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Introduction

Les consommateurs sont de plus en plus attentifs aux qualités sanitaire et sensorielle des produits laitiers
et des fromages en particulier. Ces qualités dépendent en grande partie de la composition et de la vie des
communautés microbiennes en perpétuelle évolution lors de la fabrication et de I'affinage des fromages.
Elles doivent maintenant étre réfléchies dans le cadre de plus en plus strict de la |égidation européenne en
matiére de normes microbiologiques. La gestion de ces communautés microbiennes, pour favoriser les
flores utiles et inhiber les flores pathogenes, est donc un des facteurs clef de la maitrise de la qudité des
fromages. Elle est particulierement complexe car la vie de ces communautés résulte toujours dinteractions
-synergie, antagonisme, compétition entre les micro-organismes, répondant a des changements
environnementaux (combinaison de stress divers pH, sdl, acides) et interagissant avec les structures
physiques (répartition, attachement) et les constituants biochimiques du lait puis du fromage. Elle débute
des I'environnement de ferme d'une part parce qu'une partie de cette communauté microbienne est
présente dans le lait de fabrication et d'autre part parce que la composition biochimique de la matiére
premiére lait, qui dépend des conditions d élevage des animaux, va influencer la vie des populations
microbiennes. Elle doit étre effective tout au long de lafabrication et de I'affinage.

Lagestion de cette vie microbienne implique :

v de connditre la diversité microbienne des laits et de cerner les facteurs d’ amont qui en sont a l'origine.
La composition des communautés microbiennes est généralement simple et connue dans les
fabrications au lait pasteurisé ou microfiltré puisque les communautés microbiennes sont détruites
puis reconstituées. Par contre, elle est beaucoup plus complexe auss bien en terme d'especes que de
souches dans les fromages au lait cru car le lait ne subit aucun traitement pour réduire la flore
microbienne.

v de suivre tout au long de I'affinage I'évolution de la structure de ces communautés microbiennes et
leurs activités auss bien a coaur qu'en superficie des fromages. La diversité microbienne en terme
d'especes est particulierement importante, originale et méconnue a la surface des fromages (rlinger,
2000).

v/ de comprendre la vie dynamique de ces communautés microbiennes. Comment |es micro-organismes
cohabitent, vivent, meurent et se lysent ? Comment répondent-ils aux changements environnementaux
? Comment interagissent -ils avec les matrices fromageres ?

Aprés avoir illustré au travers de quelques exemples, que les communautés microbiennes sont

effectivement la clef de volte dans I'édaboration des qualités des fromages, nous soulignerons l'intérét

d'évauer la diversité microbienne, en particulier celle du lait, en relation avec les facteurs d’ amont.

Diversité microbienne et diversité sensorielle

La composition des communautés microbiennes des fromages au lait cru intervient dans I’ @aboration de
leurs caractéristiques sensorielles. Aing, les fromages de type péte pressée cuite, fabriqués au lait cru et
présentant des niveaux de flores microbiennes élevés, ont une flaveur plus prononcée que ceux fabriqués
avec du lait pasteurisé ou microfiltré avec un ensemencement smplifié (Grapin e Beuvier, 1997). En
revanche, les fromages au lait microfiltré sont plus acides et amers. De plus, I'addition des flores
microbiennes dans du lait pasteurisé restitue une partie des caractéristiques des fromages au lait cru
(Beuwvier et a, 1997). Ces différences seraient attribuées a des différences dans les niveaux de flore.
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Rehman et al (2000) ont obtenu des résultats similaires sur du fromage cheddar en montrant d'une part que
les fromages au lait cru avaient un ardéme plus intense et étaient plus fruités et piquants que des fromages
au lait pasteurisé, d'autre part que l'addition de lait cru dans du lait pasteurisé augmentait d'autant plus
I'intensité de I'ardbme des fromages que cette proportion de lait cru éait plus importante. De méme,
Buchin et a (1998), en comparant des fromages de type morbier fabriqués avec du lait cru ou du lait
pasteurise, ont confirmé la plus forte intensité darbmes des fromages au lait cru, caractérises par des
arbmes animal, épicé, dliacé, rance, piquant. Les fromages au lait pasteuriseé ensemencés avec des
ferments commerciaux se caractérisent par des ardmes de lait et fruité. Ces différences sensorielles ont été
mises en relation avec des différences de profils de molécules aromatiques. Aing, les fromages au lait cru
contiennent plus de composés soufrés et d'éthanol aors que les fromages au lait pasteurisé sont plus riches
en cétones. L'addition de diverses communautés microbiennes dans un méme lait microfiltré induit des
différences des caractéristiques sensorielles des fromages de type gruyere (Demarigny et a, 1997). Des
différences de caractéristiques sensorielles de fromage a péte pressée non cuite type salers ont également
pu étre générées en inoculant du lait pasteurisé avec différentes communautés microbiennes récupérées
par microfiltration de lait de gerle (Callon et al, non publié).

Les flores microbiennes pourraient auss exercer un role de barriere vis a vis des pathogenes (Brouillaud
Déelattre et a, 1997 ; Eppert et a, 1997). Des études sont en cours pour déterminer s les écosytémes
microbiens peuvent inhiber L. monocytogenes dans les filiéres fromaggres traditionnelles'.

Les quelques exemples ci-dessus montrent que les flores microbiennes interviennent dans les qualités des
produits. Il reste a préciser le lien entre la dynamique de la diversité microbienne structurae et
fonctionnelle du lait jusqu'aux fromages affinés et les caractéristiques sensorielles et sanitaires des
fromages. Cet objectif ne pourra ére atteint que s nous sommes capables d'évaluer cette diversité
microbienne aussi bien en terme de composition que d'activités.

Evaluation de la diversité microbienne

Pour définir et comprendre les mécanismes de formation de la diversité sensorielle des fromages, il
importe de décrire la diversité microbienne tout au long de la fabrication et de I'affinage et surtout de
définir les fonctions des flores. Lavision que nous avons de la diversité microbienne dans les laits et les
fromages est étroitement dépendante des méthodes mises en oauvre pour la mesurer.

La mgjorité de nos connaissances actuelles sur la diversité microbienne dérivent d'une approche de
microbiologie classique reposant sur la quantification de flores par dénombrement sur milieux plus ou
moins sdlectifs suivie de I'identification phénotypique et génomique d'isolats. C'est ains que la population
microbienne interne de quelques fromages au lait cru a la flore complexe a éé décrite, montrant que de
nombreux groupes microbiens sont présents simultanément dans la péte ou sur la cro(te des fromages
(bactéries lactiques, bactéries propioniques, bactéries corynéformes, Staphylococcus non pathogenes,
levures et moisissures). La dynamiqgue de toutes les especes en cours d'affinage est loin d'étre connue et est
rarement parfaitement corrélée aux caractéristiques sensorielles des fromages.

Dans beaucoup d'études, I'identification des flores des fromages sest souvent focalisée sur les bactéries
lactiques, groupe microbien plus facilement cultivable et identifiable que des bactéries non lactiques telles
que les bactéries corynéformes se développant en surface de fromage (rlinger, 2000). Les méthodes
génomiques de typage des souches ont auss éé surtout appliquées aux espéces de bactéries lactiques
permettant aing de dévoiler leur diversité non seulement au niveau espéce mais auss au hiveau souche.
Berthier et al (2001) ont ains mis en évidence la dominance de L. paracasei €t L. rhamnosus dans les
fromages Comté et révélé au travers de leur profil REP-PCR la diversité de I'espece L. paracasei isolées
de deux Comtés de "cru" différents se distinguant par leurs golts différents. L'hétérogénéité de profils
RAPD-PCR de S. thermophilus permet de séparer les souches en fonction du type de fromages dans

"' Les écosystemes microbiens peuvent-ils inhiber le développement de Listeria monocytogenes dans les filieres
fromageres traditionnelles? Le cas du fromage AOC Saint Nectaire. Financement DGAL-Arilait-Recherches
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lesquels elles ont été isolées (Andrighetto et a, 2002). La diversité génomique de L. lactis subs lactis a
permis d'associer certaines souches a certaines fermes (Corroler et a, 1998).

La composition de la communauté microbienne est ainsd éablie par un assemblage des souches
microbiennes que nous réussissons a cultiver et a identifier ; I'image de la population microbienne peut
étre déformeée par |'étape de mise en culture des micro-organismes. Elle est difficilement comparable d'un
fromage a l'autre car le puzzle est plus ou moins facile a congtituer et les moyens mis en cauvre plus ou
moins importants.

L'approche plus globale visant a décrire I'écosysteme dans son ensemble et en saffranchissant de la
culture des micro-organismes est aujourdhui envisageable par I'application de méthodes moléculaires
directes. Celles-ci sont le plus souvent basees sur I'analyse des ségquences d'acides nucléiques, signatures
des micro-organismes. Elles ont révélé toute leur pertinence dans d'autres écosystémes tels que le sol,
I'eau, les systemes de dépollution mais elles n'en sont qu'a leurs balbutiements dans |'écol ogie microbienne
des fromages. Des techniques telles que la SSCP, TGGE (Coppola et al, 2001 ; Ogier et a, 2002)
commencent a apporter une autre vision des écosystemes fromages. Par exemple par clonage - sequencage
de banques dADN16s et SSCP-PCR, des especes de bactéries corynéformes (Brachybacterium,
Arthrobacter) ont pu étre mises en évidence dans un caillé de fromages dAOC Salers Outhoit et d,
2003). En appliquant la technique SSCP a différents stades d'affinage, des profils microbiens spécifiques
de chaque production fermiére de fromages Salers ont pu étre obtenus.

Lien entre diversité microbienne des laits et pratiques d'élevage

La diversité microbienne rencontrée a coaur et en surface des fromages nait de la diversité des flores dans
les laits en relation avec les diversités des environnements de ferme, de fabrication et d'affinage. La
contamination microbienne initiale du lait est évidemment une étape clef de la transformation fromagere,
mais |'évolution des communautés et leurs activités au cours de la fabrication et de I'affinage devraient étre
mieux intégrées pour définir ce que peut étre la "bonne diversité microbienne" d'une flore de lait. En effet,
pour un lait de composition microbienne identique au départ I'évolution de ces communautés pourra étre
différente en fonction des technologies appliquées. A titre d'exemple, dans la technologie des péates
pressees cuites, les équilibres microbiens du lait sont trés rapidement perturbés par le chauffage du caillé
en cuve, ains que par |’ acidification sous-presse lui succédant dans la fabrication, aors quils ne le sont
pas dans les pétes pressés non cuites. Mais d'autres facteurs tels que la vitesse d'acidification, e salage ou
non du caillé, lataille des fromages... peuvent modifier ces équilibres. Par conséguent la flore & préserver
peut varier d'une technologie fromagere a l'autre. Par ailleurs, la définition de la "bonne diversité’ du lait
est complexe et pourrait se décliner au pluriel car des fonctionnalités multiples peuvent étre demandées a
cette flore (assurer la diversité sensorielle, garantir la qualité sanitaire, conférer aux fromages une valeur
santé...).

Quelle que soit la destinée du lait pour des fabrications fromageres, actuellement la «bonne » qudité
microbiologique d'un lait est le plus souvent estimée sur la base de deux critéres. Le premier se rapporte
aux normes concernant les espéces pathogénes (Listeria, S. aureus, Salmonella, E. coli), le second
concerne le niveau de flore totale qui doit étre le plus faible possible. Si le premier critére ne peut ére
contesté, les consequences du second doivent étre réfléchies. Celui-ci a en effet conduit a la production de
laits faiblement chargés mais aux capacités fromagéres souvent mediocres. C'est ains que la plupart des
laits destinés a la transformation fromagere ont une charge microbienne inférieure & 10 000 germes
totaux/ml. Il convient de sinterroger sur la pertinence d'un seuil sur les germes totaux qui ne prend pas en
compte les équilibres microbiens de ces laits. Comme mentionné précédemment, les connaissances que
nous avons de ces équilibres microbiens sont souvent issus de dénombrements des grands groupes
microbiens et de leur identification souvent sommaire. Ces premiéres données sur ces équilibres ont
montré que pour un niveau de flore globale équivaent, I'équilibre entre flores dites « dintérét
technologique » et celles dites « ddtération » peut étre trés différent d'une production laitiere al'autre. Cet
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équilibre varie en fonction des pratiques de production de lait (nature du troupeau, propreté des animaux),
des conditions de traite, des pratiques de nettoyage différentes (Michel et a 2001). De plus, une faible
charge microbienne dans le lait ne garantit pas sa qualité sanitaire. A I'avenir, il serait souhaitable d'avoir
une description plus fine de la diversité microbienne de la flore des laits. C'est dans ce sens que diverses
études régionales” sont menées. |l serait alors possible de répondre & un certain nombre de questions en
suspens, en particulier s la réduction de la charge microbienne affecte ou non leur composition
qualitative.

Des données plus fines sur le lien entre pratiques et flores des laits permettraient de préconiser les
pratiques a mettre en cauvre pour préserver la «bonne» diversité microbienne et pour agir avec plus de
discernement sur I'dimination des "flores indésirables’. A I'heure actuelle, la mgjorité des guides de bonne
pratique concerne uniquement la réduction de la contamination en bactéries pathogenes.

Conclusions

Les nouvelles méhodes permettant d'avoir une vison dynamique de I'évolution des populations
bactériennes vont apporter une révolution en microbiologie. Une autre révolution devrait suivre, au niveau
de notre vision des micro-organismes dans le domaine des fromages au lait cru : plutét que de chercher a
les diminer systématiquement et sans discernement en chauffant le lait, nous pourrons comprendre leur
comportement des les environnements de ferme, puis dans le lait, et enfin lors de la fabrication et de
I’ affinage des fromages. Des dtratégies d'action plus rationnelles maintenant la diversité microbienne
souhaitée, pourront étre mises en place trés en amont dans les filiéres fromagéres et tout au long de
I’ affinage.
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