées ont 
toujours une composition complexe (Imran et al., 2010; Callon et al., 2011a). En fait, sur une gélose au 
fromage cinq souches individuelles appartenant à des espèces de levure et de bactéries à Gram positif 
et à Gram négatif ont une inhibition similaire à celle du consortium complexe (Imran et al., 2010). Au 
cœur d’un fromage à pâte pressée non cuite l’association de 7 espèces de bactéries lactiques et 7 de 
bactéries non lactiques (Callon et al., 2011a) inhibent L. monocytogenes. Par multiplications 
successives à la surface des fromages, Monnet et al (2010) ont sélectionné un consortium composé 
deYarrowialipolytica-Vagococcus-Carnobacterium et Enterococcus avec de fortes activités anti-Listéria. 
Les interactions microbiennes régissant ces inhibitions sont encore inconnues. La production de 
substances antagonistes, lactate, acétate (Callon et al., 2011a), de bactériocines, de molécules non 
protéiques stables à la chaleur (Bleicher et al., 2010b),et une compétition nutritionnelle ont été 
associées à l'inhibition, mais aucun effet de causalité n'a été démontré. L’analyse du transcriptome de 
Listeria révèle son état de stress lorsqu’elle est en contact avec des consortia anti-Listéria (Hain et al., 
2007), par l’induction de gènes impliqués dans le métabolisme énergétique, dans la réponse au stress 
et dans la synthèse de la paroi cellulaire. Ces études concluent également que, individuellement, les 
souches de ces communautés ensemencées en surface de fromages ou dans le lait ne sont pas 
inhibitrices. Elles illustrent ainsi la difficulté de sélectionner des souches biopréservatrices de ces 
produits efficaces contre L. monocytogenes dans le fromage.  

L’inhibition de Staphylococcus aureus ou d’E.coli producteurs de shigatoxines dans ces produits obéit à 
une autre logique de biopréservation. Elle doit être effective les premières heures de fabrication et la 
diversité microbienne à ce stade joue un rôle mineur. Elle repose plutôt sur des activités antagonistes 
de souches bactériennes individuelles (Lactococcus lactis, Lactococcus garvieae) en lien avec 
l’acidification, ou la production de métabolites oxydatifs.  
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Quant à la maîtrise des altérations dans les produits aux communautés microbiennes complexes, elle 
se raisonne à l’échelle de l’écosystème fromager en actionnant les leviers d’actions technologiques 
(température, sel, humidité), permettant de piloter tout au long du procédé les équilibres microbiens à 
l’origine du défaut. Celui-ci résulte souvent de la dominance de populations indésirables plutôt que de 
leur seule présence. La maîtrise doit débuter très en amont par un équilibre microbien ad hoc dans le 
lait, impliquant de raisonner les pratiques d’élevage et de traite. 

 

4.2.2 Sélection de souches bioprotectrices  

La biodiversité des fromages au lait cru a permis l’essor des productions industrielles. Les laits et 
fromages au lait cru sont une bonne ressource en cultures bioprotectrices. Les ferments lactiques isolés 
de ces produits, de par leur production d’acides et l’abaissement du pH qu’elles engendrent sont les 
premiers agents de biopréservation dans le procédé fromager. Une abondante littérature décrit des 
souches de bactéries lactiques de produits laitiers traditionnels ayant le potentiel génétique pour 
produire des bactériocines ou qui en produisent en milieu de laboratoire (Dal Bello et al., 2010). 
Cependant, ces potentialités ne sont encore que peu exploitées en application et peu de cultures 
protectrices sont actuellement mises sur le marché pour les fromages. Les freins sont inhérents à leur 
faible efficacité dans les produits (dégradation, adsorption de matières grasses et de la surface 
deglobules protéiques, distribution hétérogène, compétition avec les flores autochtones ou antagonisme 
vis-à-vis des ferments lactiques, comportement dans l’écosystème en lien avec les conditions 
environnementales comme le pH ou la température), à la résistance des souches pathogènes aux 
bactériocines, et enfin à leur statut d’innocuité (Deegan et al., 2006 ; Grattepanche et al., 2008 ; 
Sobrino-lopez et Martin-Belloso, 2008). Seule l’utilisation de la nisine, une bactériocine à effet anti-
bactérien, comme additif ou de souches de L. lactis productrices de nisine sont sur le marché (Deegan 
et al., 2006). La nisine, commercialisée comme poudre concentrée est inscrite sur la liste des additifs 
alimentaires approuvée par la FAO/OMS (cf codex alimentarius). Elle n’est cependant pas autorisée 
pour les fromages sous signe de qualité.  

La biopréservation des fromages doit être raisonnée à l’échelle de l’écosystème fromage pour créer des 
synergies avec les barrières associées à des facteurs intrinsèques (richesse en nutriments, vitamines, 
aw, potentiel redox, NaCl…) et extrinsèques (environnement gazeux, température, hygrométrie)   aux 
fromages. Par exemple, une inhibition accrue de L. monocytogenes en présence d’un consortium 
bactérien anti-Listéria a pu être augmentée en diminuant l’hygrométrie des caves de 97% à 93% et en 
augmentant la température de 9 à 13°C pour favoriser les bactéries lactiques. Par contre, en absence 
de consortium complexe, l’augmentation de température favorise la croissance du pathogène (Callon et 
al, 2011b).  

La combinaison qualitative et quantitative de ces facteurs, qui peuvent agir séquentiellement dans le 
procédé doit assurer la sécurité sanitaire sans altérer les qualités sensorielles des fromages. Leur 
intensité doit être adaptée aux niveaux des micro-organismes et à l’objectif à atteindre (réduction, 
destruction). La connaissance de la réponse du micro-organisme ciblé permettra de développer une 
approche visant plusieurs cibles, en affectant simultanément le matériel génétique et enzymatique, et 
l’homéostasie. 

Comprendre l’expression des potentialités antagonistes vis-à-vis des populations indésirables des 
souches dans un écosystème complexe tel que le fromage est un défi pour la recherche. Les 
potentialités antagonistes de souches sont de plus en plus facilement identifiées grâce à la 
connaissance des génomes microbiens. Mais dans sa démarche, la biopréservation, doit être capable 
d’intégrer simultanément la multitude d’interactions positives (commensalisme, synergie et mutualisme) 
ou négatives (compétition et antagonisme) entre les micro-organismes, la complexité de la matrice 
biochimique, la diversité des conditions environnementales. Elle doit aussi être vigilante dans les voies 
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qu’elle ouvre pour l’exploitation de la biodiversité qui doit se faire dans le respect des ressources 
biologiques des produits alimentaires traditionnels dont la valeur patrimoniale est reconnue. 

 

5. Interactions microbiennes au sein des produits laitiers 

 

5.1. Avancées récentes permettant d’appréhender les interactions 

Les interactions entre microorganismes dans les produits laitiers (et dans les aliments fermentés en 
général) ont fait, très tôt, l’objet de nombreuses études tant ces interactions sont primordiales pour le 
bon déroulement des processus fermentaires et pour assurer les qualités organoleptiques et sanitaires 
des produits finis. Ces études ont d’abord été descriptives mais ces dernières années, elles ont 
bénéficié d’avancées importantes en termes de techniques d’investigation. Le développement des 
approches « omiques » (génomique, transcriptomique, protéomique et maintenant métabolomique) 
permettent désormais des approches moléculaires globales et, de fait, une meilleure compréhension 
des interactions entre microorganismes et de leurs conséquences sur les produits laitiers. 

Quelques résultats récents sont présentés ci-dessous, en distinguant les interactions intervenant dans 
la fabrication et le développement des qualités organoleptiques des produits et celles intervenant dans 
la qualité sanitaire des produits. 

 

5.2. Interactions microbiennes impliquées dans le développement des qualités 
organoleptiques 

Les qualités organoleptiques des produits laitiers fermentés résultent pour l’essentiel de l’activité des 
microorganismes intervenant dans les processus fermentaires et cette activité est elle-même 
grandement modulée par les interactions microbiennes établies au sein des produits. A ce titre, 
l’écosystème le plus simple, le yaourt, associant deux bactéries lactiques, L. bulgaricus et S. 
thermophilus est probablement l’un des systèmes les mieux étudiés.  

Une interaction positive entre L. bulgaricus et S. thermophilus appelée proto-coopération (i.e. 
association bénéfique mais pas indispensable au développement de chacune des espèces) a été 
décrite dans le yaourt. Cette proto-coopération a d’abord été caractérisée par des approches 
microbiologiques et sous des aspects technologiques : vitesse et niveau d’acidification, biomasse des 
deux espèces, production d’agents texturants, stabilité des produits finis… Elle est aujourd’hui abordée 
au niveau moléculaire par des travaux qui ont d’abord établi la séquence des génomes de S. 
thermophilus (Bolotin et al., 2004) et L. bulgaricus (van de Guchte et al., 2006). Ces analyses 
génomiques ont mis en évidence à la fois une « domestication » des souches et une adaptation au 
contexte laitier (perte de nombreux gènes), de probables transferts de gènes inter-espèces et une 
complémentarité de fonctions et de voies métaboliques (une souche produisant des métabolites 
nécessaires à l’autre comme intermédiaires métaboliques). Ces études ont été ensuite complétées par 
des approches post-génomiques (analyses des transcriptomes et protéomes des deux espèces seules 
ou en co-culture) précisant la nature et la dynamique de ces interactions dans le lait. Ces dernières ont 
révélé des interactions insoupçonnées jusqu’alors, impliquant notamment des échanges nutritionnels 
(Herve-Jimenez et al.,2009 ; Sieuwerts et al., 2010). 

Les récentes investigations sur la composition des écosystèmes microbiens complexes de divers 
fromages combinées à la disponibilité de ces nouvelles approches ont éveillé l’intérêt de la 
communauté scientifique et l’ont amené à appréhender de façon mécanistique les interactions au sein 
des écosystèmes fromagers. Il résulte notamment de ces découvertes un intérêt croissant pour le rôle 
et l’impact de la diversité microbienne des flores de surface des fromages (incluant des bactéries mais 
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aussi des levures) sur les qualités organoleptiques du produit à l’issue de l’affinage (Larpin-Laborde et 
al., 2011 ; Deetae et al., 2009). Ainsi plusieurs études récentes évaluent l’impact des interactions entre 
des espèces de bactéries à Gram négatif et des consortia de levains fromagers complexes sur les 
qualités sensorielles de fromages de diverses technologies : pâte pressée ou pâte molle (Delbès-Paus 
et al., 2012 ; Irlinger et al., 2012). Dans ces études sont évalués les bénéfices (incidence sur les 
qualités organoleptiques) mais aussi les risques (production d’amines biogènes) associés à la présence 
et à l’utilisation de ces bactéries à Gram négatif dans les fabrications fromagères. 

 

5.3. Inhibition de la croissance des pathogènes dans l’aliment  

L’action inhibitrice des bactéries lactiques sur la croissance de bactéries pathogènes alimentaires est 
maintenant très documentée et a fait l’objet de nombreuses publications relatant les mécanismes mis 
en œuvre et la prise en compte de ces capacités inhibitrices pour la sélection de levains lactiques 
performants alliant qualité organoleptique et sanitaire. On peut distinguer une action directe contre les 
pathogènes par la production de composés inhibiteurs comme, par exemple, les bactériocines ou le 
peroxyde d’hydrogène, et une action indirecte résultant de la croissance même des bactéries lactiques 
et de l’acidification du milieu et la compétition nutritionnelle qui en découlent (Mounier et al., 2008 ; 
Charlier et al., 2009).  

Cette inhibition de croissance a été abordée en milieu lait ou au sein de fromages par des fabrications 
tests expérimentalement contaminées en pathogènes tels que L. monocytogenes (Callon et al., 2011a), 
E. coli O157:H7 (Vernozy-Rozand et al., 2005), S. aureus (Delbès-Paus et al., 2010) ou Bacillus cereus 
(Rossland et al., 2005). 

 

5.4. Inhibition de l’expression de la virulence des pathogènes 

Dans les produits laitiers, il est admis que les bactéries lactiques exercent une activité inhibitrice à 
l’encontre des pathogènes toxinogènes potentiels tels que S. aureus ou B. cereus. L’inhibition de 
croissance (et l’éradication de la contamination) reste un objectif prioritaire. Cependant, il a été 
récemment montré que la capacité d’inhibition des bactéries lactiques peut aussi s’exercer sur 
l’expression de la virulence du pathogène, en l’occurrence, sur la production d’entérotoxines dans le 
produit laitier. Ces études sont intéressantes et importantes dans la mesure où, contrairement à 
d’autres pathogènes comme Salmonella ou Listeria, l’évaluation du risque lié aux bactéries toxinogènes 
revêt un niveau de complexité supplémentaire puisque, au-delà du critère présence-absence du 
pathogène, il faut être en mesure de contrôler et limiter la production des entérotoxines elles-mêmes qui 
sont les réelles responsables de la toxi-infection alimentaire. 

Ce type d’activités inhibitrices est encore mal documenté. Les réponses transcriptomiques de deux 
souches modèles de S. aureus et L. lactis, respectivement, ont donc été investiguées lors d’interaction 
dans divers contextes. Le transcriptome de S. aureus a ainsi été analysé lors de co-cultures avec L. 
lactis. Cette interaction a d’abord été étudiée en milieu chimiquement défini et à pH régulé. La 
dynamique d’expression génique de S. aureus en culture pure a été comparée à celle obtenue en co-
culture. Cette analyse montre que l’expression de la plupart des gènes impliqués dans la machinerie 
cellulaire, la division cellulaire, la biosynthèse de l’enveloppe, les métabolismes des hydrates de 
carbone et de l’azote et la réponse aux stress était seulement légèrement affectée. Par contre, 
l’expression de plusieurs gènes de virulence, ceux du locus agr et quelques gènes d’entérotoxines 
(mais pas tous), était fortement affectée par la présence de L. lactis. (Evenet al., 2009). Cette inhibition 
de la virulence est aussi observée en matrice fromagère (Cretenetet al., 2011a).  

Le transcriptome de L. lactis a également été analysé en conditions de fabrication fromagère modèle en 
culture pure et en co-culture avec S. aureus(Cretenetet al., 2011a ; 2011b). En co-culture, très peu de 
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variations ont été observées. Tout se passe comme si L. lactis « ne voyait pas » la population de S. 
aureus. Notamment, même à forte concentration, S. aureus n’affecte en rien les propriétés 
technologiques de L. lactis (Nouaille et al., 2009).  

 

6. Interactions microbiennes au sein des produits carnés et biopréservation 

 

6.1. Exemples dans des produits fermentés 

Lors de l’élaboration du saucisson, le développement en nombre de deux espèces bactériennes 
particulières conduit à la stabilité microbiologique du produit transformé. Survenant de manière 
spontanée dans les productions fermières traditionnelles, cette fermentation a été depuis longtemps 
domestiquée et les ferments bactériens sont produits industriellement et rajoutés dans les mêlées de 
viande pour en assurer la fermentation. Ces ferments bactériens utilisés sont majoritairement composés 
d’un mélange de bactéries lactiques (Lactobacillus) et de coques à Gram positif et catalase positive 
(Staphylococcus). Dans cette association, les bactéries lactiques sont reconnues pour leur implication 
majeure dans la fermentation par production d’acide mais aussi pour leur rôle positif sur les qualités 
sanitaires du produit par inhibition des espèces pathogènes ou d’altération telles que L.monocytogenes, 
S.aureus, Salmonella pour les premières, ou Pseudomonas ou des entérobactéries pour les secondes. 
Ces bactéries lactiques ont des propriétés métaboliques, (production d’acide, de peroxyde d’hydrogène, 
de bactériocine) qui concourent à la fois à la transformation du produit et à sa sécurité sanitaire. Les 
coques à Gram positif sont connus pour être responsables des arômes typiques de salaison. Le 
programme de recherches de l’Agence Nationale de la Recherche, Génoferment (2006-2009), a été 
conduit sur le comportement des ferments laitiers et carnés au sein des matrices alimentaires. De 
manière tout à fait intéressante, il y a été montré dans le cas des ferments du saucisson que le 
développement de L.sakei (ferment lactique utilisé classiquement en Europe) était stimulé par la 
présence de l’autre ferment coque à Gram positif, Staphylococcus xylosus, et ce uniquement en 
présence de sel et de nitrate, c’est à dire dans les conditions d’élaboration du saucisson (Goubet et al., 
2007). On comprend donc tout le bénéfice qu’il peut en résulter pour le produit fini si l’on stimule ainsi 
des bactéries à potentiel de biopréservation. Toutefois, si les conditions technologiques de fermentation 
peuvent favoriser ces actions, elles peuvent dans certains cas aussi limiter le potentiel biopréservant de 
certaines espèces. Ainsi, dans les produits carnés, les bactériocines peuvent être adsorbées sur des 
protéines ou des particules de gras qui vont diminuer leur effet inhibiteur (Vignolo et Fadda, 2007). Par 
ailleurs, la nisine, seule bactériocine à ce jour dont l’addition est autorisée dans les produits 
alimentaires, est très efficace dans les produits laitiers mais s’est avérée inactive dans les produits 
carnés. En effet, la présence de glutathion dans la viande rouge semble modifier la conformation de la 
nisine en intervenant sur sa structure et diminue ainsi son efficacité (Stergiou et al., 2006). 

 

6.2. Exemple dans le carpaccio, diversité des souches et compétition 

Les produits carnés frais non transformés hébergent des écosystèmes bactériens très divers. Certaines 
des espèces présentes, comme L. sakei, sont par ailleurs depuis longtemps utilisées pour la 
fermentation des produits carnés. En conditions de conservation de la viande fraîche à basse 
température, sous vide notamment, cette espèce est capable de se développer en nombre élevé et de 
dominer l’écosystème. Ces propriétés en font une bonne candidate pour une utilisation comme bactérie 
protectrice des produits carnés frais et ont donné lieu à des études approfondies notamment au niveau 
génomique. Ainsi le séquençage du génome d’une souche isolée de saucisson sec (Chaillou et al., 
2005) a mis en lumière les fonctions qui pourraient expliquer ses aptitudes à un développement favorisé 
dans les produits carnés. Il a également été montré que cette espèce était très diverse et pouvait être 
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subdivisée en 10 groupes génomiques, ou génotypes, différents (Chaillou et al., 2009). Dans la viande 
fraîche, carpaccio de bœuf en l’occurrence, plusieurs souches appartenant à des groupes génomiques 
différents peuvent cohabiter au sein d’un même produit et il existe un lien entre le procédé de 
production ou de stockage et les génotypes présents (Lucquin et al., 2012).  

Les souches représentant ces 10 groupes génomiques montrent des réponses différentes au stress 
oxydant. L’analyse du comportement de souches appartenant à différents groupes, cultivées en 
mélanges et soumises à un stress oxydant a révélé qu’une même souche de L. sakei peut manifester 
une réponse au stress oxydant différente selon les souches auxquelles elle est associée : certaines 
souches peuvent être bénéfiques pour les autres, d’autres se manifestant au contraire sous un angle 
néfaste (Guilbaud et al., 2012). Il est donc important de pouvoir maîtriser ces phénomènes 
d’interactions intra espèce dans une perspective d’utilisation de mélange de souches à des fins de 
bioconservation.L’utilisation de cette diversité a été à la base d’un dépôt de brevet pour un cocktail de 
souches de L. sakei pour la bioprotection du carpaccio (Chaillou et al., 2012). 

 

6.3. Exemple dans le bœuf haché et d’autres viandes  

Comme il a été mentionné plus haut, l’idée de ne pas se restreindre à l’utilisation d’une seule souche 
mais de jouer sur la diversité intra et inter espèce est un concept en émergence dans le domaine de la 
biopréservation, notamment pour les produits carnés. Dans ce domaine, plusieurs études ont été 
menées.  

Jones et al (2008), ont isolé une vaste collection (181) de bactéries lactiques à partir de différentes 
viandes de porc, bœuf ou agneau. Testées en milieu modèle viande gélosé, six souches (5 L. sakei et 1 
L. lactis) potentiellement inhibitrices de bactéries d’altération de la viande fraîche comme Brochothrix 
thermosphacta ou de bactéries pathogènes (Listeria) ont été sélectionnées. En revanche, testées en 
conditions réelles dans la viande d’agneau, ces souches inhibitrices se sont avérées avoir des profils 
d’inhibition différents de ceux observés en milieu de laboratoire (Jones et al., 2009). Un cocktail de 3 
souches de L. sakei inhibitrices s’est avéré capable de se développer dans la viande d’agneau, sans en 
altérer les qualités sensorielles sans néanmoins être en mesure d’affecter le développement de flore 
d’altération comme les entérobactéries (Jones et al., 2010). 

Feurer et al (2012) ont isolé à partir de la flore naturelle de viande de porc, différentes espèces de 
bactéries lactiques avec lesquelles ont été composés plusieurs cocktails. Ceux-ci ont été utilisés pour 
ensemencer de la viande fraîche et certains d’entre eux se sont montrés efficaces pour limiter le 
développement de la flore d’altération composée de B. thermosphacta et des entérobactéries, en 
retardant leur croissance voire en limitant leur niveau de développement. Par ailleurs, un autre a été 
efficace pour limiter le développement de Listeria ensemencé dans la viande de porc.  

Dans le projet européen ProsafeBeef, une partie des études avait pour but d’évaluer ces pratiques de 
bioconservation sur la viande de bœuf. Ainsi, 6 cocktails de 3 souches différentes de L. sakei ont été 
testés sur de la viande de bœuf hachée. La plupart des cocktails se sont avérés efficaces pour limiter le 
développement de B. thermosphacta. Un autre de ces cocktails était capable d’affecter le 
développement de deux souches d’espèces pathogènes : Salmonella derby et E. coli O157:H7. L’effet 
observé étant une stabilisation voir une diminution du niveau de ces pathogènes. Par ailleurs, il a 
également pu être montré que les souches de L. sakei qui avaient été rajoutées avaient bien supplanté 
la flore de L. sakei naturelle (Zagorec et al., 2012). En revanche l’effet inhibiteur n’était pas toujours 
observé, dépendant certainement de la nature de la flore bactérienne endogène. 

Ces différentes études apportent des résultats prometteurs pour le développement de pratiques de 
bioconservation des produits carnés par des mélanges de souches d’une ou plusieurs espèces 
bactériennes. Néanmoins ils témoignent aussi d’un besoin de connaissances sur les phénomènes 
d’interactions entre souches afin de pouvoir maîtriser ces pratiques. 
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Conclusion 

 Les nouveaux champs possibles de la biopréservation et les limites : 

Les méthodes, notamment de séquençage à haut et très haut débit, permettent maintenant d’avoir une 
vision bien plus exhaustive des écosystèmes alimentaires. Elles permettent d’investiguer la diversité 
des espèces présentes dans son ensemble et de manière plus large que celle possible par des 
méthodes classiques. Cela signifie que des espèces bien que sous dominantes ou présentes jusqu’à 
10 000 fois moins que les espèces les plus abondantes peuvent être observées, en même temps que 
celles qui constituent plus de 99% d’une population microbienne. Dans le cas des aliments fermentés, 
dont la population microbienne est élevée mais l’abondance en termes d’espèces différentes est 
relativement faible, il est ainsi possible de considérer également des espèces potentiellement utiles ou 
indésirables, même lorsqu’elles ne sont pas majoritaires. Dans le cas des produits non fermentés, dont 
la charge microbienne peut être relativement faible mais présentant une grande abondance d’espèces 
différentes (jusqu’à plusieurs milliers), les nouveaux champs d’investigation sont très vastes et 
réserveront certainement quelques surprises. 

Il subsiste encore à ce jour une certaine limitation méthodologique à la discrimination entre souches 
d’une même espèce ou entre souches très proches. Même s’il est connu que la diversité intra-espèce 
aussi bien au niveau génomique que phénotypique est grande, elle reste encore difficilement 
accessible. Néanmoins, ces méthodes permettent d’appréhender la biopréservation de manière 
globale, c’est-à-dire d’étudier l’impact de flores protectrices sur l’écosystème dans son ensemble et non 
plus seulement sur une flore cible. Cet aspect est encore peu abordé par la communauté scientifique, 
mais il sera cependant nécessaire de s’y atteler car la dynamique des écosystèmes alimentaires étant 
maintenant accessible, il faudra veiller à ce que si l’ajout de flores protectrices a bien un effet inhibiteur 
sur une flore indésirable, il ne risque pas également d’influencer une flore secondaire ni les qualités 
organoleptiques du produit fini.  

 

 Les futurs champs d’action :  

L’étude globale des interactions microbiennes au sein des écosystèmes n’en est qu’à son début. Elle 
sera cependant nécessaire afin de comprendre et donc de maîtriser l’effet de flores protectrices sur  les 
flores indésirables dans les aliments. Comprendre les effets des activités exprimées par les espèces 
antagonistes, sur le développement, mais aussi sur l’état de virulence ou l’état physiologique des cibles, 
dans l’aliment sera garant d’une meilleure utilisation de la biopréservation. De même, connaître les 
réponses des espèces indésirables (qu’elles soient pathogènes ou altérantes) aux procédés de 
transformation des aliments, en les replaçant dans le contexte de l’écosystème alimentaire et en 
présence de flores protectrices devra également être abordé. Pour ce faire, la communauté scientifique 
commence à investiguer non seulement les espèces microbiennes mais également les fonctions 
exprimées dans ces ensembles complexes que représentent les écosystèmes alimentaires. 
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